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DESCRIPCION
Compuestos poliacetilénicos
ANTECEDENTES

La diabetes tipo Il es una enfermedad marcada por la hiperglucemia, es decir, altos niveles de glucosa en la sangre. Muchos
pacientes de diabetes tipo Il sufren varias complicaciones potencialmente mortales como resultado de la hiperglucemia a
largo plazo. El control efectivo de los niveles de glucosa en la sangre es la clave para prevenir o revertir las complicaciones
diabéticas.

La secrecion de insulina desempefia un papel importante en la regulacién de los niveles de glucosa en sangre. Por lo tanto,
hay una necesidad de identificar compuestos que mejoran la secrecion de insulina, y de ese modo tratar eficazmente la
diabetes tipo 1.

La publicacion de la patente japonesa nim. 2004-83463 describe compuestos de acetileno que son ingredientes de
extractos de Bidens pilosa y excelentes en la accion hiporglucemica y la accion antiinflamatoria.

Li-Wha Wu y otros ("Polyacetylenes function as anti-angiogenic agents" Pharmaceutical Research (2004) Vol. 21, ndm. 11,
paginas 2112-2119) describe una fraccién de acetato de etilo (EA) de B. pilosa que muestra actividades de proliferacion anti-
célula y de formacién anti-tubo significativas contra las células del endotelio venoso umbilical humano (HUVEC), y
poliacetilenos, 1,2-dihidroxitrideca-5,7,9,11-tetraino y 1,3-dihidroxi-6(E)- tetradeceno-8,10,12-triino aislado a partir de la
fraccion EA que muestra actividades antiangiogénicas y la capacidad para regular la expresion de los mediadores del ciclo
celular.

Shu-Lin Chang y otros ("Polyacetylenic compounds and butanol fraction from Bidens pilosa can modulate the differentiation
of helper T cells and prevent autoimmune diabetes in non-obese diabetic mice" Planta Med. 2004 Nov;70(11):1045-51)
describe una fraccién de butanol de B. pilosa que suprime el desarrollo de la diabetes, y dos compuestos poliacetilénicos, 2-
beta-D-glucopiranosiloxi-1-hidroxi-5(E)-trideceno-7,9,11-triino y 3-beta-D-glucopiranosiloxi-1-hidroxi-6(E)-tetradeceno-
8,10,12-triino, identificados a partir de la fraccion de butanol que previenen ademas la aparicion de la diabetes como la
fraccion de butanol.

RESUMEN

Esta invencion se basa en el hallazgo inesperado que un compuesto poliacetilénico de origen natural fue eficaz para tratar
diabetes tipo 1.

En un aspecto, esta invencion presenta un extracto de Bidens polisa que comprende una cantidad eficaz de un compuesto

de la formula (1):
OR,
OR3
Rt = o—, &~

para el uso en el tratamiento de la diabetes tipo Il en un sujeto que lo necesita, en donde Ries H, C1-Cyo alquilo, C2-Cio
alquenilo, C;1-Cyp alquinilo, C3-Cyo cicloalquilo, C3-Cyo cicloalquenilo, C1-Cyo heterocicloalquilo,

C1-Cy heterocicloalquenilo, arilo, o heteroarilo; Rz es un residuo de monosacérido; R; es H 0 C1-Cy alquilo; mes 2, 3,04; n
es0,1,2,03;0es0,1,2,3,04;ypes, 2 3, 04. Eltérmino "compuesto puro" se refiere a un compuesto que tiene una
pureza de al menos 80% (por ejemplo, 95% o 99%). Con referencia a la Férmula (I), un subconjunto de los compuestos
poliacetilénicos descritos anteriormente son aquellos en los cuales R1 es Ci1-Cio alquilo (por ejemplo, metilo), Rz es
glicopiranosa; Rz es H 0 C1-Cyo alquilo; mes 4; nes0;0es 2; yp es 1.

El término "alquilo” se refiere a una porcién de hidrocarburo no aromatico lineal o ramificado saturado, tal como CHg, -CH-,
0 (CHs)2CHa- ramificado. El término "alquenilo” se refiere a una porcion de hidrocarburo no aromatico lineal o ramificado que
tiene al menos un enlace doble, tal como CH>=CH-, o -CH=CH-. El término "alquinilo" se refiere a una porcién de
hidrocarburo no aromético lineal o ramificado que tiene al menos un enlace triple, tal como CH=C- o -C=C-. El término
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"cicloalquilo" se refiere a una porcion de hidrocarburo ciclico no aromatico saturado, tal como ciclohexilo. El término
"cicloalquenilo” se refiere a una porcion de hidrocarburo ciclico, no aromético que contiene al menos un enlace doble en el
anillo, tal como ciclohexenilo. El término "heterocicloalquilo” se refiere a una porcién ciclica saturada no aromatica, que tiene
al menos un heteroatomo en el anillo (por ejemplo, O, N, o S), tal como 4-tetrahidropiranilo. El término "heterocicloalquenilo”
se refiere a una porcion ciclica, no aromética que tiene al menos un heteroatomo en el anillo y al menos un enlace doble en
el anillo, tal como piranilo. El término "arilo" se refiere a una porcion de hidrocarburo que tiene al menos un anillo aromatico.
Los ejemplos de porciones arilo incluyen fenilo, fenileno, bifenilo, naftilo, naftileno, pirenilo, antrilo, y fenantrilo. El término
"heteroarilo" se refiere a una porcién que tiene al menos un anillo aromético que contiene al menos un heteroatomo. Los
ejemplos de porciones heteroarilo incluyen furilo, furileno, fluorenilo, pirrolilo, tienilo, oxazolilo, imidazolilo, tiazolilo, piridilo,

El alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalhilo, heterocicloalquenilo, arilo, y heteroarilo
mencionados en la presente incluyen tanto porciones sustituidas como no sustituidas. Los ejemplos de sustituyentes en el
cicloalquilo, cicloalguenilo, heterocicloalquilo, heterocicloalquenilo, arilo, y heteroariol incluyen, pero sin limitarse a, C1-Cio
alquilo, C»-Cy0 alquenilo, C»-C1p alquinilo, C3-Cyo cicloalquilo, C3-Cy cicloalquenilo, C1-Cyo alcoxi, arilo, ariloxi, heteroarilo,
heteroariloxi, amino, C1-Cyo alquilamino, C;-Ciodialquilamino, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino, C1-
Cio alquilsulfonilo, arilsulfonilo, heteroarilsulfonilo, C;-Cjalquilsulfonamida, arilsulfonamida, heteroarilsulfonamida Ci-
Cioalquilimino, arilimino, C1-Cy9 alquilsulfonimino, alrilsulfonimino, hidroxilo, halo, tio, C1-Cyo alquiltio, ariltio, aminotioacilo,
amidino, guanidina, ureido, ciano, nitro, nitroso, azido, acilo, tioacilo, aciloxi, carboxilo, amido, carbamoilo, y carboxilo, y
éster carboxilico. Los ejemplos de sustituyentes en el alquilo, alquenilo, y alquinilo incluyen todos los sustituyentes
mencionados anteriormente excepto Ci-Cio alquilo, C,-Cip alquenilo, y C,-Cio alquinilo. El cicloalquilo, cicloalquenilo,
heterocicloalquilo, heterocicloalquenilo, arilo, y heteroarilo pueden fusionarse entre si.

En otro aspecto, esté invencién presenta el uso de un extracto de Bidens pilosa que comprende una cantidad eficaz de un
compuesto de la férmula (I) mostrada anteriormente, en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de diabetes
tipo I, en la cual Ry es H, C1-Cyp alquilo, C>-C19 alquenilo, C»-Cioalquinilo, C3-Cy cicloalquilo, C3-Cio cicloalquenilo, C1-Cao
heterocicloalquilo, C1-Cyo heterocicloalquenilo, arilo, o heteroarilo; Rz es H o un residuo de monosacarido; Rs es H 0 C1-Cio
alquilo; mes 2,3,04;nes 0,1, 2,03;0es0,1, 2, 3, 04;ypesl, 2 3, 04 Un subconjunto de los compuestos
poliacetilénicos son aquellos en los cuales Ri, es Ci-Cyo alquilo (por ejemplo, metilo); R. es un residuo de glucosa,
galactosa, fucosa, manosa, glucosa,oH; RzesH; mes4,nes0,0es2,ypes 1.

Una preparacion de Bidens pilosa puede obtenerse mediante la agitacion de plantas de Bidens pilosa pulverizadas en agua
a una elevada temperatura (por ejemplo, a 50C o 100%) para formar una suspension, y recoger un sobre nadante de la
suspensién. El sobrenadante puede extraerse ademas con un alcohol (por ejemplo, n-butanol) para proporcionar una
preparacién enriquecida. La preparacion de Bidens pilosa contiene uno o mas de los compuestos poliacetilénicos de la
férmula (1) antes mencionada. Por ejemplo, esta contiene citopiloina:

HO HO

Los compuestos poliacetilénicos descritos anteriormente incluyen los compuestos en si, asi como sus sales, profarmacos, y
solvatos, si fuera aplicable. Tales sales, por ejemplo, pueden formarse por interaccion entre un sustituyente negativamente
cargado (por ejemplo, carboxilato) en un compuesto poliacetilénico y un catién. Los cationes adecuados incluyen, pero sin
limitarse a, ion sodio, ion potasio, ion magnesio, ion calcio y un catién amonio (por ejemplo, ion de tetrametilamonio). De
igual manera, un sustituyente positivamente cargado (por ejemplo, amino) en un compuesto poliacetilénico puede formar
una sal con un contraibn negativamente cargado. Los contraiones adecuados incluyen, pero sin limitarse a, cloruro,
bromuro, yoduro, sulfato, nitrato, fosfato, o acetato. Los ejemplos de profarmacos incluyen ésteres y otros derivados
farmacéuticamente aceptable, los que, tras la administraciébn a un sujeto, son capaces de proporcionar los compuestos
anteriores descritos anteriormente. Un solvato se refiere a un complejo formado entre un compuesto poliacetilénico y un
solvente farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de solventes farmacéuticamente aceptables incluyen agua, etanol,
isopropanol, n-butanol, acetato de etilo, y &cido acético.
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Los compuestos poliacetilénicos pueden contener uno o mas centros asimétricos o un enlace doble no aromético. Asi, estos
pueden existir como racematos y mezclas racémicas, enantiomeros sencillos, diastereomeros individuales, mezclas
diastereoméricas, y formas cis- o0 trans-isoméricas. Se contemplan todas estas formas isoméricas.

Ademas dentro el alcance de esta invencion esta una composicion, que incluyen un extracto de Bidens pilosa, que contiene
uno o més de los compuestos poliacetilénicos descritos anteriormente para usar en el tratamiento de la diabetes tipo Il, y el
uso de tal composicién para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento antes mencionado.

Los detalles de las modalidades de la invencién se exponen en la descripcion mas abajo. Otras caracteristicas, objetos, y
ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion y de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DETALLADA

Esta invencion se relaciona con el uso de compuestos poliacetilénicos para tratar la diabetes tipo II.

Algunos de los compuestos poliacetilénicos (por ejemplo, citopiloina) pueden aislarse a partir de Bidens pilosa como sigue.
Las plantas de Bidens pilosa completas se pulverizan primero y después se agitan en agua caliente. Después de eliminar
los materiales insolubles (por ejemplo, por filtracion, decantacion, o centrifugacion), el sobrenadante resultante se somete a
cromatografia de liquido (por ejemplo, cromatografia de liquido de alta presién) u otros métodos adecuados para
proporcionar compuestos poliacetilénicos puros. Los compuestos puros asi obtenidos pueden derivarse ademéas para
proporcionar una serie de otros compuestos poliacetilénicos de esta invencion.

Los compuestos poliacetilénicos descritos anteriormente pueden prepararse ademas por un método convencional. Mas
abajo hay tres esquemas de reaccion que ilustran las vias de sintesis para un compuesto poliacetilénico de esta invencién.

Esquema 1

T™S
OGN N YR

(i} (i) (iii) ‘ {iv)
M\
'O

T™S
0
-— o}
R R Ol

OR
R'
i) RO ) '

H
OR

V4
o

R'O

2

© o
o)

x

Butano-1,2,4-triol (i) reacciona con acetona para formar un compuesto 1,2,4-triol protegido (ii), que puede transformarse
facilmente en un derivado de yodo (iii). EI compuesto (iii) reacciona después con etiniltrimetilsilano, bajo una condicion
basica (por ejemplo, n-BuLi), para dar (4-(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)but-1-inil)trimetilsilano (iv). EI compuesto (iv) se trata
posteriormente con un A&cido (por ejemplo, &cido acético), seguido por una reaccion de acoplamiento con 2-
bromoglucopiranosa para proporcionar un aducto (v). El compuesto (v) puede tratarse ademds con fluoruro de potasio para
proporcionar 2-fenil-4H-cromen-4-ona (vi).
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Esquema 2

=—MgBr

———2RBr =1 e

(vii) ' (viif)

1-Bromoprop-1-ina (vii) reacciona con bromuro de etinilmagnesio para proporcionar penta-1,3-diino (viii), que se convierte
después a hepta-1,3,5-triino (ix). EI compuesto (ix) puede transformarse facilmente a 1-yodohepta-1,3,5-triino (x) bajo una
condicion basica (por ejemplo, n-BuLi), seguido por la adicién de un compuesto de yodo (por ejemplo, I2).

Esquema 3
H OR R
\/\/\OR OR'
R'O
0 == = Y]
0O ) o
R'O OR’ —_— = = = OR
RRG M) (xi)
orH _
OH
OH
@]
== — = c—— OH

El esquema de reaccion 3 demuestra una reaccién de acoplamiento entre un derivado acetileno (vi), obtenido del Esquema
1, y 1-yodohepta-1,3,5-triino (x), obtenido del Esquema 2, a un compuesto de tetraino (xi). La eliminacién de los grupos
protector proporciona un compuesto poliacetilénico, 2B-D-glucopiranosiloxi-1-hidroxitrideca-5,7,9,11-tetraino, un compuesto
de esta invencion.

Las transformaciones quimicas sintéticas Utiles para la sintesis de compuestos aplicables se describen, por ejemplo, en R.
Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989); T.W. Greene and P.G.M. Wuts, Protective Groups
in Organic Synthesis, 3ra Ed., John Wiley and Sons (1999); L. Fieser and M. Fieser, Fieser and Fieser's Reagents for
Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed., Enciclopedia of Reagents for Organic Synthesis, John
Wiley and Sons (1995) y ediciones posteriores de estos.

Esta invencion presenta un método para administrar una cantidad eficaz de uno de los compuestos poliacetilénicos
anteriormente descritos o una preparacion de Bidens pilosa que contiene tal compuesto a un sujeto para tratar la diabetes
tipo Il. El término "tratamiento” se refiere a la administracion de una cantidad eficaz del compuesto de formula (I) a un sujeto,
que tiene diabetes tipo Il, o un sintoma o predisposicion hacia dicha enfermedad, con el propésito de curar, aliviar, mitigar,
remediar, mejorar o prevenir la diabetes tipo Il, los sintomas de esta, o las predisposiciones hacia esta. Tal sujeto puede ser
identificado por un profesional de la salud sobre la base de los resultados de cualquier método de diagndstico adecuado,
"Una cantidad eficaz" se refiere a la cantidad de un compuesto de tiofeno activo que se requiere para conferir un efecto
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terapéutico en el sujeto tratado. Las dosis eficaces variardn, como reconocen aquellos con experiencia en la técnica,
dependiendo de la via de administracion, excipiente usado, y la posibilidad del uso conjunto con otro tratamiento terapéutico.

Cuando se trata la diabetes tipo Il con un compuesto poliacetilénico (como un compuesto puro o en un extracto de Bidens
pilosa), estos pueden administrarse por via parenteral, oral, nasal, rectal, en forma topica, o bucalmente. El término
"parenteral" como se usa en la presente se refiere a inyeccion subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular,
intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional, o intracraneal, asi como cualquier técnica de
infusion adecuada.

Una composicion inyectable estéril puede ser una solucién o suspensién en un diluyente o solvente no téxico aceptable
parenteralmente, tal como una solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y solventes aceptables que pueden
emplearse estan el manitol, agua, solucion de Ringer y solucion de cloruro de sodio isoténica. Adicionalmente, los aceites
fijos se emplean convencionalmente como un solvente o medio de suspension (por ejemplo, mono- o diglicéridos sintéticos).
Los acidos grasos, tales como el &cido oleico y sus derivados glicéridos son utiles en la preparacion de inyectables, asi
como los aceites naturales farmacéuticamente aceptables, tales como el aceite de oliva o el aceite de ricino, especialmente
en sus versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones oleosas pueden contener ademas un diluyente o
dispersante alcohol de cadena larga, o carboximetil celulosa o agentes dispersantes similares. Ademas se pueden usar
otros surfactantes cominmente usados tales como Tween o0 Spans u otros agentes emulsionantes similares o potenciadores
de la biodisponibilidad que se usan cominmente en la fabricacion de formas de can dosificacion sélidas, liquidas, o de otro
tipo farmacéuticamente aceptables para los propoésitos de formulacion.

Una composicién para administracion oral puede ser cualquier forma de dosificacion aceptable por via oral que incluye
capsulas, tabletas, emulsiones, y suspensiones, dispersiones, y soluciones acuosas. En el caso de las tabletas, los
portadores cominmente usados incluyen lactosa y almidon de maiz. Tipicamente, también se afiaden agentes lubricantes,
tales como el estearato de magnesio. Para la administracion oral en forma de cépsula, los diluyentes utiles incluyen lactosa
y almidén de maiz seco. Cuando las suspensiones acuosas o emulsiones se administran oralmente, el ingrediente activo
puede suspenderse o disolverse en una fase oleosa combinada con agentes emulsionantes o de suspension. Si se desea,
cierto agente endulzante, saborizante o colorante puede afiadirse también.

Una composicion para inhalacién o aerosol nasal puede prepararse de acuerdo con técnicas bien conocidas en la técnica
de la formulacién farmacéutica. Por ejemplo, una composicion de este tipo puede prepararse como una solucién en solucién
salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes, promotores de absorcibn adecuados para mejorar la
biodisponibilidad, fluorocarbonos, y/u otros agentes de solubilizacién o dispersantes conocidos en la técnica. Una
composicion que tiene uno o mas compuestos activos anteriormente descritos puede administrarse ademas en forma de
supositorios para administracion rectal.

Un portador farmacéuticamente aceptable se usa de manera habitual con uno o mas compuestos activos anteriormente
mencionados . El portador en la composicion farmacéutica debe ser "aceptable" en el sentido que sea compatible con el
ingrediente activo de la composicion (y preferentemente, capaz de estabilizar el ingrediente activo) y no perjudicial para el
sujeto a tratar. Uno o més agentes de solubilizacién pueden usarse como excipientes farmacéuticos para el suministro de un
compuesto anteriormente mencionado. Los ejemplos de otros portadores incluyen éxido de silicio coloidal, estearato
magneésico, celulosa, lauril sulfato de sodio, y D&C Amarillo #10.

Los compuestos poliacetilénicos descritos anteriormente disminuyen los niveles de glucosa en sangre mejorando la sintesis
de insulina y la secrecién de insulina. Ellos pueden y tamizarse preliminarmente por su eficacia para tratar la diabetes tipo Il
por ensayos in vitro o por experimentos animales, y confirmados después por ensayos clinicos. Otros métodos seran
también evidentes para las personas de habilidad ordinaria en la técnica.

Los ejemplos especificos que aparecen mas abajo deben considerarse meramente ilustrativos y no limitativos del resto de la
descripcién de modo alguno. Sin entrar en otros detalles innecesarios, se considera que, basandose en la presente
descripcién, una persona con experiencia en la técnica podra usar al maximo la presente invencion.

Ejemplo 1

Las plantas de Bidens pilosa se recogieron del campo de la Academia Sinica, Taiwan. Aproximadamente 10 kg de las plantas
limpias y trituradas, en su totalidad, se sometié a reflujo en 40 | de agua por dos horas. Después de la eliminacién de la fase
acuosa, los materiales insolubles se sometieron nuevamente a reflujo en 25 | de agua por dos horas. Las soluciones
acuosas combinadas (aproximadamente 65 I) se evaporaron al vacio para obtener un residuo, que se suspendid
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posteriormente en 1.0 | de agua y se extrajo con 1.0 | de n-butanol tres veces. La fraccion de n- butanol se evapor6 primero
en un evaporador rotatorio vacio bajo presion reducida y después se liofilizé para proporcionar un producto crudo de
citopiloina (37.7 g).

El producto crudo se cromatografié posteriormente sobre una columna de gel de silice RP-18 con un sistema solvente de
gradiente CHsOH/H20 para dar sub-fracciones BPB1, BPB2, BPB3, y BPB4. La fraccion BPB3, eluida por 70% CH3OH, se
fraccion6 adicionalmente por HPLC semi-preparativa usando un sistema solvente CH3OH/H-0 . La citopiloina se obtuvo y se
caracterizé por "H NMR y **C NMR.

'HNMR (500 MHz, CDOD3) & 1.78 (2H, g, J= 6.8 Hz), 1.98 (3H, s), 2.58 (2H, t, J= 6.8 Hz), 3.19 (1H, dd, J= 9.1, 7.8 Hz), 3.30
(1H, m), 3.34 (1H, m), 3.59 (2H, m), 3.65 (1H, dd, J= 12.0, 6.5 Hz), 3.75 (1H, p, J= 6.8 Hz), 3.85 (1H, dd, J= 12.0, 1.7 Hz),
4.32 (1H, d, J= 7.8 Hz); **C NMR (125 MHz, CDOD3) & 3.8,16.1,31.4,60.0, 60.9, 61.8, 62.4, 62.6, 64.9, 65.8, 66.2, 71.5,
75.2,77.9, 81.6, 104.8.

Ejemplo 2

Los ratones db/db se obtuvieron de Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, Estados Unidos), y después se mantuvieron y
manipularon de acuerdo con las directrices de la Academia Sinica Institutional Animal Care and Utilization Committee
(Taiwan).

Los ratones db/db diabéticos de 7-8 semanas de edad ayunaron por 12 horas (agua permitida), y después se inyectaron
intraperitonealmente con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o citopiloina a 25 pg/kg, los niveles de glucosa en
sangre en los ratones se monitorearon a 0, 1, 2, 4, y 6 horas usando el glucémetro Elite.

Los resultados muestran que a las dos horas los niveles de glucosa en sangre en los ratones tratados disminuyé
significativamente.

Ejemplo 3

Los ratones db/db se obtuvieron de Jackson Laboratory, y después se mantuvieron y manipularon de acuerdo con las
directrices de la Academia Sinica Institutional Animal Care and Utilization Committee (Taiwan). La glibenclamida se obtuvo
de MP Biomedical Inc.

Los ratones db/db diabéticos de 7-8 semanas de edad ayunaron por 12 horas (agua permitida) y se administraron oralmente
con PBS, citopiloina a 0.5 mg/kg o glimepirida a 2.5 mg/kg. Media hora mas tarde, los ratones se inyectaron
intraperitonealmente con glucosa a 0.5 g/kg de peso corporal. Los niveles de glucosa en sangre se monitorearon a 0, 0.5,
1,1.5,2 y 3 horas usando el glucémetro Elite.

Los resultados muestran que la citopiloina a 0.5 mg/kg de peso corporal mejoré la tolerancia a la glucosa tan eficazmente
como la glimepirida a 2.5 mg/kg de peso corporal, en contraposicion a PBS en ratones.

Ejemplo 4

Células RIN-m5F, una linea celular 3 de rata, se obtuvieron de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC). El medio
RPMI libre de glucosa se obtuvo de Life Technology. Las células se cultivaron en un medio RPMI 1640 libre de glucosa
glucosa suplementado con 10% FCS, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml), 2-mercapoetanol (50 uM), piruvato
de sodio (1 mM), y glutamato (292 pg/ml).

Las células se incubaron separadamente con vehiculo, glucosa a una dosis alta (16.7 mM), glucosa a una dosis baja (3.6
mM), y citopiloina a 2.5, 10, y 15 pg/ml por 24 horas. Los niveles de insulina en el medio celular se determin6é usando un kit
Elisa de insulina (Mercodia, Uppsala, Suecia).

Los resultados muestran que la citopiloina mejoré significativamente la secrecion de insulina.

Ejemplo 5

Las células RIN-m5F se pre-trataron con el vehiculo, diazéxido (100 uM), EGTA (10 pM), o nimodipina (1 uM) por 30
minutos. Estos se incubaron después con citopiloina a 5 pg/ml por 10 min. Los niveles de insulina en el medio celular se
determin6 usando un kit Elisa de insulina.
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Se observo que el diazéxido, un un activador de los canales de potasio/ATP, suprimié la secresion de insulina inducida por
citopiloina. EGTA, un quelante de calcio, y nimodipina, un bloqueador del canal de calcio, suprimié la secrecién de insulina
inducida por citopiloina en las células . Estos resultados sugieren que la citopiloina indujo la secrecion de insulina mediante
la afectacion de las funciones del canal de potasio/ATP canal de calcio.

Ejemplo 6

El vector pINS-DCR3 que contiene un promotor de insulina humano se digirié con Sphl y BamHI y después se clond en un
vector pcDNAAGMVIuc para generar el plasmido pINS-Luc. El plasmido pRL-TK que contiene un promotor de timidina
cinasa y un gen reportero de luciferasa Renilla se obtuvo de Promega.

Las células RIN-m5F transfectadas con los plasmidos INS-Luc y pRL-TK se incubaron con el vehiculo, alta glucosa (16.7
mM), o citopiloina a 2.5, 10, o 15 pg/ml por 24 horas.

Los resultados muestran que citopiloina estimularon la transcripcion de insulina en células RIN-m5F en una manera
dependiente de la dosis.

Ejemplo 7

Las células 3 primarias de ratones se sembraron en placas de 9-cm? en un medio RPMI 1640 libre de glucosa. Las células
primarias de ratones y las células RIN-m5F se trataron con el vehiculo o citopiloina a 2.5, 5, 0 10 p/ml por 24 horas. Las
células tratadas se sometieron posteriormente a tincién intracelular con el anticuerpo anti-insulina (H86, Santa Cruz
Biotechnology, CA, Estados Unidos) y antisuero de anti-conejo conjugado con FITC (BD Biosciences, CA, Estados Unidos)
de acuerdo con la instruccion del fabricante. Los niveles de insulina en el medio celular se determind usando un kit Elisa de
insulina.

Los resultados muestran que la citopiloina elevé los niveles de insulina en células  en comparacion con el tratamiento con
el vehiculo.

OTRAS MODALIDADES

Todas las caracteristicas descritas en esta descripcién pueden combinarse en cualquier combinacién. Cada caracteristica
descrita en esta descripcién puede reemplazarse por una caracteristica alternativa que sirve para el mismo propoésito, uno
equivalente o similar. Asi, a menos que se declare expresamente de cualquier otra forma, cada caracteristica descrita es
solamente un ejemplo de una serie genérica de caracteristicas equivalentes o similares.
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REIVINDICACIONES

Un extracto de Bidens pilosa que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de la siguiente férmula:

OR,

OR;
Rt = Wn

para usar en el tratamiento de la diabetes tipo Il en un sujeto que lo necesita,

en donde

Ri1 es H, C3-Cyo alquilo, C>-Cyo alquenilo, C,-Cio alquinilo, Cs-Cxo cicloalquilo, Cs-Cy cicloalquenilo, C1-Cao
heterocicloalquilo, C1-Czo heterocicloalquenilo, arilo, o heteroarilo;

R2 es H o un residuo de monosacarido;

R3 es H o C1-Cyp alquilo;

mes 2, 3,04;

0es0,1,2,3,04;y

pesl,2 304

El extracto para usar de la reivindicacién 1, en donde Rz es un residuo de glucosa, galactosa, fucosa, manosa, o
glucosa.

El extracto para usar de la reivindicacion 2, en donde R; es glucopiranosa.

El extracto para usar de la reivindicacion 3, en donde mes 4,0es 2,ypes 1.
El extracto para usar de la reivindicacion 4, en donde R; es C1-Cyg alquilo.

El extracto para usar de la reivindicacion 5, en donde R; es metilo.

El extracto para usar de la reivindicacion 6, en donde Rz es H.

El extracto para usar de la reivindicacion 1, en donde R; es H

El extracto para usar de la reivindicacion 8, en donde mes 4,0 es 2, yp es 1.
El extracto para usar de la reivindicacion 9, en donde R; es C1-Cyo alquilo.

El extracto para usar de la reivindicacion 10, en donde Ri es metilo.

El extracto para usar de la reivindicacion 11, en donde R3 es H.

El extracto para usar de la reivindicacion 1, en donde el compuesto tiene la siguiente férmula:

Uso de un extracto de Bidens pilosa que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de la siguiente férmula:
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1 m o P

en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la diabetes tipo Il,

en donde

R1 es H, Ci-Cio alquilo, C2-Cip alquenilo, C»-Cio alquinilo, Cs3-Cy cicloalquilo, Cs-Cyo cicloalquenilo, C1-Cyxo
heterocicloalquilo, C1-Cyo heterocicloalquenilo, arilo, o heteroarilo;

R2 es H o un residuo de monosacarido;

R3; es H 0 C;1-Cyp alquilo;

mes 2, 3,04;

oes0,1,2,3,04;y

pesl,2 304

15. El uso de la reivindicacion 14, en donde el compuesto tiene la siguiente formula:

10
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