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DESCRIPCION

Composiciones de productos naturales para el tratamiento de la diabetes.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicidn para reducir los niveles de glucosa en sangre que comprende
productos naturales, en particular, a una composicion farmacéutica o alimenticia para reducir los niveles de glucosa
en sangre que comprende mezclas de dos o mds compuestos triterpenoides obtenidos a partir de Anredera cordifolia
(Basellaceae) y dos o mds compuestos de diterpeno fenol obtenidos a partir de Salvia canariensis (Lamiaceae).

Antecedentes de la invencion

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica sistémica que se desarrolla debido a factores genéticos o am-
bientales y causada por la deficiencia total o absoluta de insulina en el cuerpo. El principal sintoma de la diabetes
mellitus es el nivel anormalmente elevado de glucosa en sangre y orina con glucosa, inducido por el metabolismo
alterado de azicares, grasas y proteinas y un tipico apetito excesivo, sed excesiva y orina excesiva que acompafian a
una profunda fatiga.

Mientras, cuando se utilizan el agente sustitutivo de insulina y el agente oral reductor de glucosa en sangre (sulfo-
nilurea y biguanida) predominantes como agentes para el tratamiento de la diabetes, los niveles de glucosa en sangre
aumentan rapidamente después de la comida; sin embargo, la aparicién de insulina en sangre inducida por la admi-
nistracién de los farmacos es relativamente lenta. Como resultado, tiene lugar una desregulacion entre el aumento
de glucosa en sangre y la aparicién de insulina en sangre. En particular, la insulina inyectada subcutdneamente es
absorbida tan lentamente que la desregulacién empeora, y aparecen los sintomas de hiperglucemia postprandial, hipe-
rinsulinemia e hipoglucemia.

La diabetes mellitus se clasifica en diabetes mellitus dependiente de insulina (Tipo I) y diabetes mellitus no depen-
diente de insulina (Tipo II).

La diabetes mellitus dependiente de insulina, Tipo I, se desarrolla de repente debido a la deficiencia severa de
insulina, en algunos casos con sintomas serios tales como cetoacidosis diabética. En Europa y en América, se estima
que el 5-10% de los pacientes diabéticos pertenecen al Tipo I. Dado que se desarrolla en edades comprendidas entre
10-20 afios, la Tipo I también es conocida como diabetes mellitus de aparicidn juvenil. En cuanto a la patogénesis,
se ha sugerido un factor genético, el antigeno HLA (HLA, DR, DQ) como causa asociada con la diabetes, y factores
ambientales, tales como virus y toxinas que convierten el antigeno de superficie de las células beta del pincreas
secretoras de insulina en inmunogénicas, resultando en la produccién de autoanticuerpos contra los islotes y la insulina.
Se ha revelado que el autoinmune estd involucrado en el desarrollo de la diabetes mellitus. En los dltimos afos, se ha
intentado retrasar o prevenir el desarrollo de la diabetes mediante la deteccidn precoz de dichos autoanticuerpos antes
del desarrollo de la diabetes Tipo 1.

La diabetes mellitus Tipo II se desarrolla practicamente a partir de los cuarenta y la mayoria de pacientes diabéticos
en Europa y América pertenecen a diabetes mellitus Tipo II. La diabetes mellitus Tipo II es conocida como diabetes
mellitus de aparicién adulta en comparacion con el Tipo I y se sabe que se desarrolla por causas asociadas con
factores tanto genéticos como ambientales. En cuanto a los factores genéticos, se ha observado agregacién familiar.
Con respecto a los factores ambientales, estan asociados con la diabetes mellitus la ingesta de alimentos altamente
caldricos, el ejercicio fisico insuficiente, la obesidad, el estrés y el abuso de drogas. De acuerdo con la patogénesis de
la diabetes mellitus Tipo II, se observan tanto el desorden en la secrecion de insulina en las células beta del pancreas
como el defecto de la actividad de la insulina en las células diana (resistencia a insulina). Sin embargo, no esta claro
cual es el factor critico primario.

La tasa de prevalencia de la diabetes mellitus aumenta asombrosamente en estos dias y se observa que la terapia
mads efectiva es la prevencion de complicaciones dosificando los excelentes agentes reductores de glucosa en sangre
en los estados iniciales.

Los agentes orales reductores de glucosa en sangre para el tratamiento de la diabetes mellitus incluyen las sulfoni-
lureas, las biguanidas y acarbosa y similares. En el caso de las sulfonilureas, se utilizan generalmente los productos de
segunda generacion debido al tiempo de accién mds corto y un excelente efecto en la reduccion de glucosa en sangre.
Las sulfonilureas se utilizan en pacientes con diabetes de adquisicién adulta que no estén obesos, mientras que las
biguanidas y acarbosa con pacientes que estdn obesos por encima del peso normal. Una de las diferencias remarcables
entre las biguanidas y acarbosa respecto a las sulfonilureas es la baja frecuencia de hipoglucemia inducida.

El agente reductor de glucosa en sangre ideal es un fairmaco seguro y que se pueda administrar oralmente que
tenga no sélo la accién rdpida que permita la prevencién del incremento de glucosa en sangre después de la ingesta
y pierda la actividad en un tiempo corto para evitar la induccién de hipoglucemia, sino que también sea capaz de
tratar los desérdenes del metabolismo que acompanan particularmente a la diabetes. Actualmente, la importancia de
desarrollar dicho agente reductor de glucosa en sangre ha sido cada vez mds reconocida y se ha puesto la atencién en
el tratamiento de la diabetes mellitus con productos farmacéuticos tradicionales y productos naturales.
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Ademads, la insulina administrada mediante inyeccién tiene un efecto notable en la reduccién de glucosa en sangre,
pero sin embargo, es incomodo de utilizar y debe tenerse en cuenta la posibilidad de complicaciones tales como la
hipoglucemia. En particular, deben tenerse precauciones adecuadas con las personas mayores ya que son susceptibles
de sufrir hipoglucemia.

Ademads de estas terapias con fairmacos, existen alrededor de 160 terapias populares que se llevan a cabo en Europa
y América. Se ha descrito que mas del 70% de los pacientes adultos con diabetes mellitus han probado una o mas de
estas terapias populares.

El estudio de los farmacos para el tratamiento de la diabetes se esta focalizando en la prevencion y tratamiento de
la diabetes, y en el caso de la diabetes dependiente de insulina, el estudio para prevenir el cdncer debido a insulitis
y el tratamiento de la diabetes se lleva a cabo con modelos animales de la enfermedad; la mayoria de las estrategias
para el tratamiento de la diabetes se concentran en la inhibicién y regulacién de la respuesta inmune para prevenir la
destruccion de las células beta. Una enfermedad autoinmune, la diabetes dependiente de insulina es debida al aumento
anormal de la funcién inmune, y se aplican varias terapias inmunes para prevenir la destruccién de las células beta.
Se ha encontrado que la eliminacién de las células T mediante el tratamiento con anticuerpos contra las células T y
la eliminacién de los macréfagos resulta en la inhibicién del desarrollo de la diabetes. Se ha descrito que la diabetes
mellitus puede ser inhibida mediante la inhibicién de la generacién y actividad de radicales libres tales como el NO
secretado en inmunocitos con antioxidantes tales como nicotina, vitamina E, probucol, MDL29311 y U78518F.

Mientras, la terapia con inhibidores inmunes ha sido ampliamente estudiada. Sin embargo, el tratamiento con
glucocorticoides no muestra una eficiencia significativa y aunque la ciclosporina A, la rapamicina y el FK506 se han
sugerido como agentes curativos de la diabetes, se requiere una mayor verificacion. La terapia con inhibidores inmunes
puede causar una excesiva inhibicién inmune que lleve a una infeccién secundaria, toxicidad hepética y renal, de forma
que existen muchos problemas que deben resolverse para utilizarlos como agentes curativos de la diabetes. Ademas,
la terapia con dosis a largo plazo puede inducir cidncer. Recientemente, el estudio sobre la prevencion y tratamiento
de la diabetes con reguladores inmunes, no inhibidores inmunes, estd en proceso y se ha descrito que el tratamiento
de citoquinas tales como IL-4 y IL-10 inhibe la diabetes mellitus en ratones enfermos. Los reguladores inmunes tales
como OK-432. LZ-8, BCG y CFA han sido descritos como capaces de tratar la diabetes mellitus. Sin embargo, el
mecanismo es todavia desconocido.

Como agentes curativos de la diabetes mellitus no dependiente de insulina, se estd intentando desarrollar agentes
que no tengan efectos adversos y sean capaces de tratar tanto la diabetes mellitus dependiente de insulina como la no
dependiente de insulina simultdneamente.

Es conocido que los productos farmacéuticos latinoamericanos usados tradicionalmente presentan baja toxicidad y
una variedad de eficacias curativas. Existen informes que indican que la prescripcién de uno o mas productos farmacéu-
ticos orientales permite el tratamiento de la diabetes mellitus y, en algunos casos, de la diabetes mellitus dependiente
y o dependiente de insulina simultdneamente.

La Anredera cordifolia y otras plantas de la familia botanica Basellaceae ha sido utilizada como medicina tradicio-
nal, en Colombia y Taiwan, usada como analgésico, para curar heridas y para el tratamiento sintomético de la diabetes
mellitus.

La Salvia canariensis, una Lamiaceae endémica de las Islas Canarias, ha sido utilizada en la medicina popular para
las dolencias estomacales y el tratamiento de la tos, y se ha descrito que presenta un contenido muy alto de compuestos
de diterpeno fenol los cuales se ha demostrado que son capturadores muy eficientes de los radicales libres y de las
especies de oxigeno en estado singulete que causan procesos degenerativos en mamiferos.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencion proporciona composiciones hipoglucemiantes que comprenden dos o mas de los com-
puestos triterpenoides elegidos entre el grupo formado por: dcido 3-O-[g-D-xilopiranosil-(1—3)-O-3-D- glucuropi-
ranosil]-30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oico, 38-hidroxi-30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oico, 35-hidroxi-30-noro-
leana-12,20(29)-dien-28-oico, Momordin Ib, Momordin Ib-28-8-glucopiranosil éster, dcido 3-O-[SB-D-glucuronopira-
nosil]-30-norolean-12,20(29)-dien-28-oico, Larreagenina A, 33,20¢-dihidroxi-30-norolean-12-en-28-oico, dcido 38-
hidroxi-30-norolean-12,19-dien-28-oico, 38-hidroxi-30-norolean-12,19-dien-28-oato, 3-O-[B-D-glucuronopiranosil]-
30-norolean-12,20(29)-dien-28-0-[B-D-glucopiranosil] éster, 3-O-[B-D-glucopiranosil]-30-norolean-12,20(29)-dien-
28-0-[B-D-glucopiranosil] éster, 3-O-[5-D-glucuronopiranosil]-30-norolean-12,20(29)-dien-23-hidroxi-28-oico, 4ci-
do 3-B-[0-B-D-xilopiranosil-(1—3)-O-3-D- glucopiranuronosil]oxi)-olean-12-ene-28-oico, 3-O-[8-D-glucuronopira-
nosil]-20(29)-eno-30 norhederagenin 28-O-[B-D-glucopiranosil] éster, Quinoasaponina-9, dcido ursélico y acido olea-
noélico, obtenidos en una realizacion preferente a partir de Anredera cordifolia, o sus sales farmacéuticamente acep-
tables para utilizarlos como agentes hipoglucemiantes, es decir, para reducir la glucosa en sangre o tratar la diabetes
mellitus, en mamiferos; y dos o mds de los compuestos de diterpeno fenol elegidos entre el grupo formado por: 7-ce-
to-ferruginol, 6,7-didehidro-ferruginol, d4cido carndsico, carnosol, isocarnosol, rosmanol, isorosmanol, epirosmanol,
galdosol y isogaldosol obtenidos en una realizacién preferida a partir de Salvia canariensis; o sus sales farmacéu-
ticamente aceptables para utilizarlos como agentes hipoglucemiantes, es decir, para reducir la glucosa en sangre o
tratar la diabetes mellitus, en mamiferos. Dichas composiciones contienen opcionalmente un vehiculo o portador far-
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macéuticamente aceptable y opcionalmente otro agente o agentes hipoglucemiantes utiles para el tratamiento de la
diabetes.

La invencién también abarca métodos para la obtencion de los compuestos triterpenoides, procesos para la obten-
cion de los compuestos de diterpeno fenol, composiciones que comprenden los compuestos de triterpeno y diterpeno
fenol y métodos para utilizar las composiciones que comprenden los compuestos de triterpeno y diterpeno como
agentes hipoglucemiantes.

La presente invencién puede comprenderse mejor haciendo referencia a las figuras, descripcion detallada y ejem-
plos dirigidos a ejemplificar realizaciones no limitativas de la invenciéon.

Aislamiento de los compuestos triterpenoides y de diterpeno fenol

El material de las plantas de la familia Basellaceae, preferentemente Anredera cordifolia, o de Salvia canariensis,
se extraen en primer lugar con un solvente orgdnico, incluyendo solventes orgdnicos apolares, solventes orgdnicos
polares, o sus mezclas, para obtener una solucién de los presentes compuestos triterpenoides. Como “material de las
plantas” se entiende cualquier parte de la planta tal como las hojas, raices, flores o el tallo, preferentemente las hojas.
Los solventes organicos apolares ttiles incluyen, pero no se limitan a, tetracloruro de carbono, diclorometano, benceno,
tolueno, xileno, pentano, heptano y similares. Los solventes orgdnicos polares ttiles incluyen, pero no se limitan
a, metanol, etanol, isopropanol, acetona, 2-butanona, acetato de etilo, éter dietilico, tetrahidrofurano, cloroformo,
dimetilformamida, N-metilpirrolidinona, dimetil sulféxido, y sus mezclas entre ellos o con agua. Preferentemente el
solvente utilizado para extraer los compuestos triterpenoides de la Baselloid ssp. es un solvente orgdnico polar, mas
preferentemente n-butanol. Preferentemente el solvente utilizado para extraer los compuestos de diterpeno fenol de
Salvia canariensis es un solvente orgdnico polar, mas preferentemente acetona. Antes de la extraccion con el solvente
orgdnico polar el material de las plantas puede ser opcionalmente molido, rallado, macerado o tratado de cualquier
otra forma para aumentar el drea de superficie total.

La extraccion de Baselloid spp. o Salvia canariensis con el solvente orgdnico polar o apolar puede llevarse a
cabo con un aparato de extraccién tipo soxhlet en el que se colocan los fragmentos pequefios de Baselloid spp. o
Salvia canariensis dentro de un dedal poroso y se extraen de forma continua con el solvente orgdnico polar o apolar
a temperatura de reflujo durante entre varias horas a varios dias, o preferentemente, colocando simplemente peque-
nos fragmentos de Baselloid spp. o Salvia canariensis en un recipiente que contiene el solvente orgdnico polar o
apolar y dejando la mezcla resultante macerar o agitarse a temperatura ambiente durante entre varias horas y varias
semanas.

Después de la extraccidn, la solucion organica se concentra (es decir, se evapora), opcionalmente al vacio, o se
liofiliza, para obtener un extracto polar o apolar que comprende los compuestos triterpenoides de la Baseloid spp. o
un extracto polar o apolar que comprende los compuestos de diterpeno fenol de Salvia canariensis.

El extracto polar o apolar se purifica a continuacién para obtener la mezcla de los compuestos triterpenoides de
Baselloid ssp. en forma purificada, o los diterpeno fenoles de Salvia canariensis en forma purificada. Como “forma
purificada” se entiende una forma del compuesto aislada y que no se encuentra de forma natural, que tiene un grado
de pureza de al menos el 50%, preferentemente al menos el 90%, y mds preferentemente al menos el 95%. El ex-
tracto polar o apolar puede ser purificado mediante cristalizacién o preferentemente, por cromatografia en columna,
incluyendo cromatografia convencional con gel de silice, cromatograffa en columna Sephadex, cromatografia flash
al vacio y cromatografia liquida de alta resolucién preparativa o semipreparativa. Cuando se usa la cromatografia
en columna para purificar los compuestos del extracto polar o apolar, puede ser necesario utilizar varias iteraciones
de la cromatografia en columna para obtener la mezcla de compuestos triterpenoides de Basellaceae spp. en for-
ma purificada o los compuestos de diterpeno fenol de Salvia canariensis, que tengan el grado deseado de pureza.
Preferentemente, el extracto polar o apolar se purifica en primer lugar utilizando cromatografia Sephadex HL-20 con-
vencional para obtener una serie de fracciones que estdn enriquecidas con la mezcla de triterpenoides de Basellaceae
spp. o los diterpeno fenoles de Salvia canariensis. Estas fracciones son preferentemente repurificadas, mds de una
vez si es necesario, para obtener la mezcla de triterpenoides de Basellaceae spp. o los diterpeno fenoles de Salvia
canariensis, en forma sustancialmente purificada. Como “forma sustancialmente purificada” se entiende una forma
aislada que no ocurre de forma natural de la mezcla de triterpenoides de Basellaceae spp. o los diterpeno fenoles
de Salvia canariensis, que tiene un grado de pureza de al menos el 95%. Las formas purificada y sustancialmente
purificada de los triterpenoides de Basellaceae spp., preferentemente Anredera cordifolia, pueden obtenerse mediante
purificacion de materiales aislados por extraccién de fuentes naturales de plantas, o por purificacién de compues-
tos obtenidos a partir de un proceso de sintesis quimico. Las formas purificada y sustancialmente purificada de los
diterpeno fenoles de Salvia canariensis, pueden obtenerse mediante purificacién de materiales aislados por extrac-
cion de fuentes naturales de plantas, o por purificaciéon de compuestos obtenidos a partir de un proceso de sintesis
quimico.

Métodos para usar los compuestos triterpenoides y de diterpeno fenol
Debido a la actividad hipoglucemiante de los compuestos triterpenoides de Anredera cardifolia y la actividad an-
tioxidante (capturadores eficientes de los radicales libres y de las especies de oxigeno en estado singulete que causan

procesos degenerativos en mamiferos) de los diterpeno fenoles de Salvia canariensis, las mezclas adecuadas com-
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binadas de ambos tipos de compuestos es ventajosamente ttil en veterinaria y medicina humana para el tratamiento
terapéutico de la diabetes mellitus. Adicionalmente, estas mezclas combinadas pueden ser ventajosamente utilizadas
como agente hipoglucemiante para reducir los niveles de glucosa en sangre en situaciones de estrés agudo tal como
se ha experimentado en animales o pacientes con hipertermia, trauma, sepsis, y quemaduras y sometidos a aneste-
sia general. La hiperglucemia asociada a veces con dolor agudo de cabeza, trombosis cerebral, encefalitis y choque
térmico pueden también ser tratados terapéuticamente con estas mezclas combinadas de triterpenos de Anredera cor-
difolia y diterpeno fenoles de Salvia canariensis. Adicionalmente, estas mezclas combinadas son ttiles como agente
hipoglucemiante para la enfermedad de almacenamiento de glucdégeno metabdlico congénita rara asociada con la
hiperglucemia.

Aungque la presente invencién no pretende estar limitada a ningiin mecanismo de accidn particular para explicar la
actividad hipoglucemiante de la mezcla combinada de triterpenoides y diterpeno fenoles de la presente invencidn, se
prevé que pueda ser ventajosamente Util para el tratamiento tanto de la diabetes dependiente de insulina o Tipo I (antes
denominada diabetes de aparicién juvenil o propensa a cetosis) y de la diabetes no dependiente de insulina o Tipo II
(antes denominada diabetes de aparicion adulta, de aparicion en la madurez o no cetdtica).

Las mezclas combinadas de compuestos de triterpeno y diterpeno fenol de la presente invencién pueden ser ad-
ministradas solas o en forma de una composicién que comprende cualquier portador fisiolégicamente aceptable tal
como agua, una solucién acuosa, suero salino u otro excipiente fisiolégicamente aceptable. En general, la dosis te-
rapéuticamente efectiva estaria en el rango entre alrededor de 10-1000 mg/kg/dia, preferentemente 1-250 mg/kg/dfa.
Las mezclas combinadas de compuestos de triterpeno y de diterpeno fenol de la presente invencion, pueden ser ad-
ministradas por varias vias, incluyendo, pero no limitadas a: via oral, inyeccién, incluyendo, pero no limitada a,
via intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea, intramuscular, etc. La ruta de administracién preferida es la via oral.
Las composiciones pueden contener adicionalmente otros agentes hipoglucemiantes tales como insulina; una bi-
guanida tal como metformina o buformina; una sulfonilurea tal como acetohexamida, cloropropamida, tolazamida,
tolbutamida, gliburida, glipizida o gliclazida; una tiazolidinodiona tal como troglitazona; un inhibidor de @-gluco-
sidasa tal como acarbosa o miglatol; o un agonista del receptor adrenérgico P3 tal como CL-316, 243, etc.; o sus
mezclas.

Las mezclas combinadas de compuestos de triterpeno y de diterpeno fenol de la presente invencién, pueden ser
administradas en una cantidad efectiva como una sal farmacéuticamente aceptable utilizando contraiones tales como
sodio, potasio, litio, calcio, magnesio, zinc y hierro.

Ademds, las mezclas combinadas de compuestos de triterpeno y de diterpeno fenol de la presente invencién o sus
sales farmacéuticamente aceptables pueden ser utilizados para fines de investigacion, por ejemplo, para investigar el
mecanismo y la actividad de los agentes hipoglucemiantes.

La siguiente serie de ejemplos se presentan como medio de ilustracién y no como medio de limitacion en el alcance
de la invencidn.

Ejemplo 1

Aislamiento y caracterizacion de los compuestos triterpenoides a partir de Anredera cordifolia

Ejemplo 1.1
Materiales y métodos

Las purificaciones de los compuestos para espectroscopia se realizaron en un equipo de cromatografia liquida de
alta eficiencia formado por dos bombas SHIMADZU LC-9A y un detector espectrofotométrico UV-VIS de longitud
de onda variable SHIMADZU SPD-6AYV, equipado con una columna WATERS de 19 x 150 mm rellena de gel de silice
uporasil con tamafio de particula 10 um, utilizando siempre como eluyentes disolventes grado Lichrosolv de la casa
MERCK. Para la realizacién de los experimentos de RMN, los productos fueron disueltos en CDCl;, C¢Cg, Py-Ds,
CD;0D, C,D,CO, usando Tms como referencia interna. Los espectros de RMN 'H fueron realizados en espectréme-
tros BRUKER WP-200 SY (200 MHz) y BRUKER AMX 400 (400 MHz), y los de RMN !*C se efectuaron en un es-
pectrémetro WP-200 SY (200 MHz) y BRUKER AMX 400 (400 MHz), WP-200 SY (50 MHz) y BRUKER AMX 400
(100 MHz). Los espectros de IR se realizaron usando pelicula o disolucién en CHCIl; del producto puro en células de
NaCl, en un espectrofotometro PERKIN ELMER, modelo 1600 (FTIR). Los espectros UV se efectuaron en un espec-
trofotometro PERKIN ELMER 550 SE, con células de cuarzo de 5 mm usando EtOH como disolvente. La determina-
cién de férmulas moleculares de fragmentos y del i6n molecular fueron realizados en un espectrémetro de alta resolu-
cion VG-MICROMASS, ZAB-2F, a potenciales de ionizacién de 15 6 70 eV. Los espectros de masa de baja resolucién
se realizaron en un espectrémetro HEWLETT-PAKARD, modelo 5995. La determinacion de las actividades 6pticas se
realiz6 en un polarimetro PERKIN ELMER, modelo 141, usando la linea D del sodio, a 25°C y en disolucién de CHCl;
con células de 1 dm. Las cromatografias en capa fina fueron realizadas sobre cromatofolios de gel de silice tipo G,
con indicador de luminiscencia a 254 nm, SCHLEICHER & SCHUELL, F-1500/LS 254. Las placas se revelaron con
oleum (CH;COOH 80%, H,0 16% y H,SO, 4%), calentandolas posteriormente a 120°C. Para la cromatografia en capa
fina preparativa se usaron placas de 1 mm de espesor SCHLEICHER & SCHUELL F-1510/LS 254 20 x 20 cm. Para
las columnas tanto hiimedas como secas se utilizé gel de silice (0.0063 - 0.0020 nm) 6 60 G de la casa MERCK, para
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las cromatografias en SEPHADEX LH-20 de la casa PHARMACIA FINE CHEMICALS. Las columnas se montaron
de la siguiente forma: durante al menos una noche se dej6 la cantidad de SEPHADEX deseada en suspensién con meta-
nol (1 g para 3,9-4,1 cm?) y se verti6 en la columna dejandola reposar. Cada vez que se cambid el disolvente empleado
como eluyente se paso al menos, unas tres veces, una cantidad equivalente al volumen muerto de la columna. El pro-
ducto se deposita en la parte superior disuelto en una cantidad de disolvente no inferior al 5% del volumen muerto de la
columna.

Ejemplo 1.2

Aislamiento de los principios activos a partir de Anredera cordifolia

El aislamiento de los compuestos de triterpeno se resume mds adelante en el Esquema I. El material de plantas
fresco (156.8 g) se sometié a un proceso de liofilizacién y después de 36 horas se obtuvo la planta deshidratada.
La planta deshidratada se extrajo con 200 al de hexano (3 repeticiones), y se dejé durante 6 horas a temperatura
ambiente. La evaporacién del hexano rindié 235.5 mg de extracto hexdnico. Este extracto se pasé a través de una
columna cromatografica de gel de silice. La elucién del residuo se hizo con un gradiente de polaridad creciente de
hexano y EtOAc, recogiendo 200 fracciones (50 ml cada una). En base al andlisis por TLC, se combinaron en tres
fracciones F-1, F-2 y F-3, la fraccién F-1 contenia las ceras, la F-2 los 4cidos grasos y la F-3 los diterpenos. Una
segunda extracciéon con CH,Cl, (tres repeticiones de 200 ml cada una), rindié un extracto verdoso de diclorome-
tano (228 mg). La cromatografia de este extracto sobre gel de silice, utilizando gradientes de elucion de polaridad
creciente de hexano-EtOAc y en base al andlisis por TLC se combinaron en cuatro fracciones F-1, F-2, F-3 y F-
4. Las purificaciones continuas por cromatografia con gel de silice y cromatografia preparativa ademds de andlisis
por '"Hy 3C - NMR verificaron en las F-1 y F-2 la presencia de dcidos grasos y triterpenos en las fracciones F-3
y F-4.

El material de plantas que quedé después de la extraccion continua con CH,Cl, se sometié a una tercera extraccion
con una mezcla de MeOH-H,0 (50%). Después de la evaporacion del MeOH en un rotavapor se obtuvo una fase
acuosa (3.964 g). La fase acuosa se extrajo 5 veces con n-butanol (200 ml cada una) y la evaporacién del n-butanol
utilizando evaporacién rotativa a alto vacio utilizando nitrégeno liquido, dio un extracto butandlico (910 mg) y un
resto de fase acuosa (3.050 g). Cromatografias repetidas del extracto butandlico sobre Sephadex LH-20 (MeOH)
ademds de los andlisis por '"H y *C-NMR verificaron la presencia de compuestos de triterpeno glicosilados (480 mg)
y compuestos glicosilados aromaticos.

El residuo de la fase acuosa se someti6 a purificaciones repetidas sobre Sephadex LH-20 (MeH:H,O 7:3) para dar
la mezcla de compuestos glicosilados (2.500 g). El material de plantas (primer residuo) del extracto de MeH:H,O se
extrajo posteriormente con H,O. Este extracto fue liofilizado, obteniéndose un polvo amarillento palido. El anélisis
por "H-NMR indicé la presencia de una mezcla de glicosilados.

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Esquema 1

Aislamiento de los principios activos de Anredera c.

Aislamiento del principio activo

Planta liofilizada
(poivo) 14.03 g

/ Extraccion con hexano

Fase hexdnica 235.5 mg

C.C Silica gel
Y
Cera, acidos graso, Extraccion con CH,Cly
diterpenos

Fase diclorometano 228 mg

C.C Silica gel ¥
Extraccién con MeOH-H,0 50%
Acidos graso,
trit
riterpenos 1° Residuo
MeOH Extraccion con H,0

Fase acuosa 3.964 g

i ] 7

i Fase acuosa Residuo insoluble
——e—e—  Extraccion con
l n-butanol ’ 696 mg (desechar)
C.C. Sefadex
Restos de fase acuosa Fase butandlica X
LH-20
3.050g 910 mg
C.C. Sefadex l Compuestos glicosilados
355
C.C. Sefadex LH-20 55 mg

LH-20

Compuestos glicosilados Compuestos Triterpénicos Compuestos aromaticos
2.500¢g glicosilados, 480 mg glicosilados, 395 mg

Ejemplo 2

Aislamiento de los diterpeno fenoles de Salvia canariensis

El aislamiento de los diterpeno fenoles de S. canariensis se resume mds adelante en el Esquema 2. 1,5 Kg de
la parte aérea seca de S. canariensis cultivada, de la cual un espécimen se encuentra depositado en el Herbolario
del Departamento de Botédnica de la Facultad de Biologia de la Universidad de La Laguna. El material vegetal seco
fue finamente triturado y macerado con acetona destilada a temperatura ambiente. El disolvente se eliminé a presién
reducida a 40°C, obteniéndose 112,65 gr de extracto.

El extracto asi obtenido se disolvié en 250 ml de acetato de etilo, y se extrajo 5 veces con una disolucién acuosa
de NaOH IN. Cada fraccién acuosa (por separado) se acidul6 usando una disolucién de HCI al 5%. Las fases acuosas
aciduladas se extrajeron cada una 3 veces con porciones de 100 ml de acetato de etilo. Los extractos organicos se
secaron sobre Na,SO, anhidro, se filtraron y el disolvente se eliminé a presion reducida en el rotavapor, obteniéndose
de esta manera 5 fracciones, de las cuales después de realizar un andlisis por capa fina se decidi6 reunir de la 2* a la 5*
y desecharse la 1°.
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Las fracciones 2 a la 5 se cromatografiaron en una columna de Sephadex LH-20, usando como mezcla eluyente n-
Hexano/CH,Cl,/MeOH en la proporcién 2:1:1. Tras realizar el correspondiente andlisis en cromatografia en capa fina,
se reunieron aquellas fracciones donde el carnosol era el producto mayoritario y se pusieron a cristalizar en la mezcla
acetona/diclorometano. De este modo, el proceso rindi6 1,73 gr de carnosol puro.

Esquema 2

Salvia canariensis

]

Residuo Ivegetal

1
Extracto seco

112. 65gr

1l) AcOEt
2) 5x250ml NaOH 1IN

v

i

Fase acuosa

Fase organica

1) HCI 1N
2) AcOEt

!

Y

Fase acuosa

Fase organica

SEPHADEX LH-20

i

Fracciones de
(1-10) y (16-19)

‘ ‘

Fracciones de (20-24) Fracciones
de (11-15)

cromatografia

cristalizacion
CH,Cly/acetona

acido carnosico (6)

02 / MezCO

carnosol (7)

16-hidroxicarnosol (27)
carnosol (7)
isogaldosol (22)
isorosmanol (21)
rosmanol (4)

carnosol (7)
1,78gr

Reduccion de la concentracion de glucosa en plasma

Estos ejemplos ilustran la efectividad de la mezcla hipoglucemiante de triterpenos y diterpenos, reduciendo la con-
centracién de glucosa en sangre en ratones obesos db/db, un reconocido modelo de la diabetes no insulinodependiente,
usado en ensayos sobre actividad hipoglucemiante en mamiferos, incluidos los humanos.
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Ejemplo 3
Materiales y métodos usados

Se adquirieron ratones obesos y diabéticos alterados genéticamente (C57BUKs-db/db) al Laboratorio Jackson (The
Jackson Laboratory, Bar Harbour Me., USA) que sirvieron como animales de experimentacion.

Se escogieron machos con edades comprendidas entre las 7 y 9 semanas, para el estudio. Los animales se distribu-
yeron en jaulas (4 ratones/jaula) que se mantuvieron en condiciones estdndar de laboratorio a 22°C y se alimentaron
con pienso Purina® para roedores, y agua a demanda. Se usaron 15 animales seleccionados aleatoriamente, sin tener
en cuenta previamente su nivel de glucosa en sangre.

A 11 ratones diabéticos C57BUKs-db/db, se les administrd, mediante inyeccion intraperitoneal, 0.5 ml de mezcla
de diterpenos y triterpenos con una dosis de 2 g/kg peso. Los 4 restantes sirvieron de control, inyectdndoles 0.5 ml de
suero fisiologico (NaCl 0.9%).

Cuatro horas mds tarde (tiempo = 0) se tomd una muestra de sangre de la cola, sobre la cual se determino la
concentracion de glucosa, para después administrar a cada ratén del ensayo una carga de glucosa de 150 mg/ratén,
mediante sonda géstrica.

Se tomaron muestras de sangre de las colas, a los 30, 60 y 120 minutos, ademads de a las 16 horas, en condiciones
de ayuno tras las administracién inicial de glucosa (150 mg/ratén). Las muestras de sangre fueron analizadas mediante
el medidor de glucosa Glucocard G Meter® (Menarini Diagnostics) y sus correspondientes tiras reactivas Glucocard
G Sensor® (Menarini Diagnostics).

Analizando los datos estadisticamente (ANOVA) se puede observar como existen evidencias estadisticamente sig-
nificativas de la actividad hipoglucemiante de la mezcla de triterpenos y diterpenos objeto de esta patente.

Resultados

Como se puede observar en la Fig. 1, la administracién intraperitoneal de la mezcla hipoglucemiante de triterpenos
y diterpenos en ratones obesos y diabéticos alterados genéticamente (C57BUKs-db/db) a una dosis de 2 g/kg peso,
produjo una reduccién de la glucemia estadisticamente significativa, en relacién con los ratones control tratados con
suero fisioldgico, a los 0 y 60 minutos, y a las 16 horas tras la administracion de glucosa.

Ejemplo 4
Materiales y métodos usados

Se adquirieron ratones obesos y diabéticos modificados genéticamente (C57BUKs-db/db) al Laboratorio Jackson
(The Jackson Laboratory, Bar Harbour Me., USA) que sirvieron como animales de experimentacion.

Se escogieron machos con edades comprendidas entre las 8 y 10 semanas, para el estudio. Los animales se dis-
tribuyeron en jaulas (2 ratones/jaula), se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio a 22°C y se alimentaron
con pienso Purina® para roedores. Se usaron 6 animales seleccionados aleatoriamente, sin tener en cuenta su nivel de
glucosa en sangre al inicio del tratamiento.

Se les suministrd, por espacio de 28 dias, a cuatro de los ratones, y ad libitum una disolucién de la mezcla hipo-
glucemiante de triterpenos y diterpenos como bebida, con una concentracién de 60 mg/ml. A dos ratones, identifica-
dos como control, se les administro agua normal (embotellada, Fuente Alta) como bebida, por el mismo periodo de
tiempo.

Se tomé cada 4 dias una muestra de sangre de la cola, tras ayuno de una noche, sobre la que se determino la
concentracion de glucosa. Se determind también el peso de los animales para ver su evolucién en el tiempo. Las
muestras de sangre fueron analizadas mediante el medidor de glucosa Glucocard G Meter® (Menarini Diagnostics) y
sus correspondientes tiras reactivas Glucocard G Sensor® (Menarini Diagnostics).

Analizando los datos mediante la comparacion de las graficas se puede observar como existen datos significativos
de la actividad hipoglucemiante de la mezcla de triterpenos y diterpenos objeto de esta patente.

Resultados

Como se puede observar en las Fig. 2-7, la administraciéon continuada de una disolucién de la mezcla hipoglu-
cemiante de triterpenos y diterpenos a ratones obesos y diabéticos alterados genéticamente (C57BUKs-db/db) a una
concentracion de 60 mg/ml, produjo una significativa reduccién de la glucemia y el control de ésta a lo largo del
tiempo, en relacion con los ratones control, tratados con agua ad libitum.
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La presente invencién no debe ser limitada en alcance por las realizaciones especificas descritas en los ejemplos
los cuales pretenden ilustrar algunos aspectos de la invencién y cualquier realizacién que sea funcionalmente equiva-
lente estd dentro del alcance de esta invencién. De hecho, varias modificaciones de la invencién ademds de aquellas
mostradas y descritas aqui serdn aparentes para el experto en la materia y estdn recogidas en las presentes reivindi-
caciones.

10
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende dos o mds de los compuestos triterpenoides elegidos entre el grupo for-
mado por: 4cido 3-O-[B-D-xilopiranosil-(1—3)-O-8-D-glucuropiranosil]-30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oico, &ci-
do 3B-hidroxi-30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oico, Momordin Ib, Momordin Ib-28-3-glucopiranosil éster, dcido 3-
O-[B-D-glucuronopiranosil]-30-norolean-12,20(29)-dien-28-oico, Larreagenina A, dcido 33,20¢-dihidroxi-30-noro-
lean-12-en-28-oico, dcido 3B-hidroxi-30-norolean-12,19-dien-28-oico, 35-hidroxi-30-norolean-12,19-dien-28-oato, 3-
O-[B-D-glucuronopiranosil]-30-norolean-12,20(29)-dien-28-O-[3-D-glucopiranosil] éster, 3-O-[3-D-glucopiranosil]-
30-norolean-12,20(29)-dien-28-O-[B-D-glucopiranosil] éster, dcido 3-O-[B-D-glucuronopiranosil]-30-norolean-12,20
(29)-dien-23-hidroxi-28-oico, 4cido 3-B8-[O-B-D-xilopiranosil-(1—3)-O-B-D-glucopiranuronosil]oxi)-olean-12-eno-
28-oico, 3-O-[B-D-glucuronopiranosil]-20(29)-eno-30 norhederagenin 28-O-[3-D-glucopiranosil] éster, Quinoasapo-
nina-9, dcido ursélico y acido oleandlico, obtenidos de Anredera cordifolia, o sus sales farmacéuticamente aceptables,
y dos o més de los compuestos de diterpeno fenol elegidos entre el grupo formado por: 7-ceto-ferruginol, 6,7-dide-
hidro-ferruginol, dcido carndsico, carnosol, isocarnosol, rosmanol, isorosmanol, epirosmanol, galdosol y isogaldosol
obtenidos de Salvia canariensis, o sus sales farmacéuticamente aceptables.

2. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la sal farmacéuticamente aceptable se elige entre el
grupo formado por sodio, potasio, litio, calcio, magnesio, zinc y hierro.

3. Una composicién farmacéutica para ser utilizada como agente hipoglucemiante en mamiferos que comprende
una cantidad terapéuticamente efectiva de la composicion de la reivindicacién 1.

4. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 3 que comprende ademads un agente hipoglucemiante elegido
entre el grupo formado por una sulfonilurea, una biguanida, una tiazolidinodiona, un agonista del receptor adrenérgico
P3, un inhibidor de a-glucosidasa, insulina y sus mezclas.

5. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 4 donde la sulfonilurea se elige entre el grupo formado por
acetohexamida, cloropropamida, tolazamida, gliburida, glipizida y glicazida.

6. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 4 donde la biguanida es metformina o buformina.
7. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 4 donde el inhibidor de @-glucosidasa es ascarbosa o miglatol.

8. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 4 donde la tiazolidinodiona es troglitazona.

11
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