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@Resumen:

La presente invencion hace referencia a una
composicion que comprende beta-criptoxantina,
campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol,
campestanol y, de al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable. La presente invencion
ademas comprende el uso de dicha composicion para
la manufactura de un medicamento; en concreto de
un medicamento para la prevencién y/o tratamiento
de osteoporosis y enfermedades cardiovasculares.
Adicionalmente, la presente invencién también
comprende un producto comestible, preferentemente
como suplemento dietético, que comprende una
cantidad efectiva de beta-criptoxantina, campesterol,
beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol, campestanol
y cantidades adecuadas de otros ingredientes
comestibles, para el tratamiento y/o prevencién de
enfermedades cardiovasculares y osteoporosis.

to ta to Y o t
Composicion 1| Descanso |Composicion 2| Descanso  [Compesicion 3
Figura 1



10

15

20

25

30

35

ES 2528331 Al

DESCRIPCION

COMPOSICION CON EFECTO EN LA SALUD OSEA Y CARDIOVASCULAR

Campo de lainvencion

La presente invencidn se refiere a una composicion que comprende beta-criptoxantina y
esteroles vegetales, y al uso de la misma para la elaboracion de un medicamento,
producto comestible o un suplemento dietético para el tratamiento y/o prevencién de

enfermedades cardiovasculares y osteoporosis.

Estado de |la técnica

La osteoporosis es una enfermedad que ocasiona la disminucion de la resistencia y el
aumento de la fragilidad de los huesos, provocada por la disminucion global del tejido
que lo forma. Esta afecciéon se produce tipicamente en mujeres amenorreicas o
postmenopausicas debido a la baja produccion de estrogenos y otras hormonas.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades vasculares se

deben a trastornos del corazén y los vasos sanguineos.

Un punto de uniéon para ambas dolencias son las causas por las que se desarrollan.
Segun la OMS, las principales causas son el consumo de tabaco, la falta de actividad

fisica y una dieta poco saludable, ademas de la causa hormonal femenina.

Ademas, las fracturas ocasionadas por la osteoporosis, tales como las fracturas de
cadera, ocasionan complicaciones como trombosis venosa profunda vy

tromboembolismo, lo que representa un aumento del riesgo cardiovascular.

La osteoporosis y las enfermedades cardiovasculares, aumentan considerablemente la
tasa de mortalidad y disminuyen la calidad de vida (Brenneman SK, Barrett-Connor E,
Sajjan S, Markson LE, Siris ES. Impact of recent fracture on health-related quality of life
in postmenopausal women. J. BoneMiner. Res. 2006, Vol. 21, No 6, paginas. 809-16.
doi:10.1359/jbmr.060301).

Existen en el mercado productos lacteos con esteroles vegetales afadidos,

desarrollados para reducir factores de riesgo cardiovascular. Se han realizado diversos
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meta-analisis que ponen en evidencia la reduccién del colesterol-LDL (c-LDL) tras el
consumo de esteroles vegetales (Demonty, |, Ras, RT, van der Knaap, HCM,
Duchateau, GMJE, Meijer, L, Zock, PL, Geleijnse, JM, Trautwein, EA. Continuous dose-
response relationship of the LDL-cholesterol-lowering effect of phytosterol. intake. J..
Nutr. 2009, Vol. 139, No 2. paginas 271-284).

Estudios epidemioldgicos recientes relacionan dietas ricas en carotenoides, en general,
y beta-criptoxantina, en particular, que tienen actividad provitaminica A y actividad
osteogénica in vitro, con buena salud 6sea (Yamaguchi, M. B-Cryptoxanthin and bone
metabolism: the preventive role in osteoporosis J. Health Sci. 2008 Vol 54 No. 4,
paginas. 356-369); y estudios que relacionan inversamente la baja ingesta y/o
concentraciones séricas de beta-criptoxantina con diferentes patologias 6éseas y
densidad mineral ésea (Maggio, D, Polidori, MC, Barabani, M, Tufi, A, Ruggiero, C,
Cecchetti, R, Aisa, MC, Stahl, W, Cherubini, A. Low levels of carotenoids and retinol in
involutional osteoporosis Bone 2006 Vol 38 No. 2, paginas 244-248). De hecho, en
humanos, la suplementacién dietética con zumos de fruta enriquecidos con beta-
criptoxantina aumenta los niveles de biomarcadores circulantes de formacion 6sea
(como la osteocalcina y osteocalcina-gamma-carboxilada) y disminuye los
biomarcadores circulantes de resorcion osea, tales como la fosfatasa acida tartrato
resistente (Yamaguchi, M, Igarashi, A, Morita, S, Sumida, T, Sugawara, K. Relationship
between serum B-cryptoxanthin and circulating bone metabolic markers in healthy
individuals with the intake of juice (Citrus unshiu) containing B-cryptoxanthin J. Health
Sci. 2005 Vol 51, No. 6, paginas 738-743)

Por tanto, dado que tanto la osteoporosis como las patologias cardiovasculares se
desarrollan conjuntamente, en parte porque tienen causas desencadenantes comunes,
y dado que la osteoporosis conlleva un incremento de la comorbilidad por patologias
cardiovasculares secundarias, existe claramente una necesidad permanente de

desarrollar composiciones que permitan mejorar ambas patologias conjuntamente.

Descripcion de la invencion

Definiciones

En la presente invencion el término “osteoporosis” designa tanto a la enfermedad

sistémica que afecta al esqueleto que cursa con una disminucién de la densidad 6sea y
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una alteracién de la estructura microscépica del tejido éseo que predispone a la
aparicion de fracturas, de manera espontanea o tras traumatismos minimos, como a la

osteopenia o condicién caracterizada por baja densidad ésea.

A los efectos de la presente invencion, la expresion “enfermedades cardiovasculares”
designa aquellas enfermedades que se deben a trastornos del corazén y los vasos
sanguineos. Incluye, sin caracter limitante, cardiopatias coronarias, enfermedades
cerebrovasculares, aumento de la tensidon arterial o hipertension, vasculopatias
periféricas, cardiopatias reumaticas, cardiopatias congénitas e insuficiencia cardiaca.

En la presente invencion, el término “composicion” es usado para designar cualquier

mezcla que comprenda al menos dos componentes.

En la presente invencion, las expresiones “suplemento dietético”, “suplemento
nutricional” y “alimento funcional” se usan indistintamente. A los efectos de la presente
invencion, por la expresion “alimento funcional” nos referimos a un alimento que
comprende un ingrediente que afecta de forma beneficiosa a una o mas funciones del
organismo, mas alla de los efectos nutricionales, en el sentido de ser relevante para un
Optimo estado de salud o para la reduccién del riesgo de padecer una enfermedad.

A efectos de la presente invencion, por la expresion “cantidad efectiva” se entiende una
cantidad de agentes activos suficientemente alta para conseguir el efecto deseado
beneficioso descrito en la invencién, pero suficientemente baja para evitar efectos
adversos serios indeseables en el ambito de los conocimientos médicos. La dosis
efectiva puede ser alcanzada en una sola toma o en varias tomas, separadas o no

temporalmente.

En la presente invencion, el término esteroles vegetales incluye fitosteroles y

fitostanoles.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion soluciona el problema planteado en el apartado anterior
mediante una composicién para el tratamiento y prevencién de enfermedades
cardiovasculares y osteoporosis.

Sorprendentemente, los inventores de la presente invencion, han observado que los

compuestos beta-criptoxantina y los esteroles vegetales, campesterol, beta-sitosterol,
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estigmasterol, sitostanol y campestanol, actuan sinérgicamente, como se muestra en la

Tabla 3 de la presente invencién.

Por lo tanto, el primer aspecto de la presente invencién hace referencia a una
composicion sinérgica a base de ingredientes bioactivos naturales. En concreto, el
primer aspecto de la invencién se trata de una composicion que comprende una
cantidad efectiva de beta-criptoxantina, campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol,

sitostanol y campestanol y de al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

A la vista de lo anterior, un segundo aspecto de la invencion es el uso de cualquier

composicion de la invencién para la manufactura de un medicamento.

E igualmente, un tercer aspecto de la presente invencion es el uso de cualquier
composicion de la invencion para la manufactura de un medicamento para la

prevencion y/o tratamiento de osteoporosis y enfermedades cardiovasculares.

Estos dos ultimos aspectos de la invencion también pueden ser formulados como
composicion de la invencion para su uso como medicamento; y composicién de la
invencién para la prevencion y/o tratamiento de osteoporosis y enfermedades

cardiovasculares.

Igualmente, estos dos Ultimos aspectos de la invencidon también pueden ser
alternativamente formulados como un método para la prevencién y/o tratamiento de
osteoporosis y enfermedades cardiovasculares en un animal, incluyendo un hombre,
que comprende la administracion a dicho animal de una cantidad efectiva de cualquiera

de las composiciones definidas en la presente invencion.

La composicion de la invencion se puede formular como productos comestibles,
farmacéuticos o veterinarios, en el que la beta-criptoxantina y los esteroles vegetales,
campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol y campestanol se mezclan con
otro(s) agente(s) activo(s) y/o excipiente(s) farmacéutico(s) o veterinario(s) aceptable(s)
(en el caso de un producto farmacéutico o veterinario) o con aditivos adecuados (en el
caso de productos comestibles). En una realizacion preferida de la invencion, los
productos farmacéuticos y veterinarios contienen uno o mas agentes activos

adicionales.
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La composicion de la invencion puede ser también incluida en una variedad de
productos comestibles (“edible products” en inglés), como por ejemplo, y sin caracter
limitante, productos lacteos, yogur, cuajada, queso (tipo quark, cremoso, etc.), leche
fermentada, leche en polvo, producto a base de leche fermentada, helado y un alimento
para mascotas. La expresion “producto comestible" se utiliza aqui en su sentido mas
amplio, incluyendo cualquier tipo de producto, en cualquier forma de presentacion, que
puede ser ingerida por un animal, pero excluyendo productos farmacéuticos y

veterinarios.

Dentro de los productos comestibles, son particularmente interesantes los suplementos
dietéticos. En el sentido de la presente invencion, los suplementos dietéticos incluyen
los nutracéuticos, extractos de alimentos que tienen efectos medicinales en la salud
humana. Forraje para los alimentos de origen animal también se incluyen en el alcance
de la invencién. Las composiciones de la invencion pueden ser usadas también como

ingredientes de otros productos alimenticios.

Si la composicion de acuerdo con la invencion se utiliza como un suplemento dietético,
se puede administrar como tal, se puede mezclar con un liquido bebible adecuado,
como el agua, yogur, leche o jugo de fruta, o se puede mezclar con un alimento sélido o
liquido. En este contexto, el suplemento dietético puede estar en la forma de
comprimidos, pildoras, capsulas, granulos, polvos, suspensiones, sobres, pastillas,
dulces, jarabes y formas de administracién correspondientes, generalmente en la forma
de una dosis unitaria o multiple dosis. Preferiblemente, la composicion de la invencién
se administra en la forma de comprimidos, capsulas o polvos, fabricados en procesos

convencionales de la preparacion de productos farmacéuticos.

En consecuencia, un cuarto aspecto de la presente invencidon es un producto
comestible que comprende una cantidad efectiva de beta-criptoxantina, campesterol,
beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol, campestanol y cantidades apropiadas de otros
ingredientes comestibles, donde el producto comestible es un suplemento dietético. En
definitiva, el uso de cualquiera de las composiciones de la presente invencion para la

elaboracion un alimento funcional o complemento alimentario.

El producto comestible del cuarto aspecto de la invencion no comprende conjuntamente

leche desnatada, concentrado de zumo de mandarina y de uva y puré de platano.
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Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra esquematicamente la pauta y tiempos de administracion de las
composiciones del ejemplo 1, donde t=4 corresponde a un periodo de 4 semanas de
administracion de la composicion y t=0 corresponde al inicio de la administracion de la
composicion, que coincide con el final del intervalo de 4 semanas sin administracion,

siendo la duracion total del estudio de 20 semanas.

Descripcion detallada de la invencién

Como se ha indicado en el apartado anterior, la presente invencidn comprende
composiciones con una cantidad efectiva de beta-criptoxantina, campesterol, beta-
sitosterol, estigmasterol, sitostanol, campestanol y de al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable. El efecto sinérgico de las composiciones de la invencion
a nivel de osteoporosis y enfermedades cardiovasculares, se muestra en la reduccién

de los biomarcadores de riesgo cardiovascular, como se recoge en las Tablas 3 y 4.

En una realizacion particular de la presente invencién, la cantidad de beta-criptoxantina,
campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol y campestanol, al diaingeridas es
de 500-1500 ug de beta-criptoxantina/dia/, durante un periodo de tiempo suficiente para
conseguir el efecto sinérgico de la invencion. En una realizacién aun mas preferida de
la invencion, dicha composicion se caracterizada porque la cantidad total de beta-

criptoxantina es de 600-900 pg.

En otra realizacion preferida de cualquier de las composiciones de la invencion
mencionadas anteriormente, la cantidad total de campesterol, beta-sitosterol,
estigmasterol, sitostanol y campestanol es de 1.3-3 g. Preferiblemente, la cantidad total
de campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol y campestanol es de 1.3-1.9 g.
En una realizacion preferida de la presente invencion, el intervalo de tiempo es de 4

semanas.

En otra realizacion mas particular de la presente invencion, las cantidades de beta-
criptoxantina, campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol y campestanol
ingeridas son de 620-840 ug de beta-criptoxantina/dia y de 1,3-1,9 g de campesterol,
beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol y campestanol/dia, durante un periodo de

tiempo suficiente para conseguir el efecto sinérgico de la invencion.
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En otra realizacion mas particular de la presente invencion, la cantidad de los
mencionados esteroles vegetales ingeridos es de 70-200 mg/dia de campesterol, 15-50
mg/dia de estigmasterol, 800-2300 mg/dia de beta-sitosterol, 150-400 mg/dia de

sitostanol y 15-50 mg/dia de campestanol.

En otra realizacién aun mas preferida de la invencidn, las cantidades ingeridas para
cada uno de los esteroles vegetales de la composicién de la invencién son: 78-107
mg/dia de campesterol, 20-29 mg/dia de estigmasterol, 1013-1526 mg/dia de beta-
sitosterol, 182-207 mg/dia de sitostanol y 16-25 mg/dia de campestanol.

En una realizacion aun mas preferida de la presente invenciéon, dicho intervalo de

tiempo es de 4 semanas.

A continuacion se describen algunos ejemplos que muestran, sin limitacion,

realizaciones especificas de la presente invencion.

Ejemplo 1. Preparacion de las composiciones de los ejemplos

Las composiciones de los ejemplos de la presente invencién fueron preparadas en
forma de bebida liquida (250 ml).

Se desarrollaron tres tipos de composiciones:

Composicion 1: 750 yg de beta-criptoxantina.

Composicion 2: 1.5 g de esteroles vegetales; en concreto 90,6 mg de campesterol,
25,25 mg de estigmasterol, 1296,92 mg de beta-sitosterol, 20,92 mg de campestanol y
41,06 mg de sitostanol.

Composicion 3. 750 g de beta-criptoxantina y 1.5 g de esteroles vegetales, en
concreto: 90,6 mg de campesterol, 25,25 mg de estigmasterol, 1296,92 mg de beta-

sitosterol, 20,92 mg de campestanol y 41,06 mg de sitostanol.

Para la preparacion de la composicion 3, en un tanque los anteriormente mencionados

esteroles vegetales microencapsulados dispersables en medio acuoso, se mezclaron
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con extracto de mandarina concentrado para alcanzar el nivel de beta-criptoxantina
deseado y se reconstituyé usando una mezcladora de alta velocidad. La mezcla
resultante se calentdé a 70°C y se homogenizé a 150 bares en dos etapas: 100 y 50
bares. Tras la homogeneizacion el producto resultante se pasteurizé a 90°C durante
30s y se envasoO asépticamente en tetrabricks de 250mL. El proceso y condiciones
fueron las mismas para las composiciones 1y 2, pero sin adicionar la beta-criptoxantina
en el caso de la composicién 2, en la que como se ha indicado anteriormente, los
esteroles vegetales en forma de polvo, insolubles en agua, fueron incorporados a las

composiciones microencapsulados, para ser dispersado en medio acuoso.

El contenido en beta-criptoxantina de las composiciones 1 y 3 se determiné mediante
cromatografia liquida de alta eficacia y deteccién mediante red de fotodiodos (Waters
Associates, Milford, MA) a una longitud de onda de 450 nm y la identificacion mediante
comportamiento cromatografico (tiempo de retencidon) comparado con patrones

auténticos y espectro UV-VIS on-line.

Los esteroles vegetales fueron determinados por cromatografia de gases, con detector
de ionizacion de llama (FID) y confirmada su identificacion por cromatografia de gases

con detector de espectrometria de masas.

Tabla 1. Contenidos de beta-criptoxantina en las composiciones 1 y 3, expresadas

como media, y en paréntesis el intervalo de confianza al nivel de probabilidad del 95%

Composicién

1 2 3
750 747.5
B-Criptoxantina(ug) --
(627.5-872.5) (655-842.5)

Ejemplo 2: Estudios de biodisponibilidad in vitro de las composiciones del ejemplo 1
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vegetales totales e individuales de las composiciones 1, 2 y 3 del ejemplo 1.

Tabla 2. Bioaccesibilidad (%), expresada como media y en paréntesis el intervalo de

confianza al nivel de probabilidad del 95%.

Composicion
1 2 3
beta-criptoxantina 83 -- %0
(70-93) (84-97)
Campesterol - 831 069
(6.70-9.93) (5.99-7.33)
Estigmasterol -- 5.96 4.02
(4.47 7.45) (3.75-4.29)
Sitosterol -- 6.42 415
(5.18-7.66) (4.05-4.25)
Campestanol -- 6.82 5.79
(5.40-8.24) (4.42-7.16)
Sitostanol -- 6.05 4.41
(4.29-7.81) (4.16-4.66)
EV totales -- 6.48 4.35
(56.19-7.77) (4.20-4.50)

EV= esteroles vegetales

Los intervalos de confianza de la Tabla 2 muestran que no hay diferencias en la
biodisponibilidad in vitro cuando las beta-criptoxantina y los esteroles vegetales de las
composiciones estan solos (composicion 1y 2, respectivamente) o juntos (composicion
3).

Ejemplo 3: Evaluacion de la biodisponibilidad in vivo

Se proporcionaron las tres composiciones del ejemplo 1 a 36 sujetos. En concreto, se
seleccionaron mujeres en edad post-menopausica, grupo de alto riesgo de
desmineralizacién 6sea y desarrollo de enfermedad cardiovascular. La seleccion se
realizd mediante muestreo no-probabilistico. Se administr6 cada una de las

composiciones del ejemplo 1 una vez al dia durante 4 semanas (t=4), dejando un

10
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intervalo de 4 semanas sin administracion (t=0), antes de administrar otra composicion
del ejemplo 1. La asignacion de los sujetos fue generada por ordenador de forma

aleatoria mediante una tabla de numeros pseudo-aleatorios.

Se requiri6 que todas las participantes cumplieran los criterios de inclusion
establecidos, como perfil bioquimico, hematolégico y niveles de vitamina A, D y beta-
criptoxantina dentro de rangos de referencia, excepto para los niveles de colesterol total
y c-LDL, considerados obijetivos finales de la intervencion. Como criterios de exclusion
se tomaron el uso de suplementos de vitaminas/productos de herbolario, terapia
hormonal sustitutiva, fibratos o estatinas, seguimiento de dietas de adelgazamiento,
inflamacién aguda (valores de proteina C reactiva (PCR) >10 mg/dl), medicacion
cronica e infeccion o enfermedad intercurrente que pudieran afectar la biodisponibilidad

de los componentes de las composiciones del ejemplo 1.

Se extrajeron muestras de sangre de cada mujer tras 8 horas de ayuno antes (t=0) y
después de la administracién de cada una de las composiciones del ejemplo 1 (t=4). Se
determiné el nivel de beta-criptoxantina y de los mencionados esteroles vegetales en
las muestras el mismo dia de la extraccion para reducir la variabilidad analitica. El

orden de analisis fue aleatorio.

La determinacion de beta-criptoxantina en suero se realizé tras extraccion del suero con
solventes organicos, evaporacion y reconstitucion en Tetrahidrofurano (THF)/Etanol

para su analisis por cromatografia ultra-rapida (UPLC, Aquity System, Waters).

Para la determinacion de beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol y precursores del
colesterol, desmosterol y latosterol, se realizé una saponificacién directa en caliente,
con una disolucién hidroalcoholica de KOH. La fraccion insaponificable se extrajo con
hexano, se obtuvieron los derivados trimetilsiliéteres con BSTFA:piridina y se

analizaron mediante cromatografia de gases (CG-FID).

La biodisponibilidad in vivo de beta-criptoxantina, beta-sitosterol, campesterol,
estigmasterol, desmosterol y latosterol detectados en suero tras la ingesta de las
composiciones del ejemplo 1 se muestra en la Tabla 3, Los valores recogidos en la
Tabla 3, son valores de concentracién sérica en ug/dL, expresados como valor medio e
intervalo de confianza (en porcentaje al nivel de probabilidad del 95%), donde los

valores con superindice “a”, corresponden a valores con p<0.001.

11
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Tabla 3. Concentraciones séricas de los compuestos durante los tratamientos

t=0 t=4 % de Incremento
cambio neto
t=0, t=4)
Composicion 1
Beta-criptoxantina 16.9 56.5 310 36.4
(13.7-20.1) (50.0-63.0)* | (222-398) (29.9-43.0)
Composicion 2
Beta-sitosterol 4.0 6.34 64.32 2.36
(3.46-4.54) (4.7-7.98) (34.43- (0.94-3.78)
92.21)
Campesterol 3.06 3.28 (2.94- 12.7 0.29
(2.7-4.20) 3.62) (4.42,20.98) | (0.04-5.54)
Estigmasterol 0.50 0.48 (0.38- 14.2 -0.01
(0.38-0.58) 0.58) (- (-0.12-0.1®)
8.06,36.46)
Desmosterol 0.58 0.65 15.48 0.07
(0.45-0.64) (0.59,0.71) | (8.61,22.35) | (0.03-0.11)
Latosterol 2.91 3.13 (2.67- 14.86 0.17
(2.47-3.35) 3.59) (2.41,27.31) | (-0.16-0.58)
Composicion 3
Beta-criptoxantina 17.8 (13.9- 53.2 282 (198- 34.5 (29.9-
21.6) (47.3-59.0)* 365) 39.2)
Beta-sitosterol 3.91 5.46 49.36 1.56
(3.45-4.37) (4.39-6.53) (24.81- (0.65-2.4%‘“}
73.92)
Campesterol 2.91 3.25 10.75 0.34
(2.66-3.16) (2.83-3.67) | (3.07,18.43) | (0.08-0.60)
Estigmasterol 0.5 0.48 8.94 -0.02
(0.41-0.58) (0.40-0.55) | (-8.12,26.0) | (-0.1 1-0.03%
Desmosterol 0.62 0.63 2.91 0.01
(0.58-0.66) (0.62-0.65) | (-3.71,9.53) | (-0.03-0.05)
Latosterol 3.21 3.13 1.29 -0.08
(2.74-3.68) (2.70-3,56) (-7.88- (-0.36-0.23%)

10.46)
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En primer lugar, los resultados de la Tabla 3 muestran que la biodisponibilidad de beta-
criptoxantina no se modifica de forma significativa por la presencia de los esteroles
vegetales, ni viceversa cuando ambos se suministran de forma simultanea en la
composicion 3. Esto indica que la composicion 3 aporta la beta-criptoxantina y los

esteroles vegetales adecuadamente.

Los datos de la Tabla 3 también avalan que las composiciones que contienen beta-
criptoxantina (composiciones 1 y 3) aumentan de forma significativa (p<0.001) los
niveles séricos de beta-criptoxantina. Asimismo, tras la ingesta de las composiciones 1
y 3, aumentaron los niveles séricos de beta-sitosterol y campesterol. Ademas tras el
consumo de la composicion 3 se observé que no aumenté la concentracién sérica de
desmosterol y disminuy6 la de latosterol, que son precursores del colesterol, lo que

refleja una reduccion de la absorcion de colesterol.

Como se deduce de los resultados mostrados en la Tabla 3 la biodisponibilidad in vivo
de beta-criptoxantina no se modificé de forma significativa por la presencia de esteroles
vegetales o viceversa cuando ambos componentes se suministraron conjuntamente en

la composicién 3.

Ejemplo 4: Evaluacién del efecto funcional de la bebida

Para evaluar el riesgo de fractura osteopordética y por tanto evaluar el efecto de las
composiciones del ejemplo 1 sobre el remodelado éseo, se determinaron los siguientes
marcadores de remodelado 6seo: 1) marcadores de formacion: péptido amino-terminal
del pro-colageno tipo 1 (TP1NP) y la osteocalcina (OC); y 2) marcador de resorcion: b-

cross-laps (CTX).

Estos parametros se midieron al inicio y final de las 4 semanas de administracién de
cada composicion del ejemplo 1 (t=0 y t=4, respectivamente). La determinacién se
realizd mediante técnicas de inmunoensayo con deteccion por quimioluminiscencia

(Elecsys, Roche Diagnostics).

Para la evaluacion del efecto de la composicién 3 sobre el riesgo cardiovascular, se

determinaron los cambios en los niveles séricos de colesterol total, HDL y c-LDL,
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triglicéridos, g-glutamil-transferasa y PCR mediante métodos estandares de uso

rutinario en la practica clinica.

El efecto de la intervencioén se evalué mediante distintos abordajes:

1.- Respuesta intra-sujeto a la intervencién y comparacién entre composiciones:

1.1.- se evalud la respuesta observada en concentraciones séricas de los distintos
parametros evaluados para cada tipo de composicion (diferencias intra-sujeto; t de
Student para muestras emparejadas); asi como las diferencias segun el tipo de

composicion consumida (ANOVA y post-hoc Scheffé test)

1.2.- se determind el porcentaje de cambio en los principales parametros intra-sujeto y
entre tipos de composiciéon (t para datos emparejados y ANOVA y post-hoc Scheffé
test).

2.- Modelo generalizado. Se realizaron ajustes de modelos lineales utilizando
ecuaciones de estimacion generalizadas (GEE) con objeto de considerar la posibilidad
de que dos observaciones en el mismo sujeto puedan estar relacionadas; y la
posibilidad de que dos observaciones en el mismo sujeto puedan estar relacionadas y
la posibilidad de interaccién entre intervencion (tipo) y periodo (orden), lo que suponia

la posibilidad del llamado efecto “arrastre”.

La significacion estadistica se establecio en p<0.05, y los célculos se realizaron con el
paquete estadistico SPSS 8.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL) y el PROC
GENMOD de SAS para Windows, version 9.1 (SAS Institute, Cary, N.C.).

Riesgo cardiovascular

Concentraciones en suero (t test para datos emparejados; intrasujeto, valores finales
frente a basales). La ingesta diaria de la composicion 3 respecto a la de las
composiciones 1 y 2, provocd un descenso significativo de los niveles séricos de
colesterol total,(10 mg/dl, Paired t test, p=0.009), HDL (2.8 mg/dl, p=0.018) y LDL (10.3
mg/dl, p=0.003) en mujeres post-menopausicas con hipercolesterolemia (ver Tabla 4).

Cambios porcentuales (One way ANOVA and post-hoc Scheffé test). EI consumo

regular de la composicion 3 provoco un descenso relativo (5-7%) colesterol total, LDL y
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HDL en comparacion con los cambios observados con el consumo regular de las
composiciones 1 y 2. Asi, la reduccion relativa observada fue significativa comparada
con los cambios observados para la composicién 2 (p=0.053 para LDL) y para la

composicion 1 (p=0.003 para LDL y p=0.051 para colesterol total).

Los cambios observados demuestran un efecto beneficioso derivado del consumo de la
composicion 3, al reducir biomarcadores de riesgo cardiovascular. Asimismo, los
resultados evidencian un efecto sinérgico de beta-criptoxantina y los esteroles
vegetales de la composicion 3 sobre marcadores de riesgo cardiovascular, efecto no

observado con las composiciones 1y 2.

Remodelado 6seo

Concentraciones en suero (t test para datos emparejados; intrasujeto, valores finales
frente a basales). La ingesta diaria de la composicion 3 respecto a las composiciones 1
y 2 provocd un descenso significativo en los niveles séricos de: (1) marcadores de
formacion 6sea: P1NP, 3.7 ng/dl, p=0.072; osteocalcina, 1.86 ng/ml, p=0.006; y (2) del

marcador de resorcion dsea: beta-crosslaps, 0.035 pg/ul, p=0.021) (ver Tabla 4).

Cambios porcentuales (One way ANOVA y post-hoc Scheffé test). Los cambios
anteriores suponen un descenso relativo en los niveles de los marcadores de
remodelado 6éseo de mas del 5% comparado con los cambios observados tras el
consumo de las composiciones 1y 2, aunque dichos cambios sélo mostraron tendencia

para la osteocalcina al comparar la composicion 2 y 3 (p=0.08).

Tabla 4. Variacion de los niveles de marcadores de riesgo cardiovascular y remodelado

6seo (marcadores de efecto) a t=0 y t=4 para cada composicion del ejemplo 1.

Composicion 1 Composicion 2 Composicion 3

Marcadores de efecto

Desmosterol -- 0.08 (0.02), 0.0006 |0.011 (0.022), 0.60
(precursor de
colesterol)
(ng/dl)

Latosterol -- 0.17 (0.19), 0.37 -0.07 (0.15), 0.63

(indicador  sint.

colesterol)
(Hg/dl)
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Colesterol Total[1.07 (3.3), 0.75 -0.69 (3.91), 0.86 -10.0 (3.6), 0.009
(Hg/di)
HDL colesterol [-1.33 (1.46), 0.37 -0.88 (1.14), 0.44 2.8 (1.13), 0.018
(Mgrdl)
LDL colesterol |4.67 (2.82), 0.107 0.09 (3.37),0.978  [-10.3 (3.25), 0.0032
(Mgrdl)

TPINP (pg/dl)

2.4 (2.4),0.322

0.42 (0.90), 0.639

-3.61 (1.95), 0.072

Osteocalcina
(Mgrdl)

-0.88 (0.79), 0.270

0.58 (0.58), 0.325

~1.86 (0.63), 0.006

b-cross-laps

-0.024 (0.017), 0.18

0.009 (0.019), 0.63

-0.035 (0.014), 0.0219

(Pg/pl)

Efecto biologico. Dado que la osteoporosis se caracteriza por un incremento del
remodelado 6seo con una elevada resorcién no compensada totalmente por la tasa de
formacion 6sea, el consumo regular de la composicién 3 comparado con el de la
composicion 1 y 2, reduce biomarcadores de remodelado 6seo. Esto representa la
disminucion de la tasa de recambio 6seo. Estos datos ademas demuestran el efecto
sinérgico de la beta-criptoxantina y los esteroles vegetales de las composiciones de la
invenciéon sobre marcadores de remodelado dseo al no observarse dicho efecto tras el

consumo de las composiciones 1y 2.

Globalmente, tanto la magnitud del cambio como el sentido del efecto (reduccién) son
consistentes con los cambios observados en el analisis de comparacion de medias
intra-sujeto. Es decir, en base a estos resultados, el consumo de la composicion 3 (b-
criptoxantina, campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol y campestanol: (1)
aumenta los niveles de beta-criptoxantina, beta-sitosterol y campesterol en suero; (2)
ejerce un efecto beneficioso sobre marcadores de riesgo cardiovascular al disminuir los
niveles séricos de marcadores de riesgo cardiovascular (colesterol total y c-LDL); y (3)
ejerce un efecto beneficioso sobre el remodelado 6seo al reducir los niveles de
marcadores tanto de formacién como de resorcién, lo que supone una menor tasa de

recambio 6seo y una ralentizacion del remodelado 6seo.
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REIVINDICACIONES

1.- Composiciéon que comprende una cantidad efectiva de beta-criptoxantina,
campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol, campestanol y de al menos un

excipiente farmacéuticamente aceptable.

2.- Composicién segun las reivindicacion 1 caracterizada porque el al menos excipiente

farmacéuticamente aceptable es para un producto veterinario.

3.- Producto comestible que comprende una cantidad efectiva de beta-criptoxantina,
campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol, campestanol y cantidades
adecuadas de otros ingredientes comestibles, donde el producto comestible es un

suplemento dietético.

4.- Uso de la composicibn de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 para la

manufactura de un medicamento.

5.- Uso de la composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 para la
manufactura de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento de osteoporosis y

enfermedades cardiovasculares.

6. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, presentada en una
Unica dosis o en varias dosis, caracterizada porque la cantidad total de beta-

criptoxantina es 500-1500 pg.

7.- Composicion segun la reivindicacién 6, caracterizada porque la cantidad total de

beta-criptoxantina es de 600-900 ug.
8.- Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 6-7, presentada en una
Unica dosis o0 en varias dosis, caracterizada porque la cantidad total de campesterol,

beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol y campestanol es de 1.3-3 g.

9.- Composicién segun la reivindicacién 8, caracterizada porque la cantidad total de

campesterol, beta-sitosterol, estigmasterol, sitostanol y campestanol es de 1.3-1.9 g.
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Base de la Opinién.-
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1-9
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201331232

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 ALEMANY LAIA et al. Effect of simulated gastrointestinal Junio 2013
digestion on plant sterols and their oxides in enriched beverages.
FOOD RESEARCH INTERNATIONAL ELSEVIER APPLIED
SCIENCE, BARKING, GB // Junio 2013; VOL: 52 No: 1 Pags: 1-7
ISSN 0963-9969 Doi: doi:10.1016/j.foodres.2013.02.024

Gong Joshua; Goff H Douglas

D02 US 2009264520 Al (BHAGAT URVASHI) 22.10.2009

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La invencion se refiere a una composicion que comprende una cantidad efectiva de beta-criptoxantina, campesterol, beta-
sitosterol, estigmasterol, sitostanol, campestanol. Se refiere igualmente al producto comestible que comprende esa
composicion y al uso de la composicién como medicamento.

El documento D01 recoge un estudio para evaluar el efecto de la digestion gastrointestinal sobre fitosteroles. Para ello se
preparan cuatro bebidas, todas ellas enriquecidas con fitoesteroles, a base de leche y zumos de platano, uva y mandarina
enriquecidos con beta-criptoxantina. En la Tabla 1 se recogen los valores de campesterol, campestanol, estigmasterol, beta-
sitosterol y sitostanol detectados en las bebidas después de ser sometidas a la digestion simulada.

A la vista de lo divulgado en D01, se considera que la invencion tal como se define en la reivindicacion 3 de la solicitud no es
nueva (Articulo 6.1 L.P.)

El documento D02 divulga composiciones para el aporte diario de las dosis 6ptimas de acidos grasos y otros compuestos
procedentes de las plantas (fitoquimicos) y su uso en la profilaxis y el tratamiento de diversas enfermedades. En el ejemplo
11 se estudian los efectos sobre la osteoporosis tras la administracion diaria de la composicion descrita en la Tabla 10. Esta
composicién contiene beta-criptoxantina (600-850 microgramos), fitosteroles (90-150 mg), campesterol (0,8-1,5 mg),
sitosterol (15-30 mg) y estigmasterol (0,3-1,5 mg), entre otros compuestos.

La incorporacion de sitostanol y campestanol no parece conferir actividad inventiva a la composicién de la invencion. En el
estado de la técnica es conocido que estos compuestos presentan la misma actividad que sus correspondientes esteroles y
por ello son frecuentemente utilizados de manera conjunta en las composiciones nutracéuticas. Tampoco el hecho de
incorporar un excipiente farmacéuticamente aceptable confiere actividad inventiva. Asi, en ausencia de un efecto técnico
sorprendente, se considera que la invencién tal como se define en las reivindicaciones 1-9 de la solicitud no implica
actividad inventiva (Articulo 8.1 L.P.).
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