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DESCRIPCION

Composicion para controlar el incremento de la glucemia.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. Campo de la invencion:

La presente invencion se refiere a composiciones relacionadas con catequinas para rebajar la elevacion de la
glucemia postprandial. La presente invencién también se refiere a alimentos funcionales para el control de la
glucemia que contienen extractos de té verde (GTE) con galocatequinas (GC) y macromoléculas que impiden la
absorcion intestinal de GC. Un propdsito de esta invencidon es tomar composiciones que rebajan la glucemia
después de una comida sin efectos secundarios algunos inhibiendo la absorcién intestinal de glucosa asi como la
absorcion de lipidos usando un mecanismo diferente de los agentes hipoglucémicos disponibles.

2. Antecedentes generales y estado de la técnica:

La diabetes de tipo 2 se caracteriza por dos caracteristicas principales: resistencia a insulina periférica y disfuncion
de células beta. Factores tanto hereditarios como ambientales, tales como obesidad e hiperglucemia prolongada,
pueden desencadenar o exagerar la diabetes de tipo 2 humana. La hiperglucemia causa tanto dafios a las células
beta como resistencia a insulina periférica mediante mdultiples mecanismos, denominados colectivamente como
glucotoxicidad (Borona, 2008). En diabetes MODY-2, los defectos funcionales en los genes de glucoquinasa limitan
la captacion de glucosa hepatica, provocando la prolongacion de la hiperglucemia postprandial (Jiang et al, 2008), y
eventualmente dan como resultado sobrecarga de células beta. Por lo tanto, los esfuerzos para minimizar la
hiperglucemia postprandial, asi como el control de la glucemia en ayunas, son de importancia para la prevencion y el
tratamiento de diabetes de tipo 2. Aunque a dia de hoy estan disponibles inhibidores de amilasa o inhibidores de
glucosidasa para reducir la hiperglucemia postprandial, el uso puede inducir algunos efectos secundarios
gastrointestinales, dado que bloguean la conversion en monosacérido. Las hojas de té verde (Camellia sinensis)
contienen polifenoles, en los que la familia de las catequinas es el polifenol mas mayoritario. Las catequinas
extraidas con agua de las hojas de té verde contienen galocatequinas (GC), que principalmente incluyen galato,
galato de epicatequina (ECG) y galato de epigalocatequina (EGCG). Con respecto a la diabetes de tipo 2, los
efectos de los extractos de té verde (GTE) o EGCG en estudios in vitro e in vivo se investigaron exhaustivamente.
Sin embargo, el debate sobre si GTE o EGCG son realmente aplicables para la prevencion o el tratamiento de
obesidad y diabetes de tipo 2 humanas no se ha planteado (Anderson & Polansky, 2002; Fukino et al, 2005; Naftalin
et al, 2003). Recientemente, se mostrd que el consumo diario de té verde por seres humanos diabéticos durante un
periodo de varios meses era ineficaz para aliviar los niveles de glucemia, los niveles de HbA1C, la resistencia a
insulina y marcadores de inflamacién (Fukino et al, 2005). Curiosamente, se ha demostrado que los GTE aplicados
por via oral pueden inhibir la absorcion de glucosa (Johnston et al, 2005; Kobayashi et al, 2000; Zhu et al, 2001) y
colesterol (Raederstorff et al, 2003) desde el tubo digestivo. Se cree que éste es uno de los mecanismos
subyacentes mediante los que los GTE influyen en la diabetes de tipo 2 y la obesidad. Las galocatequinas (GC),
incluyendo EGCG vy epicatequina-3-galato (ECG), parecen ser responsables de los efectos inhibidores,
principalmente a través de la inhibicidon de cotransportadores de Na-glucosa (SGLT1) en los epitelios intestinales
(Kobayashi et al, 2000) y la formacion de micelas mixtas en la luz intestinal (Raederstorff et al, 2003). La cantidad de
GC que es necesario ingerir para ejercer el efecto luminal parece ser tolerable en seres humanos (Kobayashi et al,
2000; Van Amelsvoort et al, 2001), probablemente debido a la menor biodisponibilidad oral de estas moléculas. No
obstante, cierta proporcion de las catequinas ingeridas es absorbida de forma inevitable en la sangre y actia en
otras zonas dentro del cuerpo. Por lo tanto, los efectos de los GTE ingeridos por via oral sobre el metabolismo de
glucosa y de lipidos son la combinacion de los efectos en el tubo digestivo y en la circulacion. Algunos informes
demostraron que la aplicacion oral de GTE en ratas (Sabu et al, 2002) y seres humanos (Tsuneki et al, 2004)
reducia los niveles de glucemia durante una prueba de tolerancia a la glucosa oral (OGTT). Sin embargo, estos
resultados podrian atribuirse al efecto luminal de GC (Naftalin et al, 2003) debido a que la glucosa elevada se aplico
inmediatamente después de la ingestion de catequina. Ademas, dado que las ratas presentan muy baja
biodisponibilidad oral de GTE, durante el experimento, es mas dificil detectar el efecto de GTE después de que los
GTE son absorbidos en la circulacion. Esto motivo a los inventores a evaluar los efectos de GTE y EGCG en la
circulacién asi como en el tubo digestivo.

El inventor descubri6 que GC en la circulacién incrementaba los niveles de glucemia y, por lo tanto, inducia
hipersecrecion de insulina. Por lo tanto, una aplicacién combinada de GTE con un inhibidor de absorcion de GTE
intestinal podria obtener eficazmente el efecto positivo de GTE en la luz intestinal para rebajar la elevacion de la
glucemia postprandial.

RESUMEN DE LA INVENCION

La hiperglucemia postprandial prolongada es un factor perjudicial para la diabetes de tipo 2 y la obesidad. El
beneficio del consumo de extracto de té verde (GTE) aun esta por confirmar. Los inventores describen los efectos de
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catequinas de té verde circulantes sobre los niveles de glucemia e insulina. La carga de glucosa oral 1 h después de
la ingestion de GTE en seres humanos causaba niveles de glucemia e insulina méas elevados que en sujetos de
control. Se requerian galocatequinas para estos efectos, aunque se ha sabido que, dentro de la luz intestinal, éstas
reducen la absorcion de glucosa y colesterol. El tratamiento con epigalocatequina-3-galato obstaculizaba la
captacion de 2-desoxiglucosa en lineas celulares de higado, grasa, células beta pancreaticas, y de musculo
esquelético. La intolerancia a la glucosa mejoré mediante GTE deficiente en galocatequina o GTE mezclado con
polietilenglicol, que se us6 como inhibidor de la absorcion intestinal de galocatequinas. Estos descubrimientos
sugieren que la galocatequina cuando esta en circulacién eleva el nivel de glucemia bloqueando la captacién de
glucosa normal en los tejidos, dando como resultado hiperinsulinemia secundaria, mientras que reduce la entrada de
glucosa en la circulaciéon cuando estan dentro de la luz intestinal. Estos descubrimientos fomentan el desarrollo de
derivados no absorbibles de galocatequinas para el tratamiento preventivo de diabetes de tipo 2 y obesidad, lo que
induciria especificamente solamente un efecto luminal positivo.

En un aspecto, la invencién se refiere a una composicion para el control de la glucemia que contiene extractos de té
verde (GTE) con galocatequinas (GC) y una macromolécula para prevenir la absorcion intestinal de GC. El
componente de GC puede comprender al menos uno de EGCG o ECG. La macromolécula es polietilenglicol (PEG).
La macromolécula puede tener un peso molecular de 1.000-2.000.000 dalton.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un alimento funcional que incluye la composicion descrita anteriormente. El
alimento puede ser, sin limitacion, bebida, comprimido o polvo.

En otro aspecto mas, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que incluye una cantidad que controla
la glucemia de la composicion descrita anteriormente, y un excipiente farmacéuticamente aceptable de la misma. La
GC puede incluir EGCG o ECG o ambos. La macromolécula puede ser PEG. La macromolécula puede tener un
peso molecular preferible de 1.000-50.000 dalton.

Estos y otros objetos de la invencién se entenderdn mas completamente a partir de la siguiente descripciéon de la
invencion, los dibujos mencionados adjuntos a ella y las reivindicaciones adjuntas en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La presente invencion se entenderd mas completamente a partir de la descripcion detallada que se proporciona a
continuacion en el presente documento, y los dibujos adjuntos que se proporcionan a modo de ilustracion solamente,
y, por lo tanto, no son limitantes de la presente invencion, y en los que;

Las figuras 1A-1D muestran efectos ambivalentes de GTE sobre la tolerancia a la glucosa. Cambios de los niveles
de glucemia (A) e insulina plasmética (B) durante OGTT en seres humanos, que se realizé inmediatamente después
de la ingestién de GTE. ElI GTE ingerido contenia ~500 mg de EGCG. n = 6 para cada grupo. Cambios de los
niveles de glucemia (C) e insulina plasmatica (D) durante OGTT en seres humanos, que se realizé 1 h después de la
ingestion de GTE. El GTE ingerido contenia ~250 mg de EGCG. n = 5 para cada grupo. Los individuos se
mantuvieron en ayunas durante una noche antes de los experimentos. Sujetos de control ingirieron una cantidad
equivalente de agua. Prueba de la t de Student para datos no emparejados bilateral. * P < 0,05y ** P < 0,01 en
comparacion con el valor de control en el mismo punto temporal.

Las figuras 2A-2B muestran efectos de GC circulante sobre la tolerancia a la glucosa. (A) Cambios de los niveles de
glucemia durante IPGTT en rata, que se realizé 30 minutos después de cada inyeccion de catequina. Las ratas se
mantuvieron en ayunas durante 12 h y a continuacion se les inyect6 por via intravenosa PBS en solitario, o PBS que
contenia EC en DMSO, ECG, EGC o EGCG (cada uno a 10 mg/kg). El area bajo la curva (AUC) se represent6 en
(B) como el porcentaje del valor de control sin catequina alguna. ANOVA con correccion de Bonferroni. * P < 0,05 y
** P < 0,01 en comparacion con el valor de control (B) o el del mismo punto temporal (A), n = 5-7 para cada grupo.

Las figuras 3A-3D muestras reducciones mediadas por EGCG de la captacion de glucosa. Se afiadio 2-desoxi-[3H]
glucosa después una incubacion de 20 minutos con las concentraciones indicadas de EGCG con o sin insulina 100
nM en los medios que contenian mioblastos L6 diferenciados (A), hepatocitos HepG2 (B), adipocitos 3T3-L1
diferenciados (C) y células beta INS-1 (D). Los datos se muestran como el porcentaje de cada valor de control en
ausencia o presencia de insulina. * P < 0,05, * P < 0,01, ** P < 0,001, en comparacion con el control
correspondiente sin insulina, y # P < 0,05, ## P < 0,01, ### P < 0,001, en comparacion con cada control con insulina,
usando ANOVA con correccion de Bonferroni. n = 3 para cada grupo.

Las figuras 4A-4D muestran datos representativos que muestran que ni la fosforilacion de PKB basal ni la estimulada
con insulina es alterada por el pretratamiento con EGCG en mioblastos L6 diferenciados (A), hepatocitos HepG2 (B),
adipocitos 3T3-L1 diferenciados (C) y células beta INS-1 (D).

Las figuras 5A-5D muestran el efecto del EGCG circulante sobre los niveles de glucemia y la resistencia a insulina.
Se realiz6é una inyeccion de EGCG (10 mg/kg, i.v.) en ratas mantenidas en ayunas durante 4 h (A y C) y ratones
Kir6.2 k/o (B y D). Los animales de control recibieron PBS en solitario. Se observé un incremento significativo del
nivel de glucemia 30 minutos después de la inyeccion de EGCG. A continuacién se inyect6 insulina (1 Ul/kg, i.p.) en
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el momento indicado por las flechas. EI cambio porcentual en los niveles de glucemia se mostré en C y D; los
valores de los dos grupos obtenidos inmediatamente antes de la inyeccion de insulina se normalizaron a 100. * P <
0,05, ** P < 0,01, ** P < 0,001, en comparacion con el valor de control en el mismo punto temporal usando la
prueba de la t de Student para datos no emparejados bilateral. ™ P < 0,01 se refiere a la comparaciéon entre
inmediatamente antes y 30 minutos después de la inyeccién de EGCG, con la prueba de la t de Student para datos
emparejados bilateral. n = 5 para cada grupo.

Las figuras 6A-6D muestran que GTE deficiente en GC disminuye los efectos de GTE natural en la circulacién y el
tubo digestivo. (A) En ratas en ayunas durante 4 h, se inyectd por via intravenosa PBS como control, GTE natural
(100 mg/kg) o GTE deficiente en GC (100 mg/kg) 30 minutos antes de la inyeccion de insulina (1 Ul/kg, i.p.). (B) Los
valores de los tres grupos obtenidos inmediatamente antes de la inyeccién de insulina se normalizaron a 100. * P <
0,05 se refiere a la comparacion entre inmediatamente antes y 30 minutos después de la inyeccién de EGCG, con la
prueba de la t de Student para datos emparejados bilateral. n = 5 para cada grupo. (C) Las ratas se mantuvieron en
ayunas durante 12 h, y a continuacion se les inyect6 por via intravenosa PBS en solitario, o0 PBS que contenia GTE
natural o GTE deficiente en GC 30 minutos antes de la carga de glucosa elevada intraperitoneal. n = 5 por grupo. (D)
Las ratas se mantuvieron en ayunas durante 12 h, y a continuacion ingirieron por via oral agua destilada en solitario,
0 agua destilada que contenia GTE natural (900 mg/kg), GTE deficiente en GC (900 mg/kg) o EGCG (90 mg/kg)
inmediatamente antes de la carga de glucosa elevada oral. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, en comparacion
con el valor de control en el mismo punto temporal, usando ANOVA con correccidon de Bonferroni. n = 6 por grupo.

Las figuras 7A-7D muestran que la ingestion de PEG con GTE bloquea el efecto circulante de GTE. (A) Las ratas se
mantuvieron en ayunas durante 12 h, y a continuacion ingirieron por via oral agua destilada en solitario (control), o
agua destilada que contenia PEG, GTE natural (900 mg/kg), o GTE mas PEG inmediatamente antes de la carga de
glucosa elevada oral. n = 4 para cada grupo. (B) Voluntarios humanos se mantuvieron en ayunas durante una noche
antes de los experimentos. A la mafiana siguiente, ingirieron agua en solitario, 0 agua que contenia GTE con 125 mg
0 500 mg de EGCG, o PEG mas GTE con 500 mg de EGCG. La carga de glucosa oral se consiguié poco después
de la ingestion. n = 8-10 para cada grupo. (C y D) En voluntarios humanos en ayunas durante una noche, la carga
de glucosa oral se consiguio 1 h después de la ingestion de agua que contenia GTE con 500 mg de EGCG, o el
GTE més PEG. Sujetos de control ingirieron una cantidad equivalente de agua. n = 5-6 para cada grupo. * P < 0,05,
* P <0,01ly** P <0,001 en comparacion con el valor de control en el mismo punto temporal, usando ANOVA con
correccion de Bonferroni.

La figura 8 muestra una ilustraciéon que muestra los efectos ambivalentes de GC en el intestino y en la circulacion.
Las lineas de puntos representan el movimiento de las moléculas; la flecha con linea continua representa la
facilitacion mediante insulina; las lineas de blogueo continuas representan la inhibicion por GC.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
En la presente solicitud, “un” y “uno” se usan para referirse tanto a un Unico como a una pluralidad de objetos.

Tal como se usa en el presente documento, “vehiculos” incluyen vehiculos, excipientes o estabilizantes
farmacéuticamente aceptables que no son toxicos para la célula o el mamifero que esta siendo expuesto a él, a las
dosificaciones y concentraciones empleadas. A menudo el vehiculo farmacéuticamente aceptable es una solucién
acuosa tamponada en pH. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen sin limitacién
tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico; polipéptido
de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albumina de suero,
gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina,
glutamina, asparragina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa,
manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azlcar tales como manitol o sorbitol;
contraiones formadores de sales tales como sodio; y/o tensioactivos no iénicos tales como TWEEN®, polietilenglicol
(PEG) y PLURONICS®.

Tal como se usa en el presente documento, “cantidad eficaz” es una cantidad suficiente para efectuar resultados
clinicos o bioquimicos beneficiosos o deseados. Una cantidad eficaz puede administrarse una o mas veces. Para los
fines de esta invencion, una cantidad eficaz de un compuesto inhibidor es una cantidad que es suficiente para paliar,
mejorar, estabilizar, invertir, ralentizar o retardar la evolucion de la enfermedad.

Tal como se usa en el presente documento, “mamifero” para los fines de tratamiento se refiere a cualquier animal
clasificado como un mamifero, incluyendo seres humanos, animales domésticos y de granja, y animales de
zoologico, deportivos o de compariia, tales como perros, gatos, vacas, caballos, ovejas, cerdos, y demas.
Preferentemente, el mamifero es un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento “vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable” incluye todos y
cada uno de disolventes, medios de dispersion, agentes antibacterianos y antifingicos de recubrimiento, agentes
isoténicos y retardantes de la absorcion y similares. El uso de dichos medios y agentes como sustancias
farmacéuticamente activas se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas.
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Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de dosificacion unitaria para facilidad de
administracion y uniformidad de dosificacion. Forma de dosificacion unitaria, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos
mamiferos a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado junto con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las
formas de dosificacién unitarias de la invencion viene dictada por y depende directamente de (a) las caracteristicas
Unicas del material activo y el efecto terapéutico particular a conseguir, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica
de mezclar dicho material activo para el tratamiento de una enfermedad en sujetos vivos que tienen una enfermedad
en la que la salud corporal esta alterada.

El principal ingrediente activo se mezcla para administracion comoda y eficaz en cantidades eficaces con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado en forma de dosificacion unitaria. Una forma de dosificacion
unitaria, por ejemplo, contiene el compuesto activo principal en cantidades que varian de 0,5 pg a aproximadamente
2000 mg. Expresado en proporciones, el compuesto activo esta generalmente presente en de aproximadamente 0,5
ug/ml de vehiculo. En el caso de composiciones que contienen ingredientes activos suplementarios, las
dosificaciones se determinan mediante referencia a la dosis habitual y la via de administracion de dichos
ingredientes.

Tal como se usa en el presente documento, “sujeto” es un mamifero, mas preferentemente un ser humano.

El método para fabricar las composiciones con efecto rebajante de la glucemia con respecto a esta invencién
contiene la etapa de extraer GC, que posee al menos uno de EGCG o ECG, a partir de té verde; la etapa de mezclar
la solucion o polvo de extracto que contiene GC con un poliglicol (PG), que es polietilenglicol (PEG).

Las composiciones anteriores también pueden fabricarse mezclando PG con GC que esta concentrado y disponible
en el mercado. Las composiciones anteriores contienen GC a concentraciones entre 10-2000 mg y PG (0,01-50 g/g
de GC). El peso molecular del anterior PG es 100-2.000.000 dalton, mas apropiadamente 500-100.000 dalton, de la
forma méas apropiada, de 1.000 a 80.000, 1.000-50.000 dalton, o de 1.000 a 8.000 dalton, dado que es mejor para
ingerirla sin incomodidad y controlar la glucemia.

El método para fabricar el GC anterior incluye
1. etapa para filtrar la solucién de extracto obtenida mediante extracciéon en agua hirviendo de hojas secas;
2. etapa para obtener polvo liofilizando la solucion de extracto anterior; y

3. etapa para purificacion de GC o su fraccion mediante cromatografia en columna, después de disolver el polvo
con agua destilada.

Para describir los detalles de las etapas anteriores, en la etapa 1, se afiadieron hojas de té verde a agua caliente
(80-95°C, 10-50 veces del peso de hojas), se agitaron suavemente durante 5 minutos-1 hora para extracciéon y se
filtraron. En la etapa 2, el polvo que contenia polifenoles de té verde se obtuvo liofilizando la solucion de extracto
anterior. En la etapa 3, para purificar y obtener productos quimicos de polifenol en el polvo, se realizé cromatografia
en columna. Esta invenciéon empleaba cromatografia en columna de gel de poliestireno de alta porosidad (tamafio de
particula, 75-150 um, Diaion HP-20, Mitsubishi Kagaku Co., Jap6n; Columna, 25 ¢ x 1.000 mm). En este momento,
el disolvente de extraccion era 100 ml de metanol:H,O (1:5), y el extracto se extrajo una vez mas con 100 ml de
metanol:H,O (2:5). El caudal era de 5 ml/minuto.

Cuando se analizaron los componentes de compuestos polifendlicos de té verde obtenidos mediante el método
anterior, se recogieron galocatequina y epigalocatequina en la fraccion 1. En la fraccién 2, se detectaron catequina,
epicatequina, galato de galocatequina y EGCG. En la fraccion 3, se recogio ECG.

De acuerdo con esta invencion, la GC contenida en las composiciones fabricadas inhibe la actividad del SGLT
(transportador de glucosa dependiente de sodio) en la luz intestinal y, por lo tanto, suprime la absorcion intestinal de
glucosa. Esto tenia menos efectos secundarios que el farmaco hipoglucémico disponible actualmente para inhibir la
actividad amilasa. Ademas, la absorcion intestinal de la propia GC, que incrementa la glucemia en la circulacion,
puede suprimirse mediante poliglicol coadministrado (PG). Por lo tanto, esta invencion, reduciendo los niveles de
glucemia postprandial, puede ofrecer prevencion de la diabetes de individuos normales, la inhibicion de la evolucion
de la diabetes de individuos predispuestos a diabetes, y el alivio de complicaciones diabéticas de pacientes
diabéticos.

Las composiciones que contienen GC de esta invencion se aplican por via oral con tipos disponibles en el mercado.
También pueden aplicarse antes o durante una comida, pero preferentemente para ser aplicadas justo antes de una
comida.

Dado que las composiciones que contienen GC de esta invencién son materiales bioactivos naturales extraidos de
té verde natural y no absorbidos en la circulacién, cuando se aplican por via oral en animales y seres humanos,
estos son seguros sin efectos secundarios y toxicidad aguda. Por lo tanto, esta invencion ofrece alimentos o
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alimentos saludables y funcionales, que contienen GC y PG, para controlar glucemia postprandial.

De acuerdo con esta invencion, en el caso de fabricacién como un agente farmacéutico, GC y PG pueden mezclarse
y formarse con material disponible en el mercado y farmacéuticamente para preparar comprimidos, capsulas rigidas
o blandas, comprimidos masticables, polvo, liquido o inmersién con el fin de ingestién oral.

En la formacion de comprimidos, capsulas rigidas o blandas, comprimidos masticables, polvo, liquido o inmersién
como un material aplicable por via oral usando las composiciones, éste puede contener goma arabiga, almidén de
maiz, material aglutinante como celulosa o gelatina de grano fino, un vehiculo como fosfato calcico o lactosa,
disgregante como acido alginico, almidon de maiz o almidén de patata, lubricante como acido estearico con
magnesio, edulcorante como sacarosa 0 sacarina, y aroma como salicilato de metilo o aroma de frutas. En el caso
de una céapsula, ésta puede contener materiales liquidos como aceite graso ademas de los materiales anteriores.

Potencialmente todos los materiales suplementarios pueden mezclarse y usarse para la formacién de materiales
aplicables por via oral con GC y PG, si estos son farmacéuticamente puros, sustancialmente no toxicos y no afectan
a la accion de los materiales bioactivos.

En esta invencidn, la dosis para conseguir el efecto como un controlador de la glucemia puede ser determinada por
doctores con la consideracion del tipo de enfermedades, la gravedad de la enfermedad, el género, la edad, el peso
corporal, el estado de salud, el tipo de aplicacion, la frecuencia y el momento de aplicacion, la presencia de
farmacos combinados, y otro entorno relacionado.

Este farmaco farmacoldgico en esta invencion, que contiene GC y PG (0,01-50 gramos de GC), en el caso de
ingestion oral, 0,5-100 mg de EGCG, ECG o sus compuestos mixtos por kg de peso corporal, mas apropiadamente
1-50 mg, puede aplicarse una o varias veces al dia, mas apropiadamente 1-3 veces al dia, justo antes, durante o
justo después de una comida.

GC y PG en esta invencién pueden fabricarse para un material suplementario de bebidas comerciales, agua mineral,
bebidas alcohdlicas, chicle, caramelo, golosinas, helado y galletas. Ademas, puede aplicarse en alimentos o
suplementos alimenticios saludables con vitaminas y minerales para rebajar la glucemia postprandial.

Exposicion de los datos

El presente estudio ha revelado que la GC de té verde, tal como EGCG y ECG, reduce fuertemente los niveles de
glucemia principalmente a través de sus actividades en el tubo digestivo mientras incrementa el nivel de glucosa
cuando GC esta en la circulacion (figura 8 para el resumen). Aunque se ha descrito que los polifenoles de té verde
inhiben la actividad de sacarosa y a-amilasa intestinal también, la GC puede no ser el inhibidor principal, dado que el
efecto inhibidor del té verde era mas débil que el del té negro que tiene una cantidad mas pequefia de GC (19). La
captacién de glucosa intestinal esta mediada por SGLT1, y se ha descubierto que GTE o GC es un inhibidor
competitivo de SGLT1 de células epiteliales intestinales humanas (9, 20). En el presente estudio, la captacion de
glucemia en células metabdlicamente importantes también se inhibia en presencia de EGCG. El efecto inhibidor de
GC sobre transportadores de glucosa celular se ha observado previamente en adipocitos de ratén (21), adipocitos
de rata (22) y eritrocitos humanos (7). Por lo tanto, se puede especular que la GC podria obstaculizar la accién de
diversos transportadores de glucosa en el cuerpo, incluyendo los cotransportadores de Na-glucosa asi como los
transportadores de glucosa independientes de Na. Por lo tanto, la GC en el tubo digestivo puede ser util para
controlar la diabetes y la obesidad reduciendo la entrada de glucosa en la circulacién (23), pero puede ser perjudicial
en la circulacion. Estos efectos ambivalentes de GC en los dos compartimentos pueden frustrar intentos de evaluar
su papel preciso en el control de la glucemia. Los inventores observaron, ademas, una aguda resistencia a insulina
haciendo circular EGCG en solitario o de forma méas prominente haciendo circular GTE. La ultima amplificacion
puede deberse a los otros constituyentes, tales como ECG y acido galico, que puede ejercer efectos adicionales, o
puede deberse al catabolismo retardado de EGCG en presencia de otros componentes del té verde (16). Por lo
tanto, se espera que la acumulacion de glucosa en la circulaciéon causada por catequinas de té verde puede inducir
hipersecrecion de insulina. No es sorprendente que la sobrecarga de células beta a largo plazo represente una
consecuencia perjudicial que causa eventual alteracion de células beta.

En el presente estudio, GTE era eficaz a concentraciones de EGCG en sangre de 1-2 uM, lo cual es facilmente
alcanzable mediante administracion oral diaria de té verde (24). Es mas probable que experimentos que usan ratas
pasen por alto este efecto en circulacion, dado que las ratas tienen una biodisponibilidad oral de EGCG mucho mas
baja (15, 16). Para aclarar el efecto de GTE circulante, los inventores emplearon OGTT a largo plazo en seres
humanos, que tienen la biodisponibilidad oral de EGCG relativamente mas alta que las ratas, y descubrieron que
GTE obstaculizaba el retorno del nivel de glucosa al valor de control. Un informe in vivo que examinaba el efecto de
EGCG circulante dentro de un intervalo de concentracion aplicable al ser humano mostraba que la aplicacion de
EGCG intraperitoneal a relativamente largo plazo causaba pérdida de peso en ratas (17). Sin embargo, se descubrié
un deterioro significativo en los érganos sexuales. Esto pude deberse probablemente a la inhibicion por EGCG de la
captacién de glucosa en las células de Leidig productoras de andrégenos (7). Una reciente investigacion (7) reveld
que ECG 100 nM competia con la glucosa para unirse al transportador de glucosa de tipo 1 en eritrocitos, de modo
gue la velocidad de reaccién era la mitad de su valor maximo. El mismo efecto se conseguia con EGCG 1 uM. A
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este respecto, puede suponerse que los efectos reductores sobre la gluconeogénesis hepatica inducidos por EGCG
podrian deberse parcialmente a la inhibicién mediada por EGCG de la captaciéon de glucosa hepatica (7, 25).
Ademas, los efectos beneficiosos de EGCG en el tratamiento de algunos canceres pueden deberse, al menos
parcialmente, al efecto de privacién de glucosa que el EGCG puede infligir a células cancerosas que son mas
metabdlicamente activas y glucoliticamente dependientes que las células normales (26). Otros polifenoles, tales
como quercetina y miricetina, parecen tener margenes de seguridad relativamente mas amplios dado que inhiben la
captacion de glucosa celular aproximadamente 10 uM (27).

Los esfuerzos por gestionar diabetes de tipo 2 y obesidad mediante tratamiento con té verde natural parecen ser
cautos dado que la GC absorbida por via sistémica bloquea realmente la captacién de glucosa celular y, de este
modo, incrementa los niveles de glucemia e insulina. La ingesta moderada de té verde (1-2 tazas al dia) durante una
comida puede ser beneficiosa, dado que el GC que entra en la circulaciéon serd minimo, pero su efecto a largo plazo
puede estar limitado probablemente a cierta categoria de la poblacién (28). Muchos ensayos han medido la
capacidad de los productos naturales para inhibir la absorcion intestinal de glucosa. Sin embargo, ninguno de estos
ensayos ha explorado el uso de inhibidores de la absorcién de glucosa y lipidos derivados de GC no absorbibles.
Maximizar el efecto positivo de GC en la luz intestinal, mientras se minimiza el efecto negativo en la circulacion,
estaria recomendado para controlar esas enfermedades metabdlicas.

La presente invencion no debe estar limitada en alcance por las realizaciones especificas descritas en el presente
documento. Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion de la presente invencion, y no a modo de
limitacion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 - Materiales y métodos
Ejemplo 1.1 - Materiales

Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), solucién salina tamponada con fosfato (PBS), suero fetal bovino
(FBS) y suero fetal de ternero (FCS) se adquirieron de Gibco (Carlsbad, CA). El medio RPMI-1640 se adquirié de
Welgene (Daegu, Corea). Polietilenglicol (PEG; resina hidroxi Novasyn TG) fue suministrado a partir de:
Novabiochem (Darmstadt, Alemania) para estudio en animales. PEG para estudio en seres humanos fue cedido
amablemente de Taejoon (Seul, Corea). Hojas de té verde (BOSUNG SEIJAK) se adquirieron de Bosung green tea
Co. (Jeonnam, Corea). Epigalocatequina-3-galato (EGCG), epicatequina-3-galato (ECG), epigalocatequina (EGC) y
epicatequina (EC) se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Todos los demas productos quimicos se
obtuvieron de Sigma-Aldrich.

Ejemplo 1.2 - Cultivo celular

Mioblastos L6 de rata se cultivaron en DMEM bajo en glucosa con FBS al 10% (v/v) hasta que alcanzaban el 80% de
confluencia. Para inducir la diferenciacion, las células se cultivaron ademas en DMEM (glucosa 24,9 mM) que
contenia FBS al 2% durante 7 dias. La viabilidad de las células se evalu6 mediante la prueba de viabilidad del azul
de tripano. La diferenciacion miogénica al estado de miotubo se evalué tanto morfolégica como bioguimicamente.
Preadipocitos 3T3-L1 de ratdn se cultivaron a confluencia a 37°C en placas de cultivo de 35 mm en DMEM que
contenia FCS al 10% sin biotina o pantotenato afiadido en incubadoras equilibradas con CO; al 5%. A los dos dias
después de la confluencia (dia 0), la diferenciacion se indujo con metilisobutilxantina (0,5 mM), dexametasona (0,5
uM) e insulina (5 pg/ml) en DMEM que contenia FBS al 10%. El dia 2, metilisobutilxantina y dexametasona se
retiraron y el tratamiento con insulina continué durante 2 dias adicionales. El dia 4 y en lo sucesivo, DMEM (sin
suplementacion con insulina) mas FBS al 10% fue sustituido cada 2 dias. Se usaron células (2 x 10° células/placa)
para experimentos el dia 8. La diferenciacion celular se evalué mediante la tincién con rojo al aceite O (Oil red-0O). La
linea celular HepG2 de carcinoma hepatocelular humano se mantuvo en DMEM que contenia FBS al 10% a 37°C.
Las células INS-1 de rata secretoras de insulina se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 10%,
acido N-(2-Hidroxietil)piperazin-N'-(2-etanosulfénico) (HEPES) 10 mM, piruvato sédico 1 mM, 2-mercaptoetanol 50
mM, 100 Ul/ml de penicilina, y 100 mg/ml de estreptomicina.

Ejemplo 1.3 - Preparacion de GTE

Para estudios en animales, se afiadieron 20 g de hojas de té verde a 1.000 ml de agua nanopura. Después de
agitarlas durante 5 minutos a 80°C, las hojas de té se retiraron por filtracién usando papel de filtro (papel de filtro
Advantec 2, Hyundai micro Co., Sell, Corea) a presion reducida. El extracto se secé por liofilizacion. (Se recogi6 un
total de 3 g de GTE, en el que EGCG, ECG, EGC y EC eran ~100, 53, 56 y 31 mg/g de GTE, respectivamente). Una
cantidad igual de la solucién de GTE se mezclé con 2 g de perlas de PEG durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Después de la filtracién, el sobrenadante se liofilizé (EGCG, ECG, EGC y EC eran ~26, 14, 42 y 25 mg/g
de GTE, respectivamente) para obtener GTE deficiente en GC (GTE-GC). Los resultados indicaban que el
pretratamiento con resina preferentemente reducia GC de la solucion de GTE. Para el estudio en seres humanos, se
afnadieron 30 g de hojas de té verde a 500 ml de agua nanopura. Después de agitarlas durante 3 minutos a 80°C, las
hojas de té se retiraron por filtracion, quedando una solucién de 350 ml, que contenia ~500 mg de EGCG.
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Ejemplo 1.4 - OGTT en seres humanos

Voluntarios masculinos sanos de 20-29 afios sin antecedentes familiares de diabetes y sin resistencia a insulina
evaluada por el indice de Homa se seleccionaron aleatoriamente y ayunaron durante una noche antes de que
comenzaran los experimentos. En primer lugar, individuos que mostraban un nivel de glucemia en ayunas mayor de
100 mg/dI se excluyeron. A las 9:00 AM, cada individuo consumi6 por via oral 350 ml de agua solamente (control), o
350 ml de solucién de GTE que contenia 125 mg, 250 mg o 500 mg de EGCG, inmediatamente antes de o 1 h antes
de la ingestién de 150 ml de agua que contenia 75 g de glucosa. Otro grupo de sujetos ingirié PEG (110 mg/100 mg
de EGCG) con la solucién de GTE. Después de que se habia recogido sangre a través de un angiocatéter insertado
en una vena del antebrazo, los niveles de glucemia e insulina plasmatica se midieron en los momentos indicados.
Los niveles de glucemia se midieron usando la tira reactiva Glucocard Il (Arkray Inc., Kioto, Japén). Los niveles de
insulina plasmatica se midieron usando un kit inmunorradiométrico (INSULIN MYRIA, Techno genetics, Sesto, Italia).
Antes de que comenzara el estudio, su propdsito y sus riesgos se explicaron cuidadosamente, y se obtuvo el
consentimiento por escrito de todos los participantes. El protocolo fue aprobado por el Comité Etico de la
Universidad IRB Keimyung, Daegu, Corea, que regula la investigacion en seres humanos.

Ejemplo 1.5 - Prueba de tolerancia a glucosa intraperitoneal (IPGTT) y OGTT en animales

Ratas Sprague-Dawley fueron proporcionadas por Hyochang Science Co. (Sell, Corea). Después de un ayuno de
12-h, las ratas fueron anestesiadas usando pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.; Nembutal, 50 mg/ml, Hanlim
Pharmaceutical Co., Seul, Corea) y a continuacion se les inyecté una de las epicatequinas: EGCG, EGC, ECG y EC
(cada una a 10 mg/kg en 300 ul de PBS, i.v.). Se disolvi6 EC en una cantidad minima de DMSO por adelantado
antes de la adicion de PBS. En otro experimento, las ratas se dividieron aleatoriamente en 3 grupos: control, GTE y
GTE-GC. A las ratas en el grupo de GTE se les inyectdé GTE natural (100 mg/kg en 300 pl de PBS, i.v.; 10 mg/kg
como EGCG) a través de la vena caudal, mientras que a las ratas de control se les inyectaron solamente 300 ul de
PBS y a las ratas en el grupo de GTE-GC se les proporcioné una cantidad igual de GTE deficiente en GC (100
mg/kg en 300 pl de PBS, i.v.; 2,6 mg/kg como EGCG). Treinta minutos después de la inyeccion, se inyectd glucosa
(2,0 g/kg en 600 pl de agua destilada, i.p.). Para OGTT, a las ratas se les hizo ingerir 1 ml de agua destilada
solamente (control), o 1 ml de agua destilada que contenia uno de GTE natural (900 mg/kg), GTE deficiente en GC
(900 mg/kg), EGCG (90 mg/kg), GTE natural mas PEG (110 mg/100 mg de EGCG) o PEG en solitario.
Inmediatamente después de la ingestion, a cada rata se le administrd por via oral 1 ml de agua destilada que
contenia glucosa (2 g/kg). Para el ensayo de los niveles de glucemia, se extrajo sangre de la vena caudal en los
momentos indicados. Todos los experimentos fueron aprobados por el comité ético institucional de la Universidad
Keimyung, Daegu, Corea para supervisar investigacion en animales.

Ejemplo 1.6 - Prueba de tolerancia a la insulina (ITT) en animales

Ratones Kir6.2 knock-out (k/o) fueron proporcionados amablemente por el Prof. Susumu Seino en la Universidad de
Kobe en Japén. Después de un ayuno de 4 h, a ratones Kir6.2 k/o o a ratas normales se les inyectd por via
intravenosa PBS (100 pl para el ratdon, 300 pl para la rata) solamente, o PBS que contenia EGCG (10 mg/kg), GTE
natural (100 mg/kg) o GTE deficiente en GC (100 mg/kg). Treinta minutos después de la inyeccion, a los ratones y
las ratas se les inyect6 por via intraperitoneal solucién salina normal (300 pl para el raton, 600 pl para la rata) que
contenia insulina (1 Ul/kg; INSULIN LISPRO, Eli Lilly, IN). Las tomas de muestras de sangre se realizaron a través
de la vena caudal en los momentos indicados.

Ejemplo 1.7 - Ensayo de captacion de 2-desoxiglucosa

En resumen, después de la privacién de suero durante 30 minutos, las células se lavaron con tampon Krebs-Ringer
fosfato-HEPES [tampdén KRPH: tamp6n fosfato 10 mM, pH 7,4; MgSO4 1 mM, CaCl, 1 mM, NaCl 136 mM, KCI 4,7
mM y HEPES 10 mM, pH 7,6] y a continuacion se incubaron con o sin insulina 100 nM durante 20 minutos en
tampon KRPH que contenia EGCG (0, 0,1, 1,0 6 10 uM). El transporte de glucosa se determind mediante la adicion
de 2-desoxi-[*H] glucosa (0,1 mM, 0,5 uCi/ml; PerkinElmer Life and Analytical Science, Waltham, MA). Después de
10 minutos de incubacién, la reaccion se interrumpié mediante tres lavados rapidos con PBS enfriado con hielo. Las
células se lisaron a continuacion en PBS que contenia NaOH 0,2 M, y la captacion de glucosa se evalué mediante
recuento por centelleo.

Ejemplo 1.8 - Analisis por transferencia de Western

Para determinar el efecto de EGCG sobre la actividad de proteina quinasa B (PKB), el estado de fosforilacion de
PKB se examin6 después de la exposicion de células L6, INS-1, HEPG2 y 3T3L-1 a medios que contenian
diferentes concentraciones de EGCG e insulina. Como en el ensayo de captacion de 2-desoxiglucosa, las células
experimentales fueron expuestas a medios sin glucosa durante 30 minutos y a continuacion se incubaron con o sin
insulina 100 nM durante 20 minutos en KRPH que contenia EGCG (0, 0,1, 1,0 6 10 uM). Después de 10 minutos de
incubacién adicionales con glucosa 5 mM, la reacciéon se interrumpié mediante tres lavados rapidos con PBS
enfriado con hielo. Las proteinas celulares totales se extrajeron en tampdn de lisis (Tris-Cl 10 mM (pH 7,4), NaCl 130
mM, Triton X-100 al 5% (v/v), EDTA 5 mM, aprotinina 200 nM, leupeptina 20 mM, fenantrolina 50 mM, benzamidina-
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HCI 280 mM) durante 20 minutos a 4°C. Los lisados se separaron mediante SDS-PAGE y se electrotransfirieron a
una membrana Immobilion-P (Millipore, Billerica, MA). Después de sondear con anticuerpos especificos [Anticuerpo
anti-fosfo-PKB (Ser473) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA), y anticuerpo anti-B-actina (Sigma)], las bandas
inmunorreactivas se visualizaron con anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano rusticano (1:5.000;
Santa Cruz, CA) usando quimioluminiscencia intensificada (Amersham Biosciences, Little Chalfont, RU).

Ejemplo 1.9 - Analisis de catequinas de GTE con HPLC

El andlisis por HPLC se llevé a cabo en un cromatégrafo de liquidos Waters Alliance 2695 equipado con un detector
de absorbancia doble modelo 2487 (Waters Co., Milford, MA). Una columna de relleno de fase inversa Symmetry
C18 de Waters (4,5 mm x 250 mm, 5 um) se usé a 25°C para separacion durante todo este estudio. Las catequinas
se determinaron simultaneamente a 235 nm. Se realiz6 una elucién con gradiente modificando la proporcién de
disolvente A (agua-acido trifluoroacético, 99,9:0,1 v/v) con respecto a disolvente B (acetonitrilo-acido trifluoroacético,
99,9:0,1 v/v), con un caudal de 1 ml/minuto. La composicién de la fase moévil cambiaba linealmente del 9,5% al 14%
de disolvente B en 10 minutos y a continuacion se mantenia la misma composicion durante 10 minutos, seguidos por
un incremento lineal de disolvente B hasta el 27,5% en el plazo de 15 minutos. La composicién de la fase mévil se
llevé de vuelta a continuacion a las condiciones iniciales durante un periodo de 5 minutos para el préximo ciclo.
Todas las soluciones preparadas se filtraron a través de membranas de 0,45 um (Sartorius, Maisemore, RU), y la
fase movil se desgasificé antes de inyeccion en la HPLC.

Ejemplo 1.10 - Andlisis estadisticos

Los resultados se expresan como la media + SEM. El paquete de software SPSS (versién 14.0) (SPSS Inc.,
Chicago, IL) se us0 para los andlisis estadisticos. El area bajo la curva se calculé usando el software Microcal Origin
(version 7.0; Northampton, MA). Se realizaron comparaciones entre dos grupos con la prueba de la t de Student
bilateral para datos emparejados o sin emparejar. Para comparaciones de mas de dos grupos, la significacion se
puso a prueba usando un andlisis de la varianza (ANOVA) con correccion de Bonferroni para tratar con cantidades
relativamente pequefias de muestras. Las diferencias entre grupos se consideraban significativas cuando P < 0,05.

EJEMPLO 2 - Resultados

Ejemplo 2.1 - Efecto de la ingesta de GTE sobre los niveles de glucemia e insulina plasmatica durante OGTT en
seres humanos

Los resultados de OGTT que se habia realizado con voluntarios masculinos sanos mostraba que los efectos de la
ingesta de GTE sobre la tolerancia a la glucosa cambiaban dependiendo del lapso de tiempo entre la administracion
de GTE y glucosa. GTE administrado por via oral mantenia niveles de glucemia menores que el control durante
OGTT cuando la glucosa se tom6 inmediatamente después de la administracién de GTE (figura 1A). Este efecto es
el mismo con los resultados notificados previamente (14). El efecto rebajante de GTE sobre los niveles de glucemia
durante OGTT se invirti6 cuando éste se administré 1 h antes que la administracion de glucosa (figura 1C). El nivel
de glucemia era significativamente mas alto en el grupo de GTE que en el control 60 minutos después de la carga de
glucosa (P < 0,01). El intervalo de 1 h entre la ingesta de GTE y de glucosa se selecciond, dado que se sabia que
las concentraciones sanguineas de ingredientes del té, especialmente catequinas, alcanzaban un maximo entre 1-2
h después de la ingestion de GTE (4, 15). Curiosamente, los niveles de insulina plasmatica también eran
significativamente (P < 0,05) méas elevados en el grupo de GTE a los 60 minutos (figura 1D), lo que implica que los
niveles de glucemia mas elevados pueden inducir una mayor velocidad de secrecion de insulina.

Ejemplo 2.2 EGCG y ECG de catequinas del té son criticos para intolerancia a la glucosa

Para aclarar que componentes de GTE eran responsables de la OGTT anormal en seres humanos, se realiz6 IPGTT
con rata (figura 2). Dado que las epicatequinas fueron estudiadas exhaustivamente por su papel en la tolerancia a la
glucosa, se usaron EGCG, ECG, EGC y EC para IPGTT. Cada catequina se inyecto en ratas 30 minutos antes de la
administracion de glucosa. La cantidad de EGCG inyectada (10 mg/kg, i.v.) se selecciond para alcanzar sus
concentraciones en sangre a aproximadamente 1 uM a los 30 minutos después de la inyeccién (16, 17). Se uso la
misma cantidad de otras catequinas incluso aunque éstas tenian diferentes perfiles farmacocinéticos (10). EGCG y
ECG causaban niveles de glucemia mas elevados 30 minutos después de la carga de glucosa en comparacion con
el control (P < 0,01) mientras que EC y EGC no tenian ningun efecto. Este resultado sugeria que el efecto de GTE
sobre la intolerancia a la glucosa se debia principalmente a las dos GC, EGCG y ECG. Dado que la cantidad de
EGCG en GTE soluble en agua era aproximadamente 2-3 veces mayor que ECG (18), se realizaron estudios
adicionales con EGCG como representante de GC.

Ejemplo 2.3 - La captacion de 2-desoxi-[3H]-qucosa en las células es obstaculizada por EGCG

Las dependencias de la dosis de EGCG de la captacion de glucosa basal y estimulada por insulina, se evaluaron
con células metabdlicamente importantes incluyendo células beta (figura 3). La captacion de glucosa tanto basal
como estimulada por insulina se redujo mediante dependencia a la dosis de EGCG para todas las células
pretratadas con EGCG. Ademas, en las lineas celulares puestas a prueba hasta EGCG 10 uM, el EGCG no alteraba
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la expresion basal y regulada por insulina de fosfo-PKB (figura 4).
Ejemplo 2.4 - El EGCG circulante incrementa fuertemente los niveles de glucemia y la resistencia a insulina

Se examiné la posibilidad de asociacion entre la intolerancia a la glucosa mediada por EGCG y los canales de
potasio sensibles a ATP (Katp), que modulan la resistencia a insulina periférica asi como la secrecién de insulina por
células beta. Se hizo ayunar a ratas normales y ratones Kir6.2 k/o durante 4 h antes de la inyeccion de EGCG. La
significativa elevacion de los niveles de glucemia tanto en ratas normales como en ratones Kir6.2 k/o se descubrid
30 minutos después de la inyeccion de EGCG (P < 0,01; figura 5A, B). Este resultado sugiere que el cambio inducido
por EGCG del nivel de glucemia no estaba mediado a través de un mecanismo que implicaba canales Karp. Cuando
se trataba con insulina, la velocidad de desaparicion de glucemia se retrasé leve pero significativamente en ratas
pretratadas con EGCG y ratones Kir6.2 k/o (P < 0,01; figura 5C, D).

Ejemplo 2.5 - Efecto de GTE deficiente en GC

La inyeccion de GTE con ratas que ayunaron durante 4 h causaba una significativa elevacion de los niveles de
glucemia (P < 0,05; figura 6A), que era un descubrimiento similar a la inyeccién con EGCG en solitario en la figura
5A, mientras que la inyeccion de GTE deficiente en GC no lo causaba (P = 0,114). La ITT revelaba una notable
resistencia a insulina en el grupo de GTE (P < 0,01 a los 20 minutos), mientras que la mejora significativa de la
resistencia a insulina se observo en el grupo de GTE-GC (figura 6B). Las ratas en otro experimento se mantuvieron
en ayunas durante 12 h, no 4 h, para minimizar la elevacion del nivel de glucemia por el propio GTE. A continuacién
se les inyecto por via intravenosa PBS en solitario, 0 PBS que contenia GTE natural o GTE deficiente en GC 30
minutos antes de la carga de glucosa. Tal como se muestra en la figura 6C, los niveles de glucemia en el grupo
tratado con GTE durante la IPGTT eran notablemente més elevados que aquellos en el control con PBS (P < 0,01 a
los 10 y 20 minutos), mientras que el grupo de GTE-GC mostraba niveles de glucosa similares al control. Los efectos
sobre la absorcidn de glucosa en la circulacion de GC dentro del tracto gastrointestinal se evaluaron mediante OGTT
en rata. Esta se realizo mediante ingesta oral de GTE inmediatamente seguida por ingestion de glucosa (figura 6D).
De forma esperada, los niveles de glucemia se mantuvieron durante la OGTT a un nivel mas bajo en el grupo al que
se le administr6 GTE que en el grupo de control que ingiri6 solamente PBS. El grupo al que se le administr6 GTE
deficiente en GC o EGCG parecia inhibir la absorcion de glucosa de forma menos eficiente que en el grupo tratado
con GTE, lo que indicaba que GC también es critica para el efecto de GTE sobre el blogqueo de la absorcion de
glucosa en la luz intestinal.

Ejemplo 2.6 - Efecto de la administracion de PEG con GTE

En el supuesto de que la resina PEG inhibe selectivamente la absorcion intestinal de GC o GTE, se ingiri6 GTE
natural junto con PEG. Durante OGTT en ratas inmediatamente después de la ingestién, los niveles de glucemia
eran significativamente mas bajos en el grupo de GTE+PEG que en el control (P < 0,05), comparables al grupo con
GTE en solitario (figura 7A). No habia ninguna diferencia entre el grupo de control y el grupo tratado con PEG en
solitario en niveles de glucemia, lo que indicaba que el propio PEG no afectaba a la absorcion de glucosa o la
motilidad intestinal en el intervalo de concentraciones usado. El tiempo para OGTT en seres humanos se prolong6 a
3 h observando el efecto de GC circulante sobre niveles de glucemia basales (figura 7B). Aunque los niveles de
glucemia en el grupo de GTE durante el periodo méas temprano de la OGTT parecian ser inferiores que en el control,
estos, durante el periodo tardio de la OGTT, eran significativamente mas elevados que en el control, lo que no se
observo en el grupo de GTE+PEG. Cuando se llevd a cabo OGTT en seres humanos 1 h después de la ingestion de
GTE+PEG, los niveles de glucemia e insulina plasmatica también se normalizaron en contraste con el grupo de
GTE, que mostraba una elevacion significativa de los niveles de glucosa e insulina (figuras 7C, D).

Ejemplo 3 - Fabricacién de extractos y polvo de té verde

Para estudios en animales, se afiadieron 20 g de hojas de té verde a 1.000 ml de agua nanopura. Después de
agitarlas durante 5 minutos a 80°C, las hojas de té se retiraron por filtracién usando papel de filtro (papel de filtro
Advantec 2, Hyundai micro Co., Sell, Corea) a presion reducida. El extracto se secé por liofilizacion. (Se recogi6 un
total de 3 g de GTE, en los que EGCG, ECG, EGC y EC eran ~100, 53, 56 y 31 mg/g GTE, respectivamente)

Ejemplo 4 - Fabricacion de polvo de GTE deficiente en GC

Después del ejemplo 3, una cantidad igual de la soluciéon de GTE se mezclé con 2 g de perlas de PEG (3.000-4.000)
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de la filtracion, el sobrenadante se liofilizé (EGCG, ECG, EGC
y EC eran ~26, 14, 42 y 25 mg/g GTE, respectivamente) para obtener GTE deficiente en GC (GTE-GC). Los
resultados indicaban que el pretratamiento con resina reducia preferentemente GC de la solucién de GTE.

Ejemplo 5 - Fabricacién de extractos y polvo de té verde

Para el estudio en seres humanos, se afiadieron 30 g de hojas de té verde a 500 ml de agua nanopura. Después de
agitarlas durante 3 minutos a 80°C, las hojas de té se retiraron por filtracion, quedando una solucién de 350 ml, que
contenia -500 mg de EGCG y -260 mg de ECG.
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Ejemplo 6 - Fabricacion de composiciones farmacéuticas
Ejemplo 6-1: Comprimidos

Un comprimido que contenia 50 mg de EGCG, ECG o su forma mixta; 50 mg de PEG (4.000); 20 mg de almidén;
una cantidad adecuada de acido estearico con magnesio puede prepararse como controlador de la glucemia, de
acuerdo con las instrucciones generales para la produccién de comprimidos.

Ejemplo 6-2: Capsulas

Una capsula llena con 50 mg de EGCG, ECG o su forma mixta; 50 mg de PEG (4.000); 19 mg de almidén; 1 mg de
talco; una cantidad adecuada de acido estearico con magnesio puede prepararse como controlador de la glucemia,
de acuerdo con las instrucciones generales para la produccion de capsulas.

Ejemplo 6-3: Granulos

También puede prepararse un granulo como controlador de la glucemia, de acuerdo con las instrucciones generales
para la produccién de granulos.

Todas las referencias mencionadas en el presente documento se incorporan como referencia en su totalidad.

Los expertos en la materia reconoceran, o serdn capaces de determinar usando solamente experimentacion
rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencién descritas especificamente en el
presente documento. Dichos equivalentes pretenden estar abarcados en el alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que consta de extractos de té verde (GTE) con galocatequinas (GC) y una macromolécula
para prevenir la absorcién intestinal de GC, para uso en un método para controlar la glucemia,

en la que dicha macromolécula es polietilenglicol.

2. La composicién para un uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la GC comprende al menos uno de
EGCG o ECG.
3. La composicion para un uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la macromolécula tiene un peso

molecular de 1.000-2.000.000 dalton.

4. Un alimento funcional que comprende la composicion definida en la reivindicacién 1, para uso en un método
para controlar la glucemia.

5. El alimento funcional para un uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el alimento es una bebida,
comprimido o polvo.

6. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad que controla la glucemia de la composicion
definida en la reivindicacién 1, y un excipiente farmacéuticamente aceptable de ésta para uso en un método para
controlar la glucemia.

7. La composicion farmacéutica para un uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que la GC comprende
EGCG o ECG.
8. La composicion farmacéutica para un uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que la macromolécula

tiene un peso molecular de 1.000-50.000 dalton.
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