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DESCRIPCION
Composiciones de acido clorogénico y métodos para producir y usar las mismas en el tratamiento de la obesidad
Campo de la invencion

La invencién se relaciona, en general, con composiciones de acidos clorogénicos y con métodos para su uso y
fabricacién en el tratamiento de la obesidad. Mas en particular, dichas composiciones se relacionan con formulaciones
de acidos clorogénicos a partir de un extracto de café verde.

Antecedentes

La obesidad es una afecciébn que se manifiesta casi directamente como consecuencia del estilo de vida
contemporaneo, que incluye una cultura de trabajo sedentario, una dieta de alto contenido en grasas y rica en calorias,
escasez de ejercicio o actividad fisica regular, adiccion a sustancias que crean habito, tales como el tabaco y el alcohol,
y niveles altos de estrés dia a dia. La obesidad ha alcanzado proporciones epidemiolégicas a nivel global, con mas de
mil millones de adultos con sobrepeso - al menos 300 millones de ellos clinicamente obesos - y es un contribuyente
importante a la carga global de enfermedad crénica y discapacidad. La miocardiopatia isquémica o las enfermedades
cardiovasculares son las afecciones, a las que con frecuencia se hace referencia como enfermedades del estilo de
vida, que tienen la obesidad como una de sus causas de raiz. La miocardiopatia isquémica es la primera causa de
muerte en el mundo actualmente, segun un reciente informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que puede
encontrarse en http://who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/. Las enfermedades cardiovasculares (ECV) han
matado a casi 17 millones de personas en el afio 2011, es decir, 3 de cada 10 muertes. Las ECV estan entre las
causas principales de muerte, En India también, segun la OMS. La importancia de controlar la obesidad es, por lo
tanto, evidente.

Con frecuencia coexistente en los paises en vias de desarrollo con la desnutricion, la obesidad es una afeccién
compleja, con serias dimensiones sociales y psicolégicas, que afecta virtualmente a todas las edades y grupos
socioecondmicos. La obesidad y el sobrepeso plantean un riesgo importante para otras enfermedades cronicas
graves, incluyendo la diabetes de tipo 2, la hipertension y el accidente cerebrovascular y ciertas formas de cancer. Las
consecuencias para la salud van de un mayor riesgo de muerte prematura a afecciones cronicas graves que reducen
la calidad de vida global.

Es, por lo tanto, seguro decir que el tratamiento de la obesidad ayudaria sustancialmente a reducir la mortalidad global,
a aumentar la esperanza de vida y a aumentar la calidad de vida. Cambios dietéticos, ejercicio y actividad, cambio
conductual, medicaciones de prescripcion para la pérdida de peso y cirugia para la pérdida de peso son los brazos de
tratamiento comunes para controlar la obesidad. EI método de tratamiento a utilizar depende con frecuencia de la
eleccion preferida de un individuo sometido a tratamiento, asi como del nivel de obesidad.

La modalidad de tratamiento preferida para la pérdida de peso es la dieta y el ejercicio fisico. Sin embargo, debido a
los horarios ocupados y a los estilos de vida sedentarios, el seguimiento de los dos primeros métodos parece que se
practica de un modo irregular. La cirugia para la pérdida de peso, por otra parte, es descartada por una gran parte de
la poblacién debido a los elevados costes que conlleva. Por lo tanto, hay un cambio gradual hacia un aumento en el
uso de farmacos.

Los farmacos usados para la pérdida de peso generalmente alteran uno de los procesos fundamentales del cuerpo
humano, tales como la regulacion del peso alterando el apetito, el metabolismo o la absorcion de calorias. Orlistat es
la Unica medicacion antiobesidad actualmente aprobada por la FDA para uso a largo plazo. Reduce la absorcién de
grasa intestinal inhibiendo la enzima lipasa pancreatica. Rimonabant y Sibutramina son los otros farmacos que habian
sido inicialmente aprobados para el tratamiento de la obesidad, pero fueron eventualmente prohibidos debido a
cuestiones de seguridad. Debido a los potenciales efectos colaterales, se recomienda que los farmacos antiobesidad
s0lo se prescriban para obesidad cuando se espera que los beneficios del tratamiento superen a su riesgo.

Lo que se necesita en la técnica, por lo tanto, es una intervencion basada en la nutricibn que proporcione una
alternativa barata para ayudar a la pérdida de peso y al control del peso. Los inventores de la presente invencion, por
lo tanto, contemplan una composicién herbolaria efectiva en cuanto a coste y segura o un suplemento dietético usados
para el control de la obesidad.

T. Murase et al., Am J Physiol Endocrinol Metab 300: E122-E133, 2011, investigaron los efectos de los polifenoles del
café (CPP), que son abundantes en el café y se consumen a nivel mundial, sobre la acumulacién de grasa corporal
inducida por la dieta.

WO 2006/079056 A1 se relaciona con composiciones herbolarias que contienen Hoodia gordonii e ingredientes
adicionales, tales como extracto de vaina de café verde.

Z. Hui et al., Separation Science and Technology, 45: 794-800, 2010, realizaron una evaluacién sobre el rendimiento
y las caracteristicas de separacion de nueve resinas macroporosas para el enriquecimiento y la purificacién de los
acidos clorogénicos totales de extractos de desecho del tabaco (Nicotiana tobaccum L.).
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US 2011/0223281 A1 describe un método de control del peso corporal en humanos administrando una cantidad de
extracto de café verde descafeinado efectiva para tratar a un sujeto.

Compendio de la invencion

En vista de lo que se necesita en la técnica, un objeto general de la invencion es proporcionar una composicion de
acidos clorogénicos que comprende aproximadamente acido 3-cafeoilquinico (3-CQA), acido 5-cafeoilquinico (5-
CQA), acido 4-cafeoilquinico (4-CQA), acido 5-feruloilquinico (5-FQA), acido 3,4-dicafeoilquinico (3,4-diCQA), acido
3,5-dicafeoilquinico (3,5-diCQA) y acido 4,5-dicafeoilquinico (4,5- diCQA).

Otro objeto de la invencion es proporcionar una composicion de acidos clorogénicos que comprende aproximadamente
un 7,23+0,23% de acido 3-cafeoilquinico (3-CQA), aproximadamente un 25,43+0,18% de acido 5-cafeoilquinico (5-
CQA), aproximadamente un 9,51+£0,10% de &cido 4-cafeoilquinico (4-CQA), aproximadamente un 1,84+0,13% de
acido 5-feruloilquinico (5-FQA), aproximadamente un 2,79+0,09% de &cido 3,4-dicafeoilquinico (3,4-diCQA),
aproximadamente un 1,90+0,05% de acido 3,5-dicafeoilquinico (3,5-diCQA) y aproximadamente un 3,74+0,11% de
acido 4,5-dicafeoilquinico (4,5- diCQA).

Es un objeto de la presente invencién proporcionar una composicion de acidos clorogénicos para el control de la
obesidad.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar una composicion de acidos clorogénicos para el control de la
obesidad que sea efectiva en cuanto a costes y no toxica.

Es aln otro objeto de la invencidon proporcionar una composicion de isémeros clorogénicos de extracto de vaina de
café verde indio para reducir el peso corporal, para la eliminacién de tejido graso abdominal, para la eliminacién del
TAP, para reducir los niveles de colesterol, para mejorar los niveles de HDL y los niveles de glucosa en el suero.

Es todavia otro objeto de la presente invencion proporcionar un proceso para la preparacién de una composicion de
acidos clorogénicos.

Es aun otro objeto de la presente invencion proporcionar un método para el tratamiento y/o la prevencion de
enfermedades asociadas a la obesidad.

Otros objetos y ventajas de la presente invencién resultaran méas evidentes gracias a la siguiente descripcién, que no
pretende limitar el alcance de la presente descripcion.

Descripcion detallada
La presente invencién queda caracterizada en las reivindicaciones adjuntas.

La invencién se relaciona, en general, con composiciones de acidos clorogénicos y métodos para su uso en una
variedad de aplicaciones terapéuticas y preventivas. Los métodos de preparacion de composiciones de &cidos
clorogénicos son también caracteristicas de la presente invencién.

Las composiciones de acidos clorogénicos de la invenciéon pueden derivar de una variedad de biomateriales de
plantas. Diversas fuentes de plantas que contienen acido clorogénico son semillas de girasol, té, arandanos,
madreselva, hoja de guayusa, bambu (Phyllostachys edulis), melocotén, ciruelas, brezo (Colluna vulgaris), cilantro,
patatas, tomates, manzanas, tabaco, berenjena, flores de lonicera (jinyinhua), corteza de Eucommia, fruto de la
gardenia, flor del crisantemo, fruto del Crataegus, hojas de Artemisia, hojas de Epimedium, hojas de alcachofa, raiz
de bardana, raiz de diente de ledn, raiz de Echinacea, semillas de lino, fresas, pifia, cacahuetes y trigo.

En una realizacién no limitante de la invencion, las composiciones de acidos clorogénicos derivan de vainas de café
verde. Tal como se usa aqui, el término vainas de café "verde" se refiere a vainas de café inmaduras. Se han procesado
éstas por métodos humedos o secos para eliminar la pulpa externa y el mucilago. Cuando estan inmaduras, las vainas
son de color verde. Cuando estdn maduras, tienen un color de marrén a amarillo o rojizo. Segun dichas realizaciones,
las partes de las plantas de café (por ej., vainas, tallos, hojas y raices de café) usadas para el procedimiento de la
presente invencién pueden ser frescas y/o desecadas. Tipicamente, se selecciona el extracto del grupo de acidos
clorogénicos que se extraen por extracciéon alcohdlica, hidroalcohodlica y acuosa. Ademas, se prepara el extracto
usando técnicas seleccionadas del grupo que incluye, aunque sin limitacion, agitaciéon en caliente, extraccion Soxhlet,
percolacion, decoccién, maceracion y extraccion con fluidos supercriticos. Se pueden derivar las composiciones de
acidos clorogénicos de la invencion usando una variedad de solventes, incluyendo, aunque sin limitacion, solventes
alcohdlicos, solventes acuosos y solventes hidroalcohdlicos. En algunas realizaciones, el solvente usado para la
extraccion es un solvente organico polar y/o un solvente organico no polar, que incluye, aunque sin limitacion, agua,
metanol, etanol, butanol, hexano, acetona, cloroformo, éter de petrdleo, acetonitrilo y sus combinaciones. En una
realizacién de la presente invencion, se someten las vainas de café verde a extraccién para obtener una combinacion
de siete isémeros de &cido clorogénico.
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Las composiciones de &cidos clorogénicos de la invencion comprenden proporciones especificas de especies de
acidos clorogénicos. Dichas especies de acidos clorogénicos incluyen, aunque sin limitacién, acido 3-cafeoilquinico
(3-CQA), acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), acido 4-cafeoilquinico (4-CQA), acido 5-feruloilquinico (5-FQA), acido 3,4-
dicafeoilquinico (3,4-di CQA), acido 3,5-dicafeoilquinico (3,5-di CQA), acido 4,5-dicafeoilquinico (4,5-di CQA). Las
composiciones de acidos clorogénicos de la invencion comprenden aproximadamente un 7,23 +0,23% de &cido 3-
cafeoilquinico (3-CQA), aproximadamente un 25,43+0,18% de acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), aproximadamente un
9,51+0,10% de acido 4-cafeoilquinico (4-CQA), aproximadamente un 1,84+0,13% de acido 5-feruloilquinico (5-FQA),
aproximadamente un 2,79+0,09% de acido 3,4-dicafeoilquinico (3,4-diCQA), aproximadamente un 1,90+0,05% de
acido 3,5-dicafeoilquinico (3,5-diCQA) y aproximadamente un 3,74+0,11% de acido 4,5-dicafeoilquinico (4,5-diCQA).

Los fitoconstituyentes incluidos en la composicion de la presente descripcion estan en la forma seleccionada del grupo
que incluye, aunque sin limitacién, extractos, granulos, polvos, semisélidos, fracciones aisladas, aceites, soluciones,
suspensiones, emulsiones y semisélidos. En una realizacion, la composicién es una mezcla compleja obtenida de la
vaina de café verde indio.

Se pueden administrar las composiciones de acidos clorogénicos de la presente invenciéon por diversas vias,
incluyendo, aunque sin limitacién, la topica, oral, bucal, sublingual, parenteral, rectal e inhalatoria. Las composiciones
pueden estar en forma de una forma de dosificacion que incluye, aunque sin limitacion, polvos, pildoras, tabletas,
granulos, capsulas, peliculas delgadas, soluciones, esprays, jarabes, antitusigenos, trociscos, pastillas, gomas de
mascar, pastas, vaporizadores, suspensiones, emulsiones, ungiientos, cremas, lociones, linimentos, geles, gotas,
parches tépicos, parches bucales, perlas, gominolas, geles, soles, inyecciones y similares. Tipicamente, la
composicién comprende ademas al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones de &cidos clorogénicos de la presente invencion son Utiles en una variedad de aplicaciones
terapéuticas y preventivas. En algunas realizaciones, se administran las composiciones de acidos clorogénicos de la
invencion a un sujeto para prevenir la oxidacién (actividad antioxidante). En otras realizaciones, las composiciones de
la invencién hallan un uso en el tratamiento, la prevencion o el control de la obesidad. La frase "tratar la obesidad", tal
como se usa aqui, se refiere a prevenir o reducir la grasa corporal, prevenir o reducir el aumento de peso, prevenir o
reducir la absorcién de grasa de la dieta, reducir el indice de masa corporal (IMC), reducir la grasa abdominal y prevenir
el aumento de peso por una dieta rica en grasas. En realizaciones, se administran las composiciones de &cidos
clorogénicos en el control de afecciones hiperlipémicas, incluyendo, aunque sin limitacion, la reduccién de los lipidos
de baja densidad, del colesterol y de los triglicéridos en suero, y/o la elevacién de los lipidos de alta densidad (HDL).
En otras realizaciones, se administran las composiciones de acidos clorogénicos para prevenir o reducir la
acumulacion de grasa en el higado. En otras realizaciones, se administran las composiciones de acidos clorogénicos
de la invencion para reducir el estrés oxidativo o regular los niveles de glucosa en sangre. El término "reducir”, tal
como se usa aqui, se refiere a cualquier disminucion medible que se produzca como resultado de administrar las
composiciones de la invencion, en relacion a la ausencia de dicha administracion. De forma significativa, las
composiciones de la invencién son no téxicas y no mutagénicas.

Se describe ademas la presente descripcién a la luz de los siguientes ejemplos no limitativos, que se exponen
Unicamente con fines de ilustracion y no se han de considerar como limitantes del alcance de la descripcion.

Ejemplo 1: Procedimiento para la preparacién de la mezcla compleja de la presente descripcion (Complejo CGA-7)

Se apilaron 100 kg de vaina de café verde en un extractor vertical de 1,0 KL. El fondo del extractor comprendia una
placa perforada sobre la que se fijé una tela de filtraciéon. Se afadieron aproximadamente seis volimenes de lecho de
alcohol etilico al 70% v/v. Se continud con la extraccién a 75-78°C durante aproximadamente 7-8 h con circulacion
continua de extracto con bomba de transferencia. Tras completarse la extraccion, se filtré el extracto a través de un
filtro de vela SS de 5 micras y se recogio el extracto transparente en un tanque receptor limpio. Se volvi6 a extraer el
lecho afadiendo 4 volimenes de lecho de alcohol etilico al 70% 3 veces mas y se mantuvo la temperatura a 75-78°C
durante aproximadamente 7-8 h. Se recogieron todos los extractos en un tanque receptor y se concentrd el extracto
combinado en un reactor a vacio a 80+5°C hasta que el extracto estuvo libre de alcohol etilico. Se llevé la solucién
hasta el TDS hasta un 20-25% p/v con agua desionizada.

Se pasbé la solucion de extracto anterior a través de 500 litros de resina XAD-4 y se cargd el extracto a través de la
resina a una velocidad de 2-3 volumenes de lecho/hora. Se lavé la resina con 2-3 volumenes de lecho de agua
desionizada a una velocidad de 2-3 volumenes de lecho/hora. Se eluyd el extracto con 2-3 volumenes de lecho de
alcohol etilico al 70% v/v a una velocidad de 2-3 volumenes de lecho/hora. Se concentré el eluyente en un reactor a
80+5°C hasta quedar libre de alcohol. Se llevo el TDS de la solucidn hasta el 25-30% p/v y se deshidrat6 por aspersion
a 215+5°C para obtener la mezcla compleja de CGA-7.

Se determin6 la composicion de los isémeros de acido clorogénico por el método de HPLC y se obtuvieron los
siguientes resultados:
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Tabla 1 Tabla de picos que muestra los tipos de acidos clorogénicos

Pico Nombre Tiempo de Area % Area Altura % Altura
ret.

1 3 CQA 3,209 1904533 12,529 395880 13,745
2 5 CQA 5,017 7126683 46,883 1394953 48,431
3 4 CQA 5.218 2612578 17.187 521622 18.110
4 5 FQA 7.489 703664 4.629 136587 4.742
5 3,4 Di CQA 11.049 941037 6.191 162285 5.634
6 3,5 Di CQA 11.549 694548 4.569 111103 3.857
7 4,5 Di CQA 12.659 1218027 8.013 157843 5.480

Total 15201070 100 2880273 100

Se determind la impronta de la composicion de los isémeros de acidos clorogénicos mediante el método LC-MS/MS'y
se muestran los resultados obtenidos en la Figura 1 (Cromatograma LC del Complejo CGA-7) y la Figura 2
(Cromatograma MS del Complejo CGA-7).

Ejemplo 2: Estudios in-vitro de la mezcla compleja (complejo CGA-7) de la presente descripcion:
Ensayo antioxidante:
Ensayo de captacion de DPPH

Se determindé la capacidad de captacion de radicales libres del Complejo CGA-7 usando el ensayo de captacion de
DPPH (Sarojini et al., 2011). Se prepar6 una soluciéon de DPPH en metanol al 95%. Se recogié la solucion recién
preparada de DPPH en tubos de ensayo y se afiadieron preparaciones de café y se incubaron durante 20 min. Se leyo
la absorbancia a 515 nm usando un espectrofotémetro. Se preparé blanco que contenia el mismo volumen de mezcla
de reaccion sin ninguna muestra estudiada. Se calculd el porcentaje de captacion usando la férmula

% Captacion = Ac - As / Ac x 100
Donde Ac era la absorbancia del control (blanco sin extracto) y As era la absorbancia en presencia del extracto.
Actividad quelante de metales

Se estim6 la quelacion de iones ferrosos por los extractos de plantas mediante el método siguiente. Se anadio
Complejo CGA-7 a una solucién de FeClz 2 mM (0,05 ml), se inici6 la reaccién mediante adicion de ferrozina 5 mM
(0,2 ml). Se agité entonces la mezcla vigorosamente y se mantuvo durante 10 min a temperatura ambiente [26]. Se
midié la absorbancia de la soluciéon a 562 nm. Se calculé el porcentaje de inhibicion de la formacién del complejo
ferrozina-Fez*.

indice de quelacion (%) = Ac - As / Ac x 100
Donde Ac era la absorbancia del control (blanco sin extracto) y As era la absorbancia en presencia del extracto.
Actividad de captacién de aniones superoxido

Se midi6 la actividad de captacién de aniones superoxido del Complejo CGA-7 segun el método de (Nishimiki et
al.,1972). Se preparan todas las soluciones en este experimento usando tampoén fosfato (pH 7,4). Se afaden 1 ml de
NBT (156 pM), 1 ml de NADH (468 pM) y 3 ml de muestras de ensayo a todos los tubos de ensayo. Se inicia la reaccion
anadiendo 100 ml de PMS (60 uM) y se incuba la mezcla a 25°C durante 5 min, seguido de medicién de la absorbancia
a 560 nm. Se calcul6 el porcentaje de captacion usando la formula

% Captacion = Ac - As / Ac x 100
Donde Ac era la absorbancia del control (blanco sin extracto) y As era la absorbancia en presencia del extracto.
Ensayo del poder reductor

Se determiné la capacidad reductora del Complejo CGA-7. Se mezclaron las muestras de ensayo con 2,5 ml de tampén
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fosfato 0,2 M (pH 6,6) y 2,5 ml de ferricianuro de potasio al 1% [KsFe(CN)e]. Se incubd la mezcla de reaccion a 50°C
durante 20 min, se afadieron 2,5 ml de &cido tricloroacético al 10%, se centrifugd después (650 rpm a temperatura
ambiente) durante 10 min. Se mezclé la solucion de la capa superior (2,5 ml) con 2,5 ml de agua destilada y 0,5 ml de
FeCls al 0,1%. Se midid la absorbancia a 700 nm. Cuanto mayor es la absorbancia a 700 nm, mayor capacidad de
poder reductor (Oyaizu, 1986).

Actividad antioxidante total

El método del fosfomolibdeno se basa en la reduccion de Mo (V1) a Mo (V) por el compuesto antioxidante y la formacion
de un complejo verde de fosfato/Mo (V) con una absorcidon maxima a 695 nm. Se determinara la actividad antioxidante
de la muestra de ensayo mediante el método del fosfomolibdeno como describen Prieto et al., (1999). Resumiendo,
se combinan 0,3 ml de muestra de ensayo con 3 ml de solucién de reactivo (acido sulftrico 0,6M, fosfato de sodio
28mM y molibdato de amonio 4mM). Se incubara la mezcla de reaccién a 95°C durante 90 min y se enfriara hasta la
temperatura ambiente. Se mide la absorbancia de la solucion a 695 nm frente al blanco. Se expresa la capacidad
antioxidante total como el nimero de equivalentes de &acido ascorbico (AAE).

Resultados:
Nombre de la muestra: Complejo CGA-7

Tabla 2 Ensayos in-vitro del Complejo CGA-7

Ensayo de captacién de DPPH Ensayo de captacién de superoxido Quelacion de metales
Conc. | Absorbancia % Conc. | Absorbancia % Conc. | Absorbancia %
en @517 nm Inhibicion en @560 nm Inhibicion en @562 nm Inhibicién
pg/mi pg/ml pg/mi
Blanco 1,801 Blanco 0,337 Blanco 0,702
100 pg 0,886 50,81 100 pg 0,110 67,36 100 pg 0,726 -3,42
1,007 44,09 0,102 69,73 0,739 -5,27
0,985 45,31 0,120 64,39 0,746 -6,27
0,967 46,31 0,123 63,50 0,734 -4,56
0,985 45,31
45,97 66,25 -4,88
Ensayo antioxidante total Ensayo del poder reductor
Conc. en Absorbancia AAE (ug) Conc. en Absorbancia AAE (ug)
pg/mi @695 nm pg/mi @700 nm
100 pg 0,078 14,78 100 pg 0,545 58,55
0,078 14,80 0,590 63,37
0,080 14,95 0,598 64,16
0,074 14,50 0,560 60,09
0,078 14,80 0,555 59,63
14,76 61,16

Ejemplo 3: Estudios in-vivo del Complejo CGA-7 de la presente descripcion:
A] Estudio de toxicidad oral aguda en ratas con el Complejo CGA-7

Se evalud la toxicidad oral a una sola dosis del Complejo CGA-7 en ratas Wistar albinas. Se realizé un ensayo limite
en el que ratas hembra recibian una sola administracion oral del Complejo CGA-7 a una dosis de 2.000 mg/kg de peso
corporal. Tras la dosificacion, se observo a las ratas de la prueba limite a diario y se las pes6é semanalmente. Se
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realizé un examen de necropsia macroscopico a todos los animales de la prueba limite en el momento de la eutanasia
programada (dia 14). No se produjo mortalidad durante la duracién de la prueba limite. Ademas, no se observaron
hallazgos internos macroscopicos significativos en la necropsia en el dia de estudio 14.

En las condiciones experimentales descritas, se estim6 que la DLso oral aguda del complejo CGA-7 era mayor de
2.000 mg/kg en la rata.

B] Toxicidad a 90 dias con dosis repetidas con el complejo CGA-7

Se realiz6 un estudio de toxicidad oral a 90 dias con dosis repetidas con el complejo CGA-7 en ratas Wistar tanto
machos como hembras, seguido de un periodo de recuperacién de 14 dias, para determinar la toxicidad en los érganos
diana, Sin nivel de efectos adversos observados (NOAEL) y reversibilidad de los signos de toxicidad tras el periodo
de recuperacion. Los resultados de los estudios de toxicidad oral aguda en ratas albinas Wistar indicaron que la DLso
oral aguda del complejo CGA-7 se estimaba que era mayor de 2.000 mg/kg en las ratas. En base a los resultados
anteriores, se seleccionaron tres dosis como 250, 500 y 1.000 mg/kg p.c. Se seleccion6 la via de administracion oral
porque es la via terapéutica propuesta.

Observaciones

Signos clinicos de toxicidad: No se observaron signos clinicos de toxicidad en todos los grupos de animales machos
y hembras a través del periodo de dosificacién de 90 dias y durante el periodo de recuperacion de 14 dias.

Mortalidad: Todos los grupos de animales machos y hembras sobrevivieron a través del periodo de dosificacion de 90
dias y durante el periodo de recuperacién de 14 dias.

Peso corporal: Se registraron los pesos corporales desde los 0 hasta los 90 dias para todos los grupos y se continué
para el dia 97 y el 104 para los grupos de reversion.

Aumento de peso corporal: Se vio una disminucion significativa en el aumento de peso corporal en todos los grupos
de animales tratados con Complejo CGA-7 a 250, 500 y 1.000 mg/kg p.c. tanto en machos como en hembras cuando
se comparé con el control. Durante el periodo de reversion, los animales también mostraron una significativa reduccién
en el aumento de peso corporal hasta el normal cuando se compard con el grupo de reversion control.

Ingestion de alimentos: No se observo ningun efecto del tratamiento en todos los grupos de animales sobre el consumo
de alimentos a través del periodo de dosificacion de 90 dias y durante el periodo de recuperacién de 14 dias.

Observaciones funcionales: Los parametros observacionales funcionales realizados no mostraron cambios en todos
los grupos de animales machos y hembras.

Analisis de sangre

Hematologia: No se observaron cambios significativos en todos los grupos de animales machos y hembras cuando se
comparé con los de los grupos control respectivos. No se observaron cambios dependientes de la dosis.

Quimica clinica: No se observaron cambios significativos en todos los grupos de machos y hembras cuando se
comparé con los de los grupos control respectivos.

Analisis de orina: No se observaron cambios en el andlisis de orina de todos los grupos de animales machos y hembras
cuando se comparé con los de los grupos control respectivos.

Sacrificio y patologia

Peso de 6rganos relativo: No se observaron cambios significativos en todos los grupos de animales machos y hembras
cuando se comparé con los de los grupos control respectivos. No se observaron cambios dependientes de la dosis.

Patologia macroscopica: No se observaron cambios macroscépicos en todos los grupos de animales machos y
hembras.

Estudios histopatolégicos: No se vieron cambios en el cerebro, el higado, el corazén, el bazo, los rifiones, los ovarios,
el intestino grueso y las glandulas adrenales en los animales tratados con Complejo CGA-7 a 1.000 mg/kg p.c. cuando
se comparo6 con el control.

Conclusién: En base a los hallazgos anteriores, se vio que el nivel de efectos adversos no observados (NOAEL) del
complejo CGA-7 era de 1.000 mg/kg p.c. para ratas Wistar tanto hembras como machos cuando se dio oralmente
durante 90 dias, seguido de un periodo de recuperacion de 14 dias.

C] Actividad antiobesidad del complejo CGA-7:

Objetivo: El objetivo era investigar el efecto del complejo CGA-7 frente a ratas alimentadas con una dieta rica en
grasas.
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Procedimiento:

Modelo: Dieta rica en grasas en ratas

Composicion de la dieta rica en grasas

25% Manteca

5% Aceite de soja

5% Almidén

65% Alimento para ratas comercial normal

Se dividieron ratas Wistar machos en seis grupos con seis animales en cada grupo.

Tabla 3 Especificaciones de grupos

M. Ne¢ Grupo Sustancia de ensayo
1 Grupo | Alimento normal + Vehiculo (agua destilada)
2 Grupo Il Dieta rica en grasas + Vehiculo (agua destilada)
3 Grupo Il Dieta rica en grasas + Farmaco estandar (orlistat 30 mg/kg)
4 Grupo IV Dieta rica en grasas + Complejo CGA-7 (50 mg/kg)
5 Grupo V Dieta rica en grasas + Complejo CGA-7 (100 mg/kg)
6 Grupo VI Dieta rica en grasas + Complejo CGA-7 (150 mg/kg)

Parametros evaluados

Se midi6 el peso corporal una vez cada 2 dias. Se midi6 la ingestién de alimento diariamente durante 42 dias.

El dia 43, se mantuvo a todos los animales en ayunas durante la noche antes del sacrificio. Se recogié sangre por
puncién en el plexo retroorbitario. Se separé el suero por centrifugacion a 3.000 rpm durante 10 minutos. Se valoré el
suero en cuanto a glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL. También se calcularon la LDL y el indice aterogénico. Se
aislaron y pesaron el higado, el mesentéreo, el tejido adiposo pardo (TAP), los cojinetes grasos perirrenales izquierdo
y derecho, los cojinetes epididimales izquierdo y derecho. Se aislo el higado y se valoré en cuanto a los niveles de

triglicéridos y colesterol hepaticos.

Andlisis estadistico

Se expresaron los datos como la media + SEM y se analizaron por ANOVA de una via, seguido de la prueba t de
Dunnett usando el GraphPad Prism version 5. Se consideraron las diferencias significativas a un valor de p de < 0,05.

Resultados
Tabla 4 Efecto del Complejo CGA 7 sobre el peso corporal en ratas machos
Grupos Peso final Peso inicial Diferencia en el peso
corporal

Grupo | 220,5+2,54 150,1+2,67 68,41+1,18
Grupo Il 230,3+5,57 137,0+0,32 112,044,51***2
Grupo Il 218,4+2,65 130,3+0,56 88,01+3,68***P
Grupo IV 211,7+2,42 136,1+0,62 75,65+3,44***0
Grupo V 229,7+1,94 163,8+2,33 65,88+2,14***b
Grupo VI 199,0+2,08 138,4+1,07 60,63+2,89***>
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Se expresan los valores en términos de SEM + Media. Se analizaron los datos por ANOVA de una via, seguido de la
prueba t de Dunnett. Nimero de animales en cada grupo n=6. 2Comparacion hecha con el grupo control. "Comparacion

hecha con el grupo de la dieta rica en grasas.***P<0,001.

Tabla 5 Efecto del Complejo CGA 7 sobre la ingestion media de alimento en ratas machos

Grupos Ingestion media de alimento g/rata
Grupo | 14,93+0,77
Grupo Il 8,26+0,51***2
Grupo IlI 8,54+0,40ns0
Grupo IV 7,78+0,45"0
Grupo V 8,960,450
Grupo VI 6,98+0,35"sP
5
Se expresan los valores en términos de SEM + Media. Se analizaron los datos por ANOVA de una via, seguido de la
prueba t de Dunnett. Nimero de animales en cada grupo n=6. 2Comparacion hecha con el grupo control. "Comparacion
hecha con el grupo de la dieta rica en grasas. ***P<0,001 " no significativo.
Tabla 6 Efecto del Complejo CGA 7 sobre el peso organico del higado, la grasa mesentérica, el tejido adiposo pardo
10 (TAP), los cojinetes grasos perirrenales y el cojinete graso epididimal.
Grupo Higado Grasa TAP Tejido de los cojinetes Cojinete graso epididimal
S mesentérica grasos perirrenales
Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo
Grupo | 3,87+0,18 0,59+0,06 0,06+0,004 0,30+0,02 0,28+0,01 0,35+0,03 0,38+0,01
I
Gr:JIpo 4,50+0,19*2 1,311;2,12** 0,241;(3,01** 1,224_;2,12** 0,854_;2,05** 0,584_;2,04** 0,601;(3,02**
Grllljlpo 3,474_;(3,1 1** | 0,98+0,03* | 0,19+0,01**® | 0,65+0,04*® | 0,61+0,05** | 0,48+0,01** | 0,50+0,01**®
Grll\J/po 3,564_;(3,1 0** | 1,01+0,07** | 0,20+0,01*P 0,524_;(3,03** 0,544_;(3,03** 0,44+0,02**b 0,461;(3,03**
Gr\u/po 3,574_;(3,12** 1,0+0,04* | 0,1 71;8,01** 0,434_;(3,02** 0,414_;(3,03** 0,414_;(3,02** 0,381;(3,02**
Gl‘\l/JIpO 3,394_;8,1 0** | 1,0£0,07** | 0,1 71;(3,01** 0,364_;(3,02** 0,38+0,03**b 0,404_;(3,03** 0,371;8,01**

Se analizaron los datos por ANOVA de una via, seguido de la prueba t de Dunnett. NUmero de animales en cada grupo
n=6. 28Comparacion hecha con el grupo control. "Comparacion hecha con el grupo de la dieta rica en grasas.
***P<0,001 **P<0,01 * P<0,05.

15 Tabla 7 Efecto del Complejo CGA 7 sobre los niveles séricos de glucosa, colesterol total, triglicérido, HDL-c y LDL-c

(mg/dl)
Grupos Glucosa Colesterol total Triglicéridos HDL-c LDL-c
Grupo | 84,53+4,62 56,00+1,44 70,56+3,59 24,56+0,88 17,33+1,78
Grupo Il 131,00+5,88***2 | 78,08+1,40***2 137,7+7,95***2 16,73+0,59***2 33,81+2,11***
Grupo Il 109,7+3,93**P 63,38+0,95***b 77,63+4,27*+*b 20,47+1,08*0 27,39+1,07nsb
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Grupo IV 89,29+2,79***b 62,23+1,74***0 86,3215,06***P 20,22+0,82*0 25,12+2,33*
Grupo V 87,63+3,28***b 58,16+2,18***b 75,3614,17***0 20,50+1,10* 22,59+2,67**0
Grupo VI 86,23+3,50***P 45,2042,37***0 62,98+2,97***b 20,51+0,94* 12,09+2,31***0

Se analizaron los datos por ANOVA de una via, seguido de la prueba t de Dunnett. NUmero de animales en cada grupo
n=6. 2aComparacion hecha con el grupo control. ?Comparacion hecha con el grupo de la dieta rica en grasas.
***P<0,001 **P<0,01 * P<0,05

5 Tabla 8 Efecto del Complejo CGA 7 sobre el indice aterogénico
Grupo Indice aterogénico
Grupo | 1,30+0,10
Grupo Il 3,72+0,22***2
Grupo Il 2,20+0,20***b
Grupo IV 2,18+0,15***b
Grupo V 1,91+0,23***0
Grupo VI 1,22+0,14***0
Se analizaron los datos por ANOVA de una via, seguido de la prueba t de Dunnett. NUmero de animales en cada grupo
n=6. 2aComparacion hecha con el grupo control. ?Comparacion hecha con el grupo de la dieta rica en grasas.
***P<0,001.
10 Tabla 9 Efecto del Complejo CGA 7 sobre los niveles hepaticos de colesterol y triglicéridos
Grupo Colesterol hepatico Triglicéridos hepaticos
Grupo | 23,92+1,50 50,51+2,16
Grupo Il 69,53+2,54***a 87,93+3,56***2
Grupo Il 49,66+3,28***b 64,64+3,44***b
Grupo IV 48,48+3,58***b 57,68+4,25***b
Grupo V 44,61+4,45*** 59,91+2,73***b
Grupo VI 28,53+2,69***0 36,04+4,42*+*b

Se analizaron los datos por ANOVA de una via, seguido de la prueba t de Dunnett. NUmero de animales en cada grupo
n=6. 2aComparacion hecha con el grupo control. ?Comparacion hecha con el grupo de la dieta rica en grasas.
***P<0,001**P<0,01 * P<0,05

15 Conclusién

Complejo CGA 7

++ Reduce el peso corporal

+ Elimina tejido graso abdominal

+ Elimina tejido adiposo pardo

20 ++ Reduce los niveles de colesterol

+ Mejora los niveles de HDL ¢
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+ Restaura los niveles de glucosa

Ejemplo 4: Evaluacion clinica del Complejo CGA-7 de la presente descripcion: Se realizd una prueba clinica
prospectiva, aleatorizada, doble ciego y controlada con placebo para evaluar la eficacia y seguridad del Complejo
CGA-7 en la reduccion del peso corporal en pacientes obesos.

Los sujetos tenian que completar 5 visitas, incluyendo 1 visita de cribado y 4 visitas programadas, es decir, visita de
cribado, Visita 1 (basal) - Dia 1, Visita 2 - Dia 14 £3, Visita 3 - Dia 28 3, Visita 4 - Dia 56 +3. La visita de cribado
consistia en un impreso de consentimiento del paciente, multiples pruebas de laboratorio, examenes fisicos,
mediciones antropométricas y criterios de inclusion/exclusién de comprension. Tras el cribado, se aleatorizé a los
sujetos y se les asigné al Grupo Ay al Grupo B para el tratamiento con Complejo CGA-7 y placebo, respectivamente.
Se registraron los resultados primarios de reduccion del peso corporal y del IMC en la visita 2, visita 3 y visita 4. Se
realizé también la valoracién de calidad de vida basal (SF- 36). Durante las visitas 2 y 3, se registraron las mediciones
antropométricas, el examen fisico, los sucesos adversos y las medicaciones concomitantes, de haberlas. En la visita
final, se registraron examenes fisicos, mediciones antropométricas, perfil lipidico, glucosa en sangre en ayunas,
HbA1c, valoracion de la calidad de vida, sucesos adversos y medicaciones concomitantes. Se recogieron las tabletas
no usadas.

Se validé el efecto del Complejo CGA-7 en ausencia de ejercicio, paseando y sin restricciones de dieta durante el
curso de la prueba.

Tamano de la muestra

Se crib6 a un total de 42 pacientes y entre ellos se incluy6 a 30 en el estudio segun los criterios de inclusion. Se
aleatoriz6 a los sujetos y se asigné a un numero igual de sujetos al grupo A de tratamiento con Complejo CGA-7 y al
grupo B de tratamiento con placebo. Dos pacientes fueron eliminados de ambos grupos sin ninguna informacioén
durante el estudio.

Andlisis estadistico

Se uso la prueba t pareada para medir el cambio con respecto a la linea basal. Se us6 ANOVA para observar los
cambios en los diversos parametros tras las visitas de seguimiento programadas, seguido de una prueba post-hoc
apropiada.

Resultados del peso corporal

En el grupo tratado con Complejo CGA-7, el peso corporal medio basal era de 80,6 +10, el cual se redujo hasta
76,57+£10,2 el dia 56. Mientras tanto, en el grupo tratado con placebo, el dia 56 la reduccién de peso era desdenable
en comparacién con el peso corporal medio basal.

Hubo un 5% de reduccion en el peso corporal observado en el grupo tratado con Complejo CGA-7 en comparacion
con (Figura 3; % Reduccion significativo en IMC).

IMC

El IMC medio del grupo tratado con Complejo CGA-7 en la linea basal era de 30,53+0,62, el cual se redujo
significativamente a 28,97+0,73 en la ultima visita. Se vio que el mismo estaba ligeramente disminuido en los sujetos
tratados con placebo.

El grupo tratado con Complejo CGA-7 ha mostrado un 5,10% de reduccién en el IMC el dia 56, mientras que era sélo
del 0,9% en el grupo tratado con placebo (Figura 4; % Reduccion significativo en IMC).

Circunferencia de la cintura

Hubo una reduccion significativa en la circunferencia de la cintura el dia 56 en el grupo tratado con el Complejo CGA-
7 en comparacion con la linea basal, que era de 103,28+4,14 y 99,85+5,36, respectivamente. Mientras tanto, el grupo
tratado con placebo habia mostrado una mejora insignificante en la Circunferencia de la Cintura.

El Complejo CGA-7 ha mostrado un 3,32% de reduccion en la circunferencia de la cintura, que es del 0,27% en el
grupo tratado con placebo (Figura 5; % Reduccidn significativo en la Circunferencia de la Cintura).

Circunferencia de la cadera

La circunferencia de la cadera mejoro significativamente en el grupo tratado con el Complejo CGA-7 en comparacion
con el grupo tratado con placebo. La circunferencia de la cadera media basal era de 105,85+4,88, que se redujo a
104,78+4,88 después de 56 dias de tratamiento con el Complejo CGA-7.

Se ha visto un 1,01% de reduccién en el grupo tratado con el Complejo CGA-7, que fue solo del 0,13% en el grupo
tratado con placebo (Figura 6; % Reduccién significativo en la Circunferencia de la Cadera).
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Los resultados recogidos han mostrado que el Complejo CGA 7 tiene una mejora significativa en el perfil lipidico. El
nivel medio de triglicéridos en la linea basal era de 151+39,39, el cual disminuyé significativamente a 134,43+38,15 el
Dia 56 tras el tratamiento con Complejo CGA 7, y el porcentaje de niveles de triglicéridos reducido en comparacion
con la linea basal es del 10,97%.

Los valores medios del colesterol total en la linea basal eran de 172,07+32,99, los cuales disminuyeron a 162,36+32,10
el Dia 56 tras el tratamiento con Complejo CGA 7, y el porcentaje de los niveles de colesterol total reducidos en
comparacioén con la linea basal hasta la visita 4 es del 5,64%.

El nivel medio de HDL en la linea basal era de 37,91+8,29, el cual aumenté significativamente hasta 42+7,75 el Dia
56 tras el tratamiento con el Complejo CGA 7, y el porcentaje del nivel de HDL aumentado es del 10,78%.

El nivel medio de LDL en la linea basal era de 103,96+27,18, que disminuyé significativamente a 88,5+29,62 el Dia 56
tras el tratamiento con el Complejo CGA 7, y el porcentaje de los niveles de LDL reducidos en comparacion con la
linea basal hasta la visita 4 es del 14,87%.

El nivel medio de VLDL en la linea basal era de 30,2+7,87, que disminuy6 significativamente a 26,88+7,63 el Dia 56
tras el tratamiento con el Complejo CGA 7, y el porcentaje de los niveles de VLDL reducidos en comparacién con la
linea basal hasta la visita 4 es del 10,99%.

Los resultados recogidos han mostrado que el Placebo tiene menos mejora en el perfil lipidico. El nivel de triglicéridos
ha disminuido ligeramente en comparacién con la linea basal hasta la visita 4. El valor de triglicéridos en la linea basal
era de 150,71+45,96, disminuyd a 149,71+45,86 el Dia 56 tras el tratamiento con Placebo y el porcentaje del nivel de
triglicéridos reducido en comparacioén con la linea basal hasta la visita 4 es del 0,7%.

El nivel total de colesterol disminuy6 ligeramente en comparacién con la linea basal hasta la visita 4. El valor del
colesterol total en la linea basal era de 174,21+32,03, disminuyé a 173,57+31,95 el Dia 56 tras el tratamiento con
Placebo y el porcentaje del nivel de colesterol total reducido en comparacién con la linea basal hasta la visita 4 es del
0,4%.

El nivel medio de HDL ha mostrado que no hay cambios en comparacion con la linea basal hasta la visita 4. El valor
de HDL en la linea basal era de 36,14+7,26 y de 36,79+6,92 el Dia 56 tras el tratamiento con Placebo.

La LDL media disminuy6 ligeramente en comparacién con la linea basal hasta la visita 4. El valor de LDL en la linea
basal era de 107,93+27,03 y disminuy6 a 106,84+26,88 el Dia 56 tras el tratamiento con Placebo. El porcentaje del
nivel de LDL reducido en comparacion con la linea basal hasta la visita 4 es del 1,0%.

El nivel medio de VLDL estaba ligeramente disminuido en comparacion con la linea basal hasta la visita 4. El valor de
VLDL en la linea basal era de 28,13+11,79, disminuy6 a 29,94+9,17 tras el tratamiento con Placebo y el porcentaje
del nivel de VLDL total reducido en comparacion con la linea basal hasta la visita 4 es del 6,3%.

El Complejo CGA 7 es estadisticamente significativo en la reduccién de triglicéridos, colesterol, LDL y VLDL con
respecto al Placebo.

El Complejo CGA 7 era estadisticamente significativo en el aumento de HDL con respecto al Placebo.

Se muestra el efecto del Complejo CGA 7 sobre el perfil lipidico en la Figura 7. EI Complejo CGA 7 exhibia una
significativa reduccién en los niveles de triglicéridos, colesterol y LDL y un significativo aumento en los niveles de HDL.

Tabla 10 Efecto del Complejo CGA7 sobre el peso corporal, el IMC, la circunferencia de la cintura y la cadera y los
triglicéridos, el colesterol, la LDL y la VLDL en suero

M. N¢ Parametros Visita 1 Visita 4 Diferencia % Disminucién

1 Peso corporal 80,6x10 76,57+10,2 4,03 5,00
(kg)

2 Indice de masa 30,53+0,62 28,97+0,73 1,56 5,10
corporal (IMC
kg/m?)

3 Circunferencia 103,28+4,14 99,85+5,36 3,43 3,32
de la cintura
(cm)

12
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4 Circunferencia 105,85+4,88 104,78+4,88 1,07 1,01
de la cadera
(cm)
5 Triglicéridos 151+£39,39 134,43+38,15 16,57 10,97
(mg/dl)
6 Colesterol 172,07+32,99 162,36+32,10 9,71 5,64
(mg/dl)
7 LDL (mg/dl) 103,96+27,18 88,5+29,62 15,46 14,87
8 VLDL (mg/dl) 30,2+7,87 26,88+7,63 3,32 10,99

Se expresan los valores en términos de Media+SD

Tabla 11 Efecto del Complejo CGA 7 sobre la HDL sérica

Parametros

Visita 1

Visita 4

Diferencia

% Aumento

HDL (mg/dl)

37,91+8,29

42+7,75

4,09

10,78

Se expresan los valores en términos de Media+SD

Tabla 12 Efecto del Placebo sobre el peso corporal, el IMC, la circunferencia de la cintura y la cadera y los
triglicéridos, el colesterol, la LDL y la VLDL en suero

M. N¢ Parametros Visita 1 Visita 4 Diferencia % Disminucién
1 Peso corporal 74,03+9,7 73,39+9,4 0,64 0,864
(kg)
2 Indice de masa 31,01+1,10 30,73+1,18 0,29 0,90
corporal (IMC
kg/m?)
3 Circunferencia 100,85+5,89 100,57+4,81 0,28 0,27
de la cintura
(cm)
4 Circunferencia 104,92+7,19 104,78+5,02 0,14 0,13
de la cadera
(cm)
5 Triglicéridos 150,71+45,96 149,71+45,86 1 0,7
(mg/dl)
6 Colesterol 174,21+32,03 173,57+31,95 0,64 0,4
(mg/dl)
7 LDL (mg/dl) 107,93+27,03 106,84+26,88 1,1 1,01
8 VLDL (mg/dl) 28,13+11,79 29,94+9,17 1,81 6,4

Se expresan los valores en términos de Media+SD
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Tabla 13 Efecto del Placebo sobre la HDL en suero

M. N¢ Parametros Visita 1 Visita 4 Diferencia % Aumento

1 HDL (mg/di) 36,14+7,26 36,796,92 0,65 1,7

Se expresan los valores en términos de Media+SD

Conclusién

Complejo CGA 7

% Es efectivo en la reduccién del peso corporal

+ Reduce el IMC y las circunferencias de la cadera y la cintura

% Mejora el perfil lipidico aumentando el nivel sérico de la HDL y disminuyendo los niveles séricos de triglicéridos,
colesterol y LDL

+ Es seguro, sin efectos no deseados.

Ejemplo 5 - El complejo CGA 7 es superior al extracto de vainas de café en el control de la obesidad y de los niveles
séricos de colesterol, triglicéridos, HDL y glucosa.

La obesidad es un desajuste del equilibrio energético y se considera primariamente como un trastorno del metabolismo
de los lipidos. La obesidad y las comorbilidades asociadas a la obesidad siguen siendo un problema de salud global.
Es uno de los principales problemas de salud publica en el mundo, debido a su asociaciéon con un mayor riesgo de
diversas enfermedades crénicas, incluyendo enfermedades cardiovasculares, diabetes de tipo 2, hipertension,
dislipemia y canceres. Estimaciones recientes en los EE.UU. indican que aproximadamente un tercio de la poblacién
de adultos es obesa. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) asigna la obesidad como epidemia global.
Globalmente, aproximadamente 1.600 millones de adultos tienen sobrepeso y al menos 400 millones de adultos son
obesos. Ademas, la OMS proyecta que hacia 2015 aproximadamente 2.300 millones de personas tendran sobrepeso
y que mas de 700 millones seran obesos.

El café es ampliamente utilizado como bebida en todo el mundo. Tiene numerosos beneficios de salud contra la
obesidad y trastornos metabdlicos como la diabetes de tipo 2. El principal principio activo del café son acidos
clorogénicos con diferentes isémeros presentes en él. El acido clorogénico es altamente antioxidante y proporciona
proteccion contra la cirrosis hepética, la aterosclerosis, la infeccién bacteriana y la obesidad. El complejo CGA-7
contiene mas de un 52% de siete isbmeros diferentes de acido clorogénico, extraidos de la vaina de café verde. Varios
estudios in vitro e in vivo respaldan que el acido clorogénico tiene actividad antiobesidad.

A este respecto, se evalué complejo CGA-7 que contenia mas de un 52% de acido clorogénico (extracto patentado de
Coffea arabica de VIDYA HERBS PVT LTD) frente a ratas SD machos alimentadas con una dieta rica en grasas en
comparacién con extracto de vainas de café verde.

Objetivo

Investigar el papel del extracto herbal patentado con Complejo CGA-7 de Coffea arabica de VIDYA HERBS frente a
ratas SD machos alimentadas con una dieta rica en grasas en comparacion con extracto de vainas de café verde
(EVCV).

Materiales y métodos
» Material: - Complejo CGA 7
» Modelo: - Dieta rica en grasas (DRG) en ratas SD

Composicion de la dieta rica en grasas: - 200 g de grasa/kg (170 g de aceite de manteca + 30 g de aceite de maiz) y
1% de colesterol.

Tabla 1 Agrupamiento de animales

Grupo Tratamiento Dosis (mg/kg, oral)
I Control + Vehiculo Agua destilada 10 ml/kg
Il DRG + Vehiculo Agua destilada 10 ml/kg
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i DRG + GCBE 100 mg/kg
v DRG + CGA7 50 mg/kg
\Y DRG + CGA7 100 mg/kg
\ DRG + CGA7 150 mg/kg

Se dividié a 36 ratas SD machos en 6 grupos que contenian seis cada uno. Se alimentd con dieta de pienso normal
para ratas al grupo 1 durante 42 dias. Se alimenté con DRG a los grupos 2-6 durante 42 dias. Se dio el tratamiento
respectivo a todos los grupos durante 42 dias como se describe en la tabla.

Parametros evaluados:-
= Se midio el peso corporal una vez cada 2 dias. Se midi6 la ingestion de alimento diariamente durante 42 dias.

® FEldia 43, se mantuvo a todos los animales en ayunas durante la noche antes del sacrificio. Se recogio sangre por
puncién en el plexo retroorbitario. Se separd el suero por centrifugacién a 3.000 rpm durante 10 minutos.

= Se valord el suero en cuanto a glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL.

m  Se aislaron el higado, la grasa mesentérica, el tejido adiposo pardo (TAP), los cojinetes grasos perirrenales
izquierdo y derecho y los cojinetes epididimales izquierdo y derecho y se pesaron.

Analisis estadistico: - Se expresaron los datos como la media+SEM y se analizaron por ANOVA de una via, seguido
de la prueba t de Dunnett usando el GraphPad Prism version 5. Se consideraron las diferencias significativas a un
valor de p de < 0,05.

Resultados

Se expresan los valores en términos de la SEM+Media. Se analizaron los datos por ANOVA de una via, seguido de la
prueba t de Dunnett. Nimero de animales en cada grupo n=6. 2Comparacion hecha con el grupo control. "Comparacion
hecha con el grupo de la dieta rica en grasas.***P<0,001, **P<0,01

Tabla 2 Efecto del Complejo CGA 7 sobre el peso corporal en ratas machos

Grupo Tratamiento Ingestion de alimento (g/rata)
| Control + Vehiculo 24,05+0,13
Il DRG + Vehiculo 17,15+0,08***2
i DRG + GCBE (100 mg/kg) 17,88+0,35* P
v DRG + CGA7 (50 mg/kg) 17,48+0,08
\Y DRG + CGA7 (100 mg/kg) 17,75+0,10
Vi DRG + CGA7 (150 mg/kg) 17,34+0,07

Se expresan los valores en términos de la SEM+Media. Se analizaron los datos por ANOVA de una via, seguido de la
prueba t de Dunnett. Nimero de animales en cada grupo n=6. 2Comparacion hecha con el grupo control. "Comparacion

hecha con el grupo de la dieta rica en grasas.***P<0,001, *P<0,05

Tabla 3 Efecto del Complejo CGA 7 sobre la ingestion media de alimento

Control + Vehiculo 293,8+1,23 145,9+0,79 147,9+1,09
DRG + Vehiculo 360,0+1,21 143,6£0,62 216,3+1,61**2

DRG + GCBE (100 mg/kg) 345,7+5,06 144,1+0,61 201,7+4,49*

DRG + CGA7 (50 mg/kg) 346,5+3,22 146,1+0,50 200,3+3,51**P

15



10

15

20

25

30

ES 2 831428 T3

DRG + CGA7 (100 mg/kg) 311,3+2,27 144,1+0,99 167,2+3,02***b

DRG + CGA7 (150 mg/kg) 304,2+1,81 145,1+1,08 159,1+2,30***b

Tabla 4 Efecto del Complejo CGA 7 sobre el peso organico del higado, la grasa mesentérica, el tejido adiposo pardo
(TAP), los cojinetes grasos perirrenales y el cojinete graso epididimal

Grupo Tratamiento Higado (por TAP (por 100 Grasa Grasa Grasa
100 g) 9) mesentérica epididimal perirrenal
(por 100 g) (por 100 g) (por 100 g)
| Control + 2,688+0,07 0,04+0,002 0,57+0,07 0,44+0,06 0,36+0,07
Vehiculo

Il DRG + 6,467+0,12***2 | 0,15+0,001***a | 1,81+0,03***2 | 1,94+0,02***2 | 2,48+0,01***2
Vehiculo

1 DRG + 5,832+0,17* 0,12+0,002*0 1,55+0,01**P 1,69+0,02**0 2,09+0,06**
GCBE (100
mg/kg)

v DRG + CGA7 | 5,598+0,19*** | 0,12+0,004*° 1,54+0,06**° 1,66+0,02** | 2,07+0,07**®
(50 mg/kg)

\Y DRG + CGA7 | 4,115+0,19**** | 0,08+0,013***> | 1,13+0,08***0 | 1,21£0,09***0 | 1,14+0,14***P
(100 mg/kg)

Vi DRG + CGA7 | 3,298+0,17***t | 0,06+0,001*** | 0,99+0,01***t | 1,18+0,03***t | 0,98+0,07***P
(150 mg/kg)

La Figura 8 representa el patron de aumento de peso y de ingestion media de alimento, donde el complejo CGA7 a
100 y 150 mg/kg muestra una disminucion en el aumento de peso en comparacion con los grupos de DRG y GCBE,
que es estadisticamente significativa. No hay diferencia en la ingestién de alimento entre DRG y

La Figura 9 representa cambios en el peso del higado y del tejido adiposo. El complejo CGA7 a 100 y 150 mg/kg de
dosis inhibe la deposicion de grasa en el higado, el TAP, la grasa mesentérica y la grasa epididimal y perirrenal en
comparacioén con los grupos de DRG y GCBE, lo que es estadisticamente significativa.

La Figura 10 representa cambios en el nivel de colesterol, TG, glucosa y HDL en el suero sanguineo. Los grupos de
complejo CGA7 a 100 y 150 mg/kg muestran una disminucion en el colesterol, los TG y la glucosa en comparacion
con los grupos DRG y GCBE, que es estadisticamente significativa. Los grupos tratados con complejo CGA7 tienen

El extracto de vainas de café verde es bien tolerado como tratamiento antiobesidad y se usa ampliamente para ello.
El acido clorogénico es el principio activo farmacoldgico principal de la vaina de café verde. Hay falta de evidencias
cientificas del papel del acido clorogénico en el control de la obesidad y el metabolismo de los lipidos. El complejo
CGA?7 contiene principalmente mas de un 52% de siete isdmeros de acidos clorogénicos. Se ha investigado el efecto
del complejo CGA7 en ratas SD machos obesas inducidas con dieta rica en grasas comparando con extracto de vainas
de café verde.

Este estudio in vivo reveld que el complejo CGA7 a la dosis de 100 mg/kg y 150 mg/kg ha mostrado un 25,3% y un
26,4% de reduccion en el aumento de peso corporal, respectivamente, que es estadisticamente significativo en
comparacién con el grupo tratado con GCBE (6,7%). Los grupos tratados con el complejo CGA7 tienen también un
menor peso de tejido adiposo pardo y adiposo blanco extensivamente en comparacién con el grupo tratado con GCBE.

El tejido adiposo visceral descarga cantidad de acidos grasos libres (FFA) y citoquinas/hormonas en la vena. Ademas,
estos FFA se transportan al higado, en donde interaccionan con los hepatocitos y diversas células inmunes. También
se cree que el peso corporal y el peso de los tejidos adiposos se correlacionan positivamente con los niveles de leptina
e insulina. Cho et al. estudiaron que los niveles plasmaticos de leptina e insulina eran altos en el grupo tratado con
DRG, los cuales se reducian significativamente mediante la suplementacion con acido clorogénico.

Debido a la resistencia a la leptina, hay un aumento en los FFA del tejido adiposo al higado. Donde los FFA se
convierten en triglicéridos y causan higado graso por una mayor lipogénesis, un resultado de la hiperinsulinemia y de
la menor oxidacion de los FFA. De sotillo y Hadley dicen que el acido clorogénico mejora la tolerancia a la glucosa y
disminuye los lipidos plasmaticos y hepaticos sin cambiar el nivel de triglicéridos en el tejido adiposo de ratas Zucker
a 5 mg.kg (i.v.). En este estudio, que se conforma en donde el grupo DRG ha mostrado aumento en el tamarfio y el
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peso del higado. El complejo CGA7 ha mostrado una significativa reduccion en el peso del higado y de otros tejidos
adiposos cuando se da oralmente a 100 mg/kg y 150 mg/kg en comparacién con GCBE. El complejo CGA7 tiene
niveles reducidos de colesterol, triglicéridos y glucosa en suero de una manera marcada y un mejor nivel de HDL en
comparacién con el grupo tratado con GCBE.

Conclusién

El complejo CGA7 es superior al extracto de vainas de café en el control de la obesidad. CGA reduce en un 25,3% y
un 26,4% el aumento de peso corporal a 100 mg/kg y 150 mg/kg, respectivamente. EI complejo CGA también
demuestra una capacidad para reducir el nivel sérico de colesterol, triglicéridos y glucosa, y para reducir la acumulacion
de grasa en el higado y reducir el tejido adiposo pardo y blanco. El complejo CGA mejora los niveles séricos de HDL.

Ejemplo 6 - Estudios de acoplamiento molecular del complejo CGA-7 con proteina asociada a la masa de grasa y a
la obesidad (LTO)

Introduccién

El aumento de peso y la obesidad son importantes factores de riesgo para afecciones y enfermedades que van desde
la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus de tipo 2 hasta la aterosclerosis y las secuelas de la enfermedad del
higado graso no alcohdlico (Shoelson et al., 2007). Fisiologicamente, la obesidad es un desorden del equilibrio de
energia y se considera primariamente como un trastorno del metabolismo lipidico (Strader et al., 1998). La afeccién
se asocia a un nuamero creciente de enzimas implicadas en las rutas del metabolismo lipidico. Representan un rico
acerbo de dianas terapéuticas potenciales para la obesidad (Shi & Burn, 2004; Melnikova & Wages, 2006). La proteina
asociada a la masa grasa y la obesidad, también conocida como dioxigenasa dependiente de alfa-cetoglutarato (FTO),
es una enzima que parece tener correlaciéon con la obesidad en humanos (Frayling et al., 2007). La FTO contribuye a
la regulacién de la velocidad metabdlica global, al gasto de energia y a la homeostasis energética. La FTO contribuye
a la regulacién del tamafo corporal y de la acumulacion de grasa en el cuerpo.

Se ha indicado que el extracto de vainas de café verde tiene potentes propiedades antiobesidad e hipogliceridémicas
por estudios in vivo. Los &cidos clorogénicos son un grupo importante de polifenoles que se encuentran en la vaina
del café verde bruta y contribuyen significativamente a la eficacia farmacoldgica del extracto de vainas de café. El
objetivo del presente estudio era explorar la actividad antiobesidad in silico del complejo CGA-7 a partir de extracto de
vainas de café verde dirigiendo la FTO.

Materiales y métodos

Se utilizaron herramientas AutoDock para generar mallas, calcular la puntuacion de acoplamiento y evaluar los
conformadores de inhibidores unidos en el sitio activo de AMPK como dianas para la actividad antidiabética. El
acoplamiento automatizado es una interfaz de usuario grafica. Se emple6 AutoDock 4,2 para obtener puntuaciones
de acoplamiento y unién, el cual se implementa por el método del algoritmo genético de Lamarckian. Se disefaron las
moléculas de ligando, es decir, los siete isobmeros de acido clorogénico (Figura 1), y Orlistat y se analiz6 la estructura
usando ACD/Chemsketch. Se usé el servidor PRODRG para minimizar la energia de los compuestos farmacologicos
y se prepararon coordenadas 3D. Se tomo el archivo de la estructura de la proteina (PDB ID: 3LFM) de PDB y se edité
eliminando los heteroatomos usando el visor de moléculas Python. Se centré el mapa de mallas en residuos
particulares de la proteina y se gener6 con AutoGrid. Segun el algoritmo genético, se dejé que todas las torsiones
rotaran durante el acoplamiento. Se aplicaron el algoritmo genético Lamarckian y los métodos pseudo-Solis y Wets
para la minimizacién, usando parametros de defecto (Rodriguez e Infante, 2011).

Resultados

Las siete isoformas de acido clorogénico en CGA-7 se unen todas muy eficientemente en el bolsillo activo de FTO
(Figura 3). El resultado obtenido es comparable a la orientacién del farmaco estandar Orlistat. La energia de union
requerida es menor que la del Orlistat y la firme unién de isoformas es evidente por la formaciéon de mas enlaces de
hidrogeno de moléculas de ligando en comparacion con el farmaco estandar (Tabla 1).

La Figura 1 muestra la estructura de moléculas de ligando: (1) acido 3-O-Cafeoilquinico; (2) acido 4-O- Cafeoilquinico;

(3) acido 5-O-Cafeoilquinico; (4) acido 5-O-Feruloilquinico; (5) acido 3,4-O-Dicafeoilquinico; (6) acido 3,5-O-
Dicafeoilquinico; (7) acido 4,5-O-Dicafeoilquinico; y (8) Orlistat
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Tabla 1. Resultados del acoplamiento molecular de la proteina asociada a la masa grasa y a la obesidad

Molécula Paréametros termodinamicos
Energia de Eficiencia de Enlaces H | Interacciones
unién ligandos
Acido 3-O- -8,04 -0,32 1,28 -11,32 5 Leu78
Cafeoilquinico
His73
Arg80
GlIn468
Acido 4-O- -7,01 -0,28 7,21 -10,3 7 Leu78
Cafeoilquinico
Lys391
Asp467
Arg80
Acido 5-O- -7,43 -0,3 3,56 -10,7 6 Arg80
Cafeoilquinico
Leu78
His73
Arg80
GIn468
Acido 5-O- -5,56 -0,21 84,65 -8,84 5 His73
Feruloilquinico
Arg80
GlIn468
Leu78
Acido 3,4-O- -5,32 -0,21 126,75 -8,6 4 His73
Dicafeoilquinico
GIn468
Arg80
Asp208
Acido 3,5-O- -5,88 -0,16 48,78 -10,95 6 His73
Dicafeoilquinico
GlIn468
Lys74
Lys391
Acido 4,5-O- -7,73 -0,26 2,14 -12,81 5 Arg80
Dicafeoilquinico
Leu78
Lys391
His73
Orlistat (Est.) -4,65 -0,14 390,87 -11,21 3 Ser95
Arg80
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Conclusién

CGA-7 como una mezcla compleja de 7 isoformas de &cido clorogénico de extracto de vainas de café verde es efectivo
en interaccionar con la proteina asociada a la masa grasa y la obesidad (FTO) mas eficientemente que el farmaco
estandar Orlistat, y por ello puede servir como un mejor candidato para el desarrollo de farmacos antiobesidad en el
futuro.

Se explican las presentes realizaciones y las diversas caracteristicas y detalles ventajosos de las mismas en relacion
con las realizaciones no limitantes de la descripcidn. Se omiten descripciones de componentes y técnicas de
procesado bien conocidos para no oscurecer innecesariamente las presentes realizaciones. Los ejemplos aqui
utilizados pretenden Unicamente facilitar una comprension de las formas en que pueden practicarse las presentes
realizaciones y permitir ademas que los expertos en la técnica practiquen las presentes realizaciones. Por
consiguiente, no se han de considerar los ejemplos como limitantes del alcance de las presentes realizaciones.

La anterior descripcion de las realizaciones especificas revelara tan completamente la naturaleza general de las
presentes realizaciones que otros pueden, aplicando los conocimientos actuales, modificar y/o adaptar facilmente para
diversas aplicaciones dichas realizaciones especificas sin desviarse del concepto genérico, y, por lo tanto, dichas
adaptaciones y modificaciones deben comprenderse, y pretenden comprenderse, dentro del significado e intervalo de
equivalentes de las realizaciones descritas. Hay que entender que la fraseologia o terminologia aqui empleada tiene
fines de descripcién y no de limitacion.

Cualquier discusion de documentos, actas, materiales, dispositivos, articulos y similares que se haya incluido en esta
memoria descriptiva tiene Unicamente el fin de proporcionar un contexto para la descripcion. No se ha de tomar como
una admision de que cualesquiera o todas de estas materias forman parte de la base de la técnica anterior o eran
conocimiento general comun en el campo relevante a la descripcién al existir en cualquier momento antes de la fecha
de prioridad de esta solicitud.

Aunque se ha puesto aqui un considerable énfasis en las caracteristicas particulares de esta descripcion, se apreciara
que se pueden hacer diversas modificaciones y que se pueden hacer muchos cambios en las realizaciones preferidas
sin desviarse de los principios de la descripcion. Estas y otras modificaciones en la naturaleza de la descripcion o las
realizaciones preferidas seran evidentes para los expertos en la técnica gracias a la descripcion que aqui se da,
mediante la cual hay que entender de manera distinta que la materia descriptiva anterior ha de ser interpretada
Unicamente como ilustrativa de la descripcién y no como limitacion.

Ejemplo 7 - Estudios de acoplamiento in silico de isomeros de CGA7 con lipasa pancredtica humana
Introduccion

Orlistat inhibe potente y especificamente la lipasa pancreatica, que es responsable, junto con una colipasa pancreatica,
de la destruccion de los triglicéridos de la dieta para dar los acidos grasos y monoglicéridos absorbibles. Se une
covalentemente al sitio activo sobre la lipasa pancreatica y forma un complejo estable (Cudrey et al., 1993). El complejo
induce un cambio conformacional en la enzima que lleva a una estructura de tipo tapa sobre la lipasa, exponiendo asi
el sitio activo catalitico. Esta operacién conduce a acilacion de un grupo hidroxilo sobre la carga de residuos de serina
en el sitio activo de la enzima, para hacerla inactiva como lipasa. La lipasa inactivada es incapaz de hidrolizar grasas
a acidos grasos y monoglicéridos, lo que lleva a su paso con las heces (Hadvary et al., 1998). En el presente estudio,
con objeto de evaluar la inhibicion comparativa de la lipasa pancreatica por el farmaco estandar Orlistat y el complejo
CGA-7, que es una mezcla de 7 isdbmeros de acido clorogénico (Figura 1), hemos realizado el analisis de acoplamiento
in silico.

Metodologia

Se utilizaron herramientas AutoDock para generar mallas, calcular puntuacion de acoplamiento y evaluar los
conformadores de inhibidores unidos en el sitio activo de la lipasa pancreatica como dianas para la actividad
antiobesidad. El acoplamiento automatizado es una interfaz de usuario grafica. Se empled AutoDock 4,2 para obtener
las puntuaciones de acoplamiento y unién, el cual se implementa por el método del algoritmo genético de Lamarckian.
Se disenaron las moléculas de ligando, es decir, los siete isdmeros de acido clorogénico (Figura 1) y Orlistat y se
analizé la estructura usando ACD/Chemsketch. Se usé el servidor PRODRG para minimizar la energia de los
compuestos farmacolégicos y se prepararon coordenadas 3D. Se tomé el archivo de la estructura proteica (PDB ID:
1LPB) (Figura 2) de PDB y se edit6 eliminando los heteroatomos usando el visor de moléculas Python. Se centr6 el
mapa de mallas en residuos particulares de la proteina y se gener6 con AutoGrid. Segun el algoritmo genético, se dejo
que todas las torsiones rotaran durante el acoplamiento. Se aplicaron el algoritmo genético de Lamarckian y los
métodos pseudo-Solis y Wets para la minimizacion, usando parametros de defecto (Rodriguez e Infante, 2011).

Resultado

Los isémeros de CGA-7 exhibian una pronunciada actividad de inhibicion de la lipasa, como es evidente por los
parametros termodindmicos estudiados. La interaccion de isémeros con residuos de bolsillo activos requeria menor
energia en comparacién con el farmaco estandar Orlistat. Los isémeros formaron dos enlaces de hidrégeno en el
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olsillo activo de la proteina. Se representan los resultados en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados del acoplamiento molecular de la lipasa pancreatica con CGA-7 y Orlistat

Molécula Parametros termodinamicos
Energia de Eficiencia | Constante Energia Enlaces H | Interacciones
unién de ligandos | inhibitoria | intermolecular
KJmol! KJ/mol KJ/mol
Acido 3-O- -4,64 -0,19 399,38 -7,92 4 Lys238
Cafeoilquinico Asn10
HOH1112
Acido 4-O- -3,69 -0,15 1,96 -6,98 5 Glu385
Cafeoilquinico lle371
Lys373
Glu370
HOH938
Acido 5-O- -3,22 -0,13 4,37 -6,5 5 lle9
Cafeoilquinico Lys39
BOG451
HOH1112
Acido 5-O- -3,39 -0,13 3,25 -6,68 4 HOH938
Feruloilquinico lle371
Lys373
HOH1097
Acido 3,4-O- -1,3 -0,04 111,7 -6,37 6 Asn406
Dicafeoilquinico Lys373
His354
Asn406
Acido 3,5-O- -2,58 -0,07 12,9 -7,65 4 Glu15
Dicafeoilquinico lle9
Asn240
Acido 4,5-O- -2,06 -0,06 31,13 -7,13 4 Arg65
Dicafeoilquinico Glue4
Orlistat (Est.) -1,03 -0,03 176,96 -7,59 2 Lys238
Conclusién

Es claramente evidente por los estudios de acoplamiento que los isémeros del complejo CGA-7 son muy efectivos en
la inhibicion de la actividad lipasa interaccionando mas firmemente con los residuos de aminoacidos del bolsillo activo
de la enzima en comparacion con el farmaco estandar Orlistat.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion de &cidos clorogénicos que comprende:

aproximadamente un 7,23+0,23% de &cido 3-cafeoilquinico (3-CQA), aproximadamente un 25,43+0,18% de acido 5-
cafeoilquinico (5-CQA), aproximadamente un 9,51+0,10% de &cido 4-cafeoilquinico (4-CQA), aproximadamente un
1,84+0,13% de acido 5-feruloilquinico (5-FQA), aproximadamente un 2,79+0,09% de acido 3,4-dicafeoilquinico (3,4-
diCQA), aproximadamente un 1,90+0,05% de &cido 3,5-dicafeoilquinico (3,5-diCQA) y aproximadamente un
3,74+0,11% de acido 4,5-dicafeoilquinico (4,5-diCQA).

2. La composicién de la reivindicacion 1, en donde se formula la composicidon como una pildora, una tableta, una
capsula, una perla, un trocisco, una gominola, un gel, un liquido, un chicle, un polvo, una tira soluble o una espuma.

3. La composicidon de la reivindicacion 1 para uso en el tratamiento de la obesidad.

4. Un método para preparar una composicion de acidos clorogénicos a partir de extracto de café verde, que
comprende:

proporcionar vainas de café verde;

someter las vainas de café verde a extraccion en un solvente alcohdlico a 75-78°C durante aproximadamente 7 a 8
horas para producir un lecho de vainas de café verde y un extracto;

someter el lecho de vainas de café verde a un solvente alcohdlico a 75-78°C durante aproximadamente 7 a 8 horas
tres veces para producir un extracto de lecho;

filtrar el extracto y el extracto de lecho para producir un extracto filirado y
concentrar el extracto filtrado eliminando el solvente para producir un complejo de café verde;

disolver el complejo de café verde en un solvente y someter el complejo de café verde disuelto a extraccion con resina
polimérica de estirenodivinilbenceno, recogiendo asi un complejo de café verde purificado sobre la resina;

eluir el extracto de café verde purificado de la resina con un solvente para producir un complejo de café verde puro
soluble;y

producir un complejo de café verde puro concentrado eliminando el solvente del complejo de café verde puro soluble;

deshidratar por aspersién el complejo de café verde puro soluble concentrado para producir una composicion de acido
clorogénico desecada.

5. La composicién de la reivindicacion 3, en donde la composiciéon de acidos clorogénicos es adecuada para tratar la
obesidad en un sujeto.

6. La composicién de la reivindicaciéon 3, en donde se formula la composicién de acidos clorogénicos como un polvo,
una pildora, una tableta, un granulo, una capsula, una pelicula delgada, una solucién, un espray, un jarabe, un
antitusigeno, un trocisco, una pastilla, una goma de mascar, una pasta, un vapor, una suspension, una emulsion, un
unglento, una crema, una locién, un linimento, un gel, una gota, un parche tdpico, un parche bucal, una perla, una
gominola, un gel, un sol 0 una inyeccion.
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