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DESCRIPCION

Uso de un extracto de Aloysia/Verbrena/Lippia triphylla para la preparacién de un medicamento para el tratamiento
de enfermedades crénicas y/o inflamatoria.

La invencion se refiere al uso de un extracto de Aloysia triphylla (L' Her.)O. Kuntze/Britt. (syn. Lippia citriodora
H. B. K., Lippia triphylla (IHer.) O. Kuntze) o un liofilizado del mismo, para la profilaxis quimica y el tratamiento
de enfermedades croénicas. Por otra parte, la presente invencidn se refiere a un extracto preparado a partir de Aloysia
triphylla.

Existen diferentes designaciones sindnimos para Aloysia triphylla en la literatura: Aloysia triphylla (L' Hérit.)Britt./
Lippia citriodora H. B. K/Verbena triphylla 1 Herit, Verbena Limén, Hierba Luisa, entre otros.

Faltan nuevas investigaciones farmacoldgicas para los extractos de Aloysia triphylla (hierba verbena). Las inves-
tigaciones conocidas usualmente se refieren al aceite etéreo. Las hojas de los pequefios arbustos, también llamados
verbenas, contienen grandes cantidades de este aceite etéreo, cuyo aroma proporciona una amplia difusién como plan-
tas ornamentales.

El medicamento y/o los extractos son aceptados en Francia tradicionalmente por las autoridades de autorizacién
para el tratamiento sintomadtico de problemas digestivos por una parte y de nerviosismo y disturbios del suefio por otra
parte.

Hasta ahora Aloysia triphylla ha encontrado uso como tés beneficiosos en la industria de los productos alimenticios.
En la industria de la cosmetologia los aceites etéreos de la planta se utilizan para la perfumeria. El uso de extractos
acuosos o etandlicos-acuosos (hidrofilicos) no es bien conocido.

Un articulo de internet “Planox L” del 15.12.2003 (www.anoxymer.de) describe una composicién farmacéutica
(Planox L), que contiene un extracto acuoso de Aloysia triphylla. Sin embargo, no se describe ningtin extracto de
Aloysia triphylla, que se extrae mediante un solvente acuoso-alcohdlico y que adicionalmente es soluble en agua.

El documento US-A-4 859 468 describe en la columna 5, fila 4 y siguientes, que las hojas de Lippia citriodora se
someten a una extraccidn acuosa-etandlica y filtrado y luego se liofiliza. Por lo tanto, se menciona la produccién de un
liofilizado a partir de Lippia citriodora, donde se extrae una parte de medicamento con 100 partes de agua caliente. La
solucion se filtra entonces y se liofiliza. Sin embargo, un extracto como el que se menciona con anterioridad no puede
derivarse a partir de éste.

En el documento DE 100 47 835 se describe un extracto, que estd estandarizado en feniletanoides y/o flavonoides.
Este extracto refrena la angiogénesis fisiolégica y patoldgica. El extracto se basa en componentes liposolubles como
por ej. clorofila no completamente soluble en agua. Es decir, el extracto descrito en la solicitud tiene otras caracteristi-
cas fisico-quimicas y farmacolégicas. Mds all4 de esto, el documento DE 100 47 835 no contiene ninguna informacién
sobre el hecho de que el extracto es soluble en agua.

De forma sorprendente se ha establecido ahora que los extractos de Aloysia triphylla muestran, en particular una
liofilizacién de los mismos, nuevos e inesperados efectos farmacolégicos, que no han sido ni sugeridos ni descritos
con anterioridad en los contenidos conocidos de la sustancia y en las indicaciones anteriores del medicamento.

Es, por lo tanto, el objetivo de la presente invencién poner a disposicion un extracto de Aloysia triphylla nuevo y
de amplia aplicacion.

Este objetivo se logra mediante el objeto de las reivindicaciones independientes. Las formas preferidas de realiza-
cion se indican en las reivindicaciones dependientes.

Sorprendentemente, los inventores han encontrado que un extracto nuevo obtenido a partir de Aloysia triphylla
sobre la base de solventes hidrofilicos tiene una amplia variedad de aplicaciones terapéuticas que hasta ahora no se
habian atribuido a la planta en su totalidad ni a fracciones de la misma.

Por lo tanto, la invencidn se refiere al uso de un extracto de Aloysia triphylla, preferentemente al extracto seco, la
tintura madre, el extracto fluido, o una fraccién del mismo o un liofilizado del mismo, respectivamente, o de uno o
mas ingredientes activos del extracto como un protector de matriz para la inhibicién de angiogénesis patogénicas asi
como en particular para el tratamiento y prevencion de enfermedades tumorales, artritis reumatoide y otras enferme-
dades crénicas tales como por ejemplo Alzheimer, psoriasis, retinopatias y periodontitis de los dientes donde ésta, sin
embargo, es so6lo un listado de ejemplos y se toman en consideracién futuras acciones terapéuticas también en otros
campos donde la inhibicién de la angiogénesis juega un papel.

La caracteristica clave del extracto de Aloysia triphylla segin la invencién es que el extracto se obtiene a partir
de materia prima vegetal con uno o mas solventes hidrofilicos y que esencialmente es completamente soluble en
agua.
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Entre otros, el extracto muestra un excelente efecto antiinflamatorio y puede por lo tanto encontrar uso en distintos
campos, por ejemplo en medicina, cosmética, etc.

Tal como se ha mencionado con anterioridad, el extracto puede existir en muchas formas que ya son conocidas
por ejemplo como extracto seco, tintura madre, extracto fluido, extracto especifico o los liofilizados de los mismos. El
término “extracto” como se emplea aqui también comprende fracciones, es decir subgrupos del extracto que contienen
el agente activo que se obtuvieron por ejemplo por tratamiento adicional con solventes hidrofilicos individuales.

La preparacion de un extracto especifico de Aloysia triphylla que tiene un alto contenido de ingredientes activos
se logra por ejemplo siguiendo la extraccién con solventes sobre la base de agua/alcohol seguida por la particién con
solventes orgédnicos tales como por ejemplo acetona, cloroformo, diclorometano, etil acetato, etc. y la subsiguiente
purificacién cromatografia por ejemplo sobre gel de silice o material RP 18.

La preparacion de un extracto especifico completamente soluble en agua a partir de Aloysia triphylla se muestra
en la figura 1. El procedimiento de preparacién también se explica en los ejemplos.

Extractos fluidos y extractos especificos (extractos completamente solubles en agua ajustados a un contenido mi-
nimo de oligosacdridos antioxidantes) y la preparacién de los mismos son conocidos en la técnica anterior. Aquellos
entendidos en la técnica en cualquier momento serdn capaces de variar las condiciones de preparacion para obtener
composiciones ttiles. Pueden encontrarse protocolos relevantes en particular en DAB 2004 o EAB 4, 7ma., suplemen-
to. Informacién técnica relevante adicional estd contenida en libros de texto o tecnologia farmacéutica, por ejemplo en
“Pharmazeutische Technologie”, Rudolf Voigt, 9na. edicién completamente revisada, o en “Remington’s Pharmaceu-
tical Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 18va. edicién.

Los extractos de Aloysia y fracciones de los mismos aqui descritas son extractos obtenidos mediante extraccién
acuosa-etandlica, a partir de las partes de la planta aéreas de Aloysia triphylla que son capaces de ser esencialmente
completamente disueltas en agua. Estas preparaciones estdn caracterizados por un contenido particular de oligosa-
céridos no volatiles, hidrofilicos antioxidantes. Esta es una diferencia sustancial en comparacién con otros extractos
de Aloysia utilizados en el mercado hasta ahora que son obtenidos mediante destilacién con vapor de agua y que
contienen aceites esenciales voldtiles, lipofilicos.

El término “oligosacéridos antioxidantes” como se utiliza aqui indica oligosacédridos que por ejemplo son di-, tri- a
nonasacaridos y son sustituidos por grupos antioxidantes, por ejemplo dcido(s) caféico, 3,4-hidrofenil etanol, luteolina,
etc. en este punto debe indicarse que después de un trabajo de investigacién comprensivo los inventores han encontrado
que estos grupos antioxidantes solos no muestran el efecto del extracto total. Es la mezcla de oligosacaridos presente
en los extractos segin la invencién que desarrollan un efecto 6ptimo.

Las mezclas especificas de etanol-agua utilizadas, la temperatura de extraccion, el periodo de extraccién y la
cantidad de extractante varian entre lotes de materia prima vegetal y son dependientes del contenido de oligosacaridos
antioxidantes y del contenido de sustancias de interferencia no deseadas (como por ejemplo clorofila, carotenoides
y otros componentes, en particular, lipofilicos). Por lo tanto, el procedimiento para obtener los extractos segun les
mencién debe adaptarse, como se ha apropiado, dependiendo del tipo de la materia prima vegetal utilizado que por
supuesto no representard ningtin problema para aquellos entendidos en la técnica de los fitofarmacéuticos.

Los dos criterios importantes a considerar en el procedimiento de preparacién son los siguientes:

1. a) no deben utilizarse temperaturas de mds de 90°C en el procedimiento de extraccién debido a que esto conduce
a la hidr6lisis de los agentes activos y por lo tanto a una reduccién o incluso a una completa eliminacién del efecto del
extracto;

2. b) los extractos obtenidos deben esencialmente ser solubles en agua sin ningin residuo.

Si en casos individuales surge la pregunta de si el extracto tiene los efectos (6ptimos) esperados o no, el extracto
de Aloysia puede examinarse en cuanto sus efectos mediante el ensayo HET-CAM (descrito continuacién) y opcio-
nalmente puede ser adaptado (estandarizacién biolégica).

La presente invencidn en particular se refiere a los siguientes aspectos y realizaciones:

Segtin un primer aspecto, la invencion se refiere a un extracto de Aloysia triphylla en el cual el extracto se tiene
mediante uno o mds solventes hidrofilicos y es capaz de ser esencialmente disuelto completamente en agua. En la
presente invencion es mds preferible que el extracto sido soluble en agua sin ningin residuo lo cual, sin embargo,
puede no lograrse completamente en algunos casos debido al procedimiento de extraccién elegido. Debe entenderse
que también aquellos extractos todavia se encuentran en el ambito de la presente invencion.

El solvente hidrofilico utilizado para la extraccién preferentemente es agua y etanol.

Segin una realizacién preferida el extracto es un extracto seco, un extracto fluido o un extracto especifico.
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La invencion también se refiere a un extracto que puede prepararse segtn el procedimiento de preparacién mostrado
en la figura 1.

El extracto segin la invencién también puede estar en una forma liofilizada para lograr un almacenamiento y una
subsiguiente reconstitucién en agua (por ejemplo Aqua ad Injectabilia) tan eficientes como sea posible.

Segin un segundo aspecto, la invencién se refiere a productos alimenticios, fairmacos nutricionales o cosméti-
cos que contienen un extracto de Aloysia triphylla tal como se definié con anterioridad. Algunos ejemplos para la
aplicacion del extracto en el campo de los productos alimenticios pueden encontrarse en el ejemplo 4.

Segin un tercer aspecto de la presente invencidn se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un extracto
de Aloysia triphylla como se definié con anterioridad y uno o mas adyuvantes/transportadores farmacéuticos.

Esta composicién farmacéutica preferentemente estd destinada para la administracién mediante inyeccién, admi-
nistracién sistémica y/o tépica.

Segtin un cuarto aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un extracto de Aloysia triphylla o un liofilizado
del mismo o un extracto de Aloysia triphylla ajustado para, por ejemplo, flavonoides o propiedades antioxidantes
(por ejemplo equivalentes trolox) para la preparacion de medicamentos y para la profilaxis quimica y tratamiento
de enfermedades tales como por ejemplo colitis, artritis reumatoide, enfermedades intestinales crénicas (por ejemplo
Morbus Crohn).

Tal como se ha mencionado con anterioridad, los extractos segtin la invencién son obtenidos a partir de la droga
total de la planta (“Herba”), es decir de todas las partes aéreas de la planta (tallos, hojas, flores). Por lo tanto, aceites
esenciales también pueden estar comprendidos en las composiciones segun la invencién a pesar de que los mismos no
representan la porcién principal de agentes activos.

Por otra parte, la presente invencion se refiere al uso de un extracto de Aloysia triphylla o un liofilizado del mismo
o un extracto de Aloysia triphylla ajustado por ejemplo en flavonoides o propiedades antioxidantes (por ejemplo
equivalentes trolox), respectivamente, para la proteccién contra la degradacién del cartilago en por ejemplo coyunturas.

De acuerdo con la invencidn, el extracto se presenta preferentemente como un extracto fluido. Como se ha mencio-
nado con anterioridad, la dosificacién del extracto fluido se encuentra entre 20 mg y 2 g por dia basado en la sustancia
seca.

Los extractos, etc., segtin la invencién encuentran uso como un alimento botdnico, en particular como un medica-
mento, un fairmaco nutricional, alimento funcional, alimento original, componente cosmético (por ejemplo en temas
de proteccidn solar, cremas antiedad y pomadas, productos para después del aceitado, composiciones para el cuida-
do del cabello, etc.) y en productos alimenticios que tienen propiedades antioxidantes. En otras palabras, la presente
invencién no estd dirigida al uso de lobos aceites esenciales ya conocidos y también ampliamente utilizados.

Por otra parte, le invencién se refiere a un liofilizado preparado a partir del extracto de Aloysia triphylla como se
defini6 con anterioridad asi como un producto botdnico, un firmaco nutricional o cosmético que contiene un extracto
de Aloysia triphylla.

Finalmente, la invencidn se refiere a un procedimiento para la preparacidn de extractos segtn la invencion.

Segtin la invencion, las tabletas recubiertas, cdpsulas de gelatina dura, preparaciones liquidas de la sustancia seca
del extracto fluido son preferentemente utilizadas como formas de presentacién como formas orales, de uso tépico o
inyectables.

A pesar de que el uso principal pretendido es en humanos, también es posible el uso en el campo veterinario.

Los extractos de Aloysia tienen fuertes propiedades antioxidantes -como se muestra en la prueba DPPH. De forma
sorprendente, sin embargo, éstos no tienen propiedades pro-oxidantes tales como por ejemplo la vitamina C que
puede llevar a la degradacién de los glicosaminoglicanos (por ejemplo heparina, condroitinsulfatos, herapansulfatos).
Los extractos inhibieron la degradacion de los glicosaminoglicanos causado por iones de hierro libres y peréxido de
hidrégeno (ver la figura 2).

Debido a este novedoso efecto de los extractos de Aloysia son capaces de disminuir o detener, respectivamente la
degradacion de por ejemplo cartilago o la degradacion de la matriz extracelular que son caracteristicas esenciales en
la patogénesis de un nimero de enfermedades crénicas. La degradacion de glicosaminoglicanos que son componentes
de la matriz extracelular es de gran importancia para la induccién de angiogénesis. Los agentes activos o los extractos
que inhiben la degradacion de la matriz extracelular (protectores de la matriz) no se han conocido hasta ahora.

Los efectos farmacolégicos de los extractos descritos de Aloysia supuestos a partir de los experimentos in vitro se
han probado in vivo mediante la inhibicién de angiogénesis patoldgica de diferentes génesis utilizando la membrana
corioalanténica (HET-CAM) de un huevo de gallina incubado (ver la figura 4). Ademads, es inhibida la irritacién
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causada por especies de oxigeno reactivo (ROS) en la membrana corioalanténica (ver la figura 5). La angiogénesis
fisiolégica no es inhibida por los extractos de Aloysia (ver la figura 3).

Una matriz extracelular intacta es esencial para un tejido sano. La degradacion de los componentes causé por
ejemplo de generacidn del cartilago o la induccién de angiogénesis patogénica.

La angiogénesis es un procedimiento de diferenciacion fisioldgica del tejido en el desarrollo embrionario, a con-
tinuacién de la menstruaciéon femenina o en la curacién de una herida. Esta diferenciacion se inicia mediante los
capilares en los cuales la 1dmina basal es localmente destruida, las células endoteliales migran y proliferan, forman un
tubo asi como un bucle con lados adyacentes de proliferacién. La ldmina basal estd formada en los vasos nuevamente
generados. Este procedimiento estd sujeto a regulacion a través de mediadores antagonistas. Entre los factores estimu-
lantes de la angiogénesis estan el factor de crecimiento del fibroblasto acidico (FGF-1), el factor de crecimiento del
fibroblasto basico (FGF-2), el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), la interleucina 1a (IL 1a), entre otros.
Los inhibidores endégenos antagonizan con estos factores estimulantes y evitan la angiogenesis en el individuo sano.

La angiogénesis juega un rol en la patogénesis en diferentes enfermedades. Esto incluye sobre todo enfermedades
tumorales. Tanto el crecimiento de un tumor sélido y la metéstasis son dependientes de la angiogénesis en el tejido
tumoral. Muchos otros ejemplos de enfermedades en los cuales la angiogénesis juega un rol patogénico.

Los inhibidores de la angiogénesis que son efectivos y que tienen bajos efectos colaterales todavia son hoy dia una
necesidad terapéutica debido a que todavia no hay ningtin inhibidor de angiogénesis aprobado para el uso en humanos.
A pesar de que diferentes inhibidores de la angiogénesis, por ejemplo suranim, ya han sido clinicamente estudiados,
el beneficio terapéutico se ha puesto en duda debido a efectos téxicos.

Con la informacién farmacolégica del liofilizado del extracto fluido de Aloysia triphylla en la CAM del embrién
de gallina se obtuvo sorprendentemente una fuerte inhibicion de la angiogénesis patogénica. No se han observado ni
irritacién de la membrana ni efecto téxico del extracto. Hasta el presente no se han informado efectos colaterales en
el uso de Aloysia triphylla.

Los inhibidores de la angiogénesis son buscados en las estrategias terapéuticas novedosas para el tratamiento de
artritis reumatoide debido a que la patogénesis de proliferacion sinovial estd acompafiada por una neovascularizacion.
La supresion de la proliferacion de células endoteliales puede ser considerada como un objetivo terapéutico importante
debido a que asi también puede esperarse una reduccion del proceso patolégico-inmunolégico.

La presente invencion se interpreta a través de las siguientes ilustraciones y ejemplos. Naturalmente, el &mbito de
proteccion no estd limitado mds que a través de las reivindicaciones.

Los siguientes se muestran las figuras:
La figura 1 muestra un diagrama de flujo de la preparacién de un extracto segiin le invencidn.

La figura 2 muestra la inhibicién de la degradacion de glicosaminoglicanos (por ejemplo, condroitinsulfato A)
mediante especies de oxigeno reactivo (ROS) mediante el extracto soluble en agua de Aloysia segin le invencion.
En contraste, la vitamina C antioxidante aumenta la degradacién de glicosamioglicanos bajo condiciones fisiol6gicas
(valor de pH 7,2, 37°C);

La figura 3 muestra el impacto de un extracto soluble en agua de Aloysia segtin le invencién sobre la angiogénesis
fisiolégica en comparacién con la vitamina C;

La figura 4 representa la inhibicion de la angiogénesis patolégica causada por inflamacién crénica por medio de
un extracto soluble en agua de Aloysia segtn le invencién en comparacién con la vitamina C.

La figura 5 muestra la inhibicién de la irritacién en la membrana corioalanténica causado por especies reactivas de
oxigeno (ROS).

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion de un extracto especifico soluble en agua a partir de Aloysia triphylla (ver también la figura 1)

El material vegetal seco, cortado de Aloysia triphylla (componentes aéreos con o sin flores, u hojas, o tallos,
respectivamente, solos) conteniendo una cantidad minima de oligosacaridos antioxidantes se extrae con agua o con
mezclas de agua/etanol (por ejemplo agua/etanol = 50/50 (V:V)) a 40°C durante aproximadamente 8 horas. La relacién
de material vegetal seco respecto al extractante puede variar y es de 1:4 a 1:100 partes. Las mezclas de etanol-agua,
temperatura de extraccion, periodo de extraccion y la cantidad de extractante especificos utilizados varia entre lotes
y son dependientes del contenido de oligosacaridos antioxidantes y del contenido de sustancias de interferencia no
deseadas (tales como por ejemplo clorofila, carotenoides, y otros componentes, en particular lipofilicos).
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Las condiciones precisas de la extraccion estdn en cada caso determinadas en experimentos preliminares utilizando
analiticas para oligosacdridos antioxidantes que deben estar contenidos en los extractos en una cantidad minima, como
se ha mencionado con anterioridad.

A continuacién de la extraccidn se realiza una centrifugacion en una centrifuga de corriente (“centrifuga de leche”)
para separar los componentes insolubles. Los componentes insolubles separados (bagazo) son descartados. El sobre-
nadante (sobreflujo) se congela a 4°C pero el menos a 40°C. Después de un periodo de almacenaje de hasta un mes los
componentes lipofilicos precipitados (en particular clorofila) se extraen mediante filtracion.

Después de esto, el filtrado se concentra entre 50 y 60 grados Celsius en vacio hasta aproximadamente entre una
décima parte y un cuarto del volumen original. La solucién concentrada se refrigera nuevamente hasta 4°C y al menos
a 40°C. A continuacidn de esta clarificacién final la materia precipitada o floculada suspendida se extrae después de
un periodo de almacenamiento de hasta un mes por medio de filtracién.

A continuacién, se afiade al filtrado un material inerte, por ejemplo maltodextrina o aerosil, para obtener una
concentracion deseada de oligosacaridos antioxidantes en el producto final. La etapa final de secado se realiza en un
concentrador de vacio o en una cinta transportadora de secado a temperaturas entre 40 y 90°C. A continuacion, el
material seco se muele en un molino hasta el tamafio de grano deseado. El polvo se envasa en vacio. El producto final
que es adecuado para la preparacion de bebidas se disuelve en agua sin restos (especialmente, no se segregan particulas
coloreadas (“puntos” negros). El producto final contiene una cantidad minima de oligosacdridos antioxidantes de
aproximadamente 10% y satisfacen los criterios minimos de pureza microbioldgica segiin las regulaciones alimentarias
y de farmacopea. También permanece por debajo y por lo tanto guarda los limites superiores de metales pesados,
herbicidas, y pesticidas regulado por la ley.

Ejemplo 2
Eficacia anti inflamatoria del extracto de Aloysia triphylla en la prueba HET-CAM

Con este propdsito, 10 ul de una solucién de 50 mg del liofilizado (de la composicién obtenida en el ejemplo 1
anterior) en 1 ml de solucién de agarosa (conteniendo 5 mg de lauril sulfato/ml) se aplicaron a la CAM como granulo
de prueba. La angiogénesis causada por la inflamacién apareci6 menor o mds atin fue completamente suprimida en el
aria del granulo de prueba en comparacién con el experimento de control. Esta presentacion experimental es un modelo
admitido para el examen in vivo de la inhibicién de la angiogénesis y prueba los novedosos efectos farmacolégicos
inesperados de los liofilizados antes mencionados. A este respecto, ver también la figura 4.

La prueba de HET-CAM es una de un nimero de modelos de pruebas para examinar sustancias respecto a su
inhibicién de angiogénesis patogénica para posibles aplicaciones terapéuticas. La ventaja de la prueba HET-CAM es
que pertenece a aquellos experimentos in vivo que permite una prediccién mds definitiva en lo que concierne a la im-
portancia clinica que en los procedimientos in vitro. Esta prueba in vivo contiene el sistema complejo de angiogénesis
con todas sus funciones celulares y mediadores que permiten una prediccién relativamente segura respecto a la accién
inhibidora sobre la angiogénesis. Esta prueba es considerada como un procedimiento de control para la deteccidn de
sustancias que tienen propiedades inhibidoras de la angiogénesis (Svahn, C. M., M. Weber, C. Mattsson, K. Neiger,
M. Palm Carbohydr. Polym. 18, 9-16 (1992); Hahnenberger R., A. M. Jakobsen, A. Ansari, T. Wehler, C. M. Svahn,
U. Lindahl, Glycobiology 3, 567-573 (1993); y Galliardi, A., H. Hadd, D. C. Collins, Cancer Research 52, 5073-5075
(1992)).

Ejemplo 3
Confirmacion de los resultados obtenidos en la prueba de HET-CAM en un experimento animal

Los resultados del ensayo HET-CAM pueden ser ademads confirmados en un modelo animal de inflamacién crénica.
El efecto del extracto se examind en un modelo de ratén de colitis aguda inducida por dextrano sulfato.

Con este proposito, se indujo una colitis aguda en un total de 10 ratones por medio de dextrano sulfato. Debido a
su inflamacién intestinal los ratones perdieron peso. Los pardmetros terminales son la determinacién del peso de los
ratones, la longitud intestinal y la reduccién de las interleucinas conocidas que causan inflamacién.

A continuacién de la administracién de 600 ug de extracto de Aloysia soluble en agua diariamente (durante 10 dias)
el peso final de 5 ratones después de 10 dias de tratamiento se increment? significativamente (p=0,05) en comparacién
con el grupo de control (5 ratones). Los resultados del tratamiento se presentan en la tabla 1. Los valores listados son
valores medios con los mdximos rangos de variacion.
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TABLA 1
Tratamiento Peso inicial en | Peso final en
gramos gramos
(Dia 0) (Dia 10)
600 pg de extracto|21,2 (+/-0,8) 19,2 (+/- 1,2)
segun la invencidn
(ver con
anterioridad)
PBS (control) 20,8 (+/-0,5) 15,4 (+/- 1,4)

Los valores de IFN y IL-10 fueran significativamente reducidos después de la estimulacion en células MLN obte-
nidas a partir de ganglios linfaticos.

Estos resultados del experimento de ratones confirma el uso exitoso de la composicidn segtin la invencién en la
inflamacidn crénica, en particular del tracto intestinal.

Ejemplo 4
Preparacion de productos alimenticios que contienen el extracto segiin la invencion

Producto inicial: fraccién soluble en agua de un extracto alcohdlico de Aloysia triphylla (obtenido como en el
ejemplo 1 anterior), optimizado aun contenido en oligosacdridos antioxidantes de aproximadamente 10%.

La tabla 2 muestra las relaciones de mezclado del extracto en cada uno de los productos lacteos. Se obtuvieron los
resultados enumerados en la tabla.

TABLA 2
Yogurt Queso fresco Batido de
(fresa) (Sabor leche
ELS 04- | hierbas) (mezcla
06/2003 ELS 04- | basica)
06/2003 ELS 10/2003
Dosificacidn a) 1000 mg/|a) 3000 mg/|a) 750 mg/ 11
150g 200 gr b) 500 mg/ 11
b) 500 mg/ {b) 1000 mg/|c) 250 mg/ 11
150g 200g
c) 250 mg/ | ¢) 500 mg/
150 g 200 g
Sabor d) amargo d) sin d) sin
e) levemente | e) sin e) sin
amargo f) sin f) sin
f) levemente
amargo
Color g) levemente | g) levemente | g) marrdn
marron marroén h) levemente
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h) neutro h) neutro marrén

i) neutro i) neutro i) neutral
Olor sin sin Sin
Miscibilidad Totalmente Totalmente Totalmente

miscible miscible miscible
Solubilidad Totalmente Totalmente Totalmente

soluble soluble soluble
Estabilidad 90 dias en| 90 dias 90 dias

solucién

acuosa Acida

(pH 4)
Conservacién Al menos 28|A1 menos 28|Al menos 28
en el | dias dias dias
producto
Microbiologia | OK OK OK
Aumento de | 1000 kg de | 1000 kg de| 3000 1 de
escala cada uno: de|queso fresco|batido de

yogurt de | saborizado a | chocolate Y

ciruela- las hierbas leche

muesli vy de

manzana-

muesli
Uso En yvogures | En quesos | En sabores
recomendado aromatizados frescos como

o con muesli; | aromatizados chocolate,

en lajo a las | moca, nuez,

preparacidén hierbas; en | etc.

de la fruta la

preparacidn
de la fruta

Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es solamente para conveniencia del lector. No forma parte del
documento de patente europea. Aunque se ha tomado el maximo cuidado en la recopilacion de las referencias, no se
pueden excluir errores u omisiones y la OEP se descarga de cualquier responsabilidad en este aspecto.
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Documentos de patente citados en la descripcion
o US4859468A [0007]
e DE10047835 [0008] [0008]
Literatura que no es de patentes citada en la descripcién
e SVAHN, C.M.M. WEBERC. MATTSSONK. NEIGER M. Palm carbohydr. Polym., 1992, vol. 18, 9-16 [0061]

o HAHNENBERGER R.A.M. JAKOBSENA. ANSARIT. WEHLERC.M. SVAHNU.LINDAHL Glycobioo-
logy, 1993, vol. 3, 567-573 [0061]

e GALLIARDI, A.H. HADDD.C. COLLINS Cancer Res., 1992, vol. 52, 5073-5075 [0061]
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la preparacion del extracto de Aloysia triphylla que comprende las siguientes etapas:+
a) proporcionar la hierba seca de Aloysia triphylla;
b) extraer la hierba con un extractante acuoso-etandlico;
c) centrifugar y separar el residuo insoluble del extracto;
d) filtrado del extracto para separar los componentes lipofilicos, en particular clorofila;
e) concentrar, clarificar y secar dicho extracto.
2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, en el que el componente separado en la etapa d) es clorofila.
3. Extracto que es obtenible mediante el procedimiento segun la reivindicacién 1.
4. Extracto segun la reivindicacién 3, en donde el extracto es esencialmente completamente soluble en agua.

5. Extracto segtn la reivindicacién 3 6 4, en el que el extractante empleado para la extraccidon contiene agua y/o
etanol.

6. Extracto segin una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que el extracto es un extracto fluido o un
extracto especifico.

7. Extracto segin una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que el extracto contiene oligosacaridos antio-
xidativos.

8. Extracto segiin una o mds de las reivindicaciones anteriores, en el que estd presente en una forma liofilizada.

9. Producto alimenticio, nutricional o cosmético que contiene un extracto de Aloysia triphylla segin una o mas de
las reivindicaciones 3 a 8.

10. Composicién farmacéutica que contiene un extracto de Aloysia triphylla segiin una o mas de las reivindicacio-
nes 3 a 8 y uno o mds adyuvantes/transportadores farmacéuticos.

11. Composicién farmacéutica segin la reivindicacién 10, estd disefiada para su administracién mediante inyec-
cién, administracién sistémica y/o tépica.

12. Uso de un extracto seglin una o mas de las reivindicaciones 3 a 8 para la preparacion de un medicamento para
la profilaxis quimica y el tratamiento enfermedades crénicas, y colitis.

13. Uso segtn la reivindicacién 12, en el que las enfermedades crénicas son artritis reumatoide, y enfermedades
intestinales crénicas.

14. Uso de un extracto segiin una o mas de las reivindicaciones 3 a 8 para la preparacion de un medicamento para
la proteccién contra la degradacién de cartilago.

15. Uso segtin una o mds de las reivindicaciones 12 a 14, en el que la dosificacién del extracto fluido estd com-
prendida entre 20 mg y 2 g por dia basado en sustancia seca.
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Influencia del extracto y de la vitamina C en la

degradacion de condroitinsulfato A inducida por radicales
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Comparacion del extracto y la vitamina C en el ensayo CAM
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FIG. 3

Puntuacion 0:
Sin efecto angiogénico

- sin efecto angiogénico

Puntuacion 2:

Efecto angiogénico mas

fuerte (area libre de capilaridad
alrededor del granulo)

- sin irritacion de la membrana

- efecto toxico
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Comparacién del extracto con la Vitamina C en el ensayo HET-CAM
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inflamacion crénica por el extracto.

Extracto (50 pg/granulo)

Vitamina C: sin efecto

FIG. 4
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Comparacion del extracto con la vitamina C
en el ensayo de anillo HET-CAM

FIG. 5
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Vitamina C: sin efecto
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