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DESCRIPCION
Fitoecdisonas para su utilizacion en la mejora de la calidad muscular de mamiferos obesos y/o sarcopénicos
Campo técnico

La invencion se refiere a las fitoecdisonas, aportadas puras o en forma de extracto, para su utilizacion en la mejora de
la calidad muscular en mamiferos.

La invencién permite igualmente mejorar la calidad muscular de los mamiferos sarcopénicos, asi como de los
mamiferos obesos sometidos a un régimen de adelgazamiento.

Estado de la técnica

La calidad muscular se puede definir en primer lugar por la fuerza muscular, que esta relacionada con la masa, asi
como con la composicion proteica y lipidica de los musculos. La calidad muscular de los mamiferos obesos esta
modificada debido a un exceso de aporte de lipidos en el musculo (Magnusson et al., 2008). Los lipidos no
metabolizados se acumulan en las fibras musculares (Goodpaster et al., 2000; Galgani et al., 2008), provocando una
modificacion del metabolismo muscular, en particular una disminucién de la sintesis proteica (Anderson et al., 2008;
Sitnick et al., 2009) y de la actividad de las mitocondrias (Kelley et al., 2002).

Un método por el que un mamifero obeso pierde peso y masa grasa es seguir un régimen hipocaldrico. Estos
regimenes producen sin embargo una pérdida importante de masa y de fuerza musculares (Bopp et al., 2008).

Igualmente, el envejecimiento produce una pérdida patolégica de masa y de fuerza musculares, lo que puede conducir
a una pérdida de movilidad anormal y un riesgo aumentado de caida (Boire, 2008, 2009; Zamboni et al., 2008; Chérin,
2009; Rolland y Vellas, 2009; Pahor et al., 2009). La sarcopenia es el fenémeno fisiolégico asociado con el
envejecimiento por el que un individuo pierde la masa muscular a favor de su masa adiposa.

El fendmeno de la sarcopenia puede llevar a casos particulares de obesidad, conocidos con la denominaciéon de
obesidad sarcopénica.

El descubrimiento de productos nutracéuticos o farmacéuticos que permiten la pérdida de calidad muscular en
mamiferos obesos, sarcopénicos u obesos sarcopénicos, en el marco de una intervencién nutricional, es por lo tanto
un objetivo buscado por numerosos laboratorios e industriales, con el fin de mejorar el tratamiento de mamiferos
obesos, sarcopénicos u obesos sarcopénicos por los nutricionistas y los médicos (Lynch, 2004; Bonnefoy, 2008;
Chérin, 2009; Kim et al., 2010).

Las fitoecdisonas son ecdiesteroides de origen vegetal. Se trata de moléculas naturales de la familia de los triterpenos,
relativamente abundantes en el reino vegetal en el que estan presentes en 5% de las plantas silvestres (Bathori y
Pongracs, 2005). El uso terapéutico de los derivados de ecdisonas ha sido investigado en parte en la solicitud
internacional publicada con el nimero W02010040345A2.

Como se ha descrito en la patente FR2924346 a nombre de la Solicitante, las fitoecdisonas, y en particular la 20-
hidroxiecdisona, son conocidas por disminuir el aumento de la masa grasa en los mamiferos sometidos a un régimen
de engorde.

Un estudio en cultivo de células musculares (Gorelick-Feldman et al., 2010) ha analizado los efectos de la 20-
hidroxiecdisona sobre la respuesta intracelular (produccion aumentada de proteina), las vias de sefializacién (tasa de
Ca?*, activacion de Akt) y los inhibidores de la 20-hidroxiecdisona (GPCR, PLC, PI3K).

Un estudio del uso de la 20-hidroxiecdisona in vivo (T6th et al., 2008) ha demostrado en ratas un efecto de aumento
del tamafio de las fibras del musculo séleo en fase de regeneracion.

Ademas, las fitoecdisonas presentan propiedades antioxidantes (Kuzmenko et al., 2001) y no presentan toxicidad.
Exposicion de la invencion

Los inventores han descubierto que la ingestion regular o no de fitoecdisonas permite mejorar la calidad y/o la fuerza
muscular en los mamiferos que padecen sarcopenia y/o que padecen obesidad sarcopénica.

Por mejora de la calidad y/o la fuerza muscular, se entiende por ejemplo que la ingestion de fitoecdisonas, en particular
de la 20-hidroxiecdisona, permite aumentar la masa magra en un mamifero sometido a un régimen de engorde, asi
como el contenido de proteinas del musculo de dicho mamifero. Ademas, la ingestion de fitoecdisonas permite
disminuir la pérdida de masa magra en un mamifero sometido a un régimen de adelgazamiento. Por ultimo, la fuerza
muscular de dicho mamifero sometido a un régimen de adelgazamiento, evaluada por medio de un ensayo, se
conserva igualmente por la ingestion de fitoecdisonas.
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Se considera que un individuo es obeso a partir de que su indice de masa corporal (IMC) sea superior a 30. En el caso
de obesidad sarcopénica, el IMC puede ser inferior a 30 debido a la pérdida de masa muscular en beneficio de la
masa grasa.

La invencion propone, por lo tanto, utilizar fitoecdisonas, y particularmente la 20-hidroxiecdisona, para mejorar o
mantener la fuerza muscular en mamiferos sarcopénicos.

Una forma particular de la invencién utiliza las fitoecdisonas para mantener la fuerza muscular en los mamiferos
obesos sarcopénicos.

Una forma particular de la invencion utiliza las fitoecdisonas para disminuir el contenido de lipidos y/o aumentar el
contenido de proteinas de los musculos de los mamiferos obesos sarcopénicos.

Una forma particular de la invencién utiliza las fitoecdisonas para mantener la fuerza muscular en los mamiferos
obesos sometidos a un régimen hipocalérico adelgazante.

Las fitoecdisonas utilizadas pueden obtenerse por extraccién a partir de plantas que contienen fitoecdisonas. Las
fitoecdisonas utilizadas pueden igualmente ser fitoecdisonas de sintesis.

Las fitoecdisonas se eligen preferentemente entre la 20-hidroxiecdisona, la maquisterona A, la 24-epi-maquisterona
A, la 24(28)-deshidro-maquisterona A, la 20,26-dihidroxiecdisona y las mezclas de dos o mas de estos compuestos.

En una forma particular de la invencion la fitoecdisona elegida es preferentemente la 20-hidroxiecdisona.

Las fitoecdisonas se pueden aportar puras o en forma de extracto de plantas mas o menos enriquecido.
Ventajosamente, las fitoecdisonas utilizadas segun la invencion se presentan en forma de un extracto de plantas
enriquecido en fitoecdisonas, conteniendo dicho extracto al menos 1% en masa de fitoecdisonas. Preferentemente, el
extracto contiene entre 1% y 7% de fitoecdisonas, mas preferentemente entre 1,5% y 3% y todavia mas
preferentemente 2% en masa de fitoecdisonas.

Las plantas a partir de las que se realizan los extractos segun la invencion se eligen ventajosamente entre la quinoa,
las espinacas y las setas.

Preferentemente, el extracto de plantas enriquecido en fitoecdisonas segun la invencién proviene de un extracto de
quinoa. En efecto, la quinoa es un pseudocereal comestible naturalmente rico en fitoecdisonas (Zhu et al., 2001; Dini
et al., 2005). Asi, es posible completar la alimentacion por ingestion de extracto de quinoa enriquecido en fitoecdisonas,
introduciendo este extracto en un alimento, tal como un producto lacteo o una bebida, o consumiéndolo como
complemento alimenticio, por ejemplo en forma de capsulas.

En la actualidad la quinoa representa con mucho la planta alimenticia mas rica en fitoecdisonas. Las semillas de quinoa
contienen una mezcla de fitoecdisonas (Zhu et al., 2001). Estas fitoecdisonas son particularmente abundantes en la
corteza de las semillas de quinoa. Por ejemplo, una racion de semillas de quinoa de 60 gramos (peso seco) comprende
entre 15 y 20 miligramos de 20-hidroxiecdisona.

Igualmente, la espinaca y algunas setas se pueden utilizar ventajosamente para la fabricacion de un extracto de
plantas rico en fitoecdisonas (Findeisen E, 2004).

Las fitoecdisonas utilizadas segun la invencion se presentan ventajosamente en forma de una composicion que se
puede administrar por via oral.

La composicion se emplea, por ejemplo, en un producto alimentario tal como una bebida, un producto lacteo u otro.
Por supuesto, la composicion puede ser una composicién medicinal utilizada, por ejemplo, en forma de capsulas que
contienen también una dosis muy precisa de fitoecdisonas.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Grafico que representa el peso de las carcasas de cuatro grupos de ratones segun un primer protocolo
experimental.

Figura 2: Grafico que representa el contenido de triglicéridos del musculo cuadriceps en funcion del régimen y del
tratamiento al que se han sometido los ratones del primer protocolo.

Figura 3: Grafico que representa el contenido de proteinas del musculo cuadriceps en funcién del régimen y del
tratamiento al que se han sometido los ratones del primer protocolo.

Figura 4: Grafico que representa el nivel de expresion de genes en el musculo cuadriceps en funcion del régimen y
del tratamiento al que se han sometido los ratones del primer protocolo.

Figura 5: Consumo medio de alimento (kcal/dia) de los ratones segun los diferentes tratamientos del primer protocolo.

Figura 6: Gasto energético medio (vatios) de los ratones segun los diferentes tratamientos del primer protocolo.
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Figura 7: Evolucion de la masa magra en sujetos obesos suplementados con extracto de quinoa (A) o placebo (B)
después de una fase de régimen hipocaldrico de 6 semanas, segun un segundo protocolo experimental.

Figura 8: Evolucion de la fuerza medida con el “ensayo de agarre” en sujetos obesos suplementados con un extracto
de quinoa (A) o placebo (B) después de una fase de régimen hipocaldrico de 6 semanas segun el segundo protocolo.

Figura 9: Formulas quimicas de las fitoecdisonas presentes en una composicién segun un modo de realizacion de la
invencion.

Descripcion detallada

En la invencién, se propone aportar una dosis concentrada de fitoecdisonas puras o por medio de un extracto de
plantas enriquecido en fitoecdisonas, con el fin de mejorar el estado muscular de personas obesas, sarcopénicas o
también que padecen obesidad sarcopénica.

Segun la invencion es posible aportar esta dosis de fitoecdisonas en forma de un extracto de plantas, tal como de
quinoa, incorporado por ejemplo en un alimento que entra en la alimentacién habitual de un individuo. En efecto, en 4
gramos de extracto de quinoa enriquecido hasta 0,5% en peso de fitoecdisonas, se tienen 20 miligramos de
fitoecdisonas. Para obtener la misma cantidad de fitoecdisonas a partir de semillas de quinoa seria preciso consumir
de 50 a 100 gramos de semillas de quinoa no tratadas (Dini et al., 2005). El extracto de quinoa segun la invencion
puede contener asi hasta 50 veces mas fitoecdisonas que las semillas de quinoa de las que se obtiene el extracto.

l.- Ejemplo de procedimiento de preparacion de extracto de quinoa enriquecido en fitoecdisonas (extracto A)

Se procede a una extraccion secuencial con agua afiadiendo 500 g de semillas de quinoa a 2 L de agua hirviendo y
se mantiene el conjunto durante 5 minutos a 80°C. Se elimina el agua y se realiza una segunda extraccion con 2 L de
una mezcla de etanol-agua (1:1) con agitacion durante 20 minutos a 80°C.

Dicha extraccion secuencial permite suprimir del extracto las saponinas, abundantes en las semillas de quinoa (Muir
et al., 2002) que darian un gusto amargo a dicho extracto.

El extracto etandlico se filtra con Miracloth™, se evapora a sequedad y se recoge en 400 mL de etanol absoluto lo que
deja un residuo insoluble abundante.

La fraccion etandlica se filtra o se centrifuga y después se seca.
El andlisis cromatografico (HPLC) muestra que este extracto contiene 2+0,2% en peso de 20-hidroxiecdisona (20E).

Se obtienen entre 150 y 200 miligramos de fitoecdisonas por kilogramo de semillas de quinoa tratadas, de los que 85-
90% corresponden a la 20-hidroxiecdisona y el resto a ecdiesteroides de estructura muy proxima como la
magquisterona A, la 24-epi-maquisterona A, la 24(28)-deshidromaquisterona o la 20,26-dihidroxiecdisona. Las
estructuras de estos compuestos se representan en la figura 9.

Un extracto analogo al extracto A, que se puede utilizar en el marco de la invencion, es comercializado principalmente
con la marca Quinolia®.

Il.- Estudio experimental del efecto de la 20-hidroxiecdisona y del extracto A sobre la composicion muscular
de ratones sometidos a un régimen hiperlipidico

Protocolo
Se ensaya el efecto de las fitoecdisonas en ratones sometidos a un régimen hiperlipidico durante 3 semanas.

El régimen hiperlipidico HF consiste en el aporte de cantidades importantes de materia grasa en forma de manteca de
cerdo. Los ratones elegidos en este estudio son ratones C57BL/6J macho, de 6 semanas de edad cuando comienza
el experimento.

Igualmente se analizan en paralelo ratones no sometidos a un régimen hiperlipidico que constituye el régimen normal
de control.

Los ratones estudiados se reparten en funcion de los regimenes y de los tratamientos a los que estan sometidos:
régimen normal o de control (LF), régimen hiperlipidico (HF), régimen hiperlipidico complementado con extracto A de
quinoa (HFQ) y régimen hiperlipidico complementado con 20-hidroxiecdisona pura (HF20E).

Los ratones se someten al régimen tal como se indica en la tabla 1 siguiente, durante tres semanas y los ratones con
régimen hiperlipidico se tratan en paralelo con 20E pura o con el extracto A (2% de 20E). La concentracion de 20E se
ajusta a 40 mg por kg de alimento.

Teniendo en cuenta la cantidad de alimento ingerido de media por los ratones, la dosis de 20E administrada
corresponde en los 2 tratamientos a 5 mg de 20E por kg de peso corporal por dia. El alimento se proporciona en
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exceso, todos los dias, para los dos regimenes y los 3 tratamientos. De media, se aportan 40 g de alimento por jaula
y por dia, es decir 6,5 g de alimento por ratén y por dia.

La tabla 1 siguiente indica con mas detalle la composicion del régimen alimenticio al que estan sometidos los ratones:

Tabla 1: Composicion de los regimenes

Régimen de control Régimen hiperlipidico
LF HF

Composicion (g/kg)

Proteinas de leche 140 170
Almidon 622,4 360
Sacarosa 100,3 57
Aceite de soja 40 40
Manteca de cerdo 0 235*
Sales minerales 35 62,5
Vitaminas 10 12,5
Celulosa 50 62,5
Colina 2,3 2,3

Energia (kcalorias %)

Proteinas 15 14
Glucidos 76 35
Lipidos 9 51

** 56% de acidos grasos monoinsaturados, 29% de acidos grasos saturados y 15% de acidos grasos poliinsaturados
(Ueda et al., 2011).

Resultados
Medida de peso de las carcasas de los animales

La figura 1 representa la masa magra (carcasa desgrasada) de los animales al final del experimento. La administracion
del régimen graso conlleva una reduccion del peso de la carcasa de -5% con respecto al control. Este resultado esta
de acuerdo con la reduccion de las sintesis proteicas musculares inducidas por dicho régimen (Anderson et al., 2008).
La suplementacion con el extracto A no conlleva un aumento significativo, pero la 20-hidroxiecdisona conlleva un
aumento que permite a los ratones alcanzar casi el nivel de régimen normal.

Medida del contenido de triglicéridos del musculo

Después del sacrificio, se retiran dos alicuotas de musculo (cuadriceps) para analizarlas. En la figura 2 se representa
un grafico que muestra el contenido de triglicéridos del musculo en funcién del régimen y del tratamiento asociado.

Como se esperaba, se observa una tendencia al aumento del contenido de triglicéridos del musculo, mayor en los
ratones alimentados con el régimen hiperlipidico que en los ratones de control alimentados con el régimen de control
(+30% de aumento).

En los ratones que han recibido un tratamiento asociado con el régimen hiperlipidico, los tratamientos con la 20E pura
y con el extracto A muestran una tendencia a disminuir el contenido de triglicéridos del musculo de 26% y 6%
respectivamente.

Medida del contenido de proteinas del musculo

En la figura 3 se representa un grafico que muestra el contenido de proteinas del musculo en funcién del régimen y
del tratamiento asociado. El régimen hiperlipidico muestra una tendencia a disminuir (-5%) el contenido de proteinas
del musculo con respecto a los ratones alimentados con el régimen de control.
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En los ratones que han recibido un tratamiento asociado con el régimen hiperlipidico, los tratamientos con la 20E pura
y con el extracto A muestran una tendencia a aumentar el contenido de proteinas del musculo de 5% y 13%,
respectivamente, con respecto al tratamiento HF solo.

Medida de la cantidad de transcritos de genes en el musculo

En la figura 4 se representa un grafico que muestra la cantidad de transcritos (ARNm) de genes, medida en el musculo,
en funcién del régimen y del tratamiento asociado. Las cantidades estan normalizadas con respecto a la cantidad
medida en el misculo de ratones alimentados con el régimen de control.

El régimen hiperlipidico conlleva una gran disminucion de la cantidad de transcritos de los genes que codifican para
las proteinas desacoplantes UCP2 y UCP3 con respecto a la cantidad medida en ratones alimentados con el régimen
de control. En los ratones que han recibido un tratamiento asociado con el régimen hiperlipidico, el tratamiento con la
20E se traduce en un aumento de la cantidad de transcritos de gen UCP3 y en una tendencia al aumento de la cantidad
de transcritos del gen UCP2. En los ratones que han recibido un tratamiento asociado con el régimen hiperlipidico, el
tratamiento con el extracto A provoca un aumento en la cantidad de transcritos de los genes UCP2 y UCP3. El régimen
hiperlipidico induce una disminucion de la cantidad de transcritos del gen que codifica para el transportador intracelular
de acidos grasos CPT-1 con respecto a la cantidad medida en los ratones alimentados con el régimen de control. Los
tratamientos con la 20E pura y con el extracto A tienden, por lo tanto, a restaurar la cantidad de transcritos al valor del
régimen de control. Estas modificaciones estan de acuerdo con una mejora en la capacidad oxidativa de los musculos
por el tratamiento con la 20E pura y con el extracto A.

Balance energético

Los animales alimentados con el régimen hiperlipidico consumen una cantidad de alimento que les aporta la misma
cantidad de energia (en kcal) que los animales alimentados con un régimen estandar (figura 5). Lo mismo ocurre con
los animales que reciben el extracto A o la 20E pura. Por el contrario, el gasto energético de estos ultimos es mayor
(+9%) que en los animales alimentados con el régimen hiperlipidico sélo (figura 6). Esta diferencia, aunque pequefia,
tiene consecuencias importantes ya que su efecto es acumulativo en el transcurso de la duracién del experimento.

Conclusiones de los experimentos con ratones

La administracion de la 20E pura, como la del extracto A, impide el depésito lipidico y la pérdida proteica en el musculo
inducidos por un régimen hiperlipidico a base de manteca de cerdo. Estos dos tratamientos favorecen la
metabolizacion de los acidos grasos, aportados en exceso en el musculo después de la administracion del régimen
hiperlipidico.

El aumento del gasto energético mientras que los aportes alimenticios permanecen constantes puede explicar las
diferencias observadas en la acumulaciéon de masa grasa. Este gasto energético aumentado no se produce por una
actividad locomotora aumentada (medida en las jaulas metabdlicas); por lo tanto, se produciria por un aumento de la
termogénesis.

lll.- Estudio clinico en doble ciego de los efectos del extracto A sobre individuos obesos sometidos a un
régimen hipocalérico durante 6 semanas

Protocolo

Se ha estudiado el efecto del extracto A sobre la proteccion de la masa magra durante un régimen hipocaldrico. Este
efecto del extracto A ha sido estudiado en el marco de un estudio clinico en doble ciego en sujetos obesos sometidos
a un régimen hipocaldrico de 6 semanas. La proteccion de la masa magra ha sido evaluada mediante la medida de la
fuerza muscular por medio de un “ensayo de agarre” y por la estimacién de la masa magra mediante un analisis de la
composicion corporal por escaner DEXA.

Los datos de la fuerza muscular y de la masa magra corresponden a valores estimados. Para tener en cuenta
diferencias en la duracion de la fase de régimen hipocaldrico, se han calculado en primer lugar los datos del ensayo
de agarre y de la masa magra por dia de duracion eficaz y después se han multiplicado por 42 dias que representan
la duracién media de la fase de régimen hipocaldrico de los voluntarios.

Medida de la pérdida de masa magra durante el régimen hipocalérico

Se ha estudiado el efecto del extracto A sobre la proteccion de la masa magra durante un régimen hipocaldrico. El
producto confiere una ligera tendencia a proteger la masa magra en comparacion con el placebo (figura 7).

Es posible que las restricciones metabdlicas relacionadas con un régimen fuerte superen todo el resto; en efecto, en
estudios fuera del contexto de régimen, los efectos “anabolizantes” de la 20-hidroxiecdisona se refuerzan claramente
por un aporte complementario de proteinas (Simakin et al., 1988).

Evolucién del ensayo de agarre durante el régimen hipocaldrico
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Se ha estudiado el efecto de la administracion del extracto A sobre la calidad muscular en sujetos obesos sometidos
a un régimen hipocaldrico. La evolucién medida durante el ensayo de agarre después de 6 semanas de régimen (figura
8) muestra una mejor proteccion de la fuerza muscular en los sujetos suplementados con extracto A (-0,55 kg) que en
los sujetos que han recibido el placebo (-1,70 kg).

Conclusiones

La administracion del extracto A confiere a los sujetos obesos una mejor proteccion de la masa magra como muestra
el andlisis por escaner DEXA, con una tendencia a una menor pérdida en el caso del extracto A en comparacién con
el placebo. La calidad muscular también estd mejor protegida por la administracién de extracto A con una pérdida
menor en comparacion con el grupo de placebo.
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REIVINDICACIONES
1.- Fitoecdisonas para utilizacion en la mejora o el mantenimiento de la fuerza muscular en mamiferos sarcopénicos.

2.- Fitoecdisonas segun la reivindicacion 1, para utilizacion en el mantenimiento de la fuerza muscular en mamiferos
obesos sarcopénicos.

3.- Fitoecdisonas segun la reivindicacion 2, para utilizacion en la disminucion del contenido de lipidos y/o el aumento
del contenido de proteinas de los musculos de mamiferos obesos sarcopénicos.

4.- Fitoecdisonas para utilizacién segin una de las reivindicaciones 1 a 2, tales que consisten en 20-hidroxiecdisona.

5- Fitoecdisonas , para utilizacion segin una de las reivindicaciones precedentes, aportadas en forma de un extracto
de plantas enriquecido en una o varias fitoecdisonas.

6.- Fitoecdisonas para utilizacion segun la reivindicacion 5, tales que el extracto comprende al menos 1% en peso de
fitoecdisonas.

7.- Fitoecdisonas para utilizacion segun una de las reivindicaciones 5 a 6, tales que el extracto de plantas proviene de
la quinoa.

8.- Fitoecdisonas para utilizacion segun una de las reivindicaciones precedentes, incorporadas a una composicion
apta para ser administrada por via oral.
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