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METODO PARA LA INHIBICION DE LA ABSORCION DE LIPIDOS Y/O LA

PROMOCION DE EXCRECION DE LIPIDOS USANDO D-PSICOSA

CAMPO TECNICO
La presente invencidén se relaciona con un método para
la inhibicién de la absorcidén de lipidos y/o promocidn de

la excrecidén de lipidos usando D-psicosa.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

La D-psicosa, el epimero C-3 de D-fructosa, es un
azucar natural presente en una cantidad traza en mezclas
comerciales de D-glucosa vy D-fructosa obtenidas de la
hidrélisis de sacarosa o la isomerizacién de D-glucosa. La
D-psicosa es un monosacarido con un dulzor del 70% en
comparacién con el azlcar. Se reportd que la D-psicosa es
un edulcorante que contiene pocas o ningunas calorias
porque no se metaboliza en el cuerpo y tiene poco efecto
sobre el aumento de peso corporal porque funciona para
inhibir la formacién de grasa corporal. Segin un informe
publicado recientemente, 1la D-psicosa tiene efectos no
cariogénicos y anticariogénicos. En estas circunstancias,
la D-psicosa se encuentra actualmente en desarrollo activo
como edulcorante que tiene el potencial de reemplazar el
azicar y ayudar a la salud dental. Por lo tanto, la D-

psicosa ha recibido atencidén como edulcorante para prevenir
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el aumento de peso en la industria alimentaria debido a sus
caracteristicas y funcionalidades.

La D-psicosa es generalmente reconocida como segura
(GRAS) por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA). Algunos estudios reportaron que la D-psicosa
afecta el metabolismo 1lipidico (Yasuo nagata et al., J.
Agric, Food Chem. 2015, 63, 3168-3176), pero, hasta donde
sabemos, hasta la fecha no se ha publicado ningun informe
sobre el uso de D-psicosa para la reduccidn de la absorcidn
de lipidos y promocidén de la excrecidn de lipidos.

Los presentes inventores han descubierto que la D-
psicosa tiene funciones de inhibir la absorcidén de lipidos
en el intestino delgado y aumentar considerablemente los
niveles de lipidos en las heces, reduce el peso corporal,
la masa de grasa corporal y 1los niveles plasmaticos de
lipidos (incluidos &cidos grasos libres, triglicéridos,
colesterol total, colesterol de lipoproteinas de alta
densidad y apolipoproteina B) tales que el peso corporal,
la masa de grasa corporal vy los perfiles de lipidos
plasmdticos estdn normalizados, vy es eficaz para la
rediccidén de la actividad de la acido graso sintasa (FAS).
La presente invencidén se ha realizado en base a este

descubrimiento.

DIVULGACION
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Problema técnico

Es un aspecto de la presente invencidn proporcionar
un método para la inhibicién de la absorcidédn de lipidos
ingeridos por un sujeto y/o promocidn de la excrecidn de
los lipidos ingeridos que comprende administrar D-psicosis
al sujeto, uso de una composicidn que comprende D-psicosa
para la reduccidén de la absorcidn de lipidos alimentarios,
inhibidores de &cido graso sintasa (FAS) que comprende D-
psicosa, un método para la inhibicidén de la actividad de
dcido graso sintasa en un sujeto que comprende administrar
D-psicosa al sujeto, un método para la prevencidn, mejora o
tratamiento de hiperlipidemia, arteriosclerosis o higado
graso que comprende administrar una cantidad
farmacéuticamente efectiva de D-psicosa a un sujeto que 1lo
necesite, y una composicidédn para la prevencidn, mejora o
tratamiento de la hiperlipidemia, arteriosclerosis o higado
graso que comprende D-psicosa.

Ahora, la presente invencidén se describird con més
detalle. Las divulgaciones que no estdn incluidas en la
presente serdn facilmente reconocidas y apreciadas por 1los
técnicos en la materia, vy por lo tanto se omite su

descripcidn.

Solucidén Técnica

Un aspecto de la presente invencidn proporciona un
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método para la inhibicién de la absorcidédn de lipidos
ingeridos por un sujeto y/o promocidn de la excrecidn de
los lipidos ingeridos, que comprende administrar D-psicosa
al sujeto.

El sujeto incluye mamiferos, incluidos humanos vy
mamiferos no humanos. Los ejemplos de mamiferos no humanos
incluyen, pero no se limitan a, ratones, ratas, perros,
gatos, caballos, vacas, ovejas, cabras, cerdos y conejos.

Los lipidos incluyen 1lipidos de origen animal vy
vegetal, pero no estan limitados a los mismos.
Especificamente, los lipidos pueden ser lipidos de origen
animal, vegetal o combinaciones de los mismos. Més
especificamente, los 1lipidos pueden ser los dque estéan
presentes en los alimentos o piensos.

La administracién puede ser administracidén oral o

administraciédn parenteral (por ejemplo, administracién
intravenosa, administracidn subcutéanea, administracidn
intraperitoneal o aplicacidén tépica). Especificamente, la

administracidén puede ser administracidn oral.

La D-psicosa puede administrarse en una cantidad de
10 a 50 partes en peso, relativo a 100 partes en peso de
los lipidos ingeridos por el sujeto. Mas especificamente,
la D-psicosa puede administrarse en una cantidad de 10-40,
10-30, 10-25, 15-50, 15-40, 15-30, 15-25, 20-50, 20-40, 20-

30, 20-25 o 25 partes en peso, relativo a 100 partes en
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peso de los lipidos ingeridos por el sujeto.

En wuna modalidad de la presente invencidn, la
absorcidén puede ser absorcidén en el intestino delgado.
Especificamente, al ser administrada a ratones obesos
alimentados con dieta alta en grasas, la D-psicosa reduce
la expresién de ARNm de genes (CD36, FATP4 vy ApoB48)
implicados en la absorcidén de 1lipidos en el intestino
delgado. Especificamente, la D-psicosa reduce la expresidn
de ARNm de genes (ABCGS5 y ABCG8) implicados en la excrecidn
de lipidos.

Un aspecto adicional de la presente invencidn
proporciona el wuso de una composicidén que comprende D-
psicosa para la 1inhibicién de la absorcidédn de lipidos
alimentarios vy/o promocidén de la excrecidén de lipidos
alimentarios.

A nuestro leal saber y entender, este es el primer
informe sobre el mecanismo por el cual la D-psicosa, que se
usa ampliamente como edulcorante, inhibe la absorcidn de
los lipidos alimentarios y promueve la excrecidn de 1los
lipidos alimentarios. Los detalles del mecanismo son 1los
mismos que los descritos anteriormente.

Otro aspecto méas de la presente invencidn proporciona
un método para la inhibicidén de la actividad de &cido graso
sintasa (FAS) en un sujeto que comprende administrar un

inhibidor de acido graso sintasa que comprende D-psicosa o
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D-psicosa al sujeto.

En una modalidad de 1la presente invencidén, la D-
psicosa reduce la actividad de p-oxidacidén de los acidos
grasos en el higado. Alternativamente, la D-psicosa puede
inducir actividad de p-oxidacidén de los &cidos grasos en el
tejido adiposo.

Otro aspecto méas de la presente invencidn proporciona
un método para la prevencidén, mejora o tratamiento de la
hiperlipidemia, arteriosclerosis o) higado graso que
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente
efectiva de D-psicosis a un sujeto que necesite tal
prevencidén, mejora o tratamiento.

Todavia otro aspecto de la presente invencidn
proporciona una composicidédn para la prevencidén, mejora o
tratamiento de la hiperlipidemia, la arteriosclerosis o el
higado graso que comprende D-psicosa.

Como se usa en la presente, el término
"hiperlipidemia"™ se refiere a una enfermedad causada por
niveles anormalmente altos de grasa en la sangre como
resultado de un metabolismo insuficiente de grasas tales
como triglicéridos y colesterol. Mas especificamente, la
hiperlipidemia se <caracteriza por niveles elevados de
lipidos (incluidos triglicéridos, colesterol LDL,
fosfolipidos y acidos grasos 1libres) en la sangre, y la

hiperlipidemia incluye hipercolesterolemia o
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hipertrigliceridemia, que se produce con frecuencia como
resultado de niveles elevados de lipidos.

Como se usa en la presente, el término
"arteriosclerosis" se refiere a una enfermedad en la que
colesterol se deposita en las paredes internas de las
arterias o las células endoteliales vasculares proliferan
para estrechar u ocluir las arterias, provocando una mala
circulacidén sanguinea hacia las periferias.

Como se usa en la presente, el término "higado graso"
se refiere a una afeccidén en la que la grasa se acumula
excesivamente en las células hepadticas debido al trastorno
del metabolismo de las grasas en el higado. El1 higado graso
es una causa de diversas enfermedades, tales como angina,
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular,
arteriosclerosis, higado graso y pancreatitis.

Como se usa en la presente, el término "prevencidn" o
"prevenir" significa todas las acciones que 1inhiben o
retrasan el desarrollo de enfermedades objetivo.
Especificamente, este término significa administrar D-
psicosa para inhibir o retrasar el desarrollo de
hiperlipidemia, arteriosclerosis y sintomas de higado graso
(por ejemplo, niveles elevados de &cido graso libre en
plasma, triglicéridos, colesterol total, colesterol no HDL
y niveles de Apo B, indice de arteriosclerosis (AI) alto,

aumento de los niveles de acidos grasos, triglicéridos vy
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colesterol en el tejido hepéadtico y aumento del tamafio de
los adipocitos).

Como se usa en la presente, el término "mejora" o
"mejorar" significa todas las acciones que alivian o
mejoran los sintomas y los efectos secundarios de las
enfermedades. Como se wusa en la presente, el término
"tratamiento" o "tratar" se refiere a todas las acciones
que alivian o cambian beneficiosamente los sintomas y 1los
efectos secundarios de las enfermedades. Especificamente,
estos términos significan administrar D-psicosa para
mitigar, aliviar o mejorar hiperlipidemia, arteriosclerosis
o sintomas de higado graso, lo que resulta en acido graso
libre plasmético reducido, triglicéridos, colesterol total,
colesterol no HDL o nivel de Apo B, indice de
arteriosclerosis (AI) bajo, nivel reducido de &cidos
grasos, triglicéridos o <colesterol, o tamafio de 1los
adipocitos en el tejido hepatico reducido.

Como se demuestra en la seccidn de Ejemplos que
sigue, se descubrid que la D-psicosa reduce
significativamente los niveles de acidos grasos libres,
triglicéridos, colesterol total, colesterol no HDL, Apo B,
leptina, niveles de resistina % proporcidn de
leptina/adiponectina en el plasma de ratones con obesidad
inducida con dieta alto contenido de grasa, tal que los

niveles y la proporcién se mantienen de manera similar a
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aquellos del grupo con dieta normal, aumenta los niveles de
colesterol HDL en plasma y Apo A-1 a valores méds altos que
los del grupo de dieta normal y disminuye el indice de
arteriosclerosis (AI), por lo tanto, es efectivo para la
prevencibén, mejora o tratamiento de la hiperlipidemia o la
arteriosclerosis. También se descubridé que 1la D-psicosa
reduce la actividad de &cido graso sintasa (FAS), 1los
niveles de &cidos grasos, triglicéridos, colesterol y el
tamafio de los adipocitos en los tejidos hepaticos de
ratones con obesidad inducida con dieta con alto contenido
en grasa para inhibir el desarrollo de higado graso por
dieta alta en grasas. Ademas, se confirmé que la D-psicosa
reduce la expresidédn de ARNm de los genes implicados en la
sintesis de &cidos grasos en los higados de ratones con
obesidad inducida con dieta alta en grasas, por lo que es
efectiva para la prevencidén o tratamiento del higado graso.

Con base en estos descubrimientos, se puede concluir
que la D-psicosa tiene funciones de inhibir la absorcidn de
lipidos en el intestino delgado % aumentar
considerablemente los niveles de lipidos en las heces y es
efectiva para la reduccidén de los niveles plasmaticos de
lipidos para normalizar los perfiles de lipidos en plasma.
Por lo tanto, la D-psicosa puede encontrar aplicacidn en
medicamentos y alimentos (especificamente, alimentos

funcionales para la salud) para la prevencidén, mejora o
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tratamiento de la hiperlipidemia, la arteriosclerosis o el
higado graso.

La composicidén de acuerdo con la presente invencidn
se puede administrar por via oral o ©parenteral (por
ejemplo, por via intravenosa, subcutédnea, intraperitoneal o
tdépica) dependiendo del uso previsto. Especificamente, la
composicidén de acuerdo con la presente invencidn puede ser
administrada por via oral.

La composicidén de acuerdo con la presente invencidn
puede ser usada como composicidén farmacéutica. En este
caso, la composicidén de acuerdo con la presente invencidn
puede comprender ademas al menos un vehiculo
farmacéuticamente aceptable adecuado para la
administracién. El1 portador farmacéuticamente aceptable se
puede usar en mezcla con uno o mas componentes
seleccionados de disolucidén salina, agua esterilizada,
disolucidn de Ringer, disoluciédn salina tamponada,
disolucidn de dextrosa, disoluciédn de maltodextrina,
glicerol y etanol. Se pueden agregar, si es necesario, uno
o mas aditivos generales, como antioxidantes, disoluciones
bufer y agentes bacteriostaticos. La composicidén de acuerdo
con la presente invencidn se puede preparar en
formulaciones inyectables (tales como disoluciones acuosas,
suspensiones o emulsiones), pildoras, céapsulas, granulos o

tabletas. En este caso, la composicidén de acuerdo con la
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presente invencidén puede comprender ademds uno © mas
aditivos seleccionados de entre diluyentes, dispersantes,
tensioactivos, aglutinantes y lubricantes. La composicidn
de acuerdo con la presente invencidn puede prepararse en
diversas formulaciones dependiendo del tipo de enfermedad o
del tipo de componentes, de acuerdo con cualquier método
adecuado conocido en la técnica o cualquiera de 1los
procedimientos convencionales divulgados en Remington's
Pharmaceutical Science (la edicién mas reciente). Mack
Publishing Company, Easton PA.

La dosis de la composicidén farmacéutica de acuerdo
con la presente invencidén puede determinarse tomando en
cuenta diversos factores, que incluyen peso corporal, edad,
sexo, estado de salud, dieta, tiempo % modo de
administracidén, tasa de excrecidén vy la gravedad de la
enfermedad. Una dosis diaria de D-psicosa puede oscilar
entre aproximadamente 0.0001 y aproximadamente 600 mg/kg,
preferiblemente entre aproximadamente 0.001 y
aproximadamente 500 mg/kg, y se puede administrar en dosis
Unicas o divididas por dia.

La composicidén farmacéutica de acuerdo con 1la
presente invencidén se puede usar sola o en combinacidén con
la operacidédn quirurgica, terapia hormonal, tratamiento con
medicamentos y reguladores bioldgicos.

La composicidén de acuerdo con la presente invencidn
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puede ser usada como composicidén alimenticia o composicidn
alimenticia saludable. En este caso, la D-psicosa se puede
agregar tal como estd o en combinacidén con otros alimentos
o ingredientes alimenticios y se puede usar adecuadamente
de acuerdo con cualquier método general conocido en la
técnica. La cantidad del ingrediente activo puede
determinarse de acuerdo con el propdsito de uso
(prevencidn, salud o régimen terapéutico). La composicidn
alimenticia puede usarse sin limitacidén en cualquier
alimento o alimento saludable que incluya lipidos. Ejemplos
de alimentos adecuados incluyen carnes, salchichas, panes,
pasteles, chocolates, dulces, bocadillos, galletas saladas,
galletas, pizza, productos de harina (por ejemplo, fideos
instantaneos), gomas, productos lacteos (incluidos
helados), sopas, catsup, salsas, salsas espesas, aderezos,
bebidas, tés, sodas, bebidas alcohdlicas y complejos
vitaminicos.

La composicidén alimenticia o composicidédn alimenticia
saludable de acuerdo con la presente 1invencidn pueden
comprender ademéas diversos sabores o carbohidratos
naturales, como bebidas generales. Los carbohidratos
naturales incluyen monosacaridos tales como glucosa VY
fructosa, disacaridos tales como maltosa vy sacarosa,
polisacaridos tales como dextrina vy ciclodextrina, %

alcoholes de azucar tales como xilitol, sorbitol vy
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eritritol. La composicidn alimenticia o composicidn
alimenticia saludable de acuerdo con la presente invencidn
pueden comprender ademds agentes edulcorantes naturales o
sintéticos. Los agentes edulcorantes naturales incluyen
taumatina y extractos de estevia. Los agentes edulcorantes
sintéticos incluyen sacarina y aspartamo. El1 carbohidrato
natural se usa tipicamente en una cantidad de
aproximadamente 0.01 a aproximadamente 0.20 g,
especificamente de 0.04 a 0.10 g, por 100 ml de la
composicidn alimenticia o composicidn alimenticia
saludable.

La composicidén alimenticia o composicidédn alimenticia
saludable segln 1la presente invencidén puede comprender
ademéds una variedad de nutrientes, vitaminas, electrolitos,
aromatizantes, agentes colorantes, acido péctico y sales
del mismo, 4&cido alginico vy sales del mismo, A&cidos
organicos, espesantes coloidales protectores, agentes de
ajuste del pH., estabilizantes, conservantes, glicerina,
alcoholes % agente de carbonatacidn para bebidas
carbonatadas. La composicidén alimenticia o composicidn
alimenticia saludable de acuerdo con la presente invencidn
puede comprender ademds pulpa de fruta para la produccidn
de Jjugos de frutas naturales, bebidas de jugos de frutas
y/o bebidas de  verduras. Estos ingredientes pueden

utilizarse de forma independiente o en combinacién. La
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cantidad total de los ingredientes afiadidos puede estar en
el intervalo de 0.01 a 0.20 partes en peso, relativo a 100
partes en peso de la composicidédn alimenticia o composicidn
alimenticia saludable.

El uso de 1la reduccidédn de 1la absorcidén de lipidos
alimentarios, el inhibidor de 1la actividad de la A&cido
graso sintasa, el método para la inhibicidén de la actividad
de la 4&acido graso sintasa, el método para la prevencidn,
mejora o tratamiento de la hiperlipidemia, la
arteriosclerosis o el higado graso y la composicidén de
acuerdo con la presente invencidén comparten D-psicosa,
lipidos, administracidédn y sujeto en comin con el método
para la inhibicidén de la absorcidn de lipidos y/o promocidn
de la absorcidén de 1lipidos, y por lo tanto se omite su
descripcidén para evitar una complejidad excesiva de la

descripcidn.

Efectos Ventajosos

Los presentes inventores han intentado aclarar la
actividad fisioldgica de 1la D-psicosa asignando dietas
isocaldéricas a cada grupo de dieta para excluir el efecto
de la D-psicosa sobre la reduccidén de calorias, y como
resultado, encontraron que la D-psicosa tiene funciones de
inhibir la absorcidén de lipidos en el intestino delgado vy

aumenta considerablemente los niveles de 1lipidos en las
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heces para inhibir la produccidén de grasa y reduce el peso
corporal, la masa de grasa corporal 'y los niveles
plasmdticos de lipidos de manera que el peso corporal, la
masa grasa corporal y los perfiles de lipidos en plasma se
normalizan en poco tiempo. Debido a estas ventajas, se
espera que la D-psicosa se use para la prevencidn vy/o
tratamiento de enfermedades metabdlicas relacionadas con

los lipidos.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra los cambios en el peso corporal
de ratones C57BL/6J alimentados con D-psicosa y dieta alta
en grasas durante 16 semanas [grupo de dieta normal (ND),
grupo de dieta alta en grasas (HFD), grupo PSI (HFD + 5 %
D-psicosa, p/p), grupo ERY (HFD + 5% eritritol, p/p), grupo
GLU (HFD + 5% D-glucosa, p/p) y grupo FRU (HFD + 5% D-
fructosa, p/p)].

La Figura 2 muestra los cambios en los niveles de
triglicéridos en plasma vy colesterol total de ratones
C57BL/6J alimentados con D-psicosa y dieta alta en grasas
durante 16 semanas [grupo de dieta normal (ND), grupo de
dieta alta en grasas (HFD), grupo PSI (HFD + 5 % D-psicosa,
p/p), grupo ERY (HFD + 5% eritritol, p/p), grupo GLU (HFD +
5% D-glucosa, p/p) y grupo FRU (HFD + 5% D-fructosa, p/p)].

La Figura 3 muestra las influencias de la D-psicosa
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en los niveles de leptina, resistina vy adiponectina en
plasma, y la proporcidén de leptina:adiponectina (proporcidn
L: A) en ratones con obesidad inducida con dieta alta en
grasas [grupo de dieta normal (ND), grupo de dieta alta en
grasas (HFD), grupo PSI (HFD + 5 % D-psicosa, p/p), Jgrupo
ERY (HFD + 5% eritritol, p/p), grupo GLU (HFD + 5% D-
glucosa, p/p) y grupo FRU (HFD + 5% D-fructosa, p/p)].

La Figura 4 muestra las influencias de la D-psicosa
en (A) los perfiles de 1lipidos hepéaticos, (B) las
actividades de las enzimas reguladoras de lipidos hepéaticos
y (C) las morfologias del tejido hepadtico de los ratones
con obesidad inducida con dieta alta en grasas [grupo de
dieta normal (ND), grupo de dieta alta en grasas (HFD),
grupo PSI (HFD + 5 % D-psicosa, p/p), grupo ERY (HFD + 5%
eritritol, p/p), grupo GLU (HFD + 5% D-glucosa, p/p) vy
grupo FRU (HFD + 5% D-fructosa, p/p)].

La Figura 5 muestra las influencias de la D-psicosa
en (A) las actividades de 1las enzimas reguladoras de
lipidos hepéticos y (B) las morfologias del tejido hepéatico
de los ratones con obesidad inducida con dieta alta en
grasas [grupo de dieta normal (ND), grupo de dieta alta en
grasas (HFD), grupo PSI (HFD + 5 % D-psicosa, p/p), Jgrupo
ERY (HFD + 5% eritritol, p/p), grupo GLU (HFD + 5% D-
glucosa, p/p) y grupo FRU (HFD + 5% D-fructosa, p/p)].

La Figura 6 muestra las influencias de la D-psicosa
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en la expresidédn de ARNm de genes (FAS, ACCl, CPTla, and
CPT2) involucrados en la sintesis y oxidacidén de 4&cidos
grasos en los higados de los ratones con obesidad inducida
con dieta alta en grasas [grupo de dieta normal (ND), grupo
de dieta alta en grasas (HFD), grupo PSI (HFD + 5 % D-
psicosa, p/p), grupo ERY (HFD + 5% eritritol, p/p), grupo
GLU (HFD + 5% D-glucosa, p/p) y grupo FRU (HFD + 5% D-
fructosa, p/p)].

La Figura 7 muestra las influencias de la D-psicosa
en los niveles de lipidos en heces de los ratones con
obesidad inducida con dieta alta en grasas [grupo de dieta
normal (ND), grupo de dieta alta en grasas (HFD), grupo PSI
(HFD + 5 % D-psicosa, p/p), grupo ERY (HFD + 5% eritritol,
p/p), grupo GLU (HFD + 5% D-glucosa, p/p) y grupo FRU (HFD
+ 5% D-fructosa, p/p)].

La Figura 8 muestra las influencias de la D-psicosa
en la expresién de ARNm de genes (CD36, FATP4, ApoB48,
ABCGS5 and ABCG8) involucrados en la absorcidn y excrecidn
de lipidos en el intestino delgado de 1los ratones con
obesidad inducida con dieta alta en grasas [grupo de dieta
normal (ND), grupo de dieta alta en grasas (HFD), grupo PSI
(HFD + 5 % D-psicosa, p/p), grupo ERY (HFD + 5% eritritol,
p/p), grupo GLU (HFD + 5% D-glucosa, p/p) y grupo FRU (HFD
+ 5% D-fructosa, p/p)].

La Figura 9 es un diagrama que muestra
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esquematicamente los papeles de la D-psicosa en el
metabolismo de los lipidos en el intestino delgado, el
higado y los tejidos adiposos de ratones con obesidad
inducida con la dieta alta en grasas, basandose en 1los

resultados mostrados en las Figuras 1 a 8.

Mejor Modo

La presente invencidén proporciona un método para la
inhibicidén de la absorcidén de lipidos y la actividad de la
dcido graso sintasa (FAC) en un sujeto, que comprende
administrar D-psicosa al sujeto, un inhibidor de 1la acido
graso sintasa gque comprende D-psicosa, un método para la
prevencidn o) tratamiento de la hiperlipidemia, la
arterioesclerosis o) el higado graso que comprende
administrar una cantidad farmacéuticamente efectiva de D-
psicosa a un sujeto gque lo necesite, y una composicidn para
la prevencidén o el tratamiento de la hiperlipidemia, 1la
arteriosclerosis o el higado graso que comprende D-psicosa.

La composicidén pretende incluir una composicidn
farmacéutica y una composicidén alimenticia.

En lo sucesivo, se presentan modalidades preferidas
para asistir en la comprensiédn de la invencidn. Los
siguientes ejemplos se proporcionan para una mejor
comprensién de la invencidén y no pretenden limitar el

alcance de la invenciédn.



10

15

20

25

19

FEjemplo 1: Influencias de la D-psicosa en el peso

corporal, el peso de los oérganos y el peso del tejido

adiposo de los ratones con obesidad inducida con dieta alta

en grasas

El siguiente experimento se realizd para investigar
las influencias de la D-psicosa en el peso corporal, el
peso de los oérganos y el peso del tejido adiposo de 1los
ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasas

Primero, se compraron ratones C57BL/6J machos de 4
semanas (60 en total) de Jackson Laboratory. Los animales
fueron aclimatados al vivero en un termo-higrostato (20-23
°C, 45-65%) bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y fueron
alimentados con una dieta no purificada comercial
peletizada durante 1 semana después de su llegada. Los
ratones fueron divididos de forma aleatoria en 6 grupos
(n=10) y alimentados con las dietas experimentales
respectivas durante 16 semanas: grupo de dieta normal (ND,
dieta semi-sintética del Instituto Estadounidense de
Nutricidén (AIN)-76), grupo de dieta alta en grasas (HFD,
20% de grasa + 1% de colesterol basada en la dieta AIN-76),
grupo PSI (HFD + 5% D-psicosa, p/p, Sigma Chemical
Company), grupo ERY (HFD + 5% de eritritol, p/p , Sigma
Chemical Company), grupo GLU (HFD + 5% D-glucosa, p/p,

Sigma Chemical Company) y grupo FRU (HFD + 5% D-fructosa,
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p/p, Sigma Chemical Company). Se permitidé que todos 1los
grupos alimentados con dietas altas en grasas ingirieran
las mismas calorias por medio de alimentacidén en parejas
con base en el grupo PSI. Los ratones tuvieron acceso libre
al agua destilada durante el periodo experimental. Sus
ingestas de alimento y sus pesos corporales se midieron
diariamente y cada dos semanas, respectivamente. Los pesos
de los o6rganos y los pesos del tejido adiposo de 1los
ratones se midieron después de sacrificar a los animales.

Este protocolo de estudio en animales fue aprobado
por el Comité de Etica para Estudios con Animales de la
Universidad Nacional de Kyungpook, Corea (aprobacién No.
KNU 2013-18).

Los cambios en el peso corporal de los ratones
C57BL/6J alimentados con D-psicosa y dieta alta en grasas
durante 16 semanas se muestran en la Figura 1 y en la Tabla
2. Los pesos de los dérganos y los pesos del tejido adiposo
de los ratones se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Composicidén de dietas experimentales (% de dieta,

p/p)

Ingrediente (g) ~D HFID __ERY ___ GLU __ FRU Pl
Caseina 20000 20000 20000 20000 20000  200.00
D,L-mestionina 3.00 300 300 300 300 3.00
Almidon de maiz 150.00 111.00 111.00 111.00 111.00 111.00
Sacarosa 500.00 370.00 320.00 32000 32000 32000
Polvo de celulosa 5000 5000 5000 5000 5000 5000
Aceite d2 maiz 50.00 30.00 3000 30,00 30.00 30.00
Manteca da cerdo - 170.00 170.00 170.00 170.00 170.00

Mezcla d2 minerales (AIN-76%) 35.00 4200 4200 4200 42.00 4200
Mezcla da vitaminas (AIN-76) T 10.00 12.00 1200 12.00 12.00 1200
Bitartrato da colina 200 2.00 200 200 200 2.00

™ot e 4 148 NN .y .. .. T8 NN T8 AN
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Composiciones de dietas experimentales (% de dieta,
p/p)

* Mezcla mineral (AIN-76): fosfato de <calcio 500
g/kg, NaCl 74 g/kg, citrato de potasio 2220 g/kg, sulfato
de potasio 52 g/kg, 6xido de magnesio 24 g/kg, carbonato de
manganeso 3.5 g/kg, citrato de hierro 6 g/kg, carbonato de
zinc 1.6 g/kg, carbonato de cobre 0.3 g/kg, vyodato de
potasio 0.01 g/kg, selenito de sodio 0.01 g/kg, sulfato de
potasio cromo 0.55 g/kg, sacarosa 118.03 g/kg

t Mezcla de vitaminas AIN-76: tiamina HCl 0.6 g/kg,
riboflavina 0.6 g/kg, piridoxina HC1 0.7 g/kg, niacina 3
g/kg, pantotenato de calcio 1.6 g/kg, é&acido fdélico 0.2
g/kg, biotina 0.02 g/kg, vitamina B12 1 g/kg, vitamina A
(500 000 UI/g) 0.8 g/kg, vitamina D3 (400 000 UI/g) 0.25
g/kg, acetato de vitamina E (500 UI/g) 10 g/kg, bisulfato

sédico de menadiona 0.04 g/kg, sacarosa 981.15 g/kg.
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Ingradiente (g) ND HFD ERY GLU FRU TODOS
Caseina 20000 20000 20000 20000 20000  200.00
D,L-metionina 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Almidon de maiz 15000  111.00 111,00  111.00  111.00 11100
Sacarosa 500.00 37000 32000 32000 32000  320.00
Polvo de celulosa 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00
Aceite de maiz 50.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00
Manteca de cerdo . 17000  170.00 17000  170.00  170.00
Mezcla de minerales (AIN-76%)  35.00 42.00 42.00 42.00 42.00 42.00
Mezcla de vitaminas (AIN-76) T 10.00 12.00 12.00 12.00 12.00 12.00
Bitartrato da colina 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Colesterol - 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
terc-Butilhidroquinona 0.01 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
D-alulosa 50.00
D-glucosa 50.00

D-fructosa 50.00

Eritritol 50.00

Total (g) 10000 10000 10000 10000  1000.0  1000.0
Calorias (kealkg) 3902 4584 4384 4584 4584 4384
Calorias (kealg) 3.902 4.584 4.384 4.584 4.584 4.384

Tabla 2.
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ND HFD IRY GLU FRU Psl
Pesocorporal inicial (g) 19202037 18972036  19.00:0.5¢ 19452082  1908:05%  18.99:035
Pesocorporal final (g)  29.37:058 39382140  4022:13¢ 4177131 4126:19% 301308
Z“l‘:f::; P;“ coporal 06420002 128008 132010 1392007 1392009 0.70:004
‘(’;ﬁ?“‘m‘“ 312:010  3.03:025 3172026 3.032025 3.03£025 3172026
:&”‘:&’;"‘5"‘ 1216:0% 13882115 13882115 13882115 13882115 13882115
FER 0.029:0001 0.060:0002" 0059:0003"  0.065:0003*  0065:003°  0.0310.000"
Peso de organos (g/100g 2 peso corporal)

Misculos 1035002  085:003™  0.77s003 0.52:003" 0832004 1.01:002
Higzdo 3412008 54920327 5372029 $22:018 5682038 4352008
Rifién 0582002  081:004™  0.77:008 0.74:002 0842009 1.03:002
P30 d2 12ido adiposo (g 100g é2 peso corporal)

Grasa perinéfrica 0432004 1252009  092:010 1152019 117018 0382009
Grasa epididiza 3.042021 8282061 792:060 8.42:08% 8.50:070 3672045
Grasarstropsritoneal  0.882007 2324008  221201% 2014023  2.19402> 134203
Grasa subcutines 161=13 495504178  438:01% SATZ0A» 3782089 1.99:019
Geasa masessivics 1.162006 295:02%"  243:026 2.62:044 293:034 0872009
Grasa viscenal 7132048 19742028 18362056 196704k 18222040 8261017
WAT interscapular 1542010 4420006 4562008 4542009 4432005 1.70:00
BAT interscapular 0342002 0752109 0572166 0.72a15> 0.732159 0342059
WAT total 901059 24162134 22932220 2421218 2265223* 995119
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ND HFD ERY GLU FRU PSI
Pesocomponalinicial () 19202037 18972036 19.0020.54 19.4520.482 19.0820.59 18.9920.35
Peso corporal finzl (2) 2937:058 39382140 4022:136 4177s131 4126219 30.13:069
Ganancizdepmsocorporal 0420002 1282008 122:010 1202007 1392009 0.70:004
(2/16 semanas)
Zﬁ?“‘““ 3.12:010 3032025 3172026 3032025 3032025 3172026
Ingests de energia 12162039 13882115 13882115 13882115 13882115 13882115
(keal d2)
FIR 0.029:0001 0.060:0002"™ 0.059:0003* 006520003  0.065:0003*  0.031:0.002"
Pz30 dz organos (2/100g ¢ peso corporal)
Msculos 108002 0852003  0.772003 0.82:003 0.832004 1.012002
Higado 3412005 54920377 537:028 522:018 5682035 4352008
Rifien 0982002  0.81:004" 0.772004" 0.742002 0.842008 1.032002
Paso da t2jido adiposo (2/'100g ¢z p2so corporal)
Grasa perinsfica 0.432004 1252009 0522010 1152019 1172014 0382009
Grasa epididiza 3.042021 828061 7.92:060 8.42:089 $.502071 3672049
Grasa ratroperitonsal 0.882007 2324008 2212015  201:02>  219202> 1.34203>
Grasa subcutine: 161213 4952041 4882015 547204 3.78:089 1592019
Grasa mesentérics 1.162006 2952025 2432026 2.62:04% 2932038 0.872009
Grasa visceral 7.132048 19742028 18362058 1967204k  1822404> 82601
WAT interscapular 1.542010 442:004™ 4562009 4.54200% 4.43200% 1.7000>
BAT interscapular 0.342002 0752109 0.57z166 0.71215> 0.73215% 0342059
WAT total 9.012059 24162136 22932220 2421=18%  2265223%  995:119

Significancia estadistica entre los grupos ND y NFD:

*

"p<0.05, p<0.01,

"p<0.001.

Significancia estadistica entre los grupos HFD, ERY,

GLU, FRU y PSI (p<0.05);

Promedio®®

BWG ganancia de peso: FER,

alimentaria = ganancia

eficiencia de la dieta

de peso

C

/ ingesta de

relacidén de eficiencia

dieta,
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Como se muestra en la Fig. 1 y Tabla 2, los pesos
corporales iniciales de los ratones en todos los grupos
experimentales fueron casi los mismos, pero 1los pesos
corporales de los ratones con obesidad inducida con dieta
alta en grasa aumentaron significativamente en comparacidn
con los ratones en el grupo de dieta normal (ND) a partir
de 4 semanas después de la alimentacidén. Sin embargo, 1los
aumentos en el peso corporal de los ratones con obesidad
alimentados con PSI se inhibieron considerablemente a
partir de 4 semanas después de la alimentacidén con dieta, vy
como resultado, sus pesos corporales se mantuvieron casi en
los mismos niveles que aquellos de los ratones del grupo
ND. Es decir, la eficiencia de la dieta del grupo PSI fue
significativamente méas baja que aquella de otros grupos de
dieta alta en grasas (HFD, ERY, GLU y FRU) y se mantuvo
casi al mismo nivel que aquella del grupo ND.

Ademéds, se realizdé una investigacidn sobre si 1la
pérdida de peso corporal del grupo PSI fue causada por el
peso reducido de los o6rganos. Para este fin, se midieron
los pesos de los oérganos (musculos, higados y rifiones) vy
los tejidos adiposos (grasa perirrenal, grasa epididimal,
grasa retroperitoneal, grasa subcutédnea, grasa mesentérica,
grasa visceral, WAT interescapular, BAT interescapular vy
WAT total). Como se muestra en la Tabla 2, el peso de 1los

misculos y los rifiones por unidad de peso corporal del
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ratédn en los grupos de dieta alta en grasas (HFD, ERY, GLU
y FRU) excepto el grupo PSI disminuyd significativamente en
comparacidén con aquellos del grupo ND y los pesos de los
higados por unidad de peso corporal del ratdn en los grupos
de dieta alta en grasa aumentaron significativamente en
comparacidédn con aquellos del grupo ND. Sin embargo, se
descubridé que los pesos de los musculos y los rifiones por
unidad de peso corporal del ratdn en el grupo PSI eran
similares a los del grupo ND. Los pesos de la grasa
perinéfrica, grasa epididima, grasa retroperitoneal, grasa
subcutéanea, grasa mesentérica, grasa visceral, WAT
interescapular, BAT interescapular y WAT total por unidad
de peso corporal del ratdédn en los grupos de dieta alta en
grasas (HFD, ERY, GLU vy FRU), excepto el grupo PSI,
aumentaron significativamente, mientras que los pesos de
todos los tipos de grasas en el grupo PSI disminuyeron
significativamente y se mantuvieron casi en 1los mismos
niveles que aquellos del grupo ND.

A partir de estos resultados, se puede concluir que
la D-psicosa inhibidé el aumento de peso en los ratones con
obesidad inducida con dieta alta en grasas y redujo las
eficiencias de la dieta vy los pesos de los higados vy
tejidos adiposos por unidad de peso corporal del ratdn en
los ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasa a

niveles similares a aquellos del grupo ND. En conclusidn,
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la D-psicosa es efectiva para normalizar el peso corporal y

la masa de grasa corporal.

Ejemplo 2: 1Influencias de la D-psicosa en 1los

perfiles de 1lipidos en plasma de ratones con obesidad

inducida con dieta alta en grasas

El siguiente experimento se realizd para investigar
las influencias de la D-psicosa en los perfiles de lipidos
en plasma de los ratones con obesidad inducida con dieta
alta en grasas.

Se midieron los niveles de &cidos grasos libres,
fosfolipidos, apolipoproteina A-T (Apo A-T1) y

apolipoproteina B (ApoB B) usando kits enzimaticos de

Nittobo (Nittobo medical Co., Tokio, Japdn). Los niveles
plasmaticos de HDL-colesterol, triglicéridos (TG) y
colesterol total (C  total) se midieron usando kits

enzimdticos de Asan (Asan, Seul, Corea del Sur).

Los resultados se muestran en la Figura 2 y la Tabla
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Tabla 3.
ND HFD ERY GLU FRU PS1
(::1) 0382004  0.5220.08™ 0.5320.02*  049£0,06*  0.482004* 0412002
‘_:2” 0844006 1284006 1252007 1.28:0,08 1.1740.03*  0.99:0.04%
(.."i) 88.6428.51 115582528 135462628 104.8646.92% 115.2725.85% 107.23+2.82%
TolalC 2955007 417001777 S352098 4074017 41430290 2991009
L 0914004 1162006™ 122408 0326003 0834009 128407
CmoHDL' 01,015 30060157  436:073 3284018 3324029 184813
(ol 1)
*‘:::')' 26415101  2862:0.85%  27.2840.58% 2723495  27.69:048%  29.39:0.95
(:::’) 7352089  9.1620.4°% 612090  9.32+1.04%  9.9620.79 7.6320,52¢
Al 2254015 2.6520.16%  3.55:0.13%  3.7640.15%  4.5540.66* 1.4240.13%
HTR 31208137  28.1241.18%  23.9543.53%  20.19420.60" 20625256  42.98:2.62¢
Ao 3593036 3.125017% 3161036 292035 27730210 3802023

Significancia estadistica entre los grupos ND y HFD:
"p<0.05, p<0.01, "Tp<0.001.

Significancia estadistica entre los grupos HFD, ERY,
GLU, FRU y PSI (p<0.05); Promedio® ™€,

TG, triglicérido; C, colesterol; PL, fosfolipido;
HDL-C, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; Apo A-
I, apolipoproteina A-1; Apo-B, apolipoproteina B; AT,
indice aterogénico, [(C Total)-HDL-C)]/HDL-C; HTR, (HDL-C/C
Total)x100

Como se muestra en la Figura 2 y la Tabla 3, 1los

niveles plasmdticos de &cidos grasos libres, triglicéridos,
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fosfolipidos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol
no HDL, apolipoproteina AI (Apo AI) vy apolipoproteina B
(ApoB B) en los grupos de dietas altas en grasas (HFD, ERY,
GLU y FRU) , excepto que el grupo PSIT aumentd
significativamente en comparacidén con aquellos del grupo
ND, pero se descubridé que los niveles plasmaticos de acidos
grasos libres, triglicéridos, colesterol total, colesterol
no HDL y Apo B en el grupo PSI eran similares a aquellos en
el grupo de dieta normal. Particularmente, los niveles de
colesterol HDL y Apo A-I en el grupo PSI fueron méas altos
que aquellos del grupo ND y se descubridé que el indice de
arteriosclerosis (AI) del grupo PSI era méds bajo que en el
grupo ND.

A partir de estos resultados, se puede observar qgue
la D-psicosa redujo 1los niveles plasmaticos de &cidos
grasos libres, triglicéridos, colesterol total, colesterol
no HDL y Apo B en los ratones con obesidad inducida con
dieta alta en grasas a valores similares a aquellos del
Grupo ND, siendo asi efectivo en la normalizacidédn de 1los
perfiles de lipidos en plasma. Ademéds, la D-psicosa aumentd
los niveles plasmdticos de colesterol HDL y Apo AI en los
ratones con obesidad inducida por con dieta alta en grasas
a valores mas altos que aquellos del grupo ND y redujo los
indices de arteriosclerosis de los ratones con obesidad

inducida por con dieta alta en grasas a valores mas bajos
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que aquellos del grupo ND. Por lo tanto, se espera que la

D-psicosa se use para prevenir la arteriosclerosis.

Ejemplo 3: Influencias de la D-psicosa en los niveles

plasmaticos de leptina, resistina y adiponectina vy

proporcibén leptina:adiponectina (proporcidn L:A) en ratones

con obesidad inducida con dieta alta en grasas

El siguiente experimento se 1llevd a cabo para
investigar las influencias de la D-psicosa en los niveles
plasmdticos de leptina, resistina vy adiponectina vy la
proporcidén leptina:adiponectina (proporcidn L:A) en ratones
con obesidad inducida con dieta alta en grasas.

Los niveles plasméticos de leptina, resistina vy
adiponectina se midieron usando kits multiplex Bio-Rad
(Hercules, CA, EUA). Todas las muestras se analizaron por
duplicado y se analizaron usando un sistema de mapa de
laboratorio Luminex 200 (Luminex, Austin, TX, EE. UU.). E1l
andlisis de los datos se realizdé utilizando el software
Bio-Plex Manager versidén 4.1.1 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.
uu.) .

Los resultados se muestran en la Figura 3.

Como se muestra en la Figura 3, los niveles
plasmdticos de leptina vy resistina vy las proporciones
leptina:adiponectina en los grupos de dieta alta en grasas

(HFD, ERY, GLU vy FRU) excepto el grupo PSI aumentaron
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significativamente en comparacidédn con los del grupo ND,
pero los niveles plasmdticos de leptina y resistina y la
proporcidn leptina:adiponectina en el grupo PSI se
redujeron considerablemente a niveles similares a aquellos
del grupo ND.

A partir de estos resultados, se puede concluir que
la D-psicosa redujo los niveles plasmdticos de leptina vy
resistina y las proporciones leptina:adiponectina en 1los
ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasas a

valores normales.

Ejemplo 4: 1Influencias de la D-psicosa en 1los

perfiles de lipidos hepaticos, actividad enzimatica

reguladora de los lipidos hepaticos vy morfologias del

tejido hepatico de ratones con obesidad inducida con dieta

alta en grasas

El siguiente experimento se 1llevdé a cabo para
investigar las influencias de la D-psicosa en los perfiles
de lipidos hepéaticos, las actividades enziméaticas
reguladoras de los lipidos hepéadticos y las morfologias del
tejido hepatico de los ratones con obesidad inducida con
dieta alta en grasas.

Ejemplo 4-1. Perfiles de lipidos hepaticos

Los lipidos hepéaticos se extrajeron de ratones en el

grupo de dieta normal (ND) vy los grupos de dieta alta en
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grasas (HFD, ERY, GLU, FRU y PSI) y se secaron. Luego, cada
uno de los extractos de 1lipidos hepédticos desecados se
disolvidé en 1 ml de etanol. Se emulsionaron 200 ul de 1la
disolucidén lipidica en una disolucidén de Triton X-100 vy
colato de sodio en agua destilada. Los niveles de &cidos
grasos hepaticos, triglicéridos y colesterol se analizaron
usando los mismos kits enzimaticos que aquellos usados en
el Ejemplo 2.

Los resultados se muestran en (A) de la Figura 4.

Como se muestra en (A) de la Figura 4, los niveles de
dcidos grasos hepaticos, triglicéridos y colesterol en los
grupos de dieta alta en grasas (HFD, ERY, GLU, FRU y PSI)
fueron significativamente mas altos que en el Grupo ND pero
los niveles de acidos grasos hepéaticos, triglicéridos vy
colesterol en el grupo PSI disminuyeron significativamente
en comparacidén con aquellos de otros grupos de dieta alta
en grasas (HFD, ERY, GLU y FRU).

Ejemplo 4-2. Actividad enzimatica reguladora de 1los
lipidos hepaticos

Las muestras se prepararon y analizaron de acuerdo
con el método desarrollado por Hulcher y Oleson.
Especificamente, la actividad de 1la &cido graso sintasa
(FAS) como una enzima reguladora de lipidos hepaticos se
mididé por ensayo espectrofotométrico de acuerdo con el

método descrito por Nepokroeff et al. Cada muestra se
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mezcld con 100 pl de fraccidn citoplasmatica y la mezcla se
dejé reaccionar a 30 °C durante 2 min. Se mididé wuna
reduccidédn en la absorbancia a 340 nm. Las unidades de
actividad de 1la &cido graso sintasa (FAS) se expresaron
como nanomoles (nmol) de NADPH oxidado durante 1 minuto por
mg de fraccidén citoplésmica. La actividad de B-oxidacidédn de
dcidos grasos se mididé controlando la reduccidén de NAD+ a
NADH en presencia de palmitoil-CoA, de acuerdo con 1lo
descrito por Lazarow. Las unidades de actividad de -
oxidacidén se expresaron como nanomoles (nmol) de NADH
producido durante 1 minuto por mg de proteina mitocondrial.

Los resultados se muestran en (B) de la Figura 4.

Como se muestra en (B) de la Figura 4, las
actividades de FAS vy las actividades de f-oxidacidén de
adcidos grasos en los grupos de dieta alta en grasas (HFD,
ERY, GLU Yy FRU) excepto el grupo PST aumentaron
significativamente en comparacidén con aquellos del grupo ND
pero las actividades de FAS vy las actividades de -
oxidacidén de &cidos grasos en el grupo PSI disminuyeron
significativamente en comparacidén con aquellas de otros
grupos de dietas altas en grasas y resultaron ser similares
a aquellas del grupo ND.

Ejemplo 4-3. Morfologias de tejido hepatico

Los tejidos hepédticos fueron extraidos de los ratones

en el grupo de dieta normal (ND) y en los grupos de dieta
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alta en grasas (HFD, ERY, GLU, FRU y PSI) y fueron fijados
en una disolucidén bufer de formalina al 10%. Los tejidos
hepédticos fijos fueron embebidos en parafina. Se prepararon
secciones de 4 mm a partir de los tejidos hepaticos y sus
secciones transversales se tifieron con hematoxilina vy
eosina. Las Aareas tefiidas se observaron utilizando un
microscopio oéptico con un aumento de 200x (Nikon, Tokio,
Japdn) .

Los resultados se muestran en (C) de la Figura 4.

Como se muestra en (C) de la Figura 4, la acumulacidn
de adipocitos en los tejidos hepadticos de los grupos de
dieta alta en grasas (HFD, ERY, GLU y FRU) excepto el grupo
PSI se observd mas claramente que en los tejidos hepéaticos
del grupo ND y el tamafio de los adipocitos en los tejidos
hepdticos del grupo PSI fue menor gque en los tejidos
hepdticos de otros grupos de dieta alta en grasas.

Estos resultados revelan que la D-psicosa disminuyd
los niveles de acidos grasos, triglicéridos y colesterol,
las actividades de FAS y el tamafio de los adipocitos en los
higados de los ratones con obesidad inducida con dieta alta
en grasas. En conclusién, la D-psicosa es efectiva para la
inhibicién del higado graso. Ademéds, la D-psicosa redujo
las actividades de (-oxidacidén de &cidos grasos hepaticos,
que se habian incrementado con dietas altas en grasas, a

niveles similares a aquellos del grupo de dieta normal. En
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conclusidén, la D-psicosa es efectiva para mantener la
homeostasis del metabolismo de los lipidos hepaticos a un

nivel normal.

Ejemplo 5: 1Influencias de la D-psicosa en las

actividades enzimaticas que regulan los lipidos vy las

morfologias tisulares en los tejidos adiposos de ratones

con obesidad inducida con dieta alta en grasas

El siguiente experimento se 1llevd a cabo para
investigar las influencias de la D-psicosa en las
actividades enzimadticas que regulan los lipidos vy las
morfologias tisulares en los tejidos adiposos de ratones
con obesidad inducida con dieta alta en grasas.

Ejemplo 5-1. Lipidos que regulan las actividades
enzimaticas en los tejidos adiposos

Las muestras se prepararon y analizaron de acuerdo
con el método desarrollado por Hulcher % Oleson.
Especificamente, la actividad de 1la &cido graso sintasa
(FAS) como una enzima reguladora de 1lipidos del tejido
adiposo blanco se midid por ensayo espectrofotométrico de
acuerdo con el método descrito por Nepokroeff et al. Cada
muestra se mezcld con 100 pl de fraccidén citoplasmatica vy
la mezcla se dejdé reaccionar a 30 °C durante 2 min. Se
mididé una reduccidén en la absorbancia a 340 nm. Las

unidades de actividad de FAS se expresaron como nanomoles
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(nmol) de NADPH oxidado durante 1 minuto por mg de fraccidn
citoplasmica. La actividad de p-oxidacidén de &cidos grasos
se midid controlando la reduccidén de NAD+ a NADH en
presencia de palmitoil-CoA, de acuerdo con lo descrito por
Lazarow. Las wunidades de actividad de (-oxidacidén se
expresaron como nanomoles (nmol) de NADH producido durante
1 minuto por mg de proteina mitocondrial.

Los resultados se muestran en (A) de la Figura 5.

Como se muestra en (A) de la Figura 5, las
actividades de FAS en los grupos de dieta alta en grasas
(HFD, ERY, GLU vy FRU) excepto el grupo PSI aumentaron
significativamente en comparacidén con aquellos del grupo ND
y las actividades de p-oxidacidén de &cidos grasos en 1los
grupos de dieta alta en grasas (HFD, ERY, GLU vy FRU),
excepto el grupo PSI, disminuyeron significativamente en
comparacidén con aquellos del grupo ND. Las actividades de
FAS en el grupo PSI disminuyeron significativamente en
comparacidén con aquellas de otros grupos de dieta alta en
grasas, mientras que las actividades de p-oxidacidén de
dcidos grasos en el grupo PSI aumentaron significativamente
en comparacidén con aquellas de otros grupos de dieta alta
en grasas y se descubrid que eran similares a aquellas en
el grupo de dieta normal. A partir de estos resultados, se
puede observar que la D-psicosa redujo la sintesis de

adcidos grasos y aumentd la oxidacidén de 4&cidos grasos en



10

15

20

25

37

los tejidos adiposos de ratones con obesidad inducida con
dieta alta en grasas. En conclusidén, 1la D-psicosa es
efectiva para la reduccidén de la masa de grasa corporal.
Ejemplo 5-2. Morfologias de tejido adiposo
Los WAT epididimos fueron extraidos de los ratones en
el grupo de dieta normal (ND) y en los grupos de dieta alta

en grasas (HFD, ERY, GLU, FRU y PSI) y fueron fijados en

una disolucidén bufer de formalina al 10%. Los WAT
epididimos fijos fueron embebidos en parafina. Se

prepararon secciones de 4 mm a partir de los WAT epididimos
y Sus secciones transversales se tifieron con hematoxilina y
eosina. Las Aareas tefiidas se observaron utilizando un
microscopio o6ptico con un aumento de 200x (Nikon, Tokio,
Japdn) .

Los resultados se muestran en (B) de la Figura 5.

Como se muestra en (B) de la Figura 5, se observd
claramente un aumento en el tamafio de los adipocitos en los
WAT epididimos de los grupos de dieta alta en grasas (HFD,
ERY, GLU y FRU) excepto el grupo PSI en comparacidén con los
WAT epididimos del grupo ND. Se descubridé que el tamafio de
los adipocitos en el grupo PSI era relativamente pequefio en
comparacidédn con aquel de otros grupos de dieta alta en
grasas.

A partir de estos resultados, se puede observar que

la D-psicosa redujo la sintesis de acidos grasos y aumentd
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la oxidacién de &cidos grasos en los tejidos adiposos de
ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasas,
resultando en una reduccidén del tamafio de adipocitos y una
inhibicién de la acumulacidén de lipidos. En conclusidn, la
D-psicosa es efectiva para la normalizacidén de la masa de

grasa corporal al nivel normal.

Ejemplo 6: Influencias de la D-psicosa en la

expresidén del ARNm de genes implicados en la sintesis vy

oxidacidén de A&cidos grasos en los higados de ratones con

obesidad inducida con dieta alta en grasas

El siguiente experimento se 1llevd a cabo para
investigar las influencias de la D-psicosa en la expresidn
del ARNm de genes (FAS, ACCl, CPTla, and CPT2) implicados
en la sintesis y oxidacidén de &cidos grasos en los higados
de ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasas

Las muestras fueron preparadas y analizadas segun se
describidé anteriormente. Especificamente, el ARN total fue
sintetizado en ADNc usando un kit de transcripcidn inversa
QuantiTect (QIAGEN Gmbh, Hilden, Alemania). La expresidén de
ARN fue cuantificada con PCR cuantitativa en tiempo real
usando un kit QuantiTect SYBR Green PCR (QIAGEN Gmbh,
Hilden, Alemania). Los oligonucledétidos fueron disefiados
para detectar FAS (4cido graso sintasa, 14101), ACCl

(Acetil-CoA carboxilasa 1, 1074706), CPT1lu (Carnitina
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palmitoiltransferasa lo, 12894) y CPT2 (Carnitina
palmitoiltransferasa 2, 12896). GAPDH fue usado como un
marcador de transcripcidn interno. La reaccidn fue

realizada en un total de 40 ciclos (cada uno de los cuales
consistidé en 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 58 °C, 30
segundos a 72 °C, y 15 segundos a 65 °C). Las sefales de
fluorescencia fueron monitorizadas en cada ciclo y 1los
ciclos umbral (Ct) resultantes fueron analizados. La
expresidn de ARNm en cada grupo experimental fue
cuantificada wutilizando un sistema de tiempo real CFX96
(Bio-rad, EE. UU.).

Los resultados se muestran en la Figura 6.

Como se muestra en la Figura 6, los niveles de
expresién de ARNm de genes (FAS y ACCl) implicados en la
sintesis de &cidos grasos hepdticos y genes (CPTla y CPT2)
implicados en la oxidacidén de &cidos grasos en todos 1los
grupos de dieta alta en grasas (HFD, ERY, GLU, FRU, PSI)
fueron significativamente méds Dbajos que aquellos en el
grupo ND. Particularmente, los niveles de expresidén de ARNm
de genes (FAS y ACCl) implicados en la sintesis de &cidos
grasos hepaticos y genes (CPTla y CPT2) implicados en 1la
oxidacién de 4cidos grasos en el grupo PSI fueron
significativamente mads bajos que aquellos en el grupo ND.

A partir de estos resultados, se puede concluir que

la D-psicosa redujo la expresién de ARNm de los genes
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implicados en la sintesis de acidos grasos en los higados
de ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasas

para inhibir la produccidén de grasa en los higados.

Ejemplo 7: Influencias de la D-psicosa en la

excrecidén de lipidos en heces de los ratones con obesidad

inducida con dieta alta en grasas

El siguiente experimento se realizd para investigar
las influencias de la D-psicosa en la excrecidédn de lipidos
en heces de los ratones con obesidad inducida con dieta
alta en grasas.

Los lipidos fueron extraidos de las heces de ratones
en el grupo de dieta normal (ND) y los grupos de dieta alta
en grasas (HFD, ERY, GLU, FRU y PSI) y se secaron. Luego,
cada uno de los extractos de lipidos desecados se disolvid
en 1 ml de etanol. Se emulsionaron 200 upl de la disolucidn
lipidica en wuna disolucién de Triton X-100 y colato de
sodio en agua destilada. Los niveles de triglicéridos,
colesterol vy é&acidos grasos en las heces se analizaron
usando los mismos kits enzimaticos que aquellos usados en
el Ejemplo 2.

Los resultados se muestran en la Figura 7.

Como se muestra en la Figura 7, los niveles de
triglicéridos, colesterol y &cidos grasos en las heces de

los grupos de dieta alta en grasas (HFD, ERY, GLU, FRU vy
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PSI) fueron significativamente méds altos que aquellos del
grupo de dieta normal. Particularmente, se confirmdé que los
niveles de triglicéridos, colesterol y acidos grasos en las
heces del grupo PSI eran significativamente méas altos que
aquellos de otros grupos de dietas altas en grasas (HFD,
ERY, GLU y FRU).

A partir de estos resultados, se puede concluir que
la D-psicosa aumenta la excrecidn de lipidos en las heces
de ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasas,
lo cual estd asociado con el efecto inhibidor de 1la D-

psicosa sobre la absorcidn de grasa entérica.

Ejemplo 8: Influencias de la D-psicosa en la

expresidén del ARNm de genes implicados en la absorcidn de

lipidos en los intestinos delgados de ratones con obesidad

inducida con dieta alta en grasas

El siguiente experimento se 1llevd a cabo para
investigar las influencias de la D-psicosa en la expresidn
del ARNm de genes (CD36, FATP4, and ApoB48) implicados en
la absorcidén de lipidos 'y genes (ABCG5 and ABCGS)
implicados en la excrecidén en los intestinos delgados de
ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasas

Las muestras fueron preparadas y analizadas segun se
describidé anteriormente. Especificamente, el ARN total fue

sintetizado en ADNc usando un kit de transcripcidn inversa
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QuantiTect (QIAGEN Gmbh, Hilden, Alemania). La expresidén de
ARN fue cuantificada con PCR cuantitativa en tiempo real
usando un kit QuantiTect SYBR Green PCR (QIAGEN Gmbh,
Hilden, Alemania). Los oligonucledétidos fueron disefiados
para detectar CD36 (cluster de diferenciacién 36, 12491),
ApoB48 (apolipoproteina B 48, 238055), FATP4 (transportador
de &cidos grasos 4, 26569), ABCGS (cassette de unidén a ATP
subfamilia G, miembro 5, 27409), y ABCG8 (cassette de unidn
a ATP subfamilia G miembro 8, ©7470). GAPDH fue usado como
un marcador de transcripcién interno. La reaccidn fue
realizada en un total de 40 ciclos (cada uno de los cuales
consistidé en 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 58 °C, 30
segundos a 72 °C, y 15 segundos a 65 °C). Las sefales de
fluorescencia fueron monitorizadas en cada c¢iclo vy 1los
ciclos umbral (Ct) resultantes fueron analizados. La
expresidn de ARNm en cada grupo experimental fue
cuantificada wutilizando un sistema de tiempo real CFX96
(Bio-rad, EE. UU.).

Los resultados se muestran en la Figura 8.

Como se muestra en la Figura 8, los niveles de
expresién de ARNm de genes (CD36, FATP4 vy ApoB48)
implicados en la absorcidén de 1lipidos en el intestino
delgado fueron significativamente més altos en los grupos
de dieta alta en grasas (DFH, ERY, GLU y FRU), excepto el

grupo PSI, que aquellos en el grupo ND. Los niveles de
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expresién de ARNm de genes (CD36, FATP4 y Apo B48)
implicados en la absorcidén de 1lipidos en el intestino
delgado fueron significativamente méds bajos en el grupo PSI
que en otros grupos de dieta alta en grasas (HFD, ERY, GLU
y FRU) y se mantuvieron en los mismos niveles que aquellos
en el grupo de dieta normal.

A partir de estos resultados se puede concluir que la
D-psicosa redujo la expresidédn del ARNm de genes implicados
en la absorcidén de lipidos en los intestinos delgados de
ratones con obesidad inducida con dieta alta en grasas. En
conclusidén, la D-psicosa tiene un efecto inhibitorio sobre
la disponibilidad de 1lipidos debido a su capacidad para
inhibir la absorcién de lipidos en el intestino delgado.

Con base en los resultados obtenidos en los Ejemplos
1-8, las funciones de la D-psicosa en el metabolismo de los
lipidos en el intestino delgado, los tejidos hepéaticos vy
los tejidos adiposos de ratones con obesidad inducida con

dieta alta en grasas se resumen brevemente en la Figura 9.

La composicidén de acuerdo con la presente invencidn
se prepard en las siguientes formulaciones.

Ejemplo de preparacibn 1: Preparacidn de

formulaciones farmacéuticas
1. Preparacidn de polvos

D-psicosa 200 mg
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Lactosa 100 mg

Los ingredientes se mezclaron y se 1ingresaron

bolsas herméticas para preparar polvos

2. Preparacidén de comprimidos

D-psicosa 200 mg
Almidédn de maiz 100 mg
Lactosa 100 mg

Estearato de Magnesio 2 mg

en

Los ingredientes se mezclaron uno con el otro y se

comprimieron para preparar comprimidos de acuerdo con un

método adecuado conocido en la técnica.

3. Preparacidén de cépsulas

D-psicosa 200 mg
Almidédn de maiz 100 mg
Lactosa 100 mg

Estearato de Magnesio 2 mg

Los ingredientes se mezclaron uno con el otro y se

ingresaron en céapsulas de gelatina para preparar capsulas

de acuerdo con un método adecuado conocido en la técnica.

4. Preparacidén de inyectables

D-psicosa 200 mg
Manitol 100 mg
Na,HPO4 - 12H,0 2 mg

Agua destilada esterilizada para inyeccidn dg.s

Los 1ingredientes se mezclaron uno con el otro

en
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ampolletas (de 2 ml cada una) para preparar inyectables de

acuerdo con un método adecuado conocido en la técnica.

Ejemplo de preparacidédn 2: Preparacidn de alimentos

Los alimentos que incluyen D-psicosa se prepararon
por medio de los siguientes procedimientos:

1. Preparacidédn de salsas para cocinar

Se ©prepararon salsas para cocinar saludables que
incluian el 20-95% en peso de D-psicosa.

2. Preparacidén de catsups de jitomate y salsas

Se prepararon cdtsups de jitomate % fuentes
saludables que incluian el 0.2-1.0% en peso de D-psicosa.

3. Preparacidén de alimentos de harina

Se afiadidé 0.5-5.0% en peso de D-psicosa a la harina.
La mezcla se usd para preparar panes, pasteles, galletas,
galletas saladas y productos de harina saludables.

4. Preparaciones de sopas y salsas espesas

Se afiadidé 0.1-5.0% en peso de D-psicosa a sopas y
salsas espesas para productos procesados de carne vy
productos de harina saludables.

5. Preparacidén de carne picada

Se prepard carne picada que incluia el 10% en peso de
D-psicosa.

6. Preparacidédn de productos lacteos

Se afiadidé 5-10% en peso de D-psicosa a la leche. La
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mezcla se usd para preparar productos lacteos tales como

mantequillas y helados.

FEjemplo de preparacidédn 3: Preparacidédn de bebidas

1. Preparacidédn de bebidas carbonatadas

Se mezcld el 10-15% de D-psicosa, 5-10% de azucar,
0.05-0.3% de &cido citrico, 0.005-0.02% de caramelo y 0.1-
1% de vitamina. La mezcla se mezcld con el 75-80% de agua
purificada para preparar un jarabe. El jarabe se esterilizd
a 85-98°C durante 20-180 segundos y se mezcld con agua de
refrigeracién en wuna proporcién de 1:4. A la mezcla se
inyectd el 0.5-0.82% de gas de acido carbdnico para
preparar una bebida carbonatada que contenia D-psicosa.

2. Preparacidén de bebidas saludables

D-psicosa (contenido de sélidos: 2.5%, 97.16%),
extracto de azufaifa (65 Dbrix, 2,07%), extracto de
complejos de bebida de fruta (contenido sdélido: 70%,

0.12%), wvitamina C (0.02%), pantotenato de calcio (0.02%) vy
extracto de regaliz (contenido de sélidos: 65%, 0.01%)
fueron mezclados uno con el otro. La mezcla fue
homogeneizada, esterilizada instantdneamente y envasada en
envases pequefios tales como botellas de vidrio y botellas
PET para preparar bebidas saludables.

3. Preparacidén de jugos de verduras

Se agregaron 0.5 g de D-psicosa a 1,000 ml de un jugo
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de jitomate o zanahoria para preparar un Jjugo de verduras
saludable.

4. Preparacidédn de jugos de frutas

Se agregaron 0.1 g de D-psicosa a un jugo de manzana

O uva para preparar un jugo de frutas saludable.

Aunque la presente invencidén se ha descrito aqui con
referencia a las modalidades anteriores, los técnicos en la
materia entenderan que la invencidén puede implementarse en
otras formas especificas sin cambiar el espiritu o las
caracteristicas esenciales de la invencidén. Por lo tanto,
cabe notar que las modalidades anteriores son meramente
ilustrativas en todos los aspectos y no deben interpretarse

como limitativas de la invencidn.

Aplicabilidad industrial

En la presente invencidén, la actividad fisioldgica de
la D-psicosa fue aclarada asignando dietas isocalédricas a
grupos de dieta para excluir el efecto de la D-psicosa
sobre la reduccién de calorias. Como resultado, se
descubridé que la D-psicosa tiene funciones de inhibir 1la
absorcién de 1lipidos en el intestino delgado vy aumenta
considerablemente los niveles de lipidos en las heces para
inhibir la produccidédn de grasa y reduce el peso corporal,

la masa de grasa corporal y los niveles plasmaticos de



48

lipidos de manera que el peso corporal, la masa grasa
corporal y los perfiles de lipidos en plasma se normalizan
en poco tiempo. Debido a estas ventajas, se espera que la
D-psicosa se use para la prevencidn vy/o tratamiento de

enfermedades metabdlicas relacionadas con los lipidos.



