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DESCRIPCION
Extracto de fruto de feijoa
1. Campo técnico

La invencion se refiere a un extracto de fruto de feijoa. En particular, la invencion se refiere a usos terapéuticos de un
extracto de fruto de feijoa, un proceso para preparar el extracto y composiciones que comprenden el extracto.

2. Antecedentes

La diabetes mellitus y la obesidad se han convertido en importantes problemas de salud mundial. Aproximadamente
el 7% de la poblacion estadounidense esta afectada por la diabetes y se estima que 600 millones de personas eran
obesas en 2010. Se espera que el numero de personas afectadas por estas afecciones aumente sustancialmente en
los préoximos 25 afios.

La diabetes de tipo 2 es la forma mas comun de diabetes y representa el 90% de todos los casos. La diabetes tipo 2
aumenta el riesgo de morbilidad y mortalidad cardiovascular, debido a los efectos vasculares perjudiciales de la
exposicion prolongada a un entorno hiperglucémico, asi como a la mayor prevalencia de factores de riesgo
cardiovascular asociados: aterosclerosis, hipertension y anomalias de la coagulacion.

Los enfermos a menudo tienen sobrepeso y sufren de hipertension (presion arterial alta) e hiperlipidemia (niveles
elevados o anormales de lipidos en sangre). Estas afecciones tienen un gran impacto en el bienestar y el estilo de
vida de quienes las padecen. La hiperglucemia sostenida durante un periodo prolongado de tiempo puede causar
dafio severo a los ojos, rifiones, nervios y suponer un mayor riesgo de complicaciones adicionales como ataque
cardiaco, accidente cerebrovascular, amputacion de miembros inferiores y muerte. Los riesgos de hiperlipidemia por
diabetes pueden incluir pancreatitis, formacion de placa, endurecimiento de las arterias y un mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular.

La obesidad es un factor clave para la diabetes de tipo 2. En la actualidad, los tratamientos actuales para la obesidad,
excepto la extirpacion quirtrgica del tejido, no han logrado dar como resultado una reduccion sostenida de la obesidad.
Ademas, los farmacos utilizados para tratar la obesidad pueden tener efectos secundarios graves.

El tratamiento implica inicialmente cambios en el estilo de vida, la dieta o la administracién de medicamentos orales.
A menudo, los pacientes reciben un tratamiento no especifico, lo que da lugar a efectos secundarios indeseables como
diarrea y nauseas. La busqueda de nuevos tratamientos continda. Los productos y extractos naturales ocupan un lugar
especial en el mercado, ya que se cree que dichos tratamientos son menos téxicos y mas aceptables para la poblacion
en general que las terapias farmacéuticas.

La artritis reumatoide también se ha convertido en un importante problema de salud mundial. Aproximadamente el 1%
de la poblacién estadounidense se ve afectada por la artritis reumatoide. Se espera que el numero de personas
afectadas por esta afeccion aumente sustancialmente durante los préximos 25 afios.

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune sistémica caracterizada por la inflamacion crénica y la
destruccion de las articulaciones y el tejido circundante. Esta asociada con un aumento de la mortalidad. El origen
exacto del inicio de la artritis reumatoide sigue siendo desconocido. Sin embargo, la artritis reumatoide implica un
desequilibrio sistémico entre las actividades de las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, lo que provoca la
induccion de inflamacion cronica y dafio articular. Por lo tanto, la mayoria de los agentes terapéuticos para la AR se
han disefiado para modular los niveles de citoquinas; por ejemplo, los antagonistas del receptor del factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) y de la interleucina 1 (IL-1) han mostrado una actividad prometedora en la prevencion de la
destruccion articular por la AR. Sin embargo, las inmunosupresiones humorales por antagonistas presentan efectos
terapéuticos soélo durante un periodo limitado. El tratamiento para la artritis reumatoide a menudo es a largo plazo e
incluye tanto medicamentos como fisioterapia.

Algunas investigaciones sugieren una conexion entre la artritis reumatoide y la diabetes de tipo 2. Las personas con
artritis reumatoide muestran un mayor riesgo de resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 (Wasko M.C.; Kay, J.; Hsia,
H.C. and Rahman, M.U. Arthritis Care Res (Hoboken) 2011, 63(4): 512-21).

El vinculo puede deberse a la inflamacion que se produce con la artritis reumatoide, que puede provocar resistencia a
la insulina. Algunos medicamentos que se usan para tratar la artritis reumatoide también pueden aumentar el riesgo
de diabetes tipo 2. Los esteroides como la prednisona pueden inducir diabetes tipo 2 en quienes ya estan en riesgo
de padecerla. Los sintomas de la artritis reumatoide también pueden contribuir. El dolor articular y la fatiga general
desalientan el ejercicio fisico, lo que dificulta que los sujetos mantengan la aptitud cardiovascular y controlen el
aumento de peso.

Por lo tanto, existe la necesidad de terapias alternativas que puedan ayudar a prevenir y controlar estas afecciones.
Es un objeto de la invencion proporcionar un extracto de fruto natural que sirva al menos de alguna manera para
satisfacer esta necesidad, o al menos proporcione al publico una opcién util.
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3. Resumen de la invencién

La invencion proporciona generalmente usos del extracto de fruto de feijoa en aplicaciones medicinales asociadas con
el tratamiento de la diabetes tipo 2 y afecciones relacionadas, y el tratamiento de la artritis reumatoide y afecciones
relacionadas. El extracto de feijoa de la invencion se puede usar para tratar ambas afecciones simultdneamente, o se
puede usar para aliviar los sintomas en un sujeto con artritis reumatoide, a la vez que se reduce simultaneamente el
riesgo de que el sujeto desarrolle diabetes tipo 2.

En un primer aspecto, la invencion proporciona un método para reducir los lipidos séricos en un paciente, que
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un
paciente humano con diabetes tipo 2.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona un método para reducir la glucosa sérica en un paciente, que
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un
paciente humano con diabetes tipo 2.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona un método para reducir la presion arterial en un paciente, que
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un
paciente humano con diabetes tipo 2.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un método para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en un
paciente humano con diabetes tipo 2 donde es deseable reducir la presién arterial, que comprende administrar al
paciente humano una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. La enfermedad o trastorno puede ser hipertension
o cualquier enfermedad o trastorno asociado con presién arterial elevada.

En un quinto aspecto, la invencién proporciona un método para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en un
paciente humano con diabetes tipo 2 en donde es deseable reducir los lipidos en sangre, por ejemplo, el colesterol y
los triglicéridos, que comprende administrar al paciente humano una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.
La enfermedad o trastorno puede ser hiperlipidemia o cualquier otra enfermedad o trastorno asociado con lipidos
sanguineos elevados.

En un sexto aspecto, la invencién proporciona un método para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en el
paciente humano con diabetes tipo 2 donde es deseable reducir la glucosa en sangre, que comprende administrar a
un paciente humano una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. La enfermedad o trastorno puede ser
hiperglucemia o cualquier otra enfermedad o trastorno asociado con niveles elevados de glucosa en sangre. La
invencion proporciona ademas un método para reducir el nivel de HbAlc en el paciente, que comprende administrar a
un paciente una cantidad efectiva de extracto de feijoa. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo
2.

En un séptimo aspecto, la invencion proporciona un método para mejorar los sintomas de diabetes asociados con
hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertensién en un paciente humano con diabetes tipo 2, que comprende administrar
al paciente humano una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.

En un octavo aspecto, la invencion proporciona un método para mejorar los sintomas del sindrome metabdlico
asociado con hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertension en un paciente humano, que comprende administrar al
paciente humano una cantidad efectiva de extracto de feijoa. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes
tipo 2.

En un noveno aspecto, la invencién proporciona un método para prevenir o reducir la obesidad en un paciente. El
paciente puede ser un paciente humano.

En un décimo aspecto, lainvencién proporciona un método para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno asociado
con la obesidad.

En un undécimo aspecto, la invencion proporciona un método para reducir los niveles de colesterol total hepatico en
un paciente. El paciente puede ser un paciente humano obeso.

En un duodécimo aspecto, la invenciéon proporciona un método para mejorar los sintomas de hiperglucemia,
hiperlipidemia y/o hipertension asociados con la obesidad en un paciente humano, que comprende administrar al
paciente humano una cantidad efectiva de extracto de feijoa. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes
tipo 2.

En los aspectos anteriores, en una realizacion, el paciente puede padecer artritis reumatoide.

En un decimotercer aspecto, la invencion proporciona un método para regular la funcién inmunitaria en un paciente,
que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.
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En un decimocuarto aspecto, la invenciéon proporciona un método para tratar una enfermedad o trastorno asociado
con la inmunosenescencia en un paciente, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto
de fruto de feijoa.

En un decimoquinto aspecto, la invencién proporciona un método para prevenir o tratar los sintomas de la artritis
reumatoide, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.

En un decimosexto aspecto, la invencion proporciona un método para reducir los niveles de citoquinas inflamatorias
asociadas con la artritis reumatoide, que comprende administrar una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa a
un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con artritis reumatoide.

En un decimoséptimo aspecto, la invencion proporciona un método para reducir la hiperplasia sinovial asociada con
la artritis reumatoide, que comprende administrar una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa a un paciente. El
paciente puede ser un paciente humano con artritis reumatoide.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para reducir los lipidos séricos en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para reducir la glucosa sérica en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para reducir la presion arterial en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en donde es deseable reducir la presién arterial. La enfermedad o
trastorno puede ser hipertensién o cualquier enfermedad o trastorno asociado con presion arterial elevada. El paciente
puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en donde es deseable reducir los lipidos en sangre, por ejemplo,
colesterol vy triglicéridos. La enfermedad o trastorno puede ser hiperlipidemia o cualquier otra enfermedad o trastorno
asociado con lipidos sanguineos elevados. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en donde es deseable reducir la glucosa en sangre. La enfermedad
o trastorno puede ser hiperglucemia o cualquier otra enfermedad o trastorno asociado con niveles elevados de glucosa
en sangre. La invencion proporciona ademas el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para reducir el nivel de HbAlc en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para mejorar los sintomas de diabetes asociados con hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertensién en un paciente
humano.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para mejorar los sintomas del sindrome metabdlico asociado con hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertensién en un
paciente humano. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En otro aspecto de la invencion el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento para prevenir
o reducir la obesidad en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno asociado con la obesidad.

En todavia otro aspecto, la invencién proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacién de un
medicamento para reducir los niveles de colesterol total hepatico en un paciente. El paciente puede ser un paciente
humano obeso.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para mejorar los sintomas de hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertensién asociados con la obesidad en un paciente
humano. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En todavia otro aspecto, la invencion proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la reducciéon de los lipidos
séricos en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En todavia otro aspecto, la invencién proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la reduccioén de la glucosa
sérica en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.
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En todavia otro aspecto, la invencién proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la reduccion de la presion
arterial en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En todavia otro aspecto, la invencion proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la prevencion o el
tratamiento de una enfermedad o trastorno en donde es deseable reducir la presién arterial. La enfermedad o trastorno
puede ser hipertension o cualquier enfermedad o trastorno asociado con presién arterial elevada. El paciente puede
ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En todavia otro aspecto, la invencion proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la prevencion o el
tratamiento de una enfermedad o trastorno en donde es deseable reducir los lipidos en sangre, por ejemplo, colesterol
y triglicéridos. La enfermedad o trastorno puede ser hiperlipidemia o cualquier otra enfermedad o trastorno asociado
con lipidos sanguineos elevados. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En todavia otro aspecto, la invencion proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la prevencion o el
tratamiento de una enfermedad o trastorno en donde es deseable reducir la glucosa en sangre. La enfermedad o
trastorno puede ser hiperglucemia o cualquier otra enfermedad o trastorno asociado con niveles elevados de glucosa
en sangre. La invencion proporciona ademas extracto de fruto de feijoa para su uso en la reduccion del nivel de HbAlc
en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En todavia otro aspecto, la invencién proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la mejora de los sintomas
de diabetes asociados con hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertensién en un paciente humano.

En todavia otro aspecto, la invencién proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la mejora de los sintomas
del sindrome metabdlico asociado con hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertensién en un paciente humano. El
paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En todavia otro aspecto, la invencion proporciona un extracto de fruto de feijoa para su uso en la prevencion o el
tratamiento de la obesidad.

En todavia otro aspecto, la invencion proporciona un extracto de fruto de feijoa para su uso en la prevencion o el
tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado con la obesidad.

En todavia otro aspecto, la invencidon proporciona un extracto de fruto de feijoa para su uso en la reduccion de los
niveles de colesterol total hepatico en un paciente. El paciente puede ser un paciente humano obeso.

En todavia otro aspecto, la invencién proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la mejora de los sintomas
de obesidad asociados con hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertensién en un paciente humano. El paciente puede
ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En todavia otro aspecto, la invencién proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la regulacion de la funcion
inmunolégica en un paciente.

En todavia otro aspecto, la invencion proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la prevencion o el
tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado con la inmunosenescencia en un paciente.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para regular la funcién inmunolégica en un paciente.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa en la fabricacion de un medicamento
para prevenir o tratar los sintomas de la artritis reumatoide.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona el uso de extracto fruto de feijoa para reducir los niveles de citoquinas
inflamatorias asociadas con la artritis reumatoide, que comprende administrar una cantidad efectiva de extracto de
feijoa a un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con artritis reumatoide.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa para reducir la hiperplasia sinovial
asociada con la artritis reumatoide, que comprende administrar una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa a
un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con artritis reumatoide.

En todavia otro aspecto, la invencién proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la regulacion de la funcion
inmunolégica en un paciente.

En otro aspecto, la invencion proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la prevencion o el tratamiento de
la artritis reumatoide.

En otro aspecto, la invencién proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la reduccién de citoquinas
inflamatorias asociadas con la artritis reumatoide, que comprende administrar una cantidad efectiva de extracto de
fruto de feijoa a un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con artritis reumatoide.
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En otro aspecto, la invencion proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la reduccion de la hiperplasia
sinovial asociada con la artritis reumatoide, que comprende administrar una cantidad efectiva de extracto de fruto de
feijoa a un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con artritis reumatoide.

En todavia otro aspecto, la invencién proporciona una composiciéon para reducir los lipidos séricos en un paciente, que
comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes
tipo 2.

En aun otro aspecto, la invencién proporciona una composicion para reducir la glucosa sérica en un paciente, que
comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes
tipo 2.

En aun otro aspecto, la invencién proporciona una composicién para reducir la presion arterial en un paciente, que
comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes
tipo 2.

En aun otro aspecto, la invencion proporciona una composicion para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en
donde es deseable reducir la presion arterial, que comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. La
enfermedad o trastorno puede ser hipertensién o cualquier enfermedad o trastorno asociado con presién arterial
elevada. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En aun otro aspecto, la invencion proporciona una composicion para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en
donde es deseable reducir los lipidos en sangre, por ejemplo, el colesterol y los triglicéridos, que comprende una
cantidad efectiva de extracto de feijoa. La enfermedad o trastorno puede ser hiperlipidemia o cualquier otra
enfermedad o trastorno asociado con lipidos sanguineos elevados. El paciente puede ser un paciente humano con
diabetes tipo 2.

En aun otro aspecto, la invenciéon proporciona una composicion para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en
donde es deseable reducir la glucosa en sangre, que comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.
La enfermedad o trastorno puede ser hiperglucemia o cualquier otra enfermedad o trastorno asociado con niveles
elevados de glucosa en sangre. La invencion proporciona ademas una composicion para reducir el nivel de HbAlc en
un paciente. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En aun otro aspecto, la invencién proporciona una composicion para mejorar los sintomas de diabetes asociados con
hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertension en un paciente humano, que comprende una cantidad efectiva de
extracto de fruto de feijoa.

En aun otro aspecto, la invencion proporciona una composicion para mejorar los sintomas del sindrome metabdlico
asociado con hiperglucemia, hiperlipidemia y/o hipertension en un paciente humano, que comprende una cantidad
efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.

En adn otro aspecto, la invencion proporciona una composicion para mejorar los sintomas de hiperglucemia,
hiperlipidemia y/o hipertension asociados con la obesidad en un paciente humano, que comprende una cantidad
efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un paciente humano con diabetes tipo 2.v

En otro aspecto, la invencién proporciona una composiciéon para prevenir o tratar la obesidad, que comprende una
cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicion para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno asociado
con la obesidad, que comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicion para reducir el colesterol total hepatico en un paciente,
que comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un paciente humano obeso.

En aun otro aspecto, la invencion proporciona una composicion para regular la funciéon inmunolégica en un paciente,
que comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.

En audn otro aspecto, la invencién proporciona una composicion para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno
asociado con la inmunosenescencia en un paciente, que comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de
feijoa. En otro aspecto, la invencion proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la fabricacion de un
medicamento.

En aun otro aspecto, la invencion proporciona una composicion para regular la funciéon inmunolégica en un paciente,
que comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicién para prevenir o tratar la artritis reumatoide, que comprende
una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa.
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En otro aspecto, la invenciéon proporciona una composicién para reducir los niveles de citoquinas inflamatorias
asociadas con la artritis reumatoide, que comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente
puede ser un paciente humano con artritis reumatoide.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicion para reducir la hiperplasia sinovial asociada con la artritis
reumatoide, que comprende una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. El paciente puede ser un paciente
humano con artritis reumatoide.

En otro aspecto, la invencion proporciona extracto de fruto de feijoa para su uso en la fabricacion de un medicamento.
En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa como medicamento.

En aun otro aspecto, la invencion proporciona una composicion que comprende extracto de fruto de feijoa. La
composicion puede ser un alimento o un producto alimenticio. Alternativamente, la composiciéon puede ser un
suplemento dietético, como un nutracéutico u otra composicién nutricional.

En aun otro aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende extracto de fruto de
feijoa, mezclado con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de extracto de fruto de feijoa como nutracéutico, tal como un
suplemento dietético, o como ingrediente activo en la preparacion de alimentos y bebidas médicos o funcionales.

Preferiblemente, el extracto de fruto de feijoa usado en cualquiera de los métodos, usos y composiciones descritos
anteriormente se proporciona en forma de una composicion farmacéutica, un nutracéutico, por ejemplo, un suplemento
dietético o un producto alimenticio, por ejemplo, un alimento o bebida médica o funcional.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende al menos un compuesto seleccionado del grupo que consta
de: catequina, epicatequina, galocatequina, proantocianidinas, acido elagico, pedunculagina, luteolina y elagitaninos
relacionados. Mas preferiblemente, el extracto de fruto de feijoa comprende dos 0 mas compuestos seleccionados del
grupo que consiste en: catequina, epicatequina, galocatequina, proantocianidinas, acido elagico, pedunculagina,
luteolina y elagitaninos relacionados.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende al menos un compuesto seleccionado del grupo que consta
de: catequina, epicatequina, galocatequina, proantocianidinas, flavonas, flavonoides, acido elagico, pedunculagina y
elagitaninos relacionados. Mas preferiblemente, el extracto de fruto de feijoa comprende dos o mas compuestos
seleccionados del grupo que consiste en: catequina, epicatequina, galocatequina, proantocianidinas, flavonas,
flavanoles, acido elagico, pedunculagina y elagitaninos relacionados.

En unarealizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende (a) al menos una proantocianidina oligomérica (b) al menos
un elagitanino y (c) flavona.

En ofra realizacién, el extracto de fruto de feijoa comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en
peso de proantocianidina oligomérica y (b) aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende pedunculagina.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende al menos aproximadamente 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90 0 95% en peso de compuestos polifendlicos.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa se prepara mediante un proceso que incluye los pasos (i) a (vi)
definidos a continuacion.

En otro aspecto, la invencion proporciona un proceso para preparar extracto de fruto de feijoa, que incluye los pasos
de:

i) poner en contacto el fruto entero de feijoa y/o la piel del fruto de feijoa y/o la pulpa del fruto de feijoa y/o los residuos
del fruto de feijoa del zumo del fruto de feijoa, con un disolvente organico, agua o un disolvente acuoso/organico para
proporcionar o extracto acuoso/organico y un residuo solido; y

ii) separar el extracto acuoso, organico u acuoso/organico del residuo sélido para dar un extracto de feijoa crudo
acuoso, organico u acuoso/organico.

iii) evaporar el extracto de feijoa acuoso, organico u acuoso/organico crudo del paso (ii) para dar un concentrado de
extracto de feijoa sustancialmente acuoso y un precipitado; y

iv) separar del precipitado el concentrado de extracto de fruto de feijoa sustancialmente acuoso.

v) poner en contacto el extracto de feijoa sustancialmente acuoso del paso (iv) con una resina polimérica para adsorber
al menos un componente del extracto de feijoa sustancialmente acuoso;
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vi) eluir al menos un componente de la resina con un disolvente organico o una mezcla de disolventes organicos para
obtener el extracto de feijoa.

4. Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra trazas de HPLC de extracto de feijoa preparado en el Ejemplo 1 y analizado en el Ejemplo 2. El
cromatograma superior es del detector de arreglo de diodos, el cromatograma inferior es la corriente idnica total
(electroaspersién, modo positivo) del espectrometro de masas.

La Figura 2 muestra las imagenes radiologicas de las patas de ratones (A) control normal, (B) control artritico, (C)
tratados con metotrexato y (D) suplementados con extracto de fruto de feijoa en el estudio de ratones con artritis
inducida por colageno (Ejemplo 6)

La Figura 3 muestra imagenes histoldgicas después de la tincion con hematoxilina y eosina (H&E) de las secciones
articulares de las patas de ratones (A) control normal, (B) control artritico, (C) suplementados con extracto de fruto de
feijoa y (D) tratados con metotrexato el estudio de ratén con artritis inducida por colageno (Ejemplo 6).

5. Descripcion detallada de la invencion

5.1 Abreviaturas

ACE Enzima convertidora de angiotensina
BP Presion arterial

CM Medios de cultivo

ConA Concanavalina A

ECV Enfermedad cardiovascular

ERK Quinasa regulada por sefial extracelular
FBS Suero bovino fetal

FITC Isotiocianato de fluoresceina

HbAlc Hemoglobina glicosilada Alc

HCl Acido clorhidrico

HDL Lipoproteina de alta densidad

IL interleucina

IFN Interferdn |

1gG1 Inmunoglobulina G1

IkBa Factor nuclear del potenciador del gen del polipéptido ligero kappa en inhibidor de células B, alfa
Kg kilogramos

LDL Lipoproteina de baja densidad

LPS Lipopolisacarido

MDA Malondialdehido

MAb Anticuerpo monoclonal

MI indice de mitogénesis

nM Nanomolar

SIN Oxido Nitrico

PBS Solucién salina regulada con fosfato
PPE Ficoeritrina

PGE prostaglandina E2

PHA Fitohemaglutinina

RPMI 1640 Un medio liquido comercial

5.2 Definiciones

El término "extracto de fruto de feijoa" como se usa en este documento significa un extracto del fruto de feijoa,
incluyendo el fruto entero y/o piel del fruto de feijoa y/o pulpa de fruto de feijoa y/o residuos de fruto de feijoa que
quedan después de exprimir el fruto (orujo de feijoa). El fruto o partes del mismo pueden estar frescas, congeladas (y
luego descongeladas) o secas. El zumo que se recupera de cualquier procesamiento del fruto también se procesara
para recuperar un extracto de fruto de feijoa.

El término "piel de fruto de feijoa", como se usa en este documento, significa la cubierta cerosa exterior del fruto.
El término "pulpa de fruto de feijoa", como se usa aqui, significa el contenido carnoso del fruto de feijoa.

El término "orujo de fruto de feijoa" como se usa en este documento se refiere al residuo de fruto obtenido después
de exprimir el fruto.

El término "paciente" incluye animales humanos y no humanos.
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Los términos "tratamiento”, "tratar" y similares incluyen la reduccion o alivio de uno o mas sintomas asociados con la
enfermedad o trastorno. Por ejemplo, para hiperglucemia, hiperlipidemia o hipertension, esto puede significar una
reduccion de los niveles de glucosa en suero, niveles de lipidos en suero o presion sanguinea, respectivamente.

Los términos "prevenir", "prevencion" y similares incluyen la prevencion de uno o mas sintomas asociados con la
enfermedad o trastorno.

El término "que comprende" como se usa en esta especificacion y reivindicaciones significa "que consiste al menos
en parte de”. Cuando se interpretan declaraciones en esta especificacion y reivindicaciones que incluyen el término
"que comprende", también pueden estar presentes otras caracteristicas ademas de las caracteristicas precedidas por
este término en cada afirmacion. Los términos relacionados tales como "comprende" y "comprendido" deben
interpretarse de manera similar.

6. Descripcion detallada

La investigacion sobre la nutricion humana ha llevado a conocer los beneficios para la salud de los suplementos
dietéticos. Se reconoce que los suplementos dietéticos que contienen matrices complejas de compuestos bioactivos
naturales pueden conferir importantes beneficios para la salud a largo plazo.

La Feijoa sellowiana Berg syn. Acca sellowiana, cominmente conocida como pifia-guayaba, es un arbusto de hoja
perenne que da frutos, pariente de la guayaba tropical. La planta de feijoa es autoctona de América del Sur, pero se
puede encontrar en areas secas tropicales y subtropicales, particularmente en Nueva Zelanda. Se cultiva por su fruto,
principalmente para la produccién de zumo de sabor dulce y acido.

La especie ha adquirido cierta relevancia medicinal debido a su contenido de compuestos de interés bioldgico y
nutricional. Una revision reciente ha demostrado que no se conocen informes de los efectos del consumo de feijoa en
la salud, la prevencion o la terapia de enfermedades, incluida la diabetes en humanos o animales. (Arguelles, M.C.,
Watson, R.R., Feijoa (pineapple-guava) fruit: A role in health promotion? In: R.R. Watson, V. Preedy, editors, Bioactive
Foods and Extracts: Cancer Treatment and Prevention, CRC Press, publicado en diciembre de 2010, ISBW
1439816190)). Sin embargo, algunos estudios han demostrado una alta correlacion entre el contenido total de fenol y
la actividad captadora de radicales de extractos de feijoa en células cultivadas (Yuka, I., Yumiko, K., Miyo, N., Takashi
K., J. Home. Econ. Japdn, 2003, 54, 945-949). Por lo tanto, la fruto de feijoa se ha unido a una lista creciente de
plantas comestibles que estan siendo investigadas por sus propiedades medicinales.

Los solicitantes han descubierto que el extracto de fruto de feijoa tiene eficacia en el tratamiento y prevencion tanto
de la diabetes como de la artritis reumatoide.

6.1 El extracto de fruto de feijoa

El extracto de fruto de feijoa de la invencion se prepara extrayendo el fruto de feijoa, incluido el fruto entero, y/o la piel
del fruto de feijoa y/o la pulpa del fruto de feijoa y/o los residuos de fruto de feijoa que quedan después de exprimir el
fruto.

El proceso de extraccién se puede preparar usando técnicas de extraccion estandar conocidas en la técnica. En una
realizacion, el extracto de fruto de feijoa se prepara mediante un proceso que incluye los pasos (i) a (vi) definidos a
continuacion.

En un aspecto, la invencion proporciona un proceso para preparar extracto de fruto de feijoa, que incluye los pasos
de:

i) poner en contacto la fruto de feijoa, y/o la piel del fruto de feijoa, y/o la pulpa del fruto de feijoa y/o los residuos del
fruto de feijoa del zumo del fruto de feijoa, con un disolvente organico hidrdéfilo, agua o un disolvente acuoso/organico
para proporcionar un o extracto organico acuoso/hidréfilo y un residuo solido; y

ii) separar el extracto acuoso, organico u acuoso/organico del residuo sélido para dar un extracto de feijoa crudo
acuoso, organico u acuoso/organico;

iii) evaporar el extracto de feijoa acuoso, organico u acuoso/organico crudo del paso (ii) para dar un concentrado de
extracto de feijoa sustancialmente acuoso y un precipitado;

iv) separar el concentrado de extracto de fruto de feijoa sustancialmente acuoso del precipitado; y

v) fraccionar el concentrado de extracto de fruto de feijoa sustancialmente acuoso del paso iv) para concentrar al
menos un componente del mismo.

En una realizacion, el concentrado de extracto de fruto de feijoa sustancialmente acuoso del paso iv) se fracciona
usando absorcion de resina polimérica, separacion cromatografica, reparto de disolventes o precipitacion selectiva.
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En otra realizacion, el concentrado de extracto de fruto de feijoa sustancialmente acuoso del paso iv) puede secarse
y disolverse en una mezcla de un disolvente organico y agua, por ejemplo, etanol:agua 70:30. Los azUcares y otros
materiales polares no son solubles en este solvente. El secado de la mezcla de agua y disolvente organico
proporcionara un extracto de feijoa mas concentrado en compuestos polifendlicos. Este procedimiento se puede repetir
varias veces.

En otra realizacion, el concentrado de extracto de feijoa sustancialmente acuoso del paso iv) puede disolverse en un
disolvente no miscible en agua, como acetato de etilo o 1-butanol para producir un extracto de feijoa no acuoso con
altos niveles de polifenoles.

En otro aspecto, la invencion proporciona un proceso para preparar extracto de fruto de feijoa, que incluye los pasos
de:

i) poner en contacto el fruto entero de feijoa y/o la piel del fruto de feijoa y/o la pulpa del fruto de feijoa y/o los residuos
del fruto de feijoa del zumo del fruto de feijoa, con un disolvente organico, agua o un disolvente acuoso/organico para
proporcionar o extracto acuoso/organico y un residuo solido; y

ii) separar el extracto acuoso, organico u acuoso/organico del residuo sélido para dar un extracto de feijoa crudo
acuoso, organico u acuoso/organico;

i) evaporar el extracto de feijoa acuoso, organico u acuoso/organico crudo del paso (ii) para dar un concentrado de
extracto de feijoa sustancialmente acuoso y un precipitado;

iv) separar el concentrado de extracto de fruto de feijoa sustancialmente acuoso del precipitado;

v) poner en contacto el extracto de feijoa sustancialmente acuoso del paso (iv) con una resina polimérica para adsorber
al menos un componente del extracto de feijoa sustancialmente acuoso;

vi) eluir al menos un componente de la resina con un disolvente organico o una mezcla de disolventes organicos para
obtener el extracto de feijoa.

El extracto de fruto de feijoa producido por el proceso de la invencion se puede secar al vacio, secar por pulverizacion
0 secar por congelacion para producir un polvo que fluye libremente.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa es un polvo que fluye libremente.

El fruto entero de feijoa, y/o la piel del fruto de feijoa y/o la pulpa del fruto de feijoa y/o los residuos del fruto de feijoa
que quedan después de exprimir el fruto pueden opcionalmente picarse, machacarse, triturarse, mezclarse, rebanarse
o picarse antes del paso (i). El fruto o las porciones de fruto se pueden congelar y descongelar antes del paso (i).
También se pueden secar antes del paso (i).

La fruto de feijoa se puede exprimir (el zumo se extrae del fruto exprimiendo o por otros medios) antes del paso (i),
proporcionando asi dichos residuos de fruto de feijoa que quedan después de exprimir el fruto, que se puede utilizar
en el paso (i). El zumo se puede llevar a cabo usando una centrifuga, prensa de tornillo o prensa mecanica, u otro
método conocido en la técnica. La operacion de extracciéon de zumo puede combinarse con un pretratamiento
enzimatico para ayudar en la liberacion de compuestos polifendlicos del fruto o partes de la misma.

En una realizacion, el disolvente organico es acetona o un alcohol tal como metanol, etanol, alcohol isopropilico o 1-
propanol. Cuando se usa un solvente acuoso/organico, el solvente organico y el agua pueden usarse en cualquier
proporcion adecuada, tal como aproximadamente 20-90% de agua.

En una realizacion, el concentrado de extracto de fruto de feijoa sustancialmente acuoso del paso iv) se fracciona
poniéndolo en contacto con una resina polimérica. La resina absorbe al menos un componente del concentrado de
extracto. El (los) componente(s) se pueden eluir luego de la resina con un disolvente organico o una mezcla de
disolventes organicos para dar el extracto de feijoa de la invencion.

La resina polimérica se puede lavar opcionalmente con agua destilada antes de eluir el al menos un componente. En
una realizacién, la resina polimérica es una resina absorbente polimérica no idénica. Preferiblemente, la resina
absorbente polimérica es una resina de copolimero de estireno-divinilbenceno no icénica tal como Mitsubishi HP-20,
Mitsubishi Sepabeads SP-70 o Amberlite. El ejemplo 1 proporciona un ejemplo de un método para preparar extracto
de fruto de feijoa de la invencion.

Se sabe que la feijoa contiene altos niveles de polifenoles. Los polifenoles son un grupo de moléculas biolégicas de
amplio espectro que desempefian un papel protector en las plantas. Generalmente caracterizado por la presencia de
multiples unidades de fenol y, a menudo, polihidroxilados, existen muchas clases diferentes de polifenoles, con una
gran variedad de compuestos dentro de cada clase.

Cada especie vegetal tendra un perfil de polifenoles diferente y caracteristico que también variara en cierta medida
dependiendo de las condiciones ambientales en las que se cultiva. Los diferentes métodos de procesamiento también
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pueden proporcionar material vegetal con diferentes perfiles de polifenoles. Por lo tanto, no es factible identificar todos
los compuestos polifendlicos en un extracto de una planta rica en polifenoles. Sin embargo, la separacion
cromatografica del extracto de fruto de la invencion conduce al aislamiento e identificacion de catequina (lll),
epicatequina (IV), galocatequina (V), procianidina B2 (VI), oligdmeros de proantocianidina (VII), acido elagico, a- y -
pedunculagina, asi como otros elagitaninos relacionados (véanse los compuestos (I) a (VII), a continuaciéon) como
compuestos caracteristicos. Los componentes del extracto de fruto de feijoa preparado en el Ejemplo 1 se aislan e
identifican en el Ejemplo 2 -véanse la Tabla 1 y la Figura 1 que se refieren a trazas de HPLC del extracto de fruto de
feijoa-.

HO (i

20

GH

H o i
catequina epicatequina
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, Y
"H  Proantocianidinas oligoméricas

En un aspecto, el extracto de fruto de feijoa comprende al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste
en: catequina, epicatequina, galocatequina, proantocianidinas, flavona, flavanoles, acido elagico, pedunculagina y
elagitaninos relacionados. Mas preferiblemente, el extracto de fruto de feijoa comprende dos o mas compuestos
seleccionados del grupo que consiste en: catequina, epicatequina, galocatequina, proantocianidinas, flavona,
flavanoles, acido elagico, pedunculagina y elagitaninos relacionados.

En particular, se ha demostrado que el extracto de fruto de feijoa de la invencién contiene grandes proporciones de
dos polifenoles grandes: proantocianidinas oligoméricas (oligdmeros de proantocianidina) y elagitaninos. Estas dos
clases de polifenoles actuan juntas en los extractos de la invencién para proporcionar una eficacia sorprendente en el
tratamiento y la prevencion de la diabetes tipo 2 y la artritis reumatoide.

En un aspecto, la invencion proporciona un extracto de fruto de feijoa que comprende

(a) de aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso, (preferiblemente de aproximadamente 50 a
aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y

(b) de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En otras palabras, cuando el extracto esta sustancialmente libre de agua, aproximadamente del 40 al 70% en peso
del extracto consiste en proantocianidina oligomérica.

En otro aspecto, la invencion proporciona un extracto de fruto de feijoa que comprende (a) de aproximadamente 40 a
aproximadamente 70% en peso, (preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de
proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre
una base de polifenoles totales.

En otras palabras, las proantocianidinas oligoméricas constituyen aproximadamente del 40 al 70% en peso del total
de polifenoles presentes en el extracto.

Preferiblemente, el extracto de fruto de feijoa comprende pedunculagina y/o flavona.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende al menos aproximadamente 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90 0 95% en peso de compuestos polifendlicos, sobre una base de peso seco. Preferiblemente, el extracto de fruto de
feijoa comprende de aproximadamente 60 a aproximadamente 90% de compuestos polifendlicos, en peso seco.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende (a) de aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en
peso (preferiblemente de aproximadamente 50 a 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de
aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, donde el extracto de fruto de feijoa comprende
de aproximadamente 60 a aproximadamente 90% en peso (preferiblemente de aproximadamente 70 a
aproximadamente 90% en peso) de compuestos polifendlicos, sobre una base de peso seco.
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En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende (a) de aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en
peso (preferiblemente de aproximadamente 50 a 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de
aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, en donde el extracto de fruto de feijoa
comprende de aproximadamente 60 a aproximadamente 90% en peso (preferiblemente de aproximadamente 70 a
aproximadamente 90% en peso) de compuestos polifendlicos.

Ventajosamente, el extracto de fruto de feijoa de la invencion se puede proporcionar a un paciente en una variedad
de formas. Por ejemplo, el extracto de fruto de feijoa se puede proporcionar como nutracéutico, por ejemplo, un
suplemento dietético. Alternativamente, el extracto de fruto de feijoa se puede proporcionar como producto alimenticio,
por ejemplo, como parte de un alimento o bebida funcional. El extracto de fruto de feijoa de la invencion se puede
proporcionar como complemento de los tratamientos convencionales. Como ingrediente alimentario natural, es poco
probable que produzca efectos secundarios indeseables como interferir con la eficacia de los tratamientos
farmacéuticos convencionales.

Alternativamente, el extracto de fruto de feijoa se puede proporcionar como una composicion farmacéutica. El extracto
se puede formular en preparaciones sélidas o liquidas tales como tabletas, capsulas, supositorios, polvos, soluciones,
suspensiones y dispersiones. En algunas realizaciones, el extracto de fruto de feijoa se formula para administracion
oral como preparaciones solidas o liquidas, por ejemplo, tabletas, capsulas, polvos, soluciones, suspensiones o
dispersiones. Tales preparaciones son bien conocidas en la técnica al igual que otros regimenes de dosificacion oral
que no se enumeran aqui. En forma de tableta, el extracto de fruto de feijoa puede comprimirse con bases de tableta
convencionales como lactosa, sacarosa y almidén de maiz, junto con un aglutinante, un agente desintegrante y un
lubricante. El aglutinante puede ser, por ejemplo, almidéon de maiz o gelatina, el agente desintegrante puede ser
almidon de patata o acido alginico y el lubricante puede ser estearato de magnesio. Para la administracion oral en
forma de capsulas, se pueden emplear diluyentes tales como lactosa y almidon de maiz seco. Pueden afadirse otros
componentes como colorantes, edulcorantes o aromatizantes.

Cuando se requieren suspensiones acuosas para su uso oral, el extracto de fruto de feijoa se puede combinar con
vehiculos tales como agua y etanol, y se pueden usar agentes emulsionantes, agentes de suspension y/o
tensioactivos. También se pueden afadir colorantes, edulcorantes o aromatizantes.

Los compuestos se pueden administrar ademas mediante sistemas de liberacion sostenida. Por ejemplo, pueden
incorporarse en una tableta o capsula de disolucién lenta.

Las formas liquidas incluyen vehiculos tales como agua y etanol, con o sin otros agentes tales como tensioactivos o
agentes de suspension farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto, la invencion proporciona una unidad de dosificacion que comprende aproximadamente 150 mg de
extracto de fruto de feijoa.

En otro aspecto, la invencién comprende una unidad de dosificacion que consiste esencialmente en 150 mg de extracto
de fruto de feijoa.

Preferiblemente, la unidad de dosificacion es una tableta.
6.2 Uso de extracto de fruto de feijoa para regular la funcién inmunolégica

El envejecimiento esta claramente asociado con una disminucion de la funcién inmunolégica y es un factor importante
que contribuye a las altas tasas de morbilidad y mortalidad en los ancianos. El extracto de fruto de feijoa de la presente
invencion es util para regular la funciéon inmunoldgica y/o para prevenir o tratar enfermedades asociadas con la
inmunosenescencia en un paciente.

El efecto del extracto de fruto de feijoa de la presente invencién sobre la funcion inmune de ratones se evalud en el
Ejemplo 3. Se evaluaron los cambios en la funcién inmunolégica de ratones ancianos alimentados con dietas
suplementadas con extracto de fruto de feijoa mediante la evaluacion de la produccion de citoquinas, mitogénesis de
esplenocitos y niveles de vitamina E. IL-2, IL-4, IL-6 e IFN son citoquinas inflamatorias importantes en la produccion
de anticuerpos por parte de las células B y son componentes clave del sistema inmunolégico adaptativo. El
envejecimiento es un factor de riesgo importante para el desarrollo de diabetes y sus complicaciones vy, por lo tanto,
la reduccion de citoquinas inflamatorias también ayuda a reducir el riesgo de diabetes. El ejemplo 3 demuestra que el
extracto de fruto de feijoa suplementado a una dosis apropiada provoca un aumento significativo de la funcion
inmunitaria de las células T esplénicas en ratones ancianos. El extracto de fruto de feijoa también aumenta los niveles
de vitamina E hepatica y reduce los niveles de TNF-a. La inflamacion crénica de bajo grado es un evento comun en
los ancianos y la modulacién de citoquinas proinflamatorias observada sugiere que el extracto de fruto de feijoa ayuda
a tratar la inflamacién crénica medida por los cambios de citoquinas. La inflamacion, tipicamente estimulada por la
desregulacion en el envejecimiento o una enfermedad con citoquinas T-auxiliares 2 elevadas, contribuye a la artritis y
la diabetes. La desregulacion inmunoldgica en los sistemas ancianos puede exacerbar la inflamacién y, por lo tanto,
podria acentuar la artritis reumatoide.
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En un aspecto, la invencion proporciona un método para regular la funcién inmune en un paciente, que comprende
administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de feijoa, en donde el extracto de feijoa comprende (a)
aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso, (preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente
60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de
elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar una enfermedad o trastorno asociado con la
inmunosenescencia en un paciente, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de feijoa,
en donde el extracto de feijoa comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso, (preferiblemente
aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) aproximadamente 10 a
aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para reducir los niveles de citoquinas inflamatorias en un
paciente, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde el
extracto de fruto de feijoa comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso, (preferiblemente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente
10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En un aspecto, la invencion proporciona un método para regular la funcién inmune en un paciente, que comprende
administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de feijoa, en donde el extracto de feijoa comprende (a)
aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso, (preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente
60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de
elagitaninos, sobre una base de polifenoles totales.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar una enfermedad o trastorno asociado con la
inmunosenescencia en un paciente, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto
de feijoa, en donde el extracto de fruto de feijoa comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en
peso, (preferiblemente aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b)
aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de polifenol total.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para reducir los niveles de citoquinas inflamatorias en un
paciente, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde el
extracto de fruto de feijoa comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso, (preferiblemente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente
10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de polifenol total.

En los aspectos anteriores:

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende de aproximadamente 60 a aproximadamente 90% de
compuestos polifendlicos, con base en el peso seco.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende de aproximadamente 60 a aproximadamente 90% en peso
de compuestos polifendlicos.

En una realizacion, al paciente se administran 150 mg de extracto de fruto de feijoa diariamente.

En un aspecto, la invencién proporciona una unidad de dosificacion para regular la funcién inmunitaria en un paciente,
en donde la unidad de dosificaciéon comprende aproximadamente 150 mg de extracto de fruto de feijoa.

En una realizacion, la unidad de dosificacion es una tableta. En una realizacion, la unidad de dosificacion debe
administrarse una vez al dia.

6.3 Uso de extracto de fruto de feijoa en el tratamiento y/o prevencion de la obesidad, diabetes tipo 2 y enfermedades
asociadas

Se ha demostrado que el extracto de fruto de feijoa de la presente invencion es util en el tratamiento y/o prevencion
de enfermedades y trastornos tales como los asociados con la obesidad, el sindrome metabdlico y la diabetes de tipo
2. Las enfermedades y trastornos incluyen los asociados con presion arterial elevada, niveles elevados de glucosa en
suero y/o niveles elevados de lipidos en suero, por ejemplo, hiperglucemia, hiperlipidemia e hipertension.

Los solicitantes han demostrado sorprendentemente que la suplementacion de la dieta de pacientes con diabetes de
tipo 2 con extracto de fruto de feijoa reduce la presion arterial del paciente y da como resultado un mejor control de la
diabetes. Los niveles plasmaticos de glucosa en ayunas y HbAlc mejoran y alcanzan significacion estadistica en
comparacion con un placebo (véase el Ejemplo 4).

Sin desear limitarse a ninguna teoria, se cree que el efecto hipoglucemiante de un extracto de feijoa podria estar
mediado por la inhibicién de la a-glucosidasa, disminuyendo asi la resorcion intestinal de glucosa. Ademas, el extracto
de fruto de feijoa de la presente invencion es util para prevenir o reducir la obesidad mediante la supresion del aumento
de peso y la reduccion de la relacién de eficiencia alimentaria.
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También se evalud el efecto del extracto de fruto de feijoa de la presente invencién sobre la obesidad y los factores
de riesgo relacionados con los lipidos en ratones (véase el Ejemplo 5). Los ratones que recibieron el extracto de feijoa
mostraron un menor aumento de peso corporal en comparacion con el grupo de control.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para prevenir o tratar la diabetes tipo 2 en un paciente, que
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa. En una realizacion, el paciente
padece artritis reumatoide.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para reducir los lipidos séricos en un paciente, que comprende
administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de feijoa, en donde el extracto de feijoa comprende (a) de
aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso (preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente
60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de
elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para reducir la glucosa en suero en un paciente, que comprende
administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde (a) aproximadamente 40 a
aproximadamente 70% en peso (preferiblemente aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso)
proantocianidina oligomérica y (b) aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una
base de peso seco.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para reducir la presién arterial en un paciente, que comprende
administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde (a) de aproximadamente el 40 a
aproximadamente el 70% en peso (preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) es
proantocianidina oligomérica y (b) aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso es elagitaninos, sobre una
base de peso seco.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar o prevenir el sindrome metabdlico en un paciente,
que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde el extracto de
fruto de feijoa comprende (a) de aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso (preferiblemente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente
10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para reducir los lipidos séricos en un paciente, que comprende
administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde el extracto de fruto de feijoa
comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso ( preferiblemente de aproximadamente 50 a
aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente 10 a aproximadamente
20% en peso de elagitaninos, sobre una base de polifenoles totales.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para reducir la glucosa sérica en un paciente, que comprende
administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde (a) de aproximadamente 40 a
aproximadamente 70% en peso (preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) es
proantocianidina oligomérica y (b) aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso es elagitaninos, sobre una
base de polifenoles totales.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para reducir la presién arterial en un paciente, que comprende
administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde (a) de aproximadamente 40 a
aproximadamente 70% en peso (preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) es
proantocianidina oligomérica y (b) aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso es elagitaninos, sobre una
base de polifenoles totales.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar o prevenir el sindrome metabdlico en un paciente,
que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde el extracto de
fruto de feijoa comprende (a) de aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso (preferiblemente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente
10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de polifenoles totales.

En una realizacién de los aspectos anteriores, el paciente es un ser humano con diabetes tipo 2.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar o prevenir la diabetes tipo 2 en un paciente, que
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de feijoa, en donde el extracto de feijoa
comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso (preferiblemente de aproximadamente 50 a
aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente 10 a aproximadamente
20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar o prevenir la diabetes tipo 2 en un paciente, que
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de feijoa, en donde el extracto de feijoa
comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso (preferiblemente de aproximadamente 50 a
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aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente 10 a aproximadamente
20% en peso de elagitaninos, sobre una base de polifenol total.

En los aspectos anteriores:

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende de aproximadamente 60 a aproximadamente 90% de
compuestos polifendlicos, con base en el peso seco.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende de aproximadamente 60 a aproximadamente 90% en peso
de compuestos polifendlicos.

En una realizacion, al paciente se administran 150 mg de extracto de fruto de feijoa diariamente.

En un aspecto, la invencién produce una unidad de dosificacion para tratar o prevenir la diabetes de tipo 2 en un
paciente, en donde la unidad de dosificacion comprende aproximadamente 150 mg de extracto de feijoa.

En una realizacion, la unidad de dosificacion es una tableta. En una realizacion, la unidad de dosificacion debe
administrarse una vez al dia.

6.4 Uso de extracto de fruto de feijoa en el tratamiento y/o prevencion de la artritis reumatoide

El extracto de fruto de feijoa de la presente invencién también es util en el tratamiento y/o prevencion de enfermedades
y trastornos tales como los asociados con la artritis reumatoide.

El efecto del extracto de fruto de feijoa de la presente invencion sobre la artritis reumatoide inducida en ratones se
evalia en el Ejemplo 6. El modelo de artritis inducida por colageno (CIA) se ha utilizado ampliamente para dilucidar
los mecanismos patogénicos que son relevantes para la artritis reumatoide humana y se utiliza ampliamente para la
evaluacion de posibles agentes antirreumaticos. La etapa aguda de la CIA se caracteriza por niveles aumentados de
ARNmM para citoquinas proinflamatorias en las articulaciones, como TNF-a, IL-1B e IFN-y. Muchas de las principales
citoquinas proinflamatorias que se producen en la membrana sinovial reumatoide estan vinculadas a una red o
cascada con TNF-a en su vértice. Previamente se demostré que la IL-1 es importante en la destruccion de cartilago
y hueso.

Los estudios histoldégicos muestran que el extracto de fruto de feijoa protege contra la hiperplasia sinovial, un aumento
en la produccién de citoquinas destructivas en el liquido sinovial que puede facilitar la aparicion de artritis reumatoide.
Los estudios radiolégicos muestran que la fruto de feijoa protege contra la deformidad de las articulaciones y la
inflamacion de los tejidos blandos en ratones CIA. La suplementacién con extracto de fruto de feijoa también disminuye
los niveles de IL-2 e IFN-y en comparacion con el grupo de control artritico (ver Tabla 9).

En un aspecto, la invencion proporciona un método para prevenir o tratar los sintomas de la artritis reumatoide, que
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de feijoa, en donde el extracto de feijoa
comprende (a) de aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso, (preferiblemente de aproximadamente 50
a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente 10 a aproximadamente
20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para reducir los niveles de citoquinas inflamatorias
asociadas con la artritis reumatoide, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto
de feijoa, en donde el extracto de fruto de feijoa comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en
peso, (preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y
(b) de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para reducir la hiperplasia sinovial asociada con la artritis
reumatoide, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de feijoa, en donde el extracto
de feijoa comprende (a) aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso , (preferiblemente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente
10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso seco.

En un aspecto, la invencion proporciona un método para prevenir o tratar los sintomas de la artritis reumatoide, que
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en donde el extracto de fruto
de feijoa comprende (a) de aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en peso, (preferiblemente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente
10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de polifenoles totales.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para reducir los niveles de citoquinas inflamatorias
asociadas con la artritis reumatoide, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto
de feijoa, en donde el extracto de fruto de feijoa comprende (a) de aproximadamente 40 a aproximadamente 70% en
peso , (preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y
(b) de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de polifenoles totales
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.[0180] En otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para reducir la hiperplasia sinovial asociada con la
artritis reumatoide, que comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de extracto de fruto de feijoa, en
donde el extracto de fruto de feijoa comprende (a) aproximadamente del 40 al 70% en peso, (preferiblemente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 60% en peso) de proantocianidina oligomérica y (b) de aproximadamente
10 a aproximadamente 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de polifenoles totales.

En los aspectos anteriores:

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende de aproximadamente 60 a aproximadamente 90% de
compuestos polifendlicos, con base en el peso seco.

En una realizacion, el extracto de fruto de feijoa comprende de aproximadamente 60 a aproximadamente 90% en peso
de compuestos polifendlicos.

En una realizacion, al paciente se administran 150 mg de extracto de fruto de feijoa diariamente.

En un aspecto, la invencion proporciona una unidad de dosificaciéon para prevenir o tratar la artritis reumatoide, en
donde la unidad de dosificacion comprende aproximadamente 150 mg de extracto de feijoa.

En una realizacion, la unidad de dosificacion es una tableta. En una realizacion, la unidad de dosificacion debe
administrarse diariamente.

El extracto de fruto de feijoa se puede administrar a un paciente por una variedad de vias, incluyendo por via oral,
parenteral, por inhalacion, topica, rectal, nasal, bucal o a través un depésito implantado. Preferiblemente, el extracto
de fruto de feijoa se administra por via oral, en forma de tableta. La cantidad de extracto de fruto de feijoa por
administrar variara ampliamente segun la naturaleza del paciente y la naturaleza y extensién del trastorno por tratar.
Normalmente, la dosis diaria de extracto de fruto de feijoa para un ser humano adulto estara en el rango de menos de
aproximadamente 1 a aproximadamente 2000 miligramos, preferiblemente de aproximadamente 0.1 a
aproximadamente 2000 miligramos, mas preferiblemente de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 1000
miligramos, mas preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 500 miligramos, mas preferiblemente
aproximadamente 100 a aproximadamente 500 miligramos, mas preferiblemente de aproximadamente 150 a
aproximadamente 250 miligramos, lo mas preferiblemente aproximadamente 150 miligramos. La dosis especifica
requerida para cualquier paciente en particular dependera de una variedad de factores, incluida la edad, el peso
corporal, la salud general, el sexo, etc. del paciente.

La invencion se describe adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, debe apreciarse que
la invencion no se limita a estos ejemplos.

7. Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de extracto de fruto de feijoa.

Se preparo el extracto de feijoa y se aislo del fruto fresco de feijoa. Se picaron en una licuadora frutos enteros de
feijoa, piel, pulpa, residuos de frutos que quedaron de las operaciones de exprimido o diversas mezclas de estos. A la
pulpa resultante se afiadié aproximadamente un volumen igual de agua, alcohol, un disolvente organico miscible en
agua tal como acetona o una mezcla acuosa de alcohol o disolvente organico. En este ejemplo, se utilizd etanol de
calidad alimentaria. La mezcla se agitd ocasionalmente durante la primera hora y se dejé en remojo durante la noche.
La mezcla se filtré y el filirado se concentré a 40°C al vacio. El concentrado se filtrd para eliminar cualquier material
precipitado y luego se paso a través de una columna de resina polimérica, Mitsubishi, HP20, en este ejemplo. Se paso
agua destilada a través de la columna para eliminar los azicares y otros materiales polares. Los compuestos
absorbidos se eluyeron de la columna con etanol y se concentraron a presion reducida para dar un concentrado
oscuro. El concentrado se liofilizd para dar el extracto de feijoa como un polvo de color marrén claro. El extracto se
caracterizd por HPLC usando deteccion de matriz de diodos (Figura 1y Tabla 1) y deteccién de corriente idnica total
(TOF-MS ES+). Se utiliza una columna Kinetex 2.6 y C18 (50 x 3.0 mm) con una rata de flujo de 0.3 ml/min a 40°C.

Ejemplo 2: Determinacion de componentes del extracto de fruto de feijoa

Los componentes del extracto de fruto de feijoa se aislaron mediante cromatografia en columna preparativa repetida
usando cromatografia de exclusion por tamafio en Sephadex LH 20 y Mitsubishi HP20. Su identificacion se determino
mediante el uso de espectroscopia de resonancia magnética nuclear y, cuando fue necesario, las estructuras quimicas
de los componentes eluidos se confirmaron mediante espectrometria de masas. Se elaboré un perfil de composicion
quimica de cromatografia liquida-espectrometria de masas del extracto de fruto de feijoa usando una columna Kinetex
2.6 uyC18 (50 x 3.0 mm) a 40°C con una rata de flujo de 0.3 ml/min. La mezcla de disolventes consistié en el disolvente
A (H20 + &cido férmico al 0.1%) y el disolvente B (acetonitrilo + acido férmico al 0.1%) con el programa 0-30 min, O-
100%. La deteccion se realizd mediante una matriz de diodos y corriente idnica total (TIC). La separacion
cromatografica del extracto de fruto de feijoa condujo al aislamiento e identificacion de catequina, epicatequina,
galocatequina, procianidina B2, oligdmeros de procianidina, acido elagico, a- y B-pedunculagina, asi como otros
elagitaninos relacionados (Figura 1y Tabla 1).
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Tabla 1. HPLC de extracto de feijoa

Tiempo de retenciéon (minutos) | Compuesto

4.40 a-pedunculagina

5.30 B-pedunculagina

5.77 catequina

6.50 galocatequina

6.80 catequina B2

6.81 epicatequina

8.30, 8.77, 9.92 elagitaninos

5.0-9.0 oligébmeros de procianidina
15.3 flavona

Los diversos componentes se identificaron utilizando las técnicas que se describen a continuacion.
Determinacion de acido elagico

Esto se realiz6 mediante hidrdlisis acida del extracto o concentrado de fruto de feijoa y posterior analisis del acido
elagico resultante por HPLC. Se transfirieron 80 ul de extracto a un tubo de centrifuga de vidrio de 15 ml, se agregaron
250 ul de HCI 2.6 N y el tubo se sellé con un tapon de rosca. La muestra se hidrolizé por calentamiento en un bafio de
agua a 90°C durante 2 horas. Los tubos se retiraron y se enfriaron inmediatamente y se almacenaron a 4°C durante 1
hora. Después, los hidrolizados se extrajeron 2X con acetato de etilo (1 ml). Los extractos combinados de acetato de
etilo se secaron bajo nitrégeno y se recogieron en 1 ml de metanol los cuales fueron analizados por HPLC. El pico
principal en el cromatograma a 360 nm (Waters UPLC, columna Kinetex, gradiente de acetonitrilo:agua cada uno con
acido formico al 0.1%) fue acido elagico. Los niveles de acido elagico se compararon con el extracto original llevado a
4 mg/ml.

Determinacion por HPLC de pedunculagina, compuestos de acido elagico generales y flavona

La pedunculagina existe como dos formas de interconversion y generalmente se ve como dos picos principales en la
parte inicial del cromatograma. La nitidez maxima aumenta cuando las muestras se preparan en agua o agua:etanol
90:10. El contenido relativo de pedunculagina se estima a partir de la integracion de estos dos picos en el
cromatograma a 280 nm.

Los compuestos generales de acido elagico se ven como un conjunto de picos que eluyen en el medio del
cromatograma y tienen un maximo de absorbancia a 360 nm. El contenido relativo de compuesto de acido elagico se
estima a partir de la integracion de este conjunto de picos en el cromatograma a 360 nm. La flavona es un pico Unico
al final del cromatograma con un espectro ultravioleta caracteristico. El contenido relativo de flavonas se estima a
partir de la integracion de este pico en el cromatograma a 280 nm.

Determinacion por HPLC de oligdmeros de proantocianidina (PACO)

Este conjunto complejo de compuestos aparece en la mayoria de los cromatogramas como una joroba en gran parte
del cromatograma. Sin embargo, si se usa un gradiente especial, el PACO aparece como una joroba aislada al final
del cromatograma. La estimacion del contenido de PACO del area del pico debajo de esta joroba es consistente con
las mediciones realizadas usando otras técnicas. El contenido relativo de PACO se estima a partir de la integracion
de esta joroba en el cromatograma a 280 nm y la comparacion.

Determinacion colorimétrica de oligdmeros de proantocianidina (PACO)

Esta determinacion se realizé usando el procedimiento descrito en Prior RL, Fan E, Ji H, Howell A, Nio C, Payne MJ,
Reed J. Multi-laboratory validation of a standard method for quantifying proanthocyanidins in cranberry powders. J Sci
Food Agric. 2010 90(9): 1473-8). La muestra se dejo6 reaccionar con 4-dimetilaminocinamaldehido (DMAC) en etanol
acido y el producto coloreado se detectd por espectroscopia de absorcion. Se colocaron muestras de las soluciones
de prueba (70 ul) en una columna de los pozos de una microplaca de 96 pozos y luego se diluyeron a través de la
placa mediante la adicion y mezcla de un volumen igual de etanol:agua 70:30. Se afadio el reactivo DMAC (210 ul de
50 mg en 50 ml de solucion de etanol acidificada) a cada pozo y la placa se colocé inmediatamente en el lector de
placas. El lector de placas se configurd para agitar la placa y leer la absorbancia a 640 nm cada minuto durante 30
minutos. La lectura de absorbancia generalmente alcanza un maximo en aproximadamente 20 minutos. Las lecturas
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finales alos 30 minutos se utilizaron para los calculos. Las curvas de diluciéon permitieron realizar comparaciones para
la concentracion y absorbancia mas apropiadas (0.2-1.2 UA).

Ejemplo 3: Funcién inmune en ratones

Se evaluo el efecto del extracto de fruto de feijoa sobre la funciéon inmunoldgica en ratones ancianos. Los ratones
ancianos a las 48 semanas de edad se mantuvieron entre 20°C y 22°C al 50% de humedad durante el experimento.
Los ratones se dividieron en 2 grupos y se alimentaron con las siguientes dietas: dieta basica o dieta basica
suplementada con extracto de feijoa a 1.2 mg/dia/raton. El extracto de fruto de feijoa se preparé de acuerdo con el
Ejemplo 1. También se incluy6 un tercer grupo de ratones jévenes para comparacion (solo dieta basica). La cantidad
de ingesta de alimentos y el peso corporal se registran una vez por semana.

Después de 32 semanas de alimentacion, todos los ratones se sacrificaron bajo anestesia con Nembutal (0.1 mg/100
g de peso corporal). El bazo se aisla y se pesa (Tabla 2).

Tabla 2
Grupo de ratones Peso corporal (g) | Bazo (mg) Higado (g) Corazoén (mg)
Edad del raton | Tratamiento
Joven Dieta de pienso 26.36 + 3.20 89.71+16.25 | 1.46+0.23 153.48 £+ 14.12
Anciano Dieta de pienso 43.08 £2.30 17495+ 15.15 [1.76 £ 0.15 163.88 + 16.81
Anciano Extracto de fruto de feijoa | 44.2 + 3.1 133.5+19.2 1.7+0.2 160.2+12.9

Los ratones suplementados con extracto de fruto de feijoa consumieron 6 g de alimento/dia, lo que equivale a 8 mg
de extracto/dia. El extracto de feijoa se afiadio a la dieta a una dosis de 300 mg/kg. Los datos indican la media + DE
de 6 ratones por grupo. * Muestra la significancia estadistica en comparacion con el control de edad determinada
por la prueba t de Student no emparejada. No hubo diferencias significativas en el volumen de agua y la dieta
consumidos durante el ensayo.

Ensayo ELISA para citoquinas

La produccion de IL-2, IL-4, IL-6 e IFN-y a partir de esplenocitos estimulados por mitdgenos se determiné como se
describio previamente (Chouaib, S.; Welte, K.; Mertelsman, R.; Dupont, B.; J. Immunol., 1985, 135, 1172-1179). Los
bazos se pincharon suavemente con férceps en el medio de cultivo produciendo una suspensién de células del bazo
(CM, RPMI 1640 que contenia suero bovino fetal al 10%, L-glutamina 2 mM, 1 x 10° unidades/I de penicilina y
estreptomicina). Los glébulos rojos se sometieron a lisis con 3 ml de regulador de lisis (regulador Tris de cloruro de
amoniaco 0.16 mol/l, pH 7.2) a 37°C durante 5 minutos. A continuacion, las células se lavaron con CM dos veces. Se
contaron las concentraciones de células y se ajustaron a 2 x 108 células/ml. Los esplenocitos (0.1/pozo) se cultivaron
por triplicado en placas de cultivo de fondo plano de 96 pozos. Los esplenocitos (0.1 ml/pozo) se estimularon con
ConA (1 x 102 g/l, 0.1 ml/pozo) para inducir la produccion de IL-2, IL-4 e IFN-y. En otras placas, se cultivaron
esplenocitos con lipopolisacarido (1 x 10 g/L) para inducir la produccion de IL-6. Estas placas se incubaron a 37°C,
5% de COy; el tiempo de cultivo para IL-2, IL-4 e IL-6 es de 24 horas (o 72 horas para IFN-y). Después de la incubacion,
se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a -70°C. Las citoquinas se determinaron mediante ELISA en
sandwich como se describié previamente usando un kit comercial.

Mitogénesis de esplenocitos

La proliferacion de células T y B esplénicas se determiné mediante la incorporacion de 3H-timidina seguin el método
descrito anteriormente (Chouaib, S.; Welte, K.; Mertelsman, R.; Dupont, B.; J. Immunol., 1985 135, 1172-1179). Se
cultivaron 0.1 ml de esplenocitos en CM (2 x 108 células/ml) en placas cultivadas de fondo plano de 96 pozos con
ConA o LPS (10 pg/ml) o sin ConA o LPS (mitogénesis espontanea). Se incubaron a 37°C, CO; al 5% durante 48
horas y luego se pulsaron con 3H-timidina (0.5/pozo). Después de 24 horas, los sobrenadantes se recogieron mediante
un recolector de muestras de células.

Medicion de vitamina E

Los niveles de vitamina E en higado de ratén se midieron por HPLC segun el método descrito anteriormente (Lee, J.,
Jiang, S., Liang, B., Inserra, P., Zhang, Z., Solkoff, D., Watson, R.R., Nutr. Res., 1998, 18, 327 -339). Se
homogeneizaron 0.2 g de tejido en 1 ml de agua. Se afiadié hidroxitolueno butilado para prevenir la oxidacion del a-
tocoferol. Se extrajo a-tocoferol del homogeneizado usando pentanos, etanol y dodecil sulfato de sodio y se concentrd
bajo un flujo constante de nitrégeno gaseoso a 20°C. El concentrado se redisolvié en 0.5 ml de metanol y se inyectd
en una columna C18 (3.9 x 150 mm). Se utilizé una fase maévil compuesta de metanol:acetato de sodio 1 mol/l en la
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proporcion 97:3 (en volumen) a una rata de flujo de 1.5 ml/min. El a-tocoferol, eluyé a los 22 min y se control6 mediante
un detector de fluorescencia (Millipore) a una longitud de onda de excitacion de 290 nm y de emisién de 320 nm.

Los resultados indicaron que el extracto de fruto de feijoa ingerido por via oral a una dosis de 1.8 mg/dia por ratén
anciano, disminuye la produccion de células T esplénicas de IL-4, TNF-a y TNF-B. La produccién de IL-2 e IFN-y no
se vio afectada significativamente ni en el grupo de control ni en el grupo que recibié el suplemento en una dosis de
1.8 mg/dia. La proliferacién de esplenocitos cuando es estimulada por ConA a una concentracion de 2 ug/ml también
disminuyd. La suplementacion con extracto de fruto de feijoa en una dosis adecuada provocd aumentos significativos
en la funcién inmunitaria de las células T esplénicas en ratones de edad avanzada (Tabla 3).

Tabla 3
Joven no | Anciano no | Anciano
suplementado suplementado suplementado
. - ; o . .
Proliferacién _de células T (%) (anciano sin 130 + 15* 100+ 9 78 + O*
suplementar = 100)
. - ; o . .
Proliferacién _de células B (%) (anciano sin 130 + 8 100 + 4 85 + 4*
suplementar = 100)
Nivel de IL-2 por esplenocitos (pg/ml) 278 + 26 264 + 38 216 + 47
Nivel de IFN-y por esplenocitos (pg/ml) 1555+ 12 750 + 37 907 £12
Nivel de TNF-a por esplenocitos (pg/ml) 290 + 30* 650 + 53 450 + 35*
Nivel de TNF-( por esplenocitos (pg/ml) 95 £ 20* 142 £ 18 70 £ 10*
Nivel de IL-4 por esplenocitos (pg/ml) 135+40 165 + 45 90 + 30"
Niveles ge MDA en tejido hepatico (mol/mg 0.12 + 0.02* 0325+ 007 0.19 + 0.03*
de proteina)
. T v 10 .
Nivel de vitamina E hepatica (%) (anciano no 200 + 26* 100 + 9 177 + 3

suplementada = 100)

Los datos indican la media + DE de 6 ratones por grupo. * Muestra la significancia estadistica en comparacion con
el control de edad determinada por la prueba t de Student no emparejada.

Los ratones ancianos suplementados con extracto de fruto de feijoa a una dosis de 1.8 mg/dia mostraron una
disminucion en su produccion de IL-4 en un 44% (P <0.01) frente al grupo anciano sin suplementar.

Los ratones ancianos suplementados con extracto de fruto de feijoa mostraron una disminucion del 20% en la
mitogénesis de células T esplénicas estimulada por ConA frente a los ratones ancianos no alimentados con extracto
de fruto de feijoa. De manera similar, los ratones suplementados con extracto de fruto de feijoa mostraron una
disminucion del 14% en la mitogénesis de células B esplénicas estimulada por LPS. Los animales ancianos a menudo
tienen células B estimuladas espontaneamente, que no funcionan tan bien como las de los animales mas jévenes y
también inhiben las células T. Por lo tanto, la reduccion de la mitogénesis o la division celular de las células B deberia
ser beneficiosa para las defensas del huésped.

La inmunosenescencia (deterioro del sistema inmunoldgico por el avance de la edad) es un factor importante que
contribuye a la supervivencia a la vejez o muerte prematura en seres humanos y animales. Algunos de los efectos
adversos incluyen division celular desregulada de linfocitos T y B tras la estimulacién por mitégenos in vitro, o
patégenos in vivo con produccion alterada de citoquinas. En los presentes estudios, los linfocitos B y T de ratones de
edad avanzada se dividieron menos que los de los ratones jévenes y los de los ratones de edad avanzada alimentados
con el extracto de feijoa. Las observaciones clave sobre las citoquinas reguladoras incluyen la estimulacion de INF-y,
TNF-a, -B y -y, e IL-4 por las consecuencias de la inmunosenescencia en el envejecimiento. La reduccion de estas
citoquinas debido al consumo de extracto de fruto de feijoa en la dieta sugiere una mejor regulacién inmunolégica
general, la cual puede proporcionar una mejor resistencia a las enfermedades.

La regulacion inmunitaria durante la disfuncién inmunitaria de las células T inmunosenescentes parece estar asociada
en parte con el nivel de vitamina E. La vitamina E revierte los defectos asociados con la edad en las células T,
particularmente las células T virgenes cuyos niveles se reducen en gran medida con el envejecimiento. La vitamina E
afecta directamente a las células T y también a la inhibicion de PGE2. Sin desear limitarse a ninguna teoria, el
solicitante plantea la hipotesis de que los efectos beneficiosos de la suplementacion con extracto de fruto de feijoa
que se observan sobre la inmunosenescencia que causa la disfunciéon inmune de las células T podrian deberse, en
parte, a su capacidad para conservar el nivel celular de vitamina E. Los ratones ancianos suplementados con extracto
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de fruto de feijoa mostraron un aumento del 77% en el nivel de vitamina E hepatica en comparacién con el grupo de
prueba anciano sin suplementar (Tabla 3). El extracto de fruto de feijoa también redujo el TNF-a, el cual se sabe que
se eleva durante el envejecimiento. Por lo tanto, el extracto de fruto de feijoa tiene una influencia beneficiosa para
moderar las funciones inmunolégicas en ancianos.

Ejemplo 4: Ensayo clinico en humanos para medir hipertension, hiperlipidemia e hiperglucemia

La poblacién de estudio consisti6 en hombres y mujeres, de 40 a 75 afios de edad, con diabetes de tipo 2 no
dependiente de insulina. Los criterios de exclusion incluyeron diabetes tipo 1; uso de cualquier suplemento que no sea
un multivitaminico diario; tener alguna enfermedad importante como cancer, asma o insuficiencia cardiaca; cualquier
evento cardiaco previo; embarazo o ser madre lactante. El protocolo de este ensayo de 12 semanas, aleatorizado,
doble ciego y controlado con placebo fue aprobado por la junta de revision institucional de Mashad University y se
realizd de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Los sujetos del estudio fueron reclutados por la clinica de diabetes
de la Universidad. Todos los sujetos dieron su consentimiento informado por escrito antes de participar en este ensayo
de investigacion. Los sujetos fueron asignados al azar para recibir extracto de fruto de feijoa (150 mg, una vez al dia)
en forma de pildora o un placebo, los cuales permanecen constantes durante todo el periodo de estudio. El extracto
de feijoa se preparoé segun el proceso indicado en el Ejemplo 1.

Tabla 4. Extracto de fruto de feijoa: Estudio de participantes humanos.

Placebo Extracto de fruto de feijoa
Numero de participantes 14 20
Proporcion hombre:mujer 77 4:16
Edad (afios) 52.6 55.0
Peso (kg) 77.6 77.2
Altura (cm) 164.4 158.6

Los participantes recibieron 150 mg/personal/dia del extracto de feijoa. Como se muestra en la Tabla 4 anterior, las
caracteristicas demograficas y clinicas son similares. La media de afios de tratamiento de la diabetes fue la misma
para ambos grupos. 19 de los 20 sujetos suplementados con extracto de feijoa utilizaron medicacion adicional: el
95% utilizé6 una combinacion de metformina y glibenclamida con dos participantes que utilizaron insulina. 13 de los
14 sujetos del grupo placebo utilizaron medicacion adicional: el 55% utilizé metformina y glibenclamida, insulina (1
sujeto) o atenolol

Se registraron la presion arterial y la frecuencia cardiaca al inicio y después de 12 semanas. La presion arterial y la
frecuencia cardiaca se midieron en el brazo izquierdo después de 10 minutos de descanso. Los sonidos de Korotkoff
| y V se tomaron como presiones arteriales sistolica y diastolica, respectivamente. Se tomaron lecturas repetidas a
intervalos de 2 minutos para un total de 3 mediciones sentados y se registré el promedio. Todos los tratamientos,
incluidos los medicamentos antidiabéticos, se mantuvieron constantes durante todo el periodo de estudio. Las pildoras
no utilizadas se recogieron y contaron en visitas de seguimiento mensuales para evaluar el cumplimiento de los
participantes. Los cambios en los medicamentos concomitantes y los efectos adversos clinicos en las visitas de
seguimiento se investigaron interrogando a los participantes; no se informé de ninguno.

El analisis se realizd de acuerdo con el principio de intencién de tratar. Por lo tanto, se analizaron todos los pacientes
aleatorizados que recibieron al menos una dosis del tratamiento del estudio y que tenian una medicion inicial y al
menos una posterior. Los datos se expresan como media + SEM. Los analisis estadisticos se realizan con SPSS
version 11.5 (SPSS Institute, Chicago, IL) (Sprinthall R.C., Basic statistical analysis, Boston: Allyn and Bacon; 2003,
550-565). La prueba de chi-cuadrado con correccion de Yates se utiliza para las variables no continuas para el estudio
de prevalencia. La prueba t de Student se utiliza para evaluar la significancia estadistica de las variables continuas.
La prueba no paramétrica comparable (prueba U de Mann-Whitney) se sustituye cuando fallan las pruebas de
normalidad e igual varianza. Se utilizé un valor de P <0.05 como criterio de significacion estadistica. Los participantes
del ensayo no mostraron cambios significativos en el perfil estandar de enzimas hepaticas debido al extracto de feijoa.
Ademas, no hay una diferencia significativa en la creatinina, la albumina y la urea séricas (datos no mostrados) debido
al extracto de feijoa. Estos datos sugieren que no se produce toxicidad.

La presion arterial sistolica inicial fue comparable para el grupo de placebo y el grupo suplementado con extracto de
fruto de feijoa. No se observaron diferencias significativas en el colesterol HDL y la presion arterial diastolica. La
ingesta del extracto de fruto de feijoa indujo una disminucién de la presion arterial sistdlica en comparacion con el
grupo de placebo que mostré un aumento (P <0.0776). Esto indicé una mejora del control de la presion arterial sistélica
con extracto de fruto de feijoa al final del periodo de prueba de 12 semanas en comparacién con el placebo (Tabla 5).
Comparativamente, los niveles de presion arterial diastolica tendieron a disminuir en el grupo que recibié el extracto
de fruto de feijoa, mientras que el grupo de placebo aumenté (P <0.35).
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Tabla 5. Efecto del extracto de fruto de feijoa en sujetos humanos con diabetes tipo 2.

Placebo Extracto de fruto de feijoa
Variable Base Semana 12 Cambio Base Semana 12 Cambio
Triglicéridos (mg/dL) §g85'2 *12419+207 |+336+126 2271'9 * 11508 +20.8* |-38.1+2009
Glucosa (mg/dL) 168.4+8.4 [181.9+10.3 | +135+30.7 184.0+82 |147.7+8.0*t -36.3%27
HbA1c (%) 75+04 (81+04 +049+019 (86+0.3 |7.7+02* -0.86+0.14
LDL-colesterol (mg/dL) ;292'3 *1116.1+403 +6.8+75 1252'2 t 72187 181+ 14.4
(Cn?gjigero' SErCO | 194.8+9.6 |209.8+10.1 [150+9.8 201.1+99 183.6+73 |-175+6.9

PA sistélica (mm Hg) 1442+0.2 |[1429+0.5 +0.36 £ 1.5 144.3 £1 137.6+1.3 -6.7+27

Analizado mediante la prueba t de Student, *P <0.001 en comparacién con el valor inicial, TP <0.001 en comparacion
con el grupo de placebo. Las mediciones se realizaron en muestras de suero después de 8 horas de ayuno al inicio
y después de 12 semanas de tratamiento. Los valores son medias + SEM (n = 20 sujetos en el grupo de extracto de
fruto de feijoa y 14 en el placebo, excepto para el colesterol LDL cuando ambos grupos son 6).

La suplementacion con extracto de fruto de feijoa también redujo los valores de varias variables séricas que se usaron
para evaluar el estado de salud de los diabéticos. Los sujetos que recibieron el extracto de fruto de feijoa mostraron
una reduccion en la glucosa sérica en ayunas mientras que el grupo de placebo mostré un aumento (P <0.0001) (Tabla
5). También se observaron cambios significativos en los niveles de HbAlc en la semana 12 del ensayo. Los niveles
medios de HbAlc en el grupo tratado con extracto de fruto de feijoa disminuyeron mientras que los niveles en el grupo
placebo aumentaron (P <0.0001) (Tabla 5). Ademas, al final del periodo de prueba de 12 semanas, los pacientes
suplementados con extracto de fruto de feijoa muestran una marcada disminucién en los triglicéridos séricos (P
<0.0127), el colesterol total sérico (P <0.0887) y el colesterol LDL (P <0.157). (Tabla 5). En resumen, estos datos
muestran que el extracto de fruto de feijoa puede mejorar el control de la diabetes, reducir el uso de medicamentos
antihipertensivos y puede favorecer una reduccion del riesgo de enfermedad cardiovascular en personas con diabetes
tipo 2.

Ejemplo 5: Estudio de obesidad con ratones obesos

Se adquirieron ratones macho obesos deficientes en leptina (ob/ob) (5 semanas de edad, 26 ~ 33 g) y ratones
delgados C57BL/6J de tipo salvaje (WT) de SLC, Inc. (Hamamtsu, Japon). Los ratones se alojaron en condiciones
controladas de temperatura (22 + 2°C), humedad (50 + 5%) y luz (ciclos de luz/oscuridad de 12 horas). Se dejo que
los animales se aclimataran durante 1 semana antes de los experimentos. Luego, los ratones se dividieron
aleatoriamente en tres grupos de 6 ratones. Los grupos de control negativo (control genéticamente normal, C57BL/6J)
y control positivo (control ob/ob) fueron alimentados con la dieta 93M normal del American Institute of Nutrition (AIN),
y €l otro grupo recibié dieta AIN93M que contenia extracto de feijoa a 300 mg/kg de dieta durante 16 semanas. El
extracto de feijoa preparado de acuerdo con el Ejemplo 1 se mezcl6 homogéneamente con la dieta en polvo y la dieta
se administré en forma solida. El peso corporal se mide al comienzo del experimento y en intervalos semanales durante
el periodo de estudio de 16 semanas. La cantidad de alimentos consumidos por cada grupo se registro diariamente.

Después de 16 semanas con dietas experimentales, se sacrificaron los ratones y se recogieron los tejidos para su
analisis. Se recogioé sangre, se dispenso en tubos de suero y se centrifugd durante 20 min a 1.600 rpm. Los niveles
séricos de triglicéridos y colesteroles totales se analizaron mediante kits comerciales (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, Estados Unidos) y se midié fluorimétricamente el colesterol de lipoproteinas de alta densidad con un kit de
cuantificacion (BioVision Research Products, Mountain View, CA, Estados Unidos).

Los cambios en el peso corporal durante el periodo experimental debido al efecto del extracto de fruto de feijoa se
muestran en la Tabla 6. La suplementacion con extracto de fruto de feijoa hizo disminuir significativamente la cantidad
de peso ganado en un 24% en comparacién con el control en ratones ob/ob. A lo largo del experimento, la ingesta de
alimentos fue mayor para el grupo de control obeso que en el grupo de control. Sin embargo, los ratones obesos tanto
en el grupo de control como en el grupo suplementado con extracto de fruto de feijoa consumieron volimenes similares
de alimento. El indice de eficiencia alimentaria disminuyd significativamente en un grupo de suplementacion con
extracto de fruto de feijoa en comparacion con el grupo de control obeso.
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Tabla 6. Cambios en el peso corporal en ratones obesos.

Ratones ob/ob tratados

Control de ratones | Control ob/ob
con extracto de fruto de

normales (obesos) feijoa

Peso corporal inicial (g) 21.79+1.09* 3245+2.15 | 34.40+1.96
Peso corporal final (g) 37.29 + 3.11* 65.23+3.97 |59.05+2.72*
Aumento de peso (g/dia) 0.14 £ 0.03* 0.29 £ 0.05 0.22 + 0.04*
Ingesta de alimentos (g/dia) 3.53 £ 0.35* 5.28 £ 0.39 4.89+0.58
Rolacin de sicrc meTHALTNG 0 008045t 5513057 4492007
Peso del corazon (g) 0.13+0.01 0.13+0.01 0.13+0.01
Peso del rifidn (g) 0.22 £+ 0.02* 0.27 £ 0.02 0.25+0.02
Peso del higado (g) 1.89+0.17* 4.44 +0.39 3.97 £ 0.31*
Peso del bazo (g) 0.07 £ 0.01 0.07 £ 0.01 0.06 £ 0.01
Peso de tejido adiposo retroperitoneal (g) 0.53+0.19* 3.15+0.46 2.63+0.36
Peso de tejido adiposo epididimario (g) 1.58 + 0.26* 4.23+ 0.36 3.63+0.43"

Los valores son medias + DE de 6 ratones/grupo. La media con * indica una diferencia significativa a p <0.05, en
comparacion con el control negativo.

En el grupo suplementado con fruto de feijoa, los pesos del corazon, rifidn y bazo no fueron significativamente
diferentes en comparacion con el grupo de control (Tabla 6). En ratones suplementados con extracto de fruto de feijoa,
el peso del higado fue un 10.6% menor que el del grupo de control. Para examinar el efecto de la suplementacién con
feijoa sobre la acumulacion de grasa corporal, se midi6 el peso del tejido adiposo en ratones ob/ob. Los pesos de los
tejidos adiposos retroperitoneal y epididimario fueron significativamente mayores en el grupo de control ob/ob en
comparacion con los ratones de control normales. El peso del tejido adiposo del epididimo en el grupo de extracto de
fruto de feijoa fue significativamente menor que en el grupo de control ob/ob. Sin embargo, la suplementacioén con
extracto de feijoa no parecio tener efecto sobre el tejido adiposo retroperitoneal en el grupo suplementado con extracto
de feijoa en comparacién con los ratones obesos.

También se encontré6 que el grupo de control ob/ob tenia niveles de colesterol total y triglicéridos en suero
significativamente elevados en comparaciéon con el grupo de control normal. Sin embargo, se encontr6 que la
suplementacion con extracto de fruto de feijoa no afecto los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos. Ademas,
los niveles de colesterol HDL no se modificaron con la suplementacion de extracto de fruto de feijoa en comparacion
con el grupo de control ob/ob. Se encontré que la suplementacion en la dieta de ratones obesos con el extracto de
fruto de feijoa reduce el nivel de colesterol total hepatico en comparacion con los ratones de control ob/ob; sin embargo,
el nivel de triglicéridos hepaticos no se vio afectado.

Los ratones obesos alimentados con una dieta suplementada con extracto de fruto de feijoa no ganaron tanto peso
corporal, mostraron una relaciéon de eficiencia alimentaria mas baja y exhibieron cambios beneficiosos significativos
en los niveles de colesterol total hepatico. Se presume que esta tendencia se relaciona con la supresién de la
acumulacion de lipidos en los tejidos adiposos. Por lo tanto, la suplementacion dietética de extracto de fruto de feijoa
puede afectar fisicamente el aumento de peso corporal y reducir la acumulacion de tejido graso.

Ejemplo 6: Estudios de artritis usando ratones con artritis inducida por colageno.

Se adquirieron ratones macho DBA/1J (6 semanas de edad, 20-22 g) de Japan SLC, Inc. (Shizoka, Japén). Los ratones
se dividieron en 4 grupos de 5 ratones por grupo y se alimentaron con la dieta 93G del American Institute of Nutrition
y agua ad libitum a una temperatura de 25°C y una humedad relativa del 55%. Los ratones se mantuvieron en un ciclo
de luz/oscuridad de 12 horas en condiciones libres de patégenos especificos de acuerdo con las instrucciones
institucionales de la Kyung Hee University, Corea. Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con
las pautas éticas emitidas por el Animal Care and Use committee of the College of Medicine, Seoul National University
(Sedul, Corea). Los 4 grupos fueron control normal (sin artritis inducida por colageno, sin suplementos dietéticos),
control negativo (artritis inducida por colageno que no recibié suplemento dietético), control positivo (dieta para artritis
inducida por colageno complementada con 10 mg/kg de metotrexato) y extracto de fruto de feijoa suplementado (artritis
inducida por colageno, dieta suplementada con polvo de extracto de fruto de feijoa). Los pesos corporales entre los
grupos de ratones no mostraron diferencias significativas. No hubo diferencias significativas entre los volimenes de
comida y agua que se consumen entre los grupos. Esto indica que los cambios en los datos experimentales no se
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debieron ni al peso corporal ni al consumo de agua y alimentos. Un raton promedio de 25 g consumid
aproximadamente 6 g de dieta por dia, consumiendo 1.8 mg de extracto de fruto de feijoa. Se indujo artritis inyectando
0.1 ml de colageno bovino de Tipo Il (Chondrex, Inc., Redmond, WA, Estados Unidos) y se disolvié en acido acético
10 mM a una concentracion de 2 mg/ml agitando durante la noche a 4°C. El colageno se emulsioné en un volumen
igual de adyuvante completo de Freund que contenia Mycobacterium tuberculosis en un bafo de agua helada. Los
ratones se inyectan por via subcutanea en la base de la cola con 0.1 ml de emulsién. Los ratones recibieron una
inyeccion de refuerzo de colageno el dia 21 con adyuvante incompleto de Freund de 0.1 ml de emulsién. La evaluacion
clinica de la inflamacion en las patas de los ratones se realizé visualmente 3 veces por semana entre el dia 56 y el dia
79 utilizando una escala de 4 puntos (0-4) para cada pata (Tabla 1). La puntuacion total para la evaluacion clinica se
midi6 en cada ratén (4 puntos por pata con una puntuacion maxima de 16). Se utilizé una cinta de correr modular para
ratén con 10 pulgadas de superficie para correr fabricada por Columbus Instruments (Estados Unidos). La velocidad
se ajusta de 6 a 100 metros por minuto para evaluar la capacidad de velocidad maxima del ratén. Las mediciones de
la velocidad de carrera y la presiéon del pie se realizaron 3 veces por semana desde el dia 56 hasta el dia 79. Los
ratones se sacrificaron al final de la prueba. Las rodillas de los ratones fueron removidas, congeladas y luego
seccionadas. Se tifien con hematoxilina y eosina y se fotografian como se muestra en la Figura 2. Las patas traseras
se evallan estructuralmente con imagenes tomograficas microcomputadorizadas de rayos X dentro de las
articulaciones inflamadas y se fotografian con la intensidad mostrada en color. Fueron perfundidos con caucho de
silicona radioopaco, la absorcion de silicio se midié por micro-CT de rayos X a una resolucion de 21 ym y las imagenes
se analizaron en 3-D utilizando software personalizado y un escaner de micro-CT de laboratorio que consiste en una
radiografia con anodo de tungsteno tubo con un punto focal relativamente pequefio (~10 um), acoplado a un sistema
detector de rayos X de alta resolucion (espaciado de pixeles de ~50 ym). La absorcion del caucho de silicona
radioopaco reduce la penetracion de los rayos X y cambia la intensidad del color.

La progresion de la artritis se evalu6 sometiendo a los ratones a una prueba de cinta rodante y comparando los niveles
de inflamacion entre todos los grupos (Tabla 7 y Tabla 8). Las velocidades de carrera mas lentas y las presiones mas
ligeras del pie son indicativos de inflamacion y un intento del ratén de reducir el dolor. Como se muestra en la Tabla
7, los sujetos tratados con extracto de fruto de feijoa mostraron puntuaciones clinicas beneficiosas en comparacion
con el control artritico y un valor similar en comparacién con el grupo tratado con metotrexato. Como se esperaba, la
velocidad de carrera fue mas alta en el grupo de control normal y mas baja en el grupo de control inducida por artritis
(Tabla 8). De manera sorprendente y ventajosa, no hubo diferencia significativa entre el grupo tratado con metotrexato
y el extracto de fruto de feijoa.

Tabla 7. Evaluacion del extracto de fruto de feijoa en la inflamacion de las patas en ratones inducidos por artritis

Control normal | Control artritico | Tratado con metotrexato Extracto de fruto de feijoa
Puntaje clinico |11.2+0.7* 55+1.2 10.5+0.7* 95+20*

* indica una significancia estadistica determinada por la prueba t de Student en comparacién con el control artritico

Tabla 8. Efectos del extracto de fruto de feijoa sobre la velocidad de carrera y la presion del pie

Resultados de la cinta de correr Velocidad de funcionamiento (mm/s) Presion del pie
Control normal 133.05+3.72* 148.54 £2.39*
Control artritico 91.24 £2.59 136.89 £ 0.85

Tratado con Metotrexato 121.36 £1.69* 141.23+5.28*
Extracto de fruto de feijoa 120.54 £ 542 * 143.97 £ 3.69 *

Los valores son medias + DE de 5 ratones/grupo. *indica una diferencia significativa en p <0.05, en comparacion
con el control negativo

Los ratones se sacrificaron al final del periodo de prueba y se examinaron las articulaciones para determinar la
progresion de la artritis. La evaluacion histologica de las secciones de articulaciones de ratones CIA mostré una
disminucion de la hiperplasia sinovial (un aumento en la produccion de citoquinas destructivas en el liquido sinovial)
(Figura 3). En contraste, los grupos tratados con extracto de fruto de feijoa y metotrexato tenian estructuras articulares
relativamente normales con poca inflamacion de los tejidos blandos (Figuras 2, 3), mientras que el control normal no
mostré engrosamiento sinovial o infiltracion de células inflamatorias, y las estructuras articulares se mantuvieron bien.
Dado que la hiperplasia sinovial produce erosion 6sea y cartilaginosa que puede facilitar la aparicion de artritis
reumatoide, la reduccion observada en los ratones suplementados con extracto de feijoa en comparacion con el control
artritico sugiere que el extracto es beneficioso para reducir los efectos y la aparicion de artritis reumatoide.
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Los estudios radioldgicos revelaron que no habia evidencia de deformidad articular o inflamacion del tejido blando en
el control normal. En el grupo de control artritico se observé destruccion articular severa junto con inflamacion de
tejidos blandos; sin embargo, los miembros del grupo tratado con feijoa tienen estructuras articulares relativamente
normales con poca inflamacion de los tejidos blandos que era comparable con el grupo de ratones con metotrexato.

Para establecer si el efecto protector del extracto de fruto de feijoa estaba relacionado con la respuesta antiinflamatoria
observada en los ratones CIA, se investigaron las citoquinas proinflamatorias (TNF-q, IL-2 e INF-y) mediante ELISA.
ensayo descrito en el Ejemplo 3 (Tabla 9). Es bien sabido que tales citoquinas juegan un papel crucial en la destruccion
de las articulaciones al dafiar las células sinoviales dentro de la articulacién. En consecuencia, una reduccion de las
células sinoviales dentro de la articulacion da como resultado un aumento de la fricciéon, que, a su vez, produce
inflamacion y el posible desarrollo de artritis. Como se muestra en la Tabla 9, el grupo tratado con extracto de fruto de
feijoa tuvo niveles significativamente mas bajos de citoquinas proinflamatorias en comparacion con el control artritico
y mostré valores comparables en comparacion con los ratones tratados con metotrexato. La suplementacion con
extracto de fruto de feijoa resultdé en una disminucion significativa en los niveles de IL-2 e IFN-y en un 48% y 40%
respectivamente en comparacioén con el grupo de control artritico, lo que indica una destruccién reducida dentro de la
articulacion.

Tabla 9. Datos de citoquinas para ratones CIA.

Control Control Tratado con | Extracto de fruto de
normal artritico metotrexato feijoa

Nivel de TNF-a por esplenocitos 200 + 22 536 + 60 255 +15 * 233 + 46 *

(pg/ml)

Nivel de IL-2 por esplenocitos 50 + 16 151 + 12 104 + 10 90+ 8 *

(pg/ml)

?S;erl;je IFN-y por esplenocitos | 7¢ , 15 394 + 76 182 + 21+ 200 + 14 *

Los valores son medias + DE de 5 ratones/grupo. La media con * indica una diferencia significativa a p <0.05, en
comparacion con el control artritico.
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REIVINDICACIONES
1. Un extracto de fruto de feijoa, para su uso en:
(i) prevenir o reducir la obesidad en un paciente;
(i) prevenir o tratar la hiperglucemia en un paciente; o
(iii) prevenir o mejorar los sintomas de la diabetes en un paciente asociado con hiperglucemia.

2. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en un método para reducir la glucosa
sérica en un paciente.

3. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde se reducen los niveles de HbAlc
del paciente.

4. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
el paciente es un paciente humano con diabetes tipo 2.

5. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
el extracto de fruto de feijoa comprende al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en: catequina,
epicatequina, galocatequina, proantocianidinas, flavona, acido elagico y pedunculagina; o mas preferiblemente en
donde el extracto de feijoa comprende dos o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en: catequina,
epicatequina, galocatequina, proantocianidinas, flavona, acido elagico y pedunculagina.

6. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende flavona y/o pedunculagina.

7. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
el extracto de fruto de feijoa comprende:

(a) 40 a 70% en peso de proantocianidinas oligoméricas y 10 a 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso
seco; o

(b) 40 a 70% en peso de proantocianidinas oligoméricas y 10 a 20% en peso de elagitaninos sobre una base de
polifenoles totales.

8. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende

(a) 50 a 60% en peso de proantocianidinas oligoméricas y
(i) 10 a 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de peso seco; o
(ii) 10 a 20% en peso de elagitaninos, sobre una base de polifenoles totales.

9. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende al menos 70% en peso de compuestos polifendlicos, preferiblemente al menos 80% en peso de
compuestos polifendlicos.

10. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se
prepara mediante extraccion con agua o mediante extraccion con agua combinada con etanol.

11. Extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se
prepara mediante un método que incluye los pasos de:

(i) poner en contacto el fruto de feijoa entera, y/o la piel del fruto de feijoa, y/o la pulpa del fruto de feijoa y/o los residuos
del fruto de feijoa del zumo del fruto de feijoa, con agua o una combinacién de agua y etanol para proporcionar un
extracto acuoso o extracto acuoso/organico hidréfilo y un residuo sélido;

(i) separar el extracto acuoso o el extracto acuoso/organico del residuo solido para dar un extracto acuoso crudo o un
extracto de fruto de feijoa acuoso/organico;

(iii) evaporar el extracto acuoso crudo o el extracto de fruto de feijoa acuoso/organico del paso (ii) para dar un
concentrado de extracto de feijoa sustancialmente acuoso y un precipitado;

(iv) separar el concentrado de extracto de fruto de feijoa sustancialmente acuoso del precipitado; y

(v) fraccionar el concentrado de extracto de fruto de feijoa sustancialmente acuoso del paso (iv) para concentrar al
menos un componente del mismo.
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12. Una composicién nutracéutica o farmacéutica que comprende un extracto de fruto de feijoa, para su uso de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, y uno o mas excipientes nutracéuticos o farmacéuticamente
aceptables.

13. Extracto de fruto de feijoa, para su uso en:

(i) prevenir o tratar la hiperglucemia o prevenir o mejorar los sintomas de diabetes asociados con la hiperglucemia, en
donde el extracto de fruto de feijoa es un extracto de fruto entero, que se prepara mediante extraccion con agua o
extraccion con una combinacion de etanol y agua; y

(i) prevenir o reducir la obesidad, donde el extracto de fruto de feijoa es un extracto de fruto entero, que se prepara
mediante extraccion con agua o extraccién con una combinacion de etanol y agua.

14. Una unidad de dosificacién para su uso en

(i) tratar o prevenir la diabetes tipo 2 en un paciente, o tratar o prevenir la hiperglucemia en un paciente, en donde la
unidad de dosificaciéon comprende aproximadamente 50 mg a aproximadamente 500 mg de extracto de fruto de feijoa,
y en donde el extracto de fruto de feijoa se formula como un polvo; o

(ii) reducir o prevenir la obesidad en un paciente, en donde la unidad de dosificacién comprende aproximadamente 50
mg a aproximadamente 500 mg de extracto de fruto de feijoa y en donde el extracto de fruto de feijoa se formula como
un polvo.

15. Una unidad de dosificacién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14 que comprende un extracto de fruto
de feijoa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11.
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Figura 2
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