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DESCRIPCION
Usos de extractos de Curculigo latifolia (C. latifolia)
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a los usos de extractos de Curculigo latifolia (C. latifolia) en el tratamiento y
prevencioén de los trastornos metabdlicos.

Antecedentes de la invencion

Los trastornos metabolicos heterogéneos tales como la diabetes mellitus de tipo 2 estan causados principalmente
por la falta de capacidad de las células 8 productoras de insulina de satisfacer la demanda y por la resistencia a la
insulina que se produce en tejidos periféricos tales como el higado y los tejidos adiposo y muscular. Aparte de lo
anterior, las combinaciones de estilo de vida sedentario, habitos dietéticos no saludables y la predisposicién genética
son los motivos principales de este problema. En el caso de que no se controle la condicion, puede conducir a otros
problemas de salud, tales como obesidad, enfermedades cardiovasculares, insuficiencia renal y pérdida de vision.

Recientemente, la hipoadiponectina, la resistencia a la insulina y los defectos en la actividad de incorporacion de la
glucosa se han convertido en cuestiones centrales en la patogénesis del tipo 2. La adiponectina es una citoquina
secretada exclusivamente por el tejido adiposo durante la diferenciacion de los adipocitos. Desempefia un papel en
el metabolismo de la sensibilidad mejorada a la insulina, la tolerancia a la glucosa y el perfil de lipidos. Sin embargo,
en la diabetes, el nivel de adiponectina se encuentra reducido y puede contribuir a la resistencia a la insulina y a la
aparicion de hiperinsulinemia. Puede definirse la resistencia a la insulina como la eliminacion de glucosa mediada
por la insulina hacia el interior de los tejidos diana, los cuales son tejidos periféricos. En la situacion normal, la
insulina induce la incorporacién de glucosa en estos tejidos mediante la union a las proteinas receptoras de insulina
en estos tejidos en la superficie de la célula. A continuacion, activa una serie de proteinas dentro de la célula para
que trasloquen GLUT4 hasta la superficie celular para incorporar la glucosa presente en el flujo sanguineo dentro de
las células, aunque ello no ocurre en la condicion diabética de tipo 2, en la que la actividad de incorporacién de
glucosa es defectuosa y la glucosa permanece en el flujo sanguineo. Estos mecanismos subrayan que la
hipoadiponectina, la hiperinsulinemia y la hiperglucosemia son sintomas de la diabetes de tipo 2.

Los compuestos etnobotanicos han sido ampliamente utilizados durante muchos afios en pais del este asiatico,
principalmente en paises en desarrollo. Durante este tiempo, en los paises occidentales, el uso de los suplementos
herbales se ha incrementado constantemente durante las Gltimas décadas. Sin embargo, se ha publicado evidencia
cientifica limitada de la eficacia de estos compuestos etnobotanicos. Recientemente, la utilizacion de compuestos
etnobotanicos en el tratamiento de la diabetes mellitus se ha incrementado vigorosamente. Este creciente interés ha
conducido a trabajos colaborativos entre cientificos en la busqueda y estudio de plantas que podrian presentar
potencial como agentes antidiabéticos. Muchos estudios han demostrado que algunos de los compuestos
etnobotanicos podrian mejorar los niveles de glucosa en sangre en los pacientes con diabetes mellitus de tipo 2 y
también mejorar las complicaciones a largo plazo relacionadas con la diabetes. Algunos estudios adicionales han
demostrado que los agentes antidiabéticos en estos componentes vegetales muestran caracteristicas de
sensibilizacion a la insulina en tejidos periféricos y/o accion insulinotropica de las células B pancreaticas.

Madhavan y colaboradores (Madhavan V. et al., Pharmaceut. Biol. 45:18-21, 2007) han informado de que algunos
extractos alcohdlicos y acuosos del tubérculo radicular de Curculigo orchioides causan un efecto hipoglicémico
significativo en ratas diabéticas, resultando en una reduccién pronunciada de los niveles de glucosa en sangre.

C. latifolia es una hierba sin tallo que crece en Malasia Occidental y sus frutos han sido utilizados por los nativos
como edulcorante. Resulta interesante que el sabor dulce procede de la proteina aislada, la curculina, en el fruto de
C. latifolia. Esta proteina muestra actividades tanto de saborizante dulce como de modificador del sabor. Sin
embargo, no existen estudios adecuados sobre su uso potencial ni como agente antidiabético ni como edulcorante
artificial para pacientes diabéticos, ya que se ha demostrado que los frutos de C. latifolia son 9.000 veces mas
dulces que la sacarosa.

En la actualidad, algunos trabajos han demostrado que el consumo de edulcorantes artificiales como la sacarina, el
aspartamo y el ciclamato presentan efectos secundarios, tales como problemas psicoldgicos, trastornos mentales,
cancer de vejiga, insuficiencia cardiaca y tumores cerebrales. Con el fin de superar este problema, la bisqueda de
edulcorantes no carbohidratos procedentes de fuentes naturales ha conducido al descubrimiento de muchos
edulcorantes de intenso sabor dulce superior al de los edulcorantes artificiales. Debido a que son naturales, podrian
resultar mas seguros que el aspartamo y otros edulcorantes. Este es un nuevo enfoque al tratamiento potencial de la
diabetes, de la obesidad y de otros trastornos metabolicos.
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Descripcion resumida de la invencién

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente invencion proporciona extractos de Curculigo latifolia (C.
latifolia), en los que los extractos extraidos de diferentes partes de una planta, tales como frutos, raices y hojas,
individualmente y en cualesquiera combinaciones de los mismos, caracterizados porque los extractos se utilizan
como agente para el tratamiento y la prevencion de trastornos metabdlicos, tales como la diabetes mellitus, la
obesidad, las enfermedades cardiovasculares y la ateroesclerosis.

La presente invencién consiste de varias nuevas caracteristicas y una combinacién de partes descritas totalmente
posteriormente y que se ilustran en la descripcion y dibujo adjuntos, entendiéndose que pueden llevarse a cabo
diversos cambios de detalle sin apartarse del alcance de la invencion o sin sacrificar ninguna de las ventajas de la
presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos
La presente invencion se entenderd completamente a partir de la descripcion detallada proporcionada
posteriormente en la presente memoria y de los dibujos adjuntos, los cuales se proporcionan Unicamente a titulo

ilustrativo y que, de esta manera, no son limitativos de la presente invencion, en la que:

la figura 1a muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre la viabilidad de lineas celulares pancreéticas de BRIN-
BD11;

la figura 1b muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre la viabilidad de las lineas celulares de adipocitos 3T3-
L1;

la figura 1c muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre la viabilidad de las lineas celulares de miotubos L6;

la figura 2 muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre las células BRIN-BD11 en la secrecién de insulina tras
un tratamiento de 30 minutos;

la figura 3a muestra el efecto de extractos de frutos de C. latifolia sobre la actividad de incorporacion de glucosa en
adipocitos 3T3-L1 diferenciados, en presencia y en ausencia de insulina;

la figura 3b muestra el efecto de extractos de raices de C. latifolia sobre la actividad de incorporacion de glucosa en
adipocitos 3T3-L1 diferenciados, en presencia y en ausencia de insulina;

la figura 3c muestra el efecto de extractos de hojas (agua caliente) de C. latifolia sobre la actividad de incorporacion
de glucosa en adipocitos 3T3-L1 diferenciados, en presencia y en ausencia de insulina;

la figura 3d muestra el efecto de extractos de hojas de C. latifolia sobre la actividad de incorporacion de glucosa en
adipocitos 3T3-L1 diferenciados, en presencia y en ausencia de insulina;

la figura 4a muestra el efecto de extractos de frutos de C. latifolia sobre la actividad de incorporacion de glucosa en
miotubos L6 diferenciados, en presencia y en ausencia de insulina;

la figura 4b muestra el efecto de extractos de raices de C. latifolia sobre la actividad de incorporacion de glucosa en
miotubos L6 diferenciados, en presencia y en ausencia de insulina;

la figura 4c muestra el efecto de extractos de hojas de C. latifolia (agua caliente) sobre la actividad de incorporacion
de glucosa en miotubos L6 diferenciados, en presencia y en ausencia de insulina;

la figura 4d muestra el efecto de hojas de raices de C. latifolia sobre la actividad de incorporacion de glucosa en
miotubos L6 diferenciados, en presencia y en ausencia de insulina;

la figura 5 muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre la actividad de secrecion de adiponectina en adipocitos
3T3-L1 diferenciados tras un tratamiento de 30 minutos en ausencia de insulina;

la figura 6 muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre la actividad de secrecion de adiponectina en adipocitos
3T3-L1 diferenciados tras un tratamiento de 30 minutos en presencia de insulina;

la figura 7a muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre el peso corporal de ratas con diabetes inducida por
alimentacién con una dieta rica en grasas o inducida con una dosis baja de STZ;

la figura 7b muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre el nivel de glucosa en ayuno en ratas con diabetes
inducida por alimentacién con dieta rica en grasas;
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la figura 7c muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre el nivel de insulina en ratas con diabetes inducida por
alimentacién con dieta rica en grasas;

la figura 7d muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre el nivel de adiponectina en ratas con diabetes
inducida por alimentacién con dieta rica en grasas.

Descripcion detallada de las realizaciones preferentes

La presente invencién se refiere a los usos de extractos de Curculigo latifolia (C. latifolia). A continuacién, la
presente memoria describe la presente invencion segun realizaciones preferentes de la presente invencién. Sin
embargo, debe entenderse que la limitacion de la descripcién a las realizaciones preferentes de la invencion
meramente facilita el comentario de la presente invencién y se encuentra contemplado que el experto en la materia
pueda disefiar diversas modificaciones y equivalentes sin apartarse del alcance segun las reivindicaciones adjuntas.

Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un método para mejorar la glucosa en sangre, la actividad de
incorporacion de glucosa y el nivel de insulina y de adiponectina. El tratamiento implica la administracion de
extractos de C. latifolia.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar extractos de C.
latifolia que puedan modular la diabetes mellitus mediante la administracion de una cantidad efectiva de extractos de
C. latifolia en el sujeto, en el que la cantidad de extractos de C. latifolia modula los sintomas de la diabetes mellitus.

Con el fin de conseguir el objetivo anteriormente indicado, se han llevado a cabo estudios extensivos in vitro e in
vivo. En los estudios in vitro, se ha sometido a ensayo una cantidad efectiva de extractos de C. latifolia en las lineas
celulares BRIN-BD11, adipocitos 3T3-L1 y miotubos L6. Simultdineamente, en estudios in vivo, se han administrado
extractos de C. latifolia por via oral en sujetos.

De acuerdo con lo anterior, se describe en la presente memoria un método de citotoxicidad de BRIN-BD11,
adipocitos 3T3-L1 y miotubos L6 tratados con extractos de C. latifolia, en el que se encuentra que la cantidad de los
extractos de C. latifolia resulta no toxica para dichas lineas celulares.

También se describe un método de incorporacion de glucosa en lineas celulares de adipocitos 3T3-L1 y miotubos L6
tratados con extractos de C. latifolia, en el que se ha encontrado que la cantidad de extractos de C. latifolia
incrementa la actividad de incorporacion de glucosa en las lineas celulares de adipocitos 3T3-L1 y de miotubos L6.

Ademas, se describe un método de secrecion de insulina en la linea celular BRIN-BD11 y de adiponectina en la
linea celular de adipocitos 3T3-L1 tratados con extractos de C. latifolia, en el que se ha encontrado que la cantidad
de extractos de C. latifolia incrementa la secrecion de insulina en la linea celular BRIN-BD11 y de adiponectina en
los adipocitos 3T3-L1.

Segun los objetivos anteriormente indicados, se ha inducido en el sujeto el desarrollo de diabetes mellitus mediante
una combinacion de una dieta rica en grasas (DRG) y una dosis baja de estreptozotocina (STZ).

La diabetes mellitus es la diabetes mellitus no dependiente de insulina (NIDDM). Los sintomas de la diabetes
mellitus pueden seleccionarse de entre el grupo que muestra hiperglucemia, obesidad, nivel incrementado de
insulina, polifagia, polidipsia y poliuria.

Todavia adicionalmente, se ha administrado en el sujeto por via oral una dosis efectiva de aproximadamente 100
mg/kg de peso corporal al dia. Mas concretamente, se le ha administrado en el sujeto durante 30 dias.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a reducir el nivel de glucosa en sangre en un paciente con
diabetes mellitus sometido a la administracion de una cantidad efectiva de extractos de C. latifolia.

Segun el método de mejora del nivel de glucosa en sangre descrito en la presente invencion, se realiza un
seguimiento del nivel de glucosa en sangre en ayuno y de tolerancia oral a la glucosa.

Se contempla que los extractos de C. latifolia reduzcan el nivel de glucosa en sangre e incrementen los niveles de
insulina y de adiponectina en el sujeto.

Se contempla ademas en el presente estudio que los extractos de C. latifolia incrementen la tolerancia oral a la
glucosa en el sujeto.

Los extractos de C. latifolia segun la presente invencion pueden prepararse segun el procedimiento siguiente.
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Ejemplo 1

Preparacién de extracto vegetal

Extracto de fruto de C. latifolia

Se lavaron frutos frescos de C. latifolia con agua destilada. A continuacion, se extrajeron 50 g de frutos de C. latifolia
con 2 litros de agua destilada en un vaso de 5 litros durante 24 horas bajo agitaciéon continua a temperatura
ambiente. Este extracto se filtrd a través de papel de filtro Whatman n°® 1. A continuacion se recogio6 el filtrado y se
liofilizo. La muestra liofilizada se conservé a -80°C hasta la utilizacion.

Extracto de hojas de C. latifolia

Se utilizaron dos tipos de extracto:

(1) Extracto en agua caliente

Se introdujeron cinco gramos de polvos de hojas de C. latifolia en 200 ml de agua (destilada) hirviendo. A
continuacion se retiraron de la fuente de calor y se dejaron infusionar durante 15 minutos. Esta suspension se filtr6 a
través de papel de filtro Whatman n°® 1. Seguidamente se recogi6 el filtrado y se liofiliz6. La muestra liofilizada se
conservo a -80°C hasta la utilizacion.

(2) Extracto en agua normal

Se extrajeron cinco gramos de polvos de hojas de C. latifolia con 200 ml de agua destilada y se dejaron sumergidas
durante 24 horas bajo agitacion continua a temperatura ambiente. Este extracto se filtré a través de papel de filtro
Whatman n° 1. A continuacion se recogio el filtrado y se liofiliz6. La muestra liofilizada se conservé a -80°C hasta la
utilizacion.

Extracto de raices de C. latifolia

Se extrajeron cinco gramos de polvos de raices de C. latifolia con 200 ml de agua destilada y se sumergieron
durante 24 horas bajo agitacion continua a temperatura ambiente. Se filtr6 este extracto a través de papel de filtro
Whatman n° 1. A continuacion se recogio el filtrado y se liofiliz6. La muestra liofilizada se conservo a -80°C hasta la
utilizacion.

Ejemplo 2

Estudio de citotoxicidad in vitro de extractos de C. latifolia sometidos a ensayo en lineas celulares de adipocitos 3T3-
L1, miotubos L6 y pancreaticas BRIN-BD11

Cultivo celular

Se cultivd la linea celular BRIN-BD11 y se mantuvo en medio RPMI 1640 suplementado con suero de feto bovino al
10%, penicilina-estreptomicina al 1% y glutamina al 1% a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de COs,.
Simultdneamente, se cultivaron células adipocitos 3T3 y miotubos L6 en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con los antibiéticos estreptomicina/penicilina y suero de feto bovino al 10%. Ambas células
se mantuvieron en una atmasfera humidificada con 5% de CO, a 37°C. Las células se subcultivaron cada 2 a 3 dias
hasta una confluencia de aproximadamente 80% utilizando tripsina-EDTA para desenganchar las células del matriz
de cultivo. El recuento celular se llevé a cabo utilizando un hemocitémetro. Para la diferenciaciéon, se transfirieron
células L6 a DMEM con suero de feto bovino al 2%, 4 a 6 dias después de la confluencia. Se determiné el grado de
diferenciacion mediante observacién de la multinucleacion de las células y se considerd un nivel de >90% de fusién
de mioblastos en miotubos. Simultdneamente, se diferenciaron los preadipocitos 3T3 en las placas, alcanzando la
confluencia en 3 dias. En este punto (dia 0) las células se cambiaron a medio de diferenciacion (DMEM, FBS al
10%, dexametasona 0,25 uM, IBMX 0,25 mM e insulina 1 ug/ml) durante 3 dias, con un cambio intermedio del
medio. El dia 3, se eliminaron la dexametasona y la IBMX, dejando la insulina sobre las células durante 4 dias
adicionales, cambiando el medio cada 2 dias. A continuacién se mantuvieron las células en el DMEM de
propagacion original, cambiando el medio cada 2 a 3 dias, hasta la utilizacion. Las placas en las que las células se
encontraban >90% diferenciadas se utilizaron para experimentos 9 a 12 dias después de la induccion.

Ensayo de viabilidad celular

Hasta ahora se han desarrollado y aplicado diversos métodos para medir la viabilidad celular. EI ensayo de
proliferacién celular no radioactivo acuoso CellTiter 96° (Promega, Madison, WI) es uno de ellos. Las células se
sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 2x10° células/pocillo en 100 pl de medio de cultivo y se dejé
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que se adhiriesen durante 24 horas. Se lavaron las monocapas celulares con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) para eliminar las células no adheridas; las células adheridas se incubaron en medio fresco libre de suero con
diferentes concentraciones de extractos de frutos, hojas y raices de C. latifolia durante 72 horas. A continuacion, las
células se incubaron con 20 pl de solucion de sal de tetrazolio durante cuatro horas. Se midié la absorbancia de
cada celda a 490 nm utilizando un lector de microplacas (Opsys MR, Thermolabsystems) con el fin de cuantificar el
producto formazan. El nimero de células vivas es proporcional a la cantidad de producto formazan presente.

Las figuras 1a, 1b y 1c muestran el efecto de los extractos de C. latifolia sobre las lineas celulares de BRIN-BD11,
adipocitos 3T3-L1 y miotubos L6, respectivamente.

Ejemplo 3

Secrecion de insulina in vitro

Se utilizo la linea celular BRIN-BD11 para evaluar la secrecion de insulina. Se determind la actividad de secrecion de
insulina utilizando placas de 24 pocillos. Las células se sembraron a una densidad de 2x10° células/pocillo en RPMI
1640 que contenia suero de feto bovino al 10%, antibidtico al 1% y glutamina al 1% y se dej6 que se adhiriesen
durante la noche. A continuacion, las células se lavaron tres veces con tampon Krebs-Ringer-bicarbonato de (KRB,
NaCl 115 mM, KCI 4,7 mM, CaCl; 1,28 mM, KH,PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM, NaHCO3; 24 mM, &cido sin Hepes 10
mM, 1 g/l de albumina de suero bovino, glucosa 1,1 mM, pH 7,4) y se preincubaron durante 40 minutos en tampén
KRB a 37°C. Seguidamente las células se incubaron durante 30 minutos con 1 ml de tampdn KRB en ausencia y en
presencia de extractos de C. latifolia y glibenclamida a modo de control positivo. Se extrajeron alicuotas de cada
pocillo y se almacenaron a -20°C para el ensayo posterior de la insulina.

Ensayo de insulina

Con el fin de cuantificar la concentracién de insulina, se utilizaron las alicuotas de evaluaciéon de la secrecién de
insulina del estudio in vitro y se sometieron a ensayo utilizando el protocolo de ELISA de insulina de rata Mercodia
(Uppsala, Suecia). Se midi6 la absorbancia de cada pocillo a 450 nm utilizando un lector de microplacas (Opsys MR,
Thermolabsystems) con el fin de cuantificar la concentracién de insulina.

La figura 2 muestra el efecto de los extractos de C. latifolia sobre la secrecion de insulina de las células BRIN-BD11
tras un tratamiento de 30 minutos.

Ejemplo 4

Incorporacion de 2-desoxi-D-[1->H]glucosa

Se midi6 la incorporacion de glucosa en miotubos L6 totalmente diferenciados y en adipocitos 3T3. Las células se
enjuagaron tres veces con tampon HEPES de Krebs-Ringer (pH 7,4) tratados previamente con extractos de C.
latifolia en presencia y en ausencia de insulina (100 nM). Se dejo que procediese el tratamiento durante 30 minutos.
Tras los 30 minutos, se afiadio 1 pCi/ml de 2-desoxi-D-[l-SH]-qucosa y se dejé bajo incubacion durante 30 minutos.
Antes de la digestion de las células, se recogio el medio en viales y se congelé a -20°C para el andlisis de
adiponectina; el procedimiento de recoleccion se llevé a cabo sobre un lecho de hielo. A continuacidn, las placas se
lavaron tres veces con tampén KRH helado y las células se digirieron con SDS al 0,1%. Se utilizé una alicuota para
medir la radioactividad mediante la utilizacion de un contador de centelleo (Tri-Carb 2300TR, Perkin Elmer Life y
Analytical Services, Boston, MA, USA) utilizando Ultima Gold™ LLT como céctel de centelleo (Perkin Elmer, Boston,
MA, USA). La incorporacion de glucosa se expreso en desintegraciones por minuto (dpm).

Las figuras 3a, 3b, 3c y 3d muestran el efecto de extractos de C. latifolia sobre la actividad de incorporaciéon de
glucosa en adipocitos 3T3 diferenciados, respectivamente, mientras que las figuras 4a, 4b, 4c y 4d muestran el
efecto de extractos de C. latifolia sobre la actividad de incorporacion de glucosa en miotubos L6 diferenciados,
respectivamente.

Ejemplo 5

Ensayo de adiponectina

Se utilizd el ensayo ELISA de adiponectina de rata BioVision (Mountain View, CA) para cribar los extractos de C.
latifolia con el fin de potenciar la secrecion de adiponectina en adipocitos 3T3 diferenciados. Se utilizaron las
alicuotas recogidas del ensayo de incorporacion de glucosa y el ensayo se llevé a cabo segun el procedimiento del
kit.
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La figura 5 muestra el efecto de los extractos de C. latifolia sobre la actividad de secrecién de adiponectina en
adipocitos 3T3 diferenciados en ausencia de insulina, mientras que la figura 6 muestra el efecto de los extractos de
C. latifolia sobre la actividad de secrecion de adiponectina en adipocitos 3T3 diferenciados en presencia de insulina.

Ejemplo 6
Animales

Para el presente estudio se utilizé un total de 42 ratas Sprague-Dawley (SD) macho (160 a 200 g). Se alojaron
individualmente en jaulas de polipropileno y se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura ambiente
(224£2°C) y humedad (55+5%) en un ciclo 12:12 h de luz:oscuridad. Todas las ratas dispusieron de libre acceso a
agua y dieta normal para ratas disponible comercialmente (NPD) previamente al periodo de aclimatacion. Todos los
protocolos experimentales de cuidados y usos animales habian sido autorizados por el comité de cuidados y usos
animales (ACUC) de la Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud, Universiti Putra Malaysia.

Disefio experimental

Etapa |

Preparacién de dieta rica en grasas (RG)

La dieta RG se formul6 basdndose en la composicidon proporcionada por Levin et al., 1989. Se prepar6 a partir de
una mezcla de 50% de alimento normal en pellets para ratas, 24% de aceite de maiz (marca Mazola), 20% de leche
entera en polvo (marca Nespray de Nestlé) y 6% de azlcar.

Desarrollo de ratas con diabetes de tipo 2 alimentadas con DRG y dosis baja de STZ

Las ratas fueron asignadas a dos grupos basandose en los regimenes dietéticos: NPD y DRG, y fueron alimentadas
durante un mes. Tras un mes bajo cualquiera de las dos dietas, las ratas alimentadas con DRG fueron anestesiadas
con éter dietilico tras ayunar durante la noche y después recibieron una inyeccion de STZ (35 mg/kg) via
intravenosa. Las ratas continuaron recibieron sus dietas originales (normal o rica en grasas) y agua tras la inyeccion
de STZ. Tras siete dias de la inyeccidon de STZ, se identificaron las condiciones diabéticas a partir de polidipsia,
poliuria y mediante medicion del nivel de glucosa en sangre en ayuno; aquéllas con nivel de glucosa >170 mg/dl
fueron incluidas en el estudio.

Se determiné semanalmente el peso corporal, el consumo de alimentos y la glucosa en sangre en ayuno.

Etapa Il

Los animales se asignaron aleatoriamente a siete grupos de tres animales cada uno.

- Grupo 1: ratas de control normales (dieta normal de pellets, no diabéticas, no tratadas).

- Grupo 2: ratas de control diabéticas (dieta rica en grasas, diabéticas, no tratadas).

- Grupo 3: ratas de control diabéticas (dieta rica en grasas, inducidas con STZ, diabéticas, no tratadas).

- Grupo 4: ratas de ensayo de diabetes (dieta rica en grasas, inducidas con STZ, diabéticas, tratadas), tratamiento
con glibenclimida 600 ug/kg de peso corporal.

- Grupo 5: ratas de ensayo diabéticas (dieta rica en grasas, inducidas con STZ, diabéticas, no tratadas), tratamiento
con extracto de frutos de C. latifolia, 100 mg/kg de peso corporal.

- Grupo 6: ratas de ensayo diabéticas (dieta rica en grasas, inducidas con STZ, diabéticas, no tratadas), tratamiento
con extracto de raices de C. latifolia, 100 mg/kg de peso corporal.

- Grupo 7: ratas de ensayo diabéticas (dieta rica en grasas, inducidas con STZ, diabéticas, no tratadas), tratamiento
con una combinacion de extractos de raices y frutos de C. latifolia, 100 mg/kg de peso corporal.

Semanalmente se determinaron el peso corporal, el consumo de alimento y el nivel de glucosa en sangre en ayuno.

Ensayo de tolerancia a la glucosa oral (ETOG)

Se determind el nivel de glucosa en sangre en ayuno de cada rata en el tiempo cero (tras el ayuno durante la noche
con libre acceso a agua). Se administré por via oral glucosa (2 g/kg de peso corporal) 30 minutos después de una
administracion oral de los extractos de C. latifolia o de glibenclamida. Se midi6 la concentracion de glucosa en
sangre inmediatamente antes y 30, 60 y 120 minutos después de la administracién oral de la muestra de ensayo.
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Ensayos biolégicos

Se recogieron muestras de sangre al final de cada etapa de los tratamientos. Se recogié plasma mediante puncion
cardiaca para los diversos ensayos biol6gicos. Se obtuvieron parametros fisicos y bioquimicos, tales como cambios
del peso corporal, ingesta de alimento, niveles de glucosa plasmatica, insulina y adiponectina. El nivel de insulina se
midi6 utilizando un kit ELISA de insulina (Mercodia AB, Uppsala, Suecia) con insulina de rata a modo de estandar.
Se midié el nivel de adiponectina utilizando el ensayo ELISA de adiponectina de rata BioVision (Mountain View,
USA).

La figura 7a muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre el peso corporal en ratas con diabetes inducida
mediante alimentacion con una dieta rica en grasas y una dosis baja de STZ, mientras que la figura 7b muestra el
efecto de extractos de C. latifolia sobre el nivel de glucosa en sangre en ayuno en ratas con diabetes mediante
alimentacion con una dieta rica en grasas.

Por otra parte, la figura 7c muestra el efecto de extractos de C. latifolia sobre el nivel de insulina en ratas con
diabetes inducida con una dieta rica en grasas, mientas que la figura 7d muestra el efecto de extractos de C. latifolia
sobre el nivel de adiponectina en ratas con diabetes inducida mediante alimentacion con una dieta rica en grasas.

En realizaciones especificas, la presente invencion se refiere a:

realizacion 1: extractos de Curculigo latifolia (C. latifolia), en los que los extractos extraidos de diferentes partes de
una planta, tales como frutos, raices y hojas, individualmente y en cualesquiera combinaciones de los mismos,
caracterizados porque los extractos se utilizan como agente para el tratamiento y la prevencién de trastornos
metabdlicos tales como diabetes mellitus, obesidad, enfermedades cardiovasculares y ateroesclerosis.

Realizacion 2: extractos de C. latifolia segin la realizaciéon 1, en los que se extraen con agua destilada, frutos,
raices y hojas frescos y secos.

Realizacion 3: utilizacion de una cantidad efectiva de extractos de C. latifolia en la preparacion de un medicamento
destinado al tratamiento y prevencion de trastornos metabdlicos, tales como diabetes mellitus, obesidad,
enfermedades cardiovasculares y ateroesclerosis en un sujeto que necesita de los mismos.

Realizacién 4: utilizacion segun la realizacion 3, en la que el sujeto sufre diabetes mellitus.

Realizacion 5: utilizacién segun la realizacién 4, en la que la diabetes mellitus es diabetes de tipo | 6 de tipo II.
Realizacion 6: utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en la que los extractos se administran por
via oral o intravenosa.
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REIVINDICACIONES

1. Extractos de Curculigo latifolia (C. latifolia) para la utilizaciéon en el tratamiento y prevencién de trastornos
metabdlicos, en los que los extractos se extraen de diferentes partes de una planta, individualmente y en
cualesquiera combinaciones.

2. Extractos de C. latifolia segun la reivindicacién 1, en los que las diferentes partes de una planta se
seleccionan de entre el grupo que consiste de frutos, raices y hojas.

3. Extractos de C. latifolia segun la reivindicaciéon 2, en los que se extraen frutos, raices y hojas secos con
agua destilada.

4. Extractos de C. latifolia para la utilizacion segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en los que los
trastornos metabdlicos se seleccionan de entre el grupo que consiste de diabetes mellitus, obesidad,
enfermedades cardiovasculares y ateroesclerosis.

5. Extractos de C. latifolia para la utilizacién segin la reivindicacion 4, en los que el trastorno metabdlico es la
diabetes mellitus.

6. Extractos de C. latifolia segun la reivindicacion 5, en los que la diabetes mellitus es la diabetes de tipo | 6 de
tipo Il.
7. Extractos de C. latifolia segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en los que los extractos se

administran por via oral o intravenosa.

8. Extractos de C. latifolia para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en los que el
tratamiento o la prevencion implica cualquiera de entre la mejora del nivel de glucosa en sangre, de la actividad de
incorporacion de glucosa en sangre, de la actividad de incorporacion de glucosa, del nivel de insulina y del nivel de
adiponectina.
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Efecto de extractos de C. lafifolia sobre la viabilidad de las células BRIN-BD11
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Figura 1a

Efecto de extractos de C. latifolia sobre la viabilidad de la linea celular de adipocitos 3T3
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% de viabilidad relativa de células

Efecto de extractos de C. latifolia sobre miotubos L6 diferenciados
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Figura 1¢

Efecto de extractos de C. fatifolia sobre la actividad de secrecién de insulina en
la linea celular BRIN-BD11
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Efecto de extracto de frutos de C. fatifolia sobre la actividad de incorporacién de
glucosa en adipocitos 3T3 diferenciados
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Figura 3a

Efecto de extracto de raiz de C. fafifolia sobre la actividad de incorporacion de
glucosa en adipocitos 3T3 diferenciados
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Figura 3b
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Efecto de extracto de hoja de C. latifolia gagua caliente) sobre la
actividad de incorporacién de glucosa en adipocitos 3T3 diferenciados
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Efecto de extracto de hoja de C. latifolia sobre la actividad de
incorporacién de glucosa en adipocitos 3T3 diferenciados
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Efecto del extracto de fruto de C. latifolia sobre la actividad de
incorporacién de glucosa en miotubos L6 diferenciados

& con insulina
B sin insulina

Concentracién (mg/ml) §

Figura 4a

Desintegraciones por minuto (DPM)

Efecto de extracto de raiz de C. latifolia sobre la actividad de
incorporacién de glucosa en miotubos L6 diferenciados

@ con insulina
@msin insulina

Concentracién (mg/mi}

Figura 4b

14




ES 2 428 966 T3

Desintegraciones por minuto (DPM}
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Efecto de extractos de C. latifolia sobre la secrecion de adiponectina
en ausencia de insulina
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Figura 5

Efecto de extractos de C. fatifolia sobre la secrecion de
adiponectina en presencia de insulina
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Efecto de extractos de C. latifolia sobre el peso corporal en ratas con diabetes
inducida mediante alimentacidén con dieta rica en grasas y dosis baja de STZ
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Figura 7a

Efecto de extractos de C. latifolia sobre la glucosa en sangre en ayuno en ratas con
diabetes inducida mediante alimentacién con dieta rica en grasas
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Efecto de extractos de C. fatifofia sobre el nivel de insulina en el modelo diabético de
dieta rica en grasas y dosis baja de 5TZ
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Efecto de extractos de C. Jafifolia sobre la secrecién de adiponectina
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