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DESCRIPCION
Agente para mejorar la resistencia a la insulina
Sector técnico

La presente invencién se refiere a un agente para mejorar la resistencia a la insulina, que contiene 3-O-B-D-
glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol como ingrediente activo, y puede ser Util en un alimento o bebida que lo
contiene. En particular, la presente invencion se refiere a un agente para mejorar la resistencia a la insulina, que
tiene un efecto de controlar la produccién de adipocitoquinas, que son factores implicados en el inicio y la
exacerbacién de patologias en las que la resistencia a la insulina desempefa un papel, tales como &cido graso libre,
inhibidor del activador de plasmindgeno, factor de necrosis tumoral, proteina quimiotactica de monocitos 1 y
resistina, y que puede ser Gtil en un alimento o bebida que lo contiene.

Antecedentes técnicos

La insulina es una clase de hormona producida por células B en los islotes de Langerhans del pancreas, y
desempefia un importante papel en el mantenimiento de la homeostasis de un organismo vivo, afectando al
metabolismo de lipidos y al metabolismo de proteinas, asi como al metabolismo de azGcares mediante receptores
de insulina que estan presentes en tejidos diana de insulina, tales como musculos esqueléticos, higado y grasas.
Los ejemplos de los efectos de la insulina en los tejidos diana respectivos incluyen la promocion de la absorcién de
glucosa desde la sangre en células musculares y adipocitos, la promocion de la produccion de glucégeno en tejidos
hepaticos y musculares, la inhibicion de la gluconeogénesis en el higado, la promocién del consumo de glucosa y la
sintesis de acidos grasos en los adipocitos, y la inhibicién de la degradacion de lipidos.

La resistencia a la insulina significa un estado en que las células, érganos o individuos requieren mayores
cantidades de insulina que las requeridas habitualmente para obtener los efectos respectivos de la insulina, es decir,
un estados de efectos de insulina alterados donde la sensibilidad a la insulina disminuye. A partir de los resultados
de investigaciones epidemiol6gicas anteriores, la hipertension, la diabetes, la hiperlipidemia (hipertrigliceridemia e
hipo-HDL-colesterolemia), la obesidad y similares se consideran patologias basadas en resistencia a la insulina. La
resistencia a la insulina causa efectos insuficientes de insulina en el metabolismo de azlcares, da como resultado
hiperinsulinemia compensatoria para mantener el nivel de glucemia, con lo que se producen hiperglucemia e
intolerancia a la glucosa y se promueve la diabetes mediante agotamiento de las células  pancreéaticas. Ademas, la
hiperinsulinemia intensifica la activacion de los nervios simpaticos y promueve la absorcion de sodio del rifion
provocando hipertensién, y también induce hiperlipidemia postprandial e hiperuricemia, incremento del inhibidor del
activador de plasminégeno 1 (PAI-1), y similares.

A la vez, la resistencia a la insulina induce un metabolismo anormal de lipidos causado por los efectos insuficientes
de lainsulina, y el acido graso libre (FFA) liberado desde los adipocitos se incrementa en el higado, lo que promueve
la sintesis de triglicéridos (TG), dando como resultado hipertrigliceridemia. Ademas, la actividad de la lipoproteina
lipasa (LPL), que generalmente tiene una elevada sensibilidad a la insulina, disminuye en el estado de resistencia a
la insulina, asi que la degradacién de TG disminuye y la hipertrigliceridemia se exacerba adicionalmente. Ademas,
con la exacerbacion de la diabetes, se producen complicaciones tales como retinopatia, nefropatia y gangrena
causadas por angiopatia, de modo que el infarto cardiaco y el infarto cerebral, que son enfermedades
arterioscleroticas, se exacerban, y la hipertension exacerba las enfermedades cardiovasculares. Tal como se ha
descrito anteriormente, se considera que la resistencia a la insulina esta implicada significativamente en la
exacerbacién de patologias complicadas (documento no de patente 1).

En los ultimos afos, a partir de resultados de andlisis de la expresion génica especifica de érganos, se reveld que
diversas sustancias fisioldgicamente activas son secretadas a partir de tejidos grasos, y se ha reconocido, por lo
tanto, que los tejidos grasos son no solamente tejidos de almacenamiento de energia, sino también el 6rgano
endocrino méas grande en un organismo vivo. Los factores endocrinos derivados de los tejidos grasos se denominan
de forma genérica adipocitoquinas, y desempefan papeles importantes en el mantenimiento de la homeostasis en el
metabolismo. Sin embargo, se considera que, en un caso de obesidad, es decir, un estado donde se acumulan
grasas, se produce y se secreta una cantidad excesiva o demasiado pequena de adipocitoquinas, y el equilibrio de
las adipocitoquinas se altera, dando como resultado resistencia a la insulina.

Las adipocitoquinas se clasifican en dos grupos: uno que intensifica la sensibilidad a la insulina; y uno que
desencadena resistencia a la insulina, ejemplos representativos del primer grupo incluyen adiponectina, leptina,
AMPK (proteina quinasa dependiente de AMP) y similares. En particular, se ha descrito que la adiponectina tiene un
efecto de cancelar la resistencia a la insulina y un efecto de inhibir la gluconeogénesis en el higado (documento no
de patente 2).

Mientras tanto, ejemplos de las adipocitoquinas que desencadenan resistencia a la insulina incluyen factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), que es un tipo de quimioquina
inflamatoria, y resistina, ademas de los FFA y PAI-1 mencionados anteriormente. En particular, se ha descrito que el

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2575515713

TNF-o tiene un efecto de desencadenar la resistencia a la insulina inhibiendo la fosforilacién de tirosina de un
receptor de insulina e IRS1 (sustrato receptor de insulina 1) en el mecanismo de transduccién de sefales de
insulina, de modo que el efecto de la insulina se atentia. Ademas, se ha descrito que, en el estado de resistencia a la
insulina, el nivel de MCP-1 en un organismo vivo se incrementa y el ARNm de GLUT4 (transportador de glucosa 4),
que es un portador que transporta glucosa, PPARY (receptor v activado por proliferador de peroxisomas), que es un
receptor intranuclear, B3AR (receptor B3-adrenérgico), que es una clase de receptor de catecolamina de tipo B de un
adipocito, y aP2 (proteina 2 de unidén a &cidos grasos de adipocitos), que es una proteina que se une a acidos
grasos, se reducen. Por lo tanto, se considera que la MCP-1 es un agente causante de la disminucion de la
sensibilidad a la insulina (documentos no de patente 3, 4 y 5).

Como agentes para mejorar la resistencia a la insulina, se han desarrollado agentes de biguanida que inhiben la
gluconeogénesis principalmente en el higado, y derivados de tiazolidina que mejoran la sensibilidad a la insulina de
musculos y tejidos grasos. Estos agentes ya han sido permitidos como medicamentos para diabéticos, y también se
han utilizado para el tratamiento de arteriosclerosis. Se considera que los derivados de tiazolidina, segun lo
representado por troglitazona y pioglitazona, actian en cada caso como ligando para el receptor activado por
proliferador de peroxisomas (PPAR), que es un factor de transcripcion de tipo receptor intranuclear para promover la
diferenciacion de adipocitos, mejorando de este modo la resistencia a la insulina.

Ademas, un agente para mejorar la resistencia a la insulina que contiene adiponectina o sus genes como ingrediente
activo (documento de patente 1), un agente preventivo y/o terapéutico para enfermedades causadas por resistencia
a la insulina que contiene una sustancia que tiene afinidad por el subtipo 3 del receptor de bombesina (BRS-3) como
ingrediente activo (documento de patente 2), un agente que disminuye los acidos grasos libres (FFA) que contiene
un derivado de pirrol como ingrediente activo (documento de patente 3) y similares se han dado a conocer como
agentes para mejorar la resistencia a la insulina. Ademas, una composicién para mejorar la resistencia a la insulina
que contiene acido acético y un ion o sal del mismo como ingrediente activo (documento de patente 4), un agente
para mejorar la resistencia a la insulina que comprende un aceite graso que comprende un determinado diglicérido
y/o monoglicérido (documento de patente 5) y similares se han dado a conocer como los agentes que contienen una
sustancia derivada de un alimento o bebida como ingrediente activo.

Se conoce que los esteroles vegetales, tales como B-sitosterol, campesterol y estigmasterol, tienen un efecto de
disminucion sobre el colesterol en sangre mediante inhibicion de la absorcién de colesterol, y se ha intentado una
utilizacién préactica de los mismos afiadiéndolos como una composicion grasa a aceite comestible. Ademas, se han
dado a conocer un agente antiobesidad y un agente que mejora el metabolismo de lipidos que contiene un
compuesto de colestenona como ingrediente activo, que se sintetiza usando esteroles vegetales, tales como B-
sitosterol y campesterol como material de partida (documentos de patente 6 a 8, y documento no de patente 6).

Ademas, se ha dado a conocer un promotor de la secrecién de adiponectina que contiene un extracto de, como
minimo, uno de entre salvado de arroz, hongo shimeji, crisantemo, centeno, abedul de papel y jazmin espafol
(Alpinia zerumbet), y triterpeno o cicloartenol de tipo cicloartano y/o (29S)-24,25-dihidroxicicloartanol, que son
derivados de triterpeno de tipo cicloartano (documento de patente 9).

El género Aloe, que pertenece a las plantas Liliaceae, es un grupo de plantas que incluye Aloe vera (Aloe
barbadenisis Miller), Aloe arborescens (Aloe arborescens Miller var. natalensis Berger) y similares, y se conoce
empiricamente que presentan diversas eficacias. Por ejemplo, se dan a conocer agentes que mejoran la
inmunosupresién que contienen una fraccién de butanol de un extracto de aloe o aloina (documento de patente 10),
un agente relacionado con la mejora de los niveles de glucemia (documentos de patente 11 a 14), un agente
preventivo y de mejora para obesidad (documento de patente 15) y similares, pero el efecto mejorador sobre la
resistencia a la insulina de las plantas que pertenecen al género Aloe no se ha descrito.

[Documento de patente 1] Publicacion internacional N2 W0O2003/63894 panfleto

[Documento de patente 2] Patente japonesa abierta a inspeccion publica N® 10-298100

[Documento de patente 3] Patente japonesa abierta a inspeccion publica N° 08-12573

[Documento de patente 4] Patente japonesa abierta a inspeccién publica N° 2002-193797
[Documento de patente 5] Patente japonesa abierta a inspeccién publica N° 2001-247473
[Documento de patente 6] Patente japonesa abierta a inspeccion publica N° 07-165587

[Documento de patente 7] Patente japonesa abierta a inspeccion publica N° 11-193296

[Documento de patente 8] Patente japonesa abierta a inspeccidn publica N° 2001-240544
[Documento de patente 9] Patente japonesa abierta a inspeccion publica N° 2005-68132
[Documento de patente 10] Patente japonesa abierta a inspeccion publica N 08-208495
[Documento de patente 11] Patente japonesa abierta a inspeccion publica N® 59-214741
[Documento de patente 12] Patente japonesa abierta a inspeccion publica N° 2003-286185
[Documento de patente 13] Patente de Estados Unidos N° 4598069

[Documento de patente 14] Publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos N° 2003/0207818
[Documento de patente 15] Patente japonesa abierta a inspeccion publica N° 2000-319190
[Documento no de patente 1] Insulin resistance and lifestyle-related diseases, Ed. Kazuaki Shimamoto, Shindan to
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Chiryosa, 2003, p. 1-5

[Documento no de patente 2] Adiposcience, vol.1, N® 3, 2004, p. 247-257

[Documento no de patente 3] Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 100, 2003, p. 7265-7270
[Documento no de patente 4] Nature, vol. 389, 1997, p. 610-614

[Documento no de patente 5] The Netherlands Journal of Medicine, vol. 6, N° 6, 2003, p. 194-212
[Documento no de patente 6] Hormone Metabolism Research, vol. 37, 2005, p. 79-83

Fukunaga Tomoji y otros (“Hypoglycemic effect of the rhizomes of Smilax glabra in normal and diabetic mice”
BIOLOGICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN, vol. 20, n® 1, 1997, p. 44-46, XP009126799); Miura Toshihiro y
otros (“The difference in hypoglycemic action between Polygonati rhizoma and Polygonati officinalis rizoma”
BIOLOGICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN, vol. 18, n? 11, 1995, p. 1605-1606, XP009126797); y Choi S By
otros (“The insulin sensitizing effect of homoisoflavone-enriched fraction in Liriope platyphylla Wang et Tang via
PI3-kinase pathway” LIFE SCIENCES, PERGAMON PRESS, OXFORD, GB, vol. 75, n® 22 (2004-10-15), paginas
2653-2664, XP004568612) dan a conocer extractos de plantas que pertenecen a la familia Liliaceae que muestran
efectos de sensibilizacién a la insulina.

Caracteristicas de la invencién

Con la utilizacion del agente de biguanida que es un farmaco convencional para mejorar la resistencia a la insulina,
puede producirse disfuncion gastrointestinal o raramente acidosis lactica. Ademas, un derivado de tiazolidina, que es
de la misma clase que el agente, puede causar algunas veces efectos secundarios graves, tales como retencion de
liquidos, incremento del peso corporal y disfuncién hepatica, asi que la utilizacion del mismo requiere atencién
adicional. Ademas, para la resistencia a la insulina en estados diferentes de la diabetes o hiperglucemia, ha sido
practicamente dificil utilizar agentes antidiabéticos. En dichas circunstancias, se ha deseado un desarrollo de un
material funcional que sea excelente en seguridad, pueda ingerirse a diario, y pueda mejorar de forma eficiente la
resistencia a la insulina con el menor dolor posible.

En vista de los problemas mencionados anteriormente, los inventores de la presente invencién han estudiado
mecanismos de enfermedades relacionadas con el estilo de vida causadas por la resistencia a la insulina, tales
como hipertensién, diabetes, hiperlipidemia (hipertrigliceridemia e hipo-HDL-colesterolemia) y obesidad, y han
estudiado un agente relacionado con la prevencion, mejoria y similares de las enfermedades relacionadas con el
estilo de vida, es decir, un agente para mejorar la resistencia a la insulina. Prestaron atencion a las adipocitoquinas,
que son factores implicados en el inicio y la exacerbacion de la resistencia a la insulina, y estudiaron con detalle un
novedoso material funcional capaz de mejorar la resistencia a la insulina controlando los factores mencionados
anteriormente. Como resultado, descubrieron que el 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol tiene un efecto
de control de la produccién de adipocitoquinas, tales como acido graso libre, TNF-a, y MCP-1, en particular, un
efecto eficiente de disminucion de la produccién de adipocitoquinas que desencadena la resistencia a la insulina, de
este modo la resistencia a la insulina mejora.

Respecto a los efectos mencionados anteriormente de la presente invencion, el documento de patente 9 describe
solamente el efecto preventivo del extracto vegetal sobre la diferenciacion de adipocitos cultivados y un efecto de
promocién de ergosterol sobre la secrecién de adiponectina. Ademas, no describe ni da a conocer en absoluto el
efecto de mejora del ingrediente activo de la presente invencion sobre la resistencia a la insulina.

Ademas, los inventores de la presente invencién descubrieron que el 3-O-B-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol
mejora directamente la resistencia a la insulina sin intervencion de la propiedad de secrecién de insulina o similares,
investigando la utilizacion de una prueba de tolerancia a la insulina (prueba de estrés por insulina), ademas del
método de pinzamiento glucémico, el método de glucosa plasmatica en equilibrio (SSPG) y el método del modelo
minimo, que son métodos convencionales de evaluacion de la resistencia a la insulina.

Dicha prueba de tolerancia a la insulina no se da a conocer en los documentos de patente 1 a 5 mencionados
anteriormente. Los inventores de la presente invencion descubrieron un efecto mas ventajoso para mejorar la
resistencia a la insulina, que no resulta afectado por la propiedad de secrecién de insulina, que los efectos
convencionales para mejorar la resistencia a la insulina, y consiguieron la presente invencién.

Un objetivo de la presente invencion es dar a conocer un agente para mejorar la resistencia a la insulina, que
contiene 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol como ingrediente activo. Ademas, otro objetivo de la
presente invencion es dar a conocer un alimento o bebida fisiol6gicamente funcional que contiene el agente para
mejorar la resistencia a la insulina, tal como un alimento para utilizacién sanitaria especificada.

Un primer aspecto de la presente solicitud para resolver los problemas mencionados anteriormente es un agente
que contiene un compuesto representado mediante la siguiente formula (1) para su utilizacion en la mejora de la
resistencia a la insulina.
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Un segundo aspecto de la presente solicitud para resolver los problemas mencionados anteriormente es un agente
que contiene uno o mas extractos, seleccionados entre un extracto en mezcla de acetato de etilo/butanol (3:1) y un

5 extracto en mezcla de cloroformo/metanol (2:1) de una planta del género Aloe o una fraccion del mismo que
contiene un compuesto representado mediante la siguiente férmula (1), para su utilizacion en la mejora de la
resistencia a la insulina, en el que el extracto o fraccion del mismo contiene, como minimo, el 0,001% en masa seca
del compuesto.

e (1)
HO
o0
OH
HO
OH
10
Un tercer aspecto de la presente solicitud para resolver los problemas mencionados anteriormente es la utilizacion
de un compuesto representado mediante la siguiente formula (1) en la producciéon de un agente para mejorar la
resistencia a la insulina.
e (1)
HO
o0
OH
HO
OH
15
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Otros aspectos de la presente invencion son evidentes a partir de las reivindicaciones 4 a 7.

El agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente invencion y el alimento o bebida que lo contiene
puede administrarse o ingerirse de forma segura, y tiene efectos preventivos sobre enfermedades relacionadas con
el estilo de vida que se considera que estan causadas por la resistencia a la insulina. Ademas, el ingrediente activo
del agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente invencion puede producirse facilmente a partir de
una planta de la familia Liliaceae, tal como Aloe vera (Aloe barbadensis Miller), que puede ingerirse de forma segura
desde un punto de vista experimental para alimentos y esta facilmente disponible. Otros aspectos de la presente
invencion son evidentes a partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion del dibujo
La figura 1 es un grafico que muestra el cambio en el nivel de glucemia en una prueba de tolerancia a la insulina.
Mejor modo de llevar a cabo la invencién

En lo sucesivo, se explicaran con detalle realizaciones preferentes de la presente invencion. Sin embargo, la
presente invencion no esta limitada a las siguientes realizaciones preferentes y éstas pueden modificarse libremente
dentro del alcance de la presente invencion. Ademas, los valores de porcentaje, tal como se utilizan en el presente
documento, indican porcentaje en masa, a menos que se especifique lo contrario.

En la presente invencion, el efecto de mejorar la resistencia a la insulina (el efecto de intensificar la sensibilidad a la
insulina) significa un efecto de prevenir o mejorar diversos efectos adversos sobre la salud, causados por una
disminucién de la sensibilidad a la insulina, tales como enfermedades relacionadas con el estilo de vida.
Especificamente, el agente de la presente invencion inhibe eficazmente un incremento de produccion de
adipocitoquinas que desencadenan resistencia a la insulina, tal como el inhibidor del activador de plasmindégeno
(PAI-1), é&cido graso libre (FFA), factor de necrosis tumoral (TNF-a), MCP-1 y resistina, que tienen efectos
preventivos y de mejoria sobre afecciones patoldgicas implicadas en la resistencia a la insulina y tienen un efecto en
la disminucion de riesgos, la prevencion, la mejoria o el tratamiento de las enfermedades implicadas en la
resistencia a la insulina, tales como hiperinsulinemia, hiperlipidemia, tolerancia anormal a glucosa, diabetes,
hipertension, obesidad, arteriosclerosis y similares. Por lo tanto, el agente para mejorar la resistencia a la insulina de
la presente invencion puede definirse como un agente para intensificar la sensibilidad a la insulina o un agente para
controlar la produccién de adipocitoquinas, en particular, un agente para controlar la produccién de adipocitoquinas
que desencadena resistencia a la insulina.

Existen métodos para evaluar la resistencia a la insulina, tales como el método de pinzamiento glucémico, el método
de glucosa plasmatica en equilibrio (SSPG), el método del modelo minimo, el método para evaluar la resistencia a la
insulina calculando la resistencia a la insulina mediante la determinaciéon del modelo de homeostasis (HOMA-IR) a
partir del nivel de glucemia en ayunas y la concentracion de insulina en sangre y la prueba de tolerancia a la
insulina. Cualquiera de los métodos mencionados anteriormente puede usarse para la evaluacion de la resistencia a
la insulina, sin embargo, en la presente invencion, es preferente utilizar la prueba de tolerancia a la insulina (la
prueba de estrés por insulina) utilizando animales, dado que la prueba no es afectada por la propiedad de secrecion
de insulina o similar, y, por lo tanto, la sensibilidad a la insulina puede investigarse directamente.

El compuesto que tiene una estructura representada por la formula quimica mencionada anteriormente (1) tiene un
efecto de incrementar la sensibilidad a la insulina, y de este modo puede prevenir o mejorar las patologias causadas
por resistencia a la insulina. Por lo tanto, el compuesto puede usarse como ingrediente activo del agente para
mejorar la resistencia a la insulina o un alimento o bebida que lo contiene. Ademas, la sensibilidad a la insulina
también puede evaluarse midiendo una disminucion del nivel de glucemia después de la administracion de insulina.

El compuesto utilizado como ingrediente activo del agente para mejorar la resistencia a la insulina (en lo sucesivo
también denominado “el agente de la presente invencion”) de la presente invencién es el compuesto que tiene la
estructura representada mediante la férmula quimica mencionada anteriormente (1), es decir, 3-O-B-D-
glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol. El compuesto de la presente invencion tiene una estructura formada mediante
la condensacion por deshidratacién del grupo hidroxilo en la posicion 3 del 4-metilergost-7-en-3-ol y el grupo
hidroxilo en la posicion 1 de D-glucosa.

Lo mas preferente es que una pureza del compuesto de la presente invencién utilizado como ingrediente activo del
agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente invencién sea del 100%. Sin embargo, la pureza
puede ajustarse apropiadamente dentro de un intervalo donde el agente tenga el efecto de mejorar la resistencia a la
insulina.

Ademas, la composicién utilizada como ingrediente activo del agente para mejorar la resistencia a la insulina de la
presente invencién (en lo sucesivo también denominada “la composicion de la presente invencidon”) es un extracto de
una planta de la familia Liliaceae, o una fraccion del mismo que contiene, como minimo, el 0,001% en masa seca,
preferentemente el 0,01% en masa seca o mas, y mas preferentemente el 0,1% en masa seca o mas del compuesto
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de la presente invencidn mencionado anteriormente. El limite superior del contenido del compuesto de la presente
invencion no esta particularmente limitado y puede ser, por ejemplo, preferentemente el 10% en masa, o el 50% en
masa, el 70% en masa o el 90% en masa.

En la presente invencion, masa seca significa una masa medida después de que un compuesto es secado mediante
el método de secado definido en “Drying Loss Test”, que es un método de ensayo general, tal como se describe en
la Farmacopea Japonesa, 14 revisién (30 de marzo de 2001, Ministerio de Sanidad, Trabajo y Bienestar, Notificacion
Ministerial N® 111). Por ejemplo, la masa del compuesto de la presente invencidn puede determinarse de tal manera
que: aproximadamente 1 g del compuesto de la presente invencion se mide, y se seca a 105°C durante 4 horas; y el
resultante se enfria dejando reposar en un desecador; y la masa del compuesto se pesa con balanzas.

El compuesto de la presente invencién o una composicion que lo contiene puede producirse extrayendo, por
ejemplo, una fracciéon que contiene el compuesto de la presente invencion de una planta que pertenece a la familia
Liliaceae y que contiene el compuesto de la presente invencion, una parte del mismo, o un producto de disgregacion
del mismo utilizando un disolvente organico o agua caliente y concentrando la fraccién.

Los ejemplos de la planta que pertenece a la familia Liliaceae mencionada anteriormente incluyen plantas que
pertenecen al género Aloe o Allium. Ejemplos de las plantas del género Aloe incluyen Aloe barbadensis Miller, Aloe
ferox Miller, Aloe africana Miller, Aloe arborescens Miller var. natalensis Berger, Aloe spicata Baker, etc. En la
produccion del compuesto de la presente invencion o una composicién que lo contiene, aunque puede utilizarse la
totalidad de la planta mencionada anteriormente, es preferente utilizar el mesdéfilo (parte de gel transparente) de la
misma. Dicha planta o una parte de la misma se disgrega preferentemente utilizando un homogeneizador o similar y
de este modo se licua, y el compuesto de la presente invencidon o una composicién que lo contiene se extrae del
producto de disgregacién utilizando un disolvente organico o agua caliente. Los ejemplos del disolvente organico
incluyen alcoholes, tales como metanol, etanol y butanol, etc.; ésteres tales como acetato de metilo, acetato de etilo,
acetato de propilo y acetato de buitilo, etc.; cetonas, tales como acetona y metil isobutil cetona, etc.; éteres, tales
como éter dietilico y éter de petréleo, etc.; hidrocarburos, tales como hexano, ciclohexano, tolueno y benceno, etc.;
hidrocarburos halogenados, tales como tetracloruro de carbono, diclorometano y cloroformo, etc.; compuestos
heterociclicos, tales como piridina, etc.; glicoles, tales como etilenglicol, etc.; alcoholes polihidricos, tales como
polietilenglicol, etc.; disolventes de nitrilo, tales como acetonitrilo, etc., mezclas de estos disolventes, etc. Ademas,
estos disolventes pueden ser anhidros o hidratados. Entre estos disolventes, son particularmente preferentes una
mezcla de acetato de etilo/butanol (3:1) y una mezcla de cloroformo/metanol (2:1).

Como método de extraccion, puede utilizarse un método utilizado para extraccion habitual de un componente de la
planta. Por ejemplo, se utiliza habitualmente un método de someter a reflujo de 1 a 300 partes en masa de un
disolvente organico con 1 parte en masa de planta fresca o planta seca con calentamiento a una temperatura
correspondiente al punto de ebullicion del disolvente o menor y agitar o sacudir, 0 un método de realizar una
extraccién mediante ultrasonicacion a temperatura ambiente. Aislando las materias insolubles a partir del licor de
extraccién usando un método adecuado, tal como filtracion o centrifugado, puede obtenerse un extracto en bruto.

El extracto en bruto puede purificarse mediante diversos tipos de cromatografia, tal como cromatografia en columna
de gel de silice normal o inversa. Cuando se utiliza un gradiente de mezcla de cloroformo/metanol en cromatografia
en columna de gel de silice de fase normal como disolvente de elucién, el compuesto de la presente invencion se
eluye con una relacion de mezcla de cloroformo:metanol = aproximadamente 5:1. Ademas, cuando se utiliza un
gradiente de mezcla de metanol/agua en cromatografia en columna de gel de silice de fase inversa como disolvente
de elucion, el compuesto de la presente invencién se eluye con metanol de una concentracion de aproximadamente
el 95%. La fraccion obtenida puede purificarse adicionalmente mediante HPLC o similar.

Si el compuesto o la composicion que lo contiene, obtenidos tal como se ha descrito anteriormente, contienen
realmente el compuesto de la presente invencion, puede confirmarse midiendo el efecto preventivo de la produccion
de adipocitoquinas que desencadenan resistencia a la insulina como indicador utilizando, por ejemplo, los métodos
mostrados en los ejemplos descritos mas adelante. Si el compuesto es un glucésido unido con glucosa en la fraccion
de aglicona, o si la fraccion de aglicona es 4-metilergost-7-en-3-ol, puede confirmarse, por ejemplo, mediante
'3C-RMN o similar.

El compuesto de la presente invencion también puede producirse condensando D-glucosa y 4-metilergost-7-en-3-ol.
El 4-metilergost-7-en-3-ol puede obtenerse extrayéndolo de una planta y purificandolo. La D-Glucosa y el 4-
metilergost-7-en-3-ol pueden condensarse mediante, por ejemplo, una combinacion de los métodos descritos en
Jikken Kagaku Koza (Lecture of Experimental Chemistry), 42 edicion, vol. 26, 1992 (descritos en la p. 272, p. 297 y p.
342). Es decir, la D-glucosa se acetila completamente, y a continuacion la posicion anomérica se convierte en o-
bromuro. A continuacién, se hace reaccionar el 4-metilergost-7-en-3-ol con o-bromuro en éter dietilico hasta
alcanzar B-glucosilacion, y seguidamente el grupo acetilo se hidroliza en una mezcla de metéxido sédico/metanol
para obtener el compuesto objetivo.

El compuesto de la presente invencion puede utilizarse como ingrediente activo del agente para mejorar la
resistencia a la insulina de la presente invencion y un alimento o bebida que lo contiene como tal. Ademas, un
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extracto en disolvente organico, un extracto en agua caliente o liquido exprimido de una planta que contiene el
compuesto de la presente invencién, o una fraccién del mismo (denominado en lo sucesivo “extracto, etc.”) también
puede utilizarse como ingrediente activo del agente para mejorar la resistencia a la insulina y un alimento o bebida
que lo contiene.

En la presente invencion, el liquido exprimido puede obtenerse procesando un homogenado de una planta mediante
un compresor, recogiendo un extracto en bruto de liquido exprimido de una planta, y filirando el extracto en bruto
para eliminar la fraccion insoluble (contaminante) mediante un filtro o tela de filtro. Por ejemplo, cuando se utiliza
Aloe vera como una planta de la familia Liliaceae, el liquido exprimido de Aloe vera puede prepararse procesando la
parte de gel del meséfilo obtenida pelando una hoja de Aloe vera mediante un triturador, comprimiendo un liquido
exprimido para recoger Aloe vera en bruto, y filtrando el extracto en bruto de Aloe vera para eliminar el contaminante
mediante filtro o tela de filtro. En este caso, es preferente que el contenido total de aloina y aloe-emodina, que estan
contenidos en gran cantidad en la piel de la hoja de Aloe vera, sea de 5 ppm 0 menos.

El extracto, etc., mencionado anteriormente que estara contenido en el agente para mejorar la resistencia a la
insulina preferentemente contiene, como minimo, el 0,001% en masa seca, mas preferentemente del 0,01 al 1% en
masa seca, de forma particularmente preferente del 0,05 al 1% en masa seca, del compuesto de la presente
invencion. Ademas, el extracto, etc., mencionado anteriormente que estara contenido en un alimento o bebida
preferentemente contiene, como minimo, el 0,0001% en masa seca, mas preferentemente del 0,001 al 1% en masa
seca, de forma particularmente preferente del 0,005 al 1% en masa seca, del compuesto de la presente invencién.
Ademas, el extracto, etc., mencionado anteriormente puede ser una solucién, o también puede liofilizarse o secarse
por pulverizacién de manera convencional y almacenarse o utilizarse como polvo.

Como agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente invencion, el compuesto de la presente
invencion o la composicién que lo contiene, tal como el extracto, etc., per se, o los combinados con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable pueden administrarse por via oral o parenteral a un mamifero, incluido un ser humano.
En el farmaco de la presente invencién, el compuesto de la presente invencidn puede ser una sal farmacéuticamente
aceptable. Los ejemplos de la sal farmacéuticamente aceptable incluyen tanto sales metdlicas (sales inorganicas)
como sales organicas, que incluyen, por ejemplo, las enumeradas en “Remington's Pharmaceutical Sciences”, 172
edicion, p. 1418, 1985. Ejemplos especificos de los mismos incluyen, aunque sin limitarse a, sales de &cido
inorganico, tales como clorhidrato, sulfato, fosfato, difosfato e hidrobromato, y sales de acido organico, tales como
malato, maleato, fumarato, tartrato, succinato, citrato, acetato, lactato, metanosulfonato, p-toluenosulfonato,
pamoato, salicilato y estearato. Ademas, la sal puede ser una sal con un metal, tal como sodio, potasio, calcio,
magnesio y aluminio, o una sal con un aminoé&cido, tal como lisina. Ademas, los solvatos, tales como hidratos, del
compuesto mencionado anteriormente, o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos estan dentro del
alcance de la presente invencién.

La forma de dosificacion del agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente invencién no esta
particularmente limitada y puede seleccionarse adecuadamente dependiendo del fin terapéutico. Los ejemplos
especificos incluyen comprimido, pildora, polvo, solucion, suspension, emulsién, granulos, capsula, jarabe,
supositorio, inyeccion, pomada, parche, colirio, gotas nasales, etc. Para la preparacion, pueden utilizarse aditivos
utilizados generalmente en un agente para mejorar la resistencia a la insulina habitual como vehiculos farmacéuticos
tales como excipientes, aglutinantes, agentes disgregantes, lubricantes, estabilizantes, agentes aromatizantes,
diluyentes, surfactantes y disolventes para inyeccion, etc. Ademas, mientras el efecto de la presente invencién no se
degrade, el compuesto de la presente invencion, o el extracto, etc., que lo contiene puede utilizarse en combinacién
con otros agentes que tienen un efecto para mejorar la resistencia a la insulina.

Aunque la cantidad del compuesto de la presente invencion, o el extracto, etc. que lo contiene, contenida en el
agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente invencién no esta particularmente limitada y puede
seleccionarse adecuadamente, la cantidad puede ser, por ejemplo, como minimo, el 0,001% en masa,
preferentemente del 0,01 al 1% en masa, de forma particularmente preferente del 0,05 al 1% en masa, en términos
de la cantidad del compuesto de la presente invencion.

El agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente invencion puede prevenir, mejorar o tratar diversas
enfermedades, complicaciones y similares causadas por la resistencia a la insulina, y puede disminuir los riesgos de
estas enfermedades, complicaciones y similares. Ademas, el agente para mejorar la resistencia a la insulina de la
presente invencion puede utilizarse preferentemente para un paciente cuya resistencia a la insulina es menor que la
de una persona sana. Ademas, resistencia a la insulina generalmente significa un estado en el que el nivel de
insulina plasmatica en ayunas es de 10 a 15 pU/ml o mas, y el indice HOMA es 1,73 o mas.

Los ejemplos de las diversas enfermedades causadas por resistencia a la insulina incluyen hipertension,
hiperlipidemia, diabetes y arteriosclerosis. Los ejemplos de las complicaciones causadas por las enfermedades
incluyen (a) accidente cerebrovascular, nefroesclerosis e insuficiencia renal causada por hipertension, (b)
arteriosclerosis y pancreatitis causadas por hiperlipidemia, (c) retinopatia diabética, nefropatia, neuropatia y
gangrena diabética causada por diabetes, y (d) accidente cerebrovascular, infarto cerebral, enfermedades
cardiovasculares, tales como angina de pecho e infarto cardiaco, nefropatia, tal como uremia, nefroesclerosis
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causada por arteriosclerosis. Ademas, los inventores de la presente invencion han descubierto que el compuesto de
la presente invencion tiene un efecto de disminuir el nivel de hemoglobina Alc y mejorar la hiperglucemia
(documento WO 2005/095436). Es preferente que las enfermedades a las que se aplica el agente para mejorar la
resistencia a la insulina de la presente invencioén no sean enfermedades acompanadas por niveles de hemoglobina
A1ic mas elevados que los de una persona sana.

Ademas, se espera que un agente de la presente invencién que tiene un efecto de mejorar la resistencia a la insulina
tenga un efecto de inhibir la produccién y el incremento de adipocitoquinas que desencadenan resistencia a la
insulina, tal como TNF-a, MCP-1 y FFA. Por lo tanto, el agente de la presente invencion tiene un efecto de prevenir
y/o mejorar las enfermedades causadas por el incremento de las adipocitoquinas mencionadas anteriormente, que
incluyen enfermedades autoinmunitarias, tales como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, enfermedades
inflamatorias en diversos drganos, tales como nefritis, pancreatitis, hepatitis y neumonitis, angiopatia, sepsis,
caguexia cancerosa. Por lo tanto, el agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente invencién puede
utilizarse preferentemente para un paciente en el que la produccién de las adipocitoquinas esta aumentada, en
particular, un paciente en el que la produccién de las adipocitoquinas que desencadenan la resistencia a la insulina
estd aumentada.

El tiempo de administracion del agente de la presente invencion no estd particularmente limitado y puede
seleccionarse adecuadamente de acuerdo con el método para tratar una enfermedad objetivo. Ademas, la via de
administracion se determina preferentemente dependiendo de la forma de dosificacion, la edad, el sexo y otras
condiciones de los pacientes, la gravedad de los sintomas de los pacientes, etc. La dosis del agente de la presente
invencion se selecciona adecuadamente dependiendo del régimen de dosificacion, la edad, el sexo, la gravedad de
la enfermedad, otras condiciones de los pacientes, etc. La cantidad del compuesto de la presente invencion como
ingrediente activo se selecciona habitualmente entre el intervalo de, preferentemente, 0,001 a 50 mg/kg/dia, mas
preferentemente de 0,01 a 1 mg/kg/dia, como dosis orientativa. Ademas, cuando se utiliza un extracto, etc., que
contiene el compuesto de la presente invencion, el peso seco del extracto, etc., se selecciona entre el intervalo de,
preferentemente, 0,1 a 1.000 mg/kg/dia, mas preferentemente de 1 a 100 mg/kg/dia, como cantidad orientativa. En
cualquier caso, la dosis puede ingerirse, en un dia, una o varias veces como raciones divididas.

El compuesto de la presente invencion o la composicion que lo contiene pueden afadirse a alimentos o bebidas
(una bebida o un alimento) para producir un alimento o bebida que tiene un efecto de mejorar la resistencia a la
insulina. La forma y la propiedad del alimento o bebida no estan particularmente limitadas, siempre que el efecto del
ingrediente activo no se degrade, y el alimento o bebida puede ingerirse por via oral, y puede producirse de manera
convencional utilizando materias primas utilizadas habitualmente para alimentos o bebidas, excepto que se afnade el
ingrediente activo mencionado anteriormente. Ademas, la cantidad del compuesto de la presente invencion, o el
extracto, etc., que lo contiene, contenida en el alimento o bebida no estd particularmente limitada y puede
seleccionarse adecuadamente. Por ejemplo, el compuesto de la presente invencion, o el extracto, etc., que lo
contiene, estd contenido en alimento o bebida en una cantidad, como minimo, del 0,0001% en masa,
preferentemente del 0,001 al 1% en masa, mas preferentemente del 0,005 al 1% en masa, en términos de la
cantidad del compuesto de la presente invencion.

El alimento o bebida puede utilizarse para diversas aplicaciones que utilizan el efecto de mejorar la resistencia a la
insulina. Por ejemplo, puede utilizarse como alimento o bebida util para disminuir o eliminar factores de riesgo de
enfermedades relacionadas con el estilo de vida, causadas por resistencia a la insulina. Ademas, el alimento o
bebida puede prevenir las enfermedades causadas por la resistencia a la insulina, por ejemplo, hipertensién,
hiperlipidemia, diabetes y similares, y puede disminuir los riesgos de estas enfermedades. Ademas, el alimento o
bebida puede prevenir diversas complicaciones causadas por resistencia a la insulina, por ejemplo, accidente
cerebrovascular, nefroesclerosis e insuficiencia renal causadas por hipertensién, arteriosclerosis, pancreatitis y
similares causadas por hiperlipidemia, retinopatia diabética, nefropatia, neuropatia y gangrena diabética causadas
por diabetes, accidente cerebrovascular, infarto cerebral, enfermedades cardiovasculares, tales como angina de
fecho e infarto cardiaco, nefropatia, tal como uremia, nefroesclerosis e insuficiencia renal causadas por
arteriosclerosis, y pueden disminuir los riesgos de estas enfermedades.

Ademas, se espera que el alimento o bebida tenga un efecto de inhibir la produccién y el incremento de
adipocitoquinas que desencadenan resistencia a la insulina, tales como TNF-a, MCP-1 y FFA. Por lo tanto, el agente
de la presente invencién tiene un efecto de prevenir las enfermedades y disminuir los riesgos de estas
enfermedades causadas por el incremento de las adipocitoquinas mencionadas anteriormente, que incluyen
enfermedades autoinmunitarias, tales como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, enfermedades inflamatorias
en diversos érganos, tales como nefritis, pancreatitis, hepatitis y neumonitis, angiopatia, sepsis, caquexia cancerosa.
Por lo tanto, el alimento o bebida puede ser ingerido preferentemente por un paciente en el que la produccion de las
adipocitoquinas mencionadas anteriormente estad aumentada, en particular, un paciente en el que la produccién de
las adipocitoquinas que desencadenan resistencia a la insulina esta aumentada.

El alimento o bebida puede comercializarse como alimento o bebida que se adjunta con una indicacién de que el
alimento o bebida se utiliza para mejorar la resistencia a la insulina, por ejemplo, “alimento o bebida que contiene un
compuesto que tiene un efecto de mejorar la resistencia a la insulina indicado como 'para mejorar la resistencia a la
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insulina”, “alimento o bebida que contiene un extracto vegetal indicado como 'para mejorar la resistencia a la
insulina”, o “alimento o bebida que contiene extracto de Aloe vera indicado como 'para mejorar la resistencia a la
insulina” y similares. Ademas, dado que el compuesto de la presente invencion, y la composiciéon que lo contiene,

tienen un efecto de mejora de la resistencia a la insulina, se considera, por lo tanto, que la indicaciéon de “mejorar la
resistencia a la insulina” tiene un significado de “potenciar la sensibilidad a la insulina”. Por lo tanto, el alimento o
bebida puede indicarse como “para potenciar la sensibilidad a la insulina”. En otras palabras, la indicacién de “para
mejorar la resistencia a la insulina” puede sustituirse por la indicacion de “para potenciar la sensibilidad a la insulina”.

La redaccién utilizada para dicha indicacion, tal como se ha mencionado anteriormente, no estd limitada
necesariamente a la expresién “para mejorar la resistencia a la insulina” o “para potenciar la sensibilidad a la
insulina”, y cualquier otra redaccién que exprese el efecto de potenciacion de la sensibilidad a la insulina, o el efecto
de prevencion y mejora de la resistencia a la insulina esta, por supuesto, dentro del alcance de la presente
invencion. Como dicha redaccion, por ejemplo, una indicacién basada en diversas utilizaciones que permite a los
consumidores reconocer el efecto de mejora de la resistencia a la insulina o el efecto de potenciacion de la
sensibilidad a la insulina también es posible. Los ejemplos incluyen las indicaciones de “adecuado para aquellos/as
que tienden a sufrir resistencia a la insulina” y “Gtil para la disminucién o eliminacién de factores de riesgo (riesgos)
de enfermedades relacionadas con el estilo de vida”.

La presente invencion se explicara mas especificamente con referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, el
alcance de la presente invencién no esté limitado a los siguientes ejemplos.

En primer lugar, se explica mediante los ejemplos de preparacion que el compuesto o la composicion de la presente
invencion puede producirse a partir de una planta que pertenece a la familia Liliaceae.

[Ejemplo de preparacion 1]

Como ejemplos de preparacion a partir de una planta que pertenece a la familia Liliaceae, a continuacion se
describiran ejemplos de preparacion de 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol a partir de Aloe vera.

El 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol se extrajo de Aloe vera y se purifico tal como se describe a
continuacion.

Una cantidad de 100 kg de mesdéfilo (parte de gel transparente) de Aloe vera se licué utilizando un homogeneizador,
al que se anadieron 100 | de una mezcla de acetato de etilo/butanol (3:1) y se agité. La mezcla se dej6 durante una
noche para separar la mezcla de acetato de etilo/butanol y la capa acuosa, y se recuper6 la mezcla de acetato de
etilo/butanol. El extracto procedente de esta mezcla de acetato de etilo/butanol obtenido concentrando la mezcla de
acetato de etilo/butanol a presion reducida pesé 13,5 g. El efecto de mejora de la resistencia a la insulina se evalu6
para la capa acuosa mencionada anteriormente mediante la prueba de tolerancia a la insulina, y el extracto
procedente de la mezcla de acetato de etilo/butanol descrito mas adelante en el ejemplo de referencia 3, y el efecto
se observo para el extracto procedente de la mezcla de acetato de etilo/butanol. Por lo tanto, se intent6 aislar y
purificar componentes en el extracto.

En primer lugar, el extracto mencionado anteriormente se examind mediante cromatografia en capa fina (Merck Ltd.,
gel de silice 60F254 y RP-18F2543). Como resultado, un método de aislamiento basado en cromatografia en
columna de gel de silice de fase normal utilizando una mezcla de cloroformo/metanol parecia ser adecuado. Por
consiguiente, una solucién de 13 g del extracto mencionado anteriormente disuelto en 1 ml de una mezcla de
cloroformo/metanol (1:1) se cargd en una columna llena con 400 g de gel de silice 60 (Merck Ltd.) para alcanzar la
adsorcion de los componentes a la columna, a continuacion los componentes se eluyeron con una mezcla de
cloroformo/metanol mediante el método de gradiente por etapas, en el que la concentracidén de metanol se
incrementd por etapas (relaciones de mezcla de cloroformo:metanol = 100:1, 25:1, 10:1, 5:1 y 1:1), y el eluato se
fraccioné para cada relacion de mezcla de la mezcla mencionada anteriormente. Los rendimientos de los productos
de purificacién en bruto obtenidos a partir de las fracciones después de eliminar el disolvente fueron 1,44, 3,0, 1,17,
1,28 y 2,27 g, respectivamente. Se confirmé mediante la evaluacién mencionada anteriormente de mejora de la
resistencia a la insulina que, entre estas fracciones, existia un componente activo en la fraccion eluida con la mezcla
de cloroformo:metanol = 5:1 (producto de purificacion en bruto A).

Ademas, para aislar y purificar el componente activo a partir del producto de purificacién en bruto A mencionado
anteriormente, este producto de purificacién en bruto A se examiné usando cromatografia en capa fina (Merck Ltd.,
gel de silice 60F254 y RP-18F2543). Como resultado, un método de aislamiento basado en cromatografia en
columna de gel de silice de fase inversa utilizando metanol parecia ser adecuado. Por consiguiente, el producto de
purificacién en bruto A mencionado anteriormente se disolvié en 1 ml de una mezcla de cloroformo/metanol (1:1) y
se carg6 en una columna llena con 180 g de COSMOSIL 140 (Nacalai Tesque, Inc.) para alcanzar adsorcién del
componente a la columna. A continuacion, se realizé la elucion utilizando sucesivamente 600 ml de solucién de
metanol al 85%, 600 ml de solucién de metanol al 95% y 100 ml de metanol al 100%. El 3-O-B-D-glucopiranosil-4-
metilergost-7-en-3-ol se concentrd y se aisld en una fraccién eluida con metanol al 95% y pes6 370 mg después de
eliminar el disolvente. En lo sucesivo, este producto se denomina compuesto 1.
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Dado que el compuesto 1 mostraba un valor de Rf muy cercano al del B-sitosterol glucésido en un examen basado
en cromatografia en capa fina, se previo que era un glucésido en el que 1 molécula de azlcar se unia a la fraccién
de aglicona. Ademas, para examinar la composicion de azlcar del compuesto 1, el compuesto 1 se sometié a
metanolisis, a continuacién se transformé en un derivado de TMS y se sometid6 a medicién por GC-MS. Como
resultado, en la medicién del derivado de TMS para la parte de azlcar del compuesto 1, éste mostré picos
principales a tiempos de retencion de 14,28, 14,61 y 16,34 minutos, que fueron sustancialmente coherentes con los
tiempos de retencion de los picos principales de la glucosa de muestra (Nacalai Tesque, Inc.), 14,27, 14,60 y 16,33
minutos. Ademas, no se observaron picos correspondientes a los picos principales de la galactosa de muestra
(Kishida Chemical Co., Ltd.) y la xilosa de muestra (Kishida Chemical Co., Ltd.). Por lo tanto, se confirmé que el tipo
del azucar contenido en el compuesto 1 era glucosa.

A partir de los resultados anteriores, se estim6 que el compuesto 1 era un glucésido en el que 1 molécula de glucosa
se unia a la fraccion de aglicona. Sin embargo, cuando el compuesto 1 se midié mediante *C-RMN (125 MHz,
CDCls), se confirm6 la existencia de contaminantes. Por lo tanto, se consideré que era necesaria una purificacion
adicional para determinar su estructura. Por consiguiente, el compuesto 1 se metanolizé y a continuacién se acetilo,
y a continuacion se confirmaron la estructura de la fraccion de aglicona, asi como el sitio de union de la fraccion de
aglicona y el azucar. El método para ello se describira a continuacion.

Una cantidad de 50 mg del compuesto 1 se disolvié en metanol (50 ml) que contenia acido clorhidrico al 5%, y la
solucion se llevo a reflujo con calentamiento durante 6 horas para metanolisis y se secd para obtener un residuo
(aproximadamente 30 mg). Este residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(hexano:cloroformo = 9:1) para obtener un compuesto 2 (10 mg). A este compuesto 2 (5 mg) se le afnadieron
anhidrido acético y piridina (2 gotas de cada) y se calenté a 70°C durante 30 minutos para acetilacion, y a
continuacion el disolvente de la mezcla de reaccién se evaporé para obtener un compuesto 3. El analisis del
compuesto 3 se realizé mediante GC-MS y "*C-RMN (125 MHz, CDCls).

Los resultados del andlisis de este compuesto 3 mediante GC-MS y *C-RMN (125 MHz, CDCls) se muestran de la
siguiente manera. 3-Acetoxi-4-metilergost-7-eno utilizado como sustancia de referencia se prepar6é extrayendo a
partir de aloe, purificando el extracto, confirmando la estructura del producto purificado mediante 3C-RMN y
acetilandolo.

[espectro de BC-RMN (valores de d, en CDCls)]; C-1:36,8, C-2:27,3, C-3:78,7, C-4:37,0, C-5:46,9, C-6:26,8,
C-7:117,4, C-8:139,4, C-9:49,7, C-10:34,9, C-11:21,6, C-12:39,7, C-13:43,6, C-14:55,1, C-15:23,1, C-16:28,2,
C-17:56,3, C-18:12,0, C-19:14,2, C-20:36,5, C-21:19,0, C-22:33,9, C-23:30,6, C-24:39,1, C-25:32,6, C-26:20,4,
C-27:18,4, C-28:15,6, C-29:15,3

[GC-MS]

Aparato: GC-17A/GCMS5050A (SHIMADZU)

Columna de GC: NEUTRA BOND-5 (GL Scienses)

Temperatura de la columna: 100°C (2 min) — (10°C/min) — 300°C (28 min)
Temperatura de inyeccion: 250°C

Gas portador: He (1,3 ml/min)

Temperatura de la interfaz: 300°C

Modo de MS: EI

Energia de ionizacién: 70 eV

[Resultados]

Sustancia de referencia: 3-acetoxi-4-metilergost-7-eno: tR [min] = 39,4; m/z 456 [M]", 441 [M-CHjs]*, 396 [M-AcOH]",
381 [M-CHg-AcOHJ*

Compuesto 3: tR [min] = 39,2; m/z 456 [M]", 441 [M-CH3]*, 396 [M-AcOH]", 381 [M-CH3-AcOH]*

Los resultados de la medicién por RMN del compuesto 3 fueron coherentes con los valores de 3-acetoxi-4-
metilergost-7-eno mostrados en una referencia bibliografica (Yukagaku (Oil Chemistry), Vol. 36, No. 5, p. 301-319,
1987). Estos resultados revelaron que el compuesto 2 fue 4-metilergost-7-en-3-ol. Ademas, como resultado de la
medicién FAB-MS, se descubrié que el peso molecular del compuesto 1 era 576. Cuando el compuesto 2 (fraccion
de aglicona) y glucosa se condensaron, el peso molecular del compuesto obtenido fue 414 (compuesto 2) + 180
(glucosa) - 18 (agua) = 576, lo que era coherente con el peso molecular del compuesto 1. Los resultados anteriores
revelaron que el compuesto 1 tenia una estructura de 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol.

Las formulas moleculares, pesos moleculares y formulas quimicas de los compuestos se muestran a continuacion.
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(Compuesto 1)
Férmula molecular: CssHgoOs

Peso molecular: 576
Formula quimica: La siguiente férmula quimica (1)

e (1)
HO

OH

HO
OH

(Compuesto 2)

Férmula molecular: CgHs00
Peso molecular: 414
Férmula quimica: La siguiente formula quimica (2)

HO

(Compuesto 3)

Férmula molecular: C31Hs202
Peso molecular: 456
Formula quimica: La siguiente férmula quimica (3)

AcO
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[Ejemplo de preparacion 2]

Mesodfilo (parte de gel transparente) de Aloe vera se secd mediante calentamiento, a 0,3 g de polvo de Aloe vera
seco y disgregado se le afadieron 60 ml de etanol al 60, 80 o0 100%, y la mezcla se llevo a reflujo calentando a 60°C
durante 1 hora. El extracto se centrifugdé a 1.500 rpm durante 20 minutos, y el sobrenadante se concentré a presion
reducida para eliminar completamente el etanol y obtener de este modo un extracto en bruto. Los pesos secos de
los extractos en bruto obtenidos por extraccion utilizando etanol al 60, 80 y 100% fueron 65, 42 y 18 mg,
respectivamente. Se confirm6é mediante cromatografia en capa fina que estos extractos en bruto contenian 3-O-3-D-
glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol.

[Ejemplo de preparacién 3]

Mesofilo (parte de gel transparente) de Aloe vera se secd mediante calentamiento, a 0,3 g de polvo de Aloe vera
seco y disgregado se le afiadieron 60 ml de agua, y la mezcla se llevo a reflujo calentando a 95°C durante 5 horas.
El extracto se centrifugd a 1.500 rpm durante 20 minutos, y el sobrenadante se liofiliz6 para obtener 75 mg de un
extracto en bruto. Se confirm6 mediante cromatografia en capa fina que este extracto en bruto contenia 3-O-B-D-
glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol.

[Ejemplo de preparacion 4]

Mesofilo (parte de gel transparente) de Aloe vera se secé mediante calentamiento, se disgregd y se seco, a 21 kg de
polvo de Aloe vera preparado de este modo se le anadieron 90 | de una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), a
continuacion se sumergieron durante una noche en la mezcla a temperatura ambiente y se recogieron por filtracion,
y al residuo obtenido mediante la filtracion se le anadieron 90 | de mezcla de cloroformo/metanol (2:1) de nuevo.
Este procedimiento se repitié 4 veces en total. El filtrado obtenido (350 I) se concentr6 a 28°C para obtener
finalmente 784 g de un extracto en bruto. A una cantidad de 780 g de este extracto en bruto se le afiadieron 2 | de
una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), se agité durante 1 hora y se filtr6 para recuperar la capa de mezcla de
cloroformo/metanol (A). Al residuo obtenido mediante la filtracion se le afiadieron sucesivamente 2,51 de aguay 2 |
de acetato de etilo y se agité durante 1 hora, y se recuperoé la capa de acetato de etilo (B). A la capa acuosa restante
se le anadieron de nuevo 5 | de cloroformo y se agité durante 1 hora, y la capa de cloroformo (C) se recuperd.

Los extractos de disolvente organico recuperados A, B y C se mezclaron, se concentraron a 23°C y se cargaron en
una columna de gel de silice [columna de vidrio: 52 mm x 350 mm, material de relleno: IR-63/210-W (Daiso Co.,
Ltd.)]. Posteriormente, mientras se monitorizaba el eluato mediante cromatografia en capa fina, 10 | de una mezcla
de hexano/cloroformo (1:1), 10 | de cloroformo, 20 | de una mezcla de cloroformo/metanol (10:1) y 20 | de una
mezcla de cloroformo/metanol (5:1) se hicieron pasar a través de la columna en este orden, y una fraccion 1
(aproximadamente 1 I), una fraccion 2 (aproximadamente 1,5 1), una fraccion 3 (aproximadamente 1,5 I) y una
fraccion 4 (aproximadamente 1,5 1) se recuperaron en el orden de los disolventes de elucién utilizados.

Se confirmé mediante cromatografia en capa fina que, entre éstas, la fraccion 3 contenia el glucésido objetivo, y a
continuacion el disolvente de la fraccién 3 se elimind para obtener 131,6 g de un extracto en bruto. Una cantidad de
130 g de este extracto en bruto se cargdé en una columna de gel de silice [columna de vidrio: 70 mm x 500 mm,
material de relleno: SP-60-40/60 (Daiso Co., Ltd.)] de nuevo y se eluyd sucesivamente con 10 | de una mezcla de
cloroformo/metanol (30:1), 50 | de una mezcla de cloroformo/metanol (20:1), 10 | de una mezcla de
cloroformo/metanol (10:1) y 10 | de una mezcla de cloroformo/metanol (1:1) como disolventes de elucion en
condiciones de una presion de 10 kgf-cm™ y un caudal de 40 mi/min. Los eluatos se fraccionaron como fracciones de
100 ml utilizando un colector de fracciones para recoger las fracciones 1 a 8.

Las fracciones recogidas se examinaron mediante cromatografia en capa fina, y como resultado, se reveld que el
glucosido objetivo y contaminantes existian en la fraccién 7. Por lo tanto, esta fraccion se concentro, se cargd en una
columna de gel de silice [columna de vidrio: 70 mm x 500 mm, material de relleno: SP-60-40/60 (Daiso Co., Ltd.)] de
nuevo, y se eluy6 sucesivamente con 10 | de una mezcla de cloroformo/metanol (20:1) y 10 | de una mezcla de
cloroformo/metanol (10:1) como disolventes de elucidn en condiciones de una presion de 10 kgf-cm™® y un caudal de
40 ml/min. Como resultado, se prepararon 25,3 g de 3-O-B-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol, que era el
glucosido objetivo contenido en la fraccion eluida con la mezcla de cloroformo/metanol (10:1).

Ejemplo 1

Este ejemplo se realizd para evaluar un cambio en el nivel de acido graso libre (FFA) en el suero causado por una
aplicacién del agente de la presente invencion para mejorar la resistencia a la insulina utilizando ratas ZDF (Zucker
Diabetic Fatty) que son animales modelo para diabetes obesa acomparada con resistencia a la insulina.

(1) Preparacion de la muestra

3-0-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol producido en el ejemplo de preparacion 1 se disolvié en DMSO, y la
13
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concentracién se ajusté a 15 pg/ml con agua destilada para preparar de este modo la muestra de ensayo. En este
caso, la concentracion final de DMSO se ajusté al 0,2%. Ademas, se prepard una solucidn sin las muestras de
ensayo como muestra negativa.

(2) Método de ensayo

Ratas ZDF de 6 semanas de edad (adquiridas de Charles River Laboratories, Inc., EE. UU.) se alimentaron de forma
preliminar con una dieta rica en grasas (Research Diet, Inc.) durante 1 mes. Estas ratas se dividieron en grupos, que
estaban compuestos, cada uno, por 6 ratas. A cada uno de los grupos de ratas se les administr6 por via oral 1 ml
por 400 g de peso corporal (37,5 ng/kg de peso corporal) de la muestra de ensayo o la muestra negativa una vez al
dia, todos los dias, con una sonda. El 45° dia desde el inicio de la administracion de las muestras, se extrajo sangre
de las ratas en ayunas, y se midi6 el nivel del acido graso libre en suero utilizando NEFA C-test Wako (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.).

(3) Resultados (nivel de acido graso libre en sangre)

La tabla 1 muestra los niveles de acido graso libre en suero de ratas el 45° dia desde el inicio de la administracion.
En comparacion con el grupo al que se le administré la muestra negativa, se observo que los niveles de &acido graso
libre disminuian hasta el 53% en el grupo al que se le administré la muestra de ensayo. Durante el periodo de
administracion, no se observaron efectos secundarios en absoluto en vista de descubrimientos patol6gicos. Ademas,
los valores p en las tablas indican la significacion estadistica mediante el test de Tukey-Kramer.

Tabla 1
Muestra Acido graso libre (mEg/l) valor p
Muestra de ensayo 1,948 + 0,648 * 0,0073
Muestra negativa 3,700 £ 0,892 -
En la tabla, "*" indica que se ha producido un efecto inhibidor estadisticamente significativo sobre la produccion de

acido graso libre.

Ejemplo 2

Este ejemplo se realiz6 para evaluar un efecto del agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente
invencion sobre las cantidades de produccion de TNF-a y MCP-1 en cada célula de tejido adiposo utilizando ratas
ZDF (Zucker Diabetic Fatty), que son modelos animales para diabetes obesa acompafnada con resistencia a la
insulina.

(1) Preparacion de las muestras
En el ejemplo 2, se utilizaron las mismas muestra de ensayo y muestra negativa que las preparadas en el ejemplo 1.
(2) Método de ensayo

Ratas ZDF de 6 semanas de edad (adquiridas de Charles River Laboratories, Inc., EE. UU.) se alimentaron de forma
preliminar con una dieta rica en grasas (Research Diet, Inc.) durante 1 mes. Estas ratas se dividieron en grupos, que
estaban compuestos, cada uno, por 6 ratas. A cada uno de los grupos de ratas se les administr6 por via oral 1 ml
por 400 g de peso corporal (37,5 ng/kg de peso corporal) de la muestra de ensayo o la muestra negativa una vez al
dia, todos los dias, con una sonda. El 45° dia desde el inicio de la administracién de las muestras, se recogieron
tejidos grasos del epididimo de las ratas en ayunas, y a 1 g de cada una de las grasas se le afadieron 1,5 ml de
medio D-MEM/F12 que contenia albumina de suero bovino al 0,5%, seguido por cultivo a 37°C. Después de 1 hora
de cultivo, se recogieron los sobrenadantes de cultivo, y las concentraciones de TNF-oo y MCP-1 en los
sobrenadantes de cultivo se midieron mediante el método ELISA (Biosource).

(3) Resultados (cantidades de produccion de TNF-ay MCP-1)

La tabla 2 muestra cantidades de produccién de TNF-a de tejidos adiposos. La tabla 3 muestra cantidades de
produccion de MCP-1 de tejidos adiposos. Tal como es evidente a partir de estos resultados, se observaron efectos
inhibidores significativos sobre la produccion tanto de TNF-a como de MCP-1 en el grupo al que se le administrd la
muestra de ensayo en comparacion con el grupo al que se le administr6 la muestra negativa. A partir de los
resultados del presente ejemplo, se revel6 que la administracién del agente para mejorar la resistencia a la insulina
de la presente invencién disminuye la produccién de adipocitoquinas que desencadenan resistencia a la insulina en
los tejidos grasos que exacerban la resistencia a la insulina, e impide el desencadenamiento de la resistencia a la
insulina. Ademas, los valores p en las tablas indican la significacién estadistica mediante el test de Tukey-Kramer.
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Tabla 2
Muestra TNF-a (pg/ml) valor p
Muestra de ensayo 1174 +479 0,0298
Muestra negativa 353,1 £192,8 -
En la tabla, "*" indica que se ha producido un efecto inhibidor estadisticamente significativo sobre la produccion de
TNF-a.
Tabla 3
Muestra MCP-1 (pg/ml) valor p
Muestra de ensayo 23,3 + 3,6* 0,0302
Muestra negativa 38,8 £+ 14,3 -
En la tabla, ™" indica que se ha producido un efecto inhibidor estadisticamente significativo sobre la produccion de
MCP-1.
Ejemplo 3

Este ejemplo se realiz6 para evaluar un efecto intensificador del agente para mejorar la resistencia a la insulina de la
presente invencion sobre la sensibilidad a la insulina realizando una prueba de tolerancia a la insulina utilizando
ratas ZDF (Zucker Diabetic Fatty), que son modelos animales para diabetes obesa acompanada con resistencia a la
insulina.

(1) Preparacion de la muestras

En el ejemplo 3, se utilizaron las mismas muestra de ensayo y muestra negativa que las preparadas en los ejemplos
1y2.

(2) Método de ensayo

Ratas ZDF de 6 semanas de edad (adquiridas de Charles River Laboratories, Inc., EE. UU.) se alimentaron de forma
preliminar con una dieta rica en grasas (Research Diet, Inc.) durante 1 mes. Estos ratones se dividieron en grupos,
que estaban compuestos, cada uno, por 6 ratas. A cada uno de los grupos de ratas se les administrd por via oral 1
ml por 400 g de peso corporal (37,5 ng/kg de peso corporal) de la muestra de ensayo o la muestra negativa una vez
al dia, todos los dias, con una sonda. El 352 dia desde el inicio de la administracion de las muestras, se realiz6 una
prueba de tolerancia a la insulina. En el presente ejemplo, la prueba de tolerancia a la insulina se realiz6 de tal
manera que: las ratas se mantuvieron en ayunas durante 4 horas, y a continuaciéon se les administraron por via
intraperitoneal 10 U/kg de peso corporal de una insulina humana (Eli Lily and Company); y se midieron los cambios
con el tiempo en el nivel de glucemia desde el inicio de la administracion de la insulina hasta pasados 60 minutos.

(3) Resultados (prueba de tolerancia a la insulina)

Los resultados del presente ejemplo fueron tal como se muestra en la figura 1. La figura 1 muestra los resultados de
la prueba de tolerancia a la insulina. Tal como es evidente a partir de la figura 1, el grupo al que se le administro la
muestra de ensayo mostraba niveles de glucemia mas bajos que los del grupo al que se le administré la muestra
negativa en cualesquiera puntos temporales desde 15 minutos hasta 60 minutos después del inicio de la
administracion de insulina. A partir de los resultados del presente ejemplo, se revelé que la administracion del
agente para mejorar la resistencia a la insulina de la presente invencion intensifica la sensibilidad a la insulina.

Aplicabilidad industrial

La presente invencidén puede dar a conocer un agente para mejorar la resistencia a la insulina que es seguro, sin
efectos secundarios y es capaz de intensificar la sensibilidad a la insulina, y puede dar a conocer el alimento o
bebida fisiolégicamente funcional, tal como alimentos para utilizaciéon sanitaria especificada, que contiene el agente
para mejorar la resistencia a la insulina. El agente para mejorar la resistencia a la insulina y el alimento o bebida
fisiolégicamente funcional que contiene el agente para mejorar la resistencia a la insulina tienen efectos mejoradores
0 preventivos sobre enfermedades, complicaciones y similares causadas por una sensibilidad a la insulina
disminuida, por ejemplo, las enfermedades relacionadas con el estilo de vida, tales como hipertension, diabetes,
hiperlipidemia y arteriosclerosis, y tienen efectos de disminucién de los riesgos de esas enfermedades,
complicaciones y similares.
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REIVINDICACIONES

1. Agente que contiene un compuesto representado mediante la siguiente férmula (1) para su utilizacién en la mejora
de la resistencia a la insulina.

s (1)
HO
o0
OH
HO

5 OH
2. Agente que contiene uno o mas extractos, seleccionados entre un extracto en una mezcla de acetato de
etilo/butanol (3:1) y un extracto en una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), de una planta del género Aloe o una
fraccion del mismo, que contiene un compuesto representado mediante la siguiente férmula (1), para su utilizacion

10 en la mejora de la resistencia a la insulina, en el que el extracto o fraccién del mismo contiene, como minimo, el
0,001% en masa seca del compuesto.

HO

OH
HO
OH

3. Utilizacion de un compuesto representado mediante la siguiente férmula (1) en la produccién de un agente para la
15 mejora de la resistencia a la insulina.

e (1)
HO
00O
OH

HO
OH
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4. Utilizacién de uno o mas extractos, seleccionados entre un extracto en mezcla de acetato de etilo/butanol (3:1) y

un extracto en mezcla de cloroformo/metanol (2:1), de una planta del género Aloe o una fraccién del mismo, que

contiene, como minimo, el 0,001% en masa seca del compuesto representado mediante la siguiente férmula (1), en
5 la produccién de un agente para la mejora de la resistencia a la insulina.

e (1)
HO

OH
HO
OH

5. Compuesto representado mediante la siguiente férmula (1), para su utilizacién en la mejora de la resistencia a la
insulina.

e (1)
HO
o0
OH
HO
OH
10
6. Compuesto representado mediante la siguiente formula (1), segun la reivindicacién 5, en el que el compuesto esta
presente en un medicamento a una concentracion, como minimo, del 0,001% en masa seca.
e (1)
HO
00
OH
HO
OH
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7. Extracto que contiene uno 0 mas extractos, seleccionados entre un extracto en mezcla de acetato de etilo/butanol
(3:1) y un extracto en mezcla de cloroformo/metanol (2:1) de una planta del género Aloe o una fraccién del mismo,
para su utilizacién en la mejora de la resistencia a la insulina, en el que el extracto o fraccion contiene, como minimo,
el 0,001% en masa seca del compuesto representado mediante la siguiente formula (1).

e (1)
HO
o0
OH
HO
OH
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