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DESCRIPCION
Derivado de hidroximetilfurfural

Campo técnico

La presente invencion se refiere a derivados de hidroximetilfurfural, farmacéuticos, reguladores del
sistema nervioso autonémico y métodos para elaborar el derivado de hidroximetilfurfural.
Antecedentes de la técnica

Las personas hoy en dia estan expuestas a largas horas de trabajo, diversos entornos de estrés fisico
y mental, o similares; y muchas de estas personas se quejan de sintomas fisicos como pérdida de
apetito, trastornos del suefio, mareos o sudor frio, 0 sintomas mentales como odio o desconfianza
hacia otras personas, inestabilidad emocional, estado de irritacion o depresién, aunque no se
encuentre ninguna anomalia cuando se realizan andlisis tales como un chequeo fisico. Los sintomas
asociados con tales quejas no identificadas a menudo se diagnostican como disautonomia. En las
circunstancias actuales, dicha disautonomia generalmente se trata con una terapia farmacoldgica, ya
sea como un tranquilizante menor o bien un agente hormonal, tratamientos por dieta, cambios en el
estilo de vida, tales como haciendo ejercicio o similares.

Es sabido que los trastornos del sistema nervioso autondmicos, incluida la disautonomia descritos
anteriormente, son producidos por cargas excesivas de estrés. En el trastorno del sistema nervioso
autonémico, se observa una alteracion en el equilibrio entre los nervios simpéticos y los nervios
parasimpaticos (el equilibrio de los nervios autonémicos), una disminuida actividad de los nervios
autonomicos o similar. La alteracion en el equilibrio de los nervios autondmicos implica un estado con
mayor actividad de los nervios simpéticos o un estado con mayor actividad de los nervios
parasimpaticos. Ademas, es sabido que la capacidad para lidiar con el estrés disminuye cuando existe
una actividad disminuida de los nervios autondmicos. Por ejemplo, debido a que las funciones del
tracto gastrointestinal estan inervadas principalmente por el nervio parasimpético, el tono prolongado
de los nervios simpaticos debido a cargas de estrés suprime la funcion del tracto gastrointestinal, lo
que tiene como resultado trastornos gastrointestinales como son la pérdida de apetito o el
estrefiimiento. Ademas, se cree que cuando los nervios parasimpaticos no funcionan bien debido a
una gran carga de estrés y la actividad de los nervios simpéticos permanece elevada, se producen
alteraciones del suefio.

Si bien, como se ha descrito anteriormente, existe una estrecha relacion entre el estrés y los
trastornos del sistema nervioso autonémico, existiendo también trastornos del sistema nervioso
autonomico que no son causados por una gran carga de estrés. Ademas, la carga de estrés no
necesariamente provoca el trastorno del sistema nervioso autonémico y en algunos casos puede
producir otros sintomas fisicos.

Como una de las proteinas llamadas proteinas de estrés, existen proteinas de choque térmico (en lo
sucesivo, denominadas HSP). Las HSP son proteinas con un peso molecular de aproximadamente
varias decenas de miles a ciento cincuenta mil y se dividen en varias familias en funcién de su peso
molecular (HSP10, HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90, HSP110 y similares). Las HSP son un
grupo de proteinas que son inducidas dentro de las células cuando los organismos vivos sufren estrés
fisico, quimico, fisiolégico o mental. Concretamente, las HSP tienen el papel de proteger a las células,
exhibiendo una mayor expresién cuando los organismos vivos estan expuestos a diversas
condiciones, tales como el calor, infeccion bacteriana, inflamacion, especies reactivas de oxigeno,
rayos ultravioletas, inanicién e hipoxia. Ademas, las HSP también tienen funciones como chaperonas
moleculares, incluido el control del plegado de las proteinas y la inhibicion de la agregacién de las
proteinas anormales.

Entre las HSP, la HSP70 ha sido estudiada activamente en particular, y se ha descrito que se ha
expresado constitutivamente en muchos érganos internos, incluidos el tracto gastrointestinal y la piel.
Recientemente, se ha reconocido la accién antiapoptética y la accién antiinflamatoria de la HSP70 y
se ha descrito el efecto de proteccion celular de la HSP70 contra diversas formas de estrés (Literatura
no de patentes 1 a 4). Debido a esto, se han llevado a cabo estudios que intentan aplicar materiales
con actividades inductoras de HSP70 en productos farmacéuticos, cosméticos o similares. Cuando se
trata de materias derivadas de productos naturales con la actividad inductora de HSP70, se ha
descrito la paeoniflorina, que es un componente principal de Paeoniae radix (Literatura no de patentes
5).

El esparrago es un vegetal que se cultiva y cosecha en varias regiones, incluida la regién de Hokkaido
en Japon. Se ha descubierto que el esparrago presenta varias actividades biolégicas. La Literatura de
patentes 1 describe que un extracto de tallo de esparrago tiene efectos preventivos y restauradores
para varios tipos de fatiga (tal como la fatiga fisica o fatiga debido al estrés mental). Ademas, la
Literatura de patentes 2 describe que un extracto de tallo de esparrago posee un efecto de mejorar las
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funciones cerebrales. Ademas, la Literatura de patentes 3 describe que un extracto de pseudohoja de
esparrago posee un efecto de controlar el sistema nervioso autonémico.
Literatura citada
Literatura de patentes
Literatura de patentes 1: Solicitud de patente japonesa no examinada Publicacion Kokai N.°
2007-45750
Literatura de patentes 2: Solicitud de patente japonesa no examinada Publicacion Kokai N.°
2007-230870
Literatura de patentes 3: Solicitud de patente japonesa no examinada Publicacién N.° 2011-
153125
Literatura no de patentes
Literatura no de patentes 1: Xiao-Rong Chang et al, World J Gastroenterol; 13(32):4355-4359
(2007)
Literatura no de patentes 2: Sarah M.et al, FASEB J. 22, 3836-3845 (2008)
Literatura no de patentes 3: Hirata | et al, Digestion; 79(4):243-50 (2009)
Literatura no de patentes 4: Tadashi Nishida et al, Journal of clinical biochemistry and
nutrition; 46(1):43-51 (2010)
Literatura no de patentes 5: Dai Yan et al, Cell Stress & Chaperones; 9(4), 378-389 (2004).
Resumen de la invencion
Problema técnico
Sin embargo, hasta ahora no ha habido ninguna publicacion relacionada con a los componentes de los
extractos de esparrago ni con los productos obtenidos al procesar los esparragos, y cuyos
componentes estan implicados en un efecto antiestrés y un efecto regulador del sistema nervioso
autonomico.
Los presentes inventores descubrieron un nuevo derivado de hidroximetilfurfural derivado de un
producto obtenido por tratamiento térmico del esparrago con agua caliente, y descubrieron que dicho
derivado de hidroximetilfurfural posee una excelente actividad inductora de las HSP, efecto antiestrés
y efecto regulador del sistema nervioso autondémico, perfeccionando asi la presente invencion. Un
objetivo de la invencién es proporcionar un nuevo derivado de hidroximetilfurfural, un producto
farmacéutico regulador del sistema nervioso autonémico altamente eficaz. Ademas, es un objetivo
proporcionar un método para fabricar un derivado de hidroximetilfurfural que pueda reducir el costo y
sea simple y conveniente.
Solucion al problema
Para lograr el anterior objetivo, un derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con un primer punto de
vista de la presente invencion esta representado por la formula general
[FORMULA 1]

R
“\O 0 O

<

en la que R posee la siguiente formula (1),
[FORMULA 2]

El derivado de hidroximetilfurfural mencionado anteriormente se puede obtener mediante tratamiento
térmico de un tallo de espéarrago con agua caliente.

Un producto farmacéutico de acuerdo con un segundo punto de vista de la presente invencién
presenta tiene el derivado de hidroximetilfurfural mencionado anteriormente como un componente
activo.

Un regulador del sistema nervioso autondémico de acuerdo con la presente invencion presenta el
derivado de hidroximetilfurfural mencionado anteriormente como un componente activo.

Un método para producir un derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invencion se
caracteriza por comprender la etapa de tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
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caliente.
El método de produccion mencionado anteriormente puede comprender la etapa de un tratamiento
enziméatico.
Un regulador del sistema nervioso autonémico de acuerdo con la presente invencion posee un
producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente como
componente activo.
Efectos ventajosos de la invencion
De acuerdo con la presente invencion, se puede producir un nuevo derivado de hidroximetilfurfural, un
producto farmacéutico regulador del sistema nervioso autonémico altamente eficaz. Ademas, se
puede elaborar un método para producir un derivado de hidroximetilfurfural que puede reducir el costo
y es simple y conveniente.
Breve descripcion de los dibujos
La FIG. 1 es una figura que muestra la actividad inductora de la expresion del ARNm de
HSP70 por un derivado de hidroximetilfurfural;
La FIG. 2 es una figura que muestra las actividades inductoras de la expresion del ARNm de
HSP70 por hidroximetilfurfural, un producto obtenido mediante tratamiento térmico de un tallo
de espérrago con agua caliente, y un producto obtenido mediante tratamiento térmico de un
tallo de espéarrago con agua caliente y tratamiento enzimatico;
La FIG. 3 es una figura que muestra las actividades inductoras de la expresion de la proteina
HSP70 por hidroximetilfurfural, un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente, y un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico;
La FIG. 4 es una figura que muestra los cambios en los niveles de perdxido de lipidos en el
suero sanguineo tras la administracion de un producto obtenido por tratamiento térmico de un
tallo de espéarrago con agua caliente en un modelo vivo de ratdn con privacion del suefio;
La FIG. 5 es una figura que muestra cambios en la concentracion de corticosterona en la
sangre tras la administracion de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente en un modelo vivo de raton con privacién del suefio;
La FIG. 6 es una figura que muestra cambios en la tasa de incidencia de pérdida de pelo tras
la administracion de un producto obtenido mediante tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente en un modelo vivo de raton con privacién del suefio;
La FIG. 7 es una figura que muestra cambios en el nivel de expresion de la proteina HSP70
tras la administraciéon de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente en el estbmago de un modelo vivo de ratén con privacion del
sueno;
La FIG. 8 es una figura que muestra cambios en el nivel de expresion de la proteina HSP70
tras la administracion de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente en el higado de un modelo vivo de ratdn con privacién del
suefio;
La FIG. 9 es una figura que muestra cambios en el nivel de expresion de la proteina HSP70
tras la administracion de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente en el rifién de un modelo vivo de raton con privacion del suefio;
La FIG. 10 es una figura que muestra cambios en el nivel de expresién del ARNm de HSP70
tras la administracion de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente en un ser humano;
La FIG. 11 es una figura que muestra cambios en el equilibrio del sistema nervioso
autonémico tras la administracion de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo
de esparrago con agua caliente en un ser humano;
La FIG. 12 es una figura que muestra cambios en la actividad del sistema nervioso
autonémico tras la administracion de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo
de esparrago con agua caliente en un ser humano;
La FIG. 13 es una figura que muestra cambios en el nivel de expresion del ARNm de HSP70
tras la administracion de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico en un ser humano;
La FIG. 14 es una figura que muestra cambios en el equilibrio del sistema nervioso autbnomo
tras la administracién de un producto obtenido mediante tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico en un ser humano; y
La FIG. 15 es una figura que muestra cambios en una actividad del sistema nervioso
autonémico tras la administracién de un producto obtenido mediante tratamiento térmico de
un tallo de espéarrago con agua caliente y tratamiento enzimatico en un ser humano.
Descripcion de las realizaciones

4



10

15

20

25

30

ES 2743716 T3

Las realizaciones de la presente invencién seran descritas en detalle a continuacion.

(1. Derivado de hidroximetilfurfural)

El derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invencion esta representado por la
siguiente formula general.

[FORMULA 3]

En la férmula general anterior, R presenta la siguiente formula (1),

[FORMULA 4]
O
H it
N M
f:} ?_;:—_a:’j “‘.‘;f b {I}
' f

Por lo tanto, el derivado de hidroximetilfurfural esta representado por la siguiente férmula estructural.

[FORMULA 5]

0o
- 1

O .
H

El derivado de hidroximetilfurfural incluye los siguientes dos isémeros estereoisomeros (forma R y

forma S).

[FORMULA 6]
@] @]
H
o] N o H *--""‘[/\
N _/
Forma R Forma S A

El derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invencién puede ser obtenido, como se
muestra a continuacion, mediante tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente.

El derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invenciébn, como se muestra a
continuacion, tiene una excelente actividad inductora de las proteinas de choque térmico, efecto
antiestrés y efecto regulador del sistema nervioso autonémico.

(2. Método de elaboracién de un derivado de hidroximetilfurfural)

El método de elaboracion de un derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invencion
comprende la etapa de tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente.

En la presente memoria descriptiva, la frase “tratamiento térmico con agua caliente” significa
tratamiento térmico en agua caliente. Como tallo de esparrago utilizado en la presente invencion,
puede usarse la porcion de tallo de, por ejemplo, esparrago verde, esparrago blanco, esparrago
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morado, o similares. Ademas, el origen del esparrago no esta particularmente limitado, y se pueden
usar los esparragos que se producen en el pais o se pueden usar esparragos importados. Siempre
que el esparrago sea uno que produzca los efectos de la presente invencion, el esparrago puede
seleccionarse segln corresponda.

La etapa de tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente se lleva a cabo, por
ejemplo, agregando de 1 a 50 volimenes de agua a un tallo de esparrago y calentandolo en agua
caliente durante 20 a 180 minutos. Una temperatura en esta ocasion es, preferiblemente, de 50 a 300
°C. En los casos en que el tratamiento térmico se lleve a cabo a presion atmosférica, es preferible
tener, por ejemplo, una temperatura de 100 °C o0 mas. Debe observarse que el tratamiento térmico con
agua caliente puede realizarse a presion, aplicandose la presion preferiblemente, por ejemplo, de 0,1
a 0,2 MPa (por ejemplo, 0,12 MPa en los casos en que se usa un autoclave).

Como se ha descrito anteriormente, el derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente
invencion es obtenido mediante tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente. Por lo
tanto, el método para producir un derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invencion
comprende la etapa de tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente. En dicho
método de elaboracion, debido a que se usa la porcion del tallo del esparrago que estd ampliamente
extendido como verdura, el derivado de hidroximetilfurfural puede producirse a bajo costo. Ademas, el
derivado de hidroximetilfurfural puede producirse de manera simple y conveniente mediante
tratamiento térmico de esparragos con agua caliente sin utilizar técnicas sofisticadas, dispositivos
especiales o similares. Ademas, debido a que el espérrago, que es un producto alimenticio, es
sometido al tratamiento térmico con agua caliente, se puede decir que el derivado de
hidroximetilfurfural obtenido por dicho método de produccidn tiene una alta seguridad; y el tallo del
esparrago puede estar esterilizado debido al calentamiento con agua caliente. Debe observarse que,
siempre que un método de tratamiento térmico con agua caliente sea uno que produzca los efectos de
la presente invencion, el método puede ser seleccionado segun sea apropiado.

Con el fin de aumentar la eficacia de la etapa de tratamiento térmico con agua caliente para producir
eficientemente derivados de hidroximetilfurfural, el método de elaboraciébn de un derivado de
hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invencion puede comprender etapas adicionales
expuestas a continuacion.

Los ejemplos de la etapa adicional anterior pueden incluir la etapa de cortar finamente los tallos de
esparrago antes del tratamiento térmico con agua caliente. El tallo del esparrago puede cortarse
finamente en trozos de aproximadamente 0,5 a 10 cm de tamafio. El corte fino puede llevarse a cabo
manualmente utilizando, por ejemplo, un cuchillo, cuter o similar. O se puede usar una maquina tal
como una cortadora o un molino. Siempre que un método de corte fino sea uno que produzca los
efectos de la presente invencion, el método puede ser seleccionado segun sea apropiado.

Los ejemplos de la etapa adicional anterior pueden incluir la etapa de comprimir los tallos de
espéarrago antes del tratamiento térmico con agua caliente. El tallo del esparrago se puede comprimir
utilizando, por ejemplo, un compresor. Siempre que un método de compresién sea uno que produzca
los efectos de la presente invencion, el método puede seleccionarse segin sea apropiado.

Los ejemplos de la etapa adicional anterior incluyen, con el propésito de descomponer tejidos
vegetales o similares, la etapa de un tratamiento enzimatico antes o después de la etapa del
tratamiento térmico con agua caliente. El tratamiento enzimatico aumenta la eficiencia de la etapa del
tratamiento térmico con agua caliente, lo que permite que los derivados de hidroximetilfurfural se
elaboren de manera mas eficiente. Por ejemplo, una enzima tal como celulasa, hemicelulasa,
pectinasa, amilasa o pululanasa; o una combinacién de 2, 3 0 mas de estas enzimas se utiliza
adecuadamente con el fin de descomponer eficientemente fibras, pectina o similares en el tallo del
esparrago. Siempre que una enzima sea una que produzca los efectos de la presente invencion, la
enzima puede ser seleccionada segun sea apropiado. En la etapa del tratamiento enzimatico, se
puede seleccionar la cantidad a agregar, la temperatura y el tiempo de reaccién que sean mas
apropiados para la enzima que se utilizara. En los casos en que se use celulasa, el tratamiento
enzimatico puede llevarse a cabo, por ejemplo, con una cantidad de celulasa afadida de 0,1 a 5 %
(p/p) a una temperatura de 30 a 60 °C, durante 1 a 72 horas. La etapa de tratamiento enzimatico
puede llevarse a cabo antes de la etapa del tratamiento térmico con agua caliente o puede ser
posterior a la etapa del tratamiento térmico con agua caliente. Cabe sefialar que, desde el punto de
vista de descomponer eficientemente la celulosa en el tallo del esparrago para producir de manera
mas eficiente el derivado de hidroximetilfurfural, se prefiere llevar a cabo el tratamiento enzimatico con
celulasa después de la etapa del tratamiento térmico con agua caliente. Siempre que un método de
tratamiento enzimatico sea uno que produzca los efectos de la presente invencion, el método puede
seleccionarse segln sea apropiado.

Los ejemplos de la etapa adicional anterior incluyen la etapa de moler mecanicamente los residuos
después del tratamiento térmico con agua caliente. En la molienda, se puede utilizar, por ejemplo, una
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maquina tal como un molino o una mezcladora. Siempre que un método de molienda sea uno que
produzca los efectos de la presente invencion, el método puede seleccionarse segun sea apropiado.
Los ejemplos de la etapa adicional anterior incluyen la etapa de centrifugacion o filtracion después del
tratamiento térmico con agua caliente. La inclusion adicional de estas etapas permite que el residuo se
elimine eficientemente para obtener un liquido de tratamiento térmico. La centrifugacion puede
llevarse a cabo, por ejemplo, a una revolucién de 3.000 a 7.000 rpm a una temperatura de 4 a 50 °C.
En la filtracién, se puede utilizar, por ejemplo, un papel de filtro, tela de filtro o similar comercializado.
Siempre que un método de centrifugacién o un método de filtracién sea uno que produzca los efectos
de la presente invencion, el método puede seleccionarse segun sea apropiado.

Los ejemplos de la etapa adicional anterior incluyen la etapa de concentrar el liquido de tratamiento
térmico obtenido a presién reducida después del tratamiento térmico con agua caliente. La
concentracion puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante un evaporador o similar. Siempre que un
método de concentracion sea uno que produzca los efectos de la presente invencion, el método puede
ser seleccionado segun sea apropiado.

Los ejemplos de la etapa adicional anterior incluyen la etapa de secado por pulverizacion o liofilizacién
del liquido de tratamiento térmico después del tratamiento térmico con agua caliente. El secado por
pulverizacion se puede llevar a cabo, por ejemplo, a una temperatura del aire de salida de 70 a 90 °C,
y una temperatura de la camara de 80 a 100 °C. Siempre que un método de secado por pulverizacién
o un método de liofilizacion sea uno que produzca los efectos de la presente invencién, el método
puede seleccionarse segun sea apropiado.

Si se incluye ademés la etapa adicional ilustrada anteriormente en la etapa de tratamiento térmico de
un tallo de esparrago con agua caliente, el derivado de hidroximetilfurfural puede producirse de
manera mas eficiente. Siempre que una etapa adicional sea una que produzca los efectos de la
presente invencion, la etapa puede seleccionarse segun sea apropiado.

La etapa de tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente sera ilustrada a
continuacion. El tallo del esparrago es cortado finamente en trozos de aproximadamente 0,5a 10 cmy
se le agrega de 1 a 50 volumenes de agua. El tratamiento térmico con agua caliente se llevé a cabo a
una temperatura de 50 a 100 °C, 0 a 121 °C a presion, durante 20 a 180 minutos. Después de dejar
enfriar, a lo resultante se le afiadi6 celulasa al 0,1 a 5 % (p/p); y el tratamiento enzimético se llevo a
cabo a 30 a 60 °C, durante 1 a 72 horas. Posteriormente, los residuos se trituran mecanicamente y se
centrifugan a unas revoluciones de 3.000 a 7.000 rpm a una temperatura de 4 a 50°C, para obtener un
sobrenadante. Dicho sobrenadante es sometido a continuacién a secado por pulverizacion a una
temperatura del aire de salida de 70 a 90 °C, y una temperatura de la camara de 80 a 100 °C.

En la presente memoria descriptiva, un “producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente” se refiere a uno obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago en agua caliente, y la eliminacion posterior de los residuos por centrifugacion, filtracién o
similares, seguido de concentracion. Ademas, en la presente memoria descriptiva, un “producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y un tratamiento
enzimatico” significa un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente que se obtiene al pasar por la etapa de tratamiento enzimatico tal como se describié
anteriormente antes o después de la etapa del tratamiento térmico con agua caliente. En el producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y el producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico, el derivado
de hidroximetilfurfural mencionado anteriormente esta contenido, por ejemplo, en una proporcion de al
menos 0,05 % o0 mas como un componente activo.

El derivado de hidroximetilfurfural obtenido por el método de producciéon de acuerdo con la presente
invencion se puede fraccionar, por ejemplo, disolviendo el producto obtenido por tratamiento térmico
de un tallo de espéarrago con agua caliente en agua o un disolvente organico (tal como metanol) y
sometiéndolo a cromatografia en columna abierta con un vehiculo de fase inversa (por ejemplo,
DIAION HP-20 (nombre del producto) (fabricado por Mitsubishi Chemical Corporation) o similar).
También puede, por ejemplo, ser fraccionado por un vehiculo para la filtracion en gel (por ejemplo,
Sephadex LH-20 (nombre del producto) (fabricado por Pharmacia Fine Chemicals) o similares).
Ademas, una fraccién predeterminada que se eluye mediante el método mencionado anteriormente se
puede purificar, por ejemplo, aislando mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Sin desear limitarse a una teoria particular, se piensa que, al tratar térmicamente el tallo de esparrago
con agua caliente como se ha descrito anteriormente, un acido organico y azlcares derivados del tallo
de esparrago reaccionan a altas temperaturas, obteniendo asi el derivado de hidroximetilfurfural de
acuerdo con la presente invencion. Los ejemplos del acido orgéanico incluyen acido piroglutamico,
acido a-cetoglutarico y acido oxaloacético. A todo esto, los ejemplos del azicar incluyen fructosa,
glucosa, sacarosa o0 manosa.

Por ejemplo, se cree que, en la etapa de tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
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caliente, el acido piroglutamico y la fructosa que se derivan del tallo de esparrago reaccionan a altas
temperaturas, obteniendo asi el siguiente compuesto.

[FORMULA 8]
0
Oﬁ o7 ™ 0 O
W

(3. Actividad inductora de HSP, efecto antiestrés y efecto regulador del sistema nervioso autonémico)
Mediante la presente invencién, se elabora un derivado de hidroximetilfurfural el cual presenta una
excelente actividad inductora de las proteinas de choque térmico, efecto antiestrés y efecto regulador
del sistema nervioso autonémico.

La actividad inductora de HSP puede ser usada para inducir la HSP que esta presente in vivo o in
vitro. La HSP usada aqui es, por ejemplo, HSP70, HSP10, HSP27, HSP40, HSP60, HSP90, HSP110,
o similares, prefiriéndose la HSP70. Puede ser evaluada una actividad inductora de HSP, por ejemplo,
cultivando células con dicho inductor de HSP y midiendo, mediante un método conocido la actividad
inductora de expresion del ARNm de HSP, la actividad inductora de la expresion de la proteina HSP o
similares. Siempre que un método de evaluacion sea uno que produzca los efectos de la presente
invencion, el método puede ser seleccionado segin sea apropiado.

El derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invencién puede ser administrado a un
organismo vivo para obtener de ese modo un efecto antiestrés. El efecto antiestrés puede ser
evaluado, por ejemplo, administrando dicho derivado de hidroximetilfurfural a mamiferos y midiendo el
indice de estrés oxidativo, la concentracion de hormona de estrés en la sangre o similares antes y
después de la administracién. Siempre que un método de evaluacién sea uno que produzca los
efectos de la presente invencién, el método puede ser seleccionado segun sea apropiado.

El regulador del sistema nervioso autondmico de acuerdo con la presente invencién puede ser
administrado a organismos vivos para obtener de ese modo un efecto regulador del sistema nervioso
autonomico. El efecto regulador del sistema nervioso autondmico puede ser evaluado, por ejemplo,
administrando dicho regulador del sistema nervioso autonémico a mamiferos y midiendo el equilibrio
del sistema nervioso autonémico, una actividad del sistema nervioso autondémico o similares antes y
después de la administracion. Siempre que sea un método de evaluacion que produzca los efectos de
la presente invencidn, el método puede ser seleccionado segln sea apropiado.

Ademas, mediante la presente invencién, también se proporciona un regulador del sistema nervioso
autonémico que contiene un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con
agua caliente como componente activo. Tal producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente es obtenido, como se ha descrito anteriormente, por tratamiento térmico
de un tallo de esparrago con agua caliente. Por lo tanto, el derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo
con la presente invencion esta contenido en dicho producto obtenido por tratamiento térmico de un
tallo de esparrago con agua caliente.

El derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invencion puede ser usado como un
producto farmacéutico. El producto farmacéutico de acuerdo con la presente invencidn contiene el
derivado de hidroximetilfurfural mencionado anteriormente como un componente activo. En este caso,
el producto farmacéutico puede ser preparado, mediante un método convencional, en una forma
farmacéutica que incluye, por ejemplo, comprimidos, granulados, polvos, capsulas, jarabes y
soluciones inyectables. Ademas, pueden ser agregados excipientes, aglutinantes, lubricantes, agentes
colorantes, disgregantes, espesantes, conservantes, estabilizadores, ajustadores de pH o similares,
gue generalmente son usados en productos farmacéuticos. Se puede seleccionar un método de
administracion segun sea apropiado en un intervalo en el que se produzcan los efectos de la presente
invencion, método que incluye administracion oral, administracion intravenosa, administracion
intraperitoneal, administracion intradérmica y administracion sublingual.

En los casos en que el derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la presente invencion es usado
como un producto farmacéutico, el producto farmacéutico puede ser administrados, por ejemplo, a
razéon de 50 mg a 2000 mg/dia, y preferiblemente de 100 mg a 1000 mg/dia, en términos de un
producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente (o un producto
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obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico)
para obtener de ese modo la actividad inductora de HSP, el efecto antiestrés y el efecto regulador del
sistema nervioso autonémico. La dosificacion puede ser seleccionada segun sea apropiado en funcion
del objeto de administracion, forma de dosificacion, edad del paciente y peso corporal, o similares.
Ejemplos

Por via de ejemplos, se describira mas concretamente a continuacion la presente invencion. Sin
embargo, la presente invenciéon no se limita en modo alguno a estos ejemplos.

(Ejemplo 1)

(Produccién de hidroximetilfurfural mediante tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente)

Se afiadieron 1,5 L de agua a tallos de esparrago verde (peso fresco 1,5 kg); y la mezcla fue, para el
tratamiento térmico con agua caliente, esterilizada en autoclave (121 °C, durante 20 minutos)
utilizando un autoclave Yy filtrada con una tela filtrante. El liquido obtenido fue concentrado a presion
reducida en un evaporador para obtener un producto de tratamiento térmico. El producto de
tratamiento térmico obtenido fue fraccionado por cromatografia en columna (nombre del producto:
DIAION HP-20, fabricado por Mitsubishi Chemical Corporation; 500 ml, elucién; H20, 50 % de metanol,
100 % de metanol) para obtener 1,7 g. A continuacion, el producto de fraccionado obtenido fue
purificado por HPLC preparatorio (nombre del producto: Hitachi L-7100, fabricado por Hitachi Ltd.)
para obtener el compuesto (X) (5,0 mg). Se utilizd6 una columna cuyo nombre de producto es
CAPCELL PAK C18 UG 120, 20 ¢ x 250 mm (fabricado por Shiseido Co., Ltd.); y la fase movil fue
como se muestra en la Tabla 1 (A: H20, B: metanol). El caudal de la HPLC preparatorio fue de 8
mL/min y la deteccion se realizé a una longitud de onda de detecciéon de 280 nm mediante un detector
de absorbancia ultravioleta.

[Tabla 1]
Tiempo (minutos) A(%) B(%)
0 80 20
10 80 20
30 50 50
40 50 50
41 80 20
45 80 20

A continuacion se muestran los datos de RMN del compuesto (X) obtenido como se ha descrito
anteriormente.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds)

0 4,49 (1H,dd,J=5,2Hz)

5,59 (1H,dt,J=5,6Hz)

6,55 (1H,d,J=3,6Hz)

7,48 (1H,d,J=3,6Hz)

9,52 (1H,s)

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds)

5 55,9

109,7

1245

151,7

162,1

178,0

Con el fin de determinar la estructura del compuesto (X) obtenido anteriormente, se compararon los
datos de RMN de un producto de hidroximetilfurfural comercializado (nombre del producto: 5-
hidroximetil-2-furaldehido, Tokyo Chemical Hanbai Co., Ltd.) con los del compuesto (X). A
continuacién se muestran los datos de RMN del producto comercializado de hidroximetilfurfural.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds)

5 4,51 (1H,dd,J=5,2Hz)

5,59 (1H,dt,J=5,6Hz)

6,60 (1H,d,J=3,6Hz)

7,49 (1H,d,J=3,6Hz)

9,56 (1H,s)

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds)

5 55,9

109,7

124.,4
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151,7

162,1

177,9

Debido a que los datos de RMN del compuesto (X) obtenido anteriormente coincidian con los del
producto comercializado, se demostré6 que el compuesto (X) era hidroximetilfurfural (la siguiente
férmula estructural). A partir de lo anterior, se hizo evidente que el hidroximetilfurfural estaba contenido
en el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente.

[FORMULA 9]
P (s
HC \‘,/’Q.\— ,ff/
! P 'y
L/ \
"y H

(Ejemplo 2)

(Produccién de un nuevo derivado de hidroximetilfurfural mediante tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente)

Se afladi6 1L de agua al tallo de esparrago verde (peso fresco 1,0 kg); y la mezcla fue, para el
tratamiento térmico con agua caliente, esterilizada en autoclave (121 °C, durante 20 minutos)
utilizando un autoclave Yy filtrada con una tela filtrante. El liquido obtenido fue concentrado a presion
reducida en un evaporador para obtener un producto de tratamiento térmico obtenido por tratamiento
térmico de un tallo de esparrago con agua caliente. El producto de tratamiento térmico obtenido fue
fraccionado por cromatografia en columna (nombre del producto: DIAION HP-20, fabricado por
Mitsubishi Chemical Corporation; 500 ml, elucién; H20, 30 % de metanol, 100 % de metanol). A
continuacion, el producto de fraccionamiento obtenido 723,8 g fue purificado por cromatografia en
columna (nombre del producto: Sephadex LH-20, fabricado por Pharmacia Fine Chemicals; 250 ml,
elucion; H20). Ademéds, el producto fraccionado obtenido 12,6 mg fue purificado por HPLC
preparatorio (nombre del producto: Hitachi L-7100, fabricado por Hitachi Ltd.) para obtener el
compuesto (Y) (2,0 mg). Las condiciones de la HPLC preparatorio fueron las mismas que las del
Ejemplo 1.

El compuesto (Y) obtenido anteriormente se sometié a analisis por HPLC (nombre del producto:
Hitachi L-7100, fabricado por Hitachi Ltd.) y, como resultado, se encontré que el tiempo de retencién
fue de 22,99 minutos. En esta HPLC analitica, se utilizé una columna cuyo nombre del producto es
CAPCELL PAK C18 UG 120, 4,6 ¢ x 250 mm (fabricado por Shiseido Co., Ltd.); y la fase movil fue
como se muestra en la Tabla 2 (C: tampdn de fosfato de sodio 20 mM (pH 2,3), D: acetonitrilo). El
caudal de la HPLC analitica fue de 1 mL/min y la deteccion se realizd a una longitud de onda de
deteccion de 280 nm mediante un detector de absorbancia ultravioleta.

[Tabla 2]

Tiempo (minutos) C(%) D(%)
0 95 5

5 95 5

20 90 10
25 90 10
30 50 50
35 50 50
36 95 5

Los datos del andlisis LC/TofMS del compuesto (Y) obtenido anteriormente se muestran a
continuacion.
Encontrado m/z 238,0710([M+H]+); C11H12NOs
Valor tedrico m/z 238,0715([M+H]+); C11H12NOs
De lo anterior, se hizo evidente que el compuesto (Y) obtenido anteriormente presenta una férmula
molecular de C11H11NOs.
A continuacién se muestran los datos de RMN de *H del compuesto (Y) obtenido anteriormente.
RMN de 'H (400 MHz, CD30D)
52,00 (4H,m)
4,20 (1H,dd,J=3,9,9,2Hz)
5,20 (2H,s)
6,55 (1H,d,J=3,6Hz)
10
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7,37 (1H,d,J=3,6Hz)

9,45 (1H,s)

(Ejemplo 3)

(Sintesis del nuevo derivado hidroximetilfurfural)

Se estimé que el compuesto (Y) (C11H11NOs) obtenido en el Ejemplo 2 se gener6 haciendo reaccionar
acido piroglutdmico (CsH7NOs) y fructosa (CeHi120s) derivadas del tallo de esparrago con
calentamiento. Para verificar esto, se sintetiz6 un compuesto mediante el siguiente método usando
acido piroglutamico y fructosa. Cabe sefalar que dado que se pensd que existian estereoisémeros,
como se describe a continuacion, para el compuesto (Y), se sintetizaron una forma S(L) y una forma
R(D) con &cido L-piroglutamico como material de partida y con acido D-piroglutdmico como material de
partida, respectivamente.

[FORMULA 10]

0] 0
* *
o%fk . o o oﬁ- . 5 o
H H
Forma R Forma S

Se mezclaron &cido L-piroglutamico (nombre del producto: acido L-piroglutdmico, Tokyo Chemical
Hanbai Co., Ltd.) 3,0 g y D-fructosa (nombre del producto: D(-)-fructosa, Junsei Chemical Co., Ltd.) 1,5
g en un matraz Erlenmeyer y se esterilizd en autoclave (121 °C, durante 20 minutos) utilizando un
autoclave. El producto de reaccion obtenido fue fraccionado por cromatografia en columna (nombre
del producto: DIAION HP-20, fabricado por Mitsubishi Chemical Corporation; 150 mL, elucién; H20, 30
% de metanol, 100 % de metanol). Ademas, fue purificada una fraccion de metanol al 100 % mediante
HPLC preparatorio usando una columna (nombre del producto: CAPCELL PAK C18 UG 120, 20 ¢ x
250 mm, fabricado por Shiseido Co., Ltd.) para obtener el compuesto (Z) en forma S (24,4 mg). Las
condiciones de la HPLC preparatorio fueron las mismas que las del Ejemplo 1.

Se mezclaron acido D-piroglutdmico (nombre del producto: acido D-piroglutdmico, Tokyo Chemical
Hanbai Co., Ltd.) 2,0 g y D-fructosa (nombre del producto: D(-)-fructosa, Junsei Chemical Co., Ltd.) 1,0
g en un matraz Erlenmeyer y se esterilizd en autoclave (121 °C, durante 20 minutos) utilizando un
autoclave. El producto de reaccion obtenido fue fraccionado por cromatografia en columna (nombre
del producto: DIAION HP-20, fabricado por Mitsubishi Chemical Corporation; 100 ml, elucién; H20, 30
% de metanol, 60 % de metanol). Una fraccion de metanol al 60 % se concentrdo hasta
aproximadamente 50 ml a presién reducida mediante un evaporador y luego se separ6 con acetato de
etilo (50 ml x 5). Una capa de acetato de etilo fue concentrado a presion reducida mediante un
evaporador y fraccionado mediante cromatografia en columna (nombre del producto: DIAION HP-20,
fabricado por Mitsubishi Chemical Corporation; 10 ml, elucién; H20, 30 % de metanol, 60 % de
metanol). Una fraccion de metanol al 60% fue concentrado a presion reducida mediante un
evaporador para obtener el compuesto (Z) en forma R (24,6 mg).

Los compuestos (Z) de forma S y R obtenidos anteriormente fueron sometidos a andlisis por HPLC
(nombre del producto: Hitachi L-7100, fabricado por Hitachi Ltd.) y, como resultado, se encontr6 que el
tiempo de retencién fue de 22,89 minutos para cada uno. Las condiciones de la HPLC analitica fueron
las mismas que las del Ejemplo 2.

A continuaciéon se muestran los datos de MS y los datos del analisis de RMN con respecto a los
compuestos (Z) de forma S y R obtenidos anteriormente.

EI-MS:m/z 237

El-HR-MS:m/z 237,0612; C11H11NOs

RMN de *H (400 MHz, CD3OD): forma S

02,33 (4H,m)

4,34 (1H,dd,J=3,9,9,0Hz)

5,51 (2H,s)

6,73 (1H,d,J=3,4Hz)

7,38 (1H,d,J=3,4Hz)

9,57 (1H,s)

RMN de 3C (100 MHz, CDsOD): forma S

625,8
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30,2

57,0

59,6

114,0

124,0

154,5

156,7

173,4

179,6

181,1

RMN de H (400 MHz, CD30D): forma R

02,33 (4H,m)

4,34 (1H,dd,J=3,9,9,0Hz)

5,27 (2H,s)

6,73 (1H,d,J=3,6Hz)

7,38 (1H,d,J=3,6Hz)

9,57 (1H,s)

RMN de 3C (100 MHz, CD30D): forma R

025,8

30,3

57,0

59,6

113,7

124,0

154,5

156,8

173,4

179,6

181,1

Para determinar la estructura absoluta del compuesto (Y) obtenido en el Ejemplo 2, el compuesto (Y)
obtenido en el Ejemplo 2, el compuesto (Z) en forma S y el compuesto (Z) en forma R, ambos
obtenidos anteriormente, se sometieron a analisis por HPLC (nombre del producto: Hitachi L-7100,
fabricado por Hitachi Ltd.) utilizando una columna quiral (nombre del producto: CHIRAL PAK IA, 4,6¢ x
150 mm, fabricado por Daicel Corporation). Las condiciones de la HPLC analitica fueron las mismas
gue en el Ejemplo 2, excepto que fue usada una columna diferente. Como resultado, se encontré que
el tiempo de retencion del compuesto (Z) en forma S fue de 18,92 minutos y el tiempo de retencién del
compuesto (Z) en forma R fue de 20,57 minutos. Debido a que el tiempo de retencion del compuesto
(Y) obtenido en el Ejemplo 2 fue de 19,06 minutos, se hizo evidente que el compuesto (Y) obtenido en
el Ejemplo 2 era la forma S.

Cuando se compararon los datos del analisis de HPLC, los datos del andlisis de LC/TofMS vy los datos
de RMN de 'H del Ejemplo 2 con los datos de los andlisis mencionados anteriormente en este
Ejemplo, el compuesto (Y) obtenido en el Ejemplo 2 y el compuesto (Z) obtenido en este Ejemplo
resultaron ser compuestos idénticos. Por lo tanto, se hizo evidente que el producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente, cuyo producto se obtuvo en el Ejemplo
2, contenia al menos la forma S del derivado de hidroximetilfurfural que tenia la siguiente férmula
estructural.

[FORMULA 11]

o

N S
A 5%

(Ejemplo 4)
(Evaluacion de la actividad inductora de la expresion del ARNm de HSP70)
Se evaluo la actividad inductora de HSP70 midiendo el nivel de expresion del ARNm de HSP70 con
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respecto a un producto comercializado de hidroximetilfurfural (el mismo que en el Ejemplo 1) (en lo
sucesivo, denominado muestra 1), de la forma S del derivado de hidroximetilfurfural sintetizado en el
Ejemplo 3 (en lo sucesivo, denominado muestra 2-S), y la forma R del derivado de hidroximetilfurfural
sintetizado en el Ejemplo 3 (en lo sucesivo, denominado muestra 2-R), y un producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente, producto que se produjo mediante el
siguiente método (en lo sucesivo, denominado como muestra 3), y un producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico (en lo
sucesivo, denominado muestra 4).

A continuacién se muestra un método para elaborar la muestra 3. A los tallos de esparragos verdes
(peso fresco 6,63 kg), se afadi6 28,5 | de agua; y la mezcla fue, para el tratamiento térmico con agua
caliente, esterilizada en autoclave (121 °C, 20 minutos). Después del enfriamiento, se llevé a cabo una
filtracion con un papel de filtro (nombre del producto: Toyo Roshi N.° 5A, fabricado por Toyo Roshi
Kaisha, Ltd.); y la concentracion se llevé a cabo en un evaporador. A aproximadamente 10 | del liquido
concentrado, se afiadid un excipiente (nombre del producto: Pinedex, fabricado por Matsutani
Chemical Industry Co., Ltd.) 275,4 g y la mezcla resultante se liofilizé para obtener 542,4 g de polvo
gue contiene un producto obtenido mediante el tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente (en este caso el producto obtenido mediante el tratamiento térmico de un tallo de espéarrago
con agua caliente derivado del contenido solido del tallo de esparrago representaba 267,0 g y el
excipiente representaba 275,4 g).

A continuacién es mostrado un método para elaborar la muestra 4. A los tallos de esparragos verdes
(peso fresco 12 kg), se afiadié 24 | de agua; y la mezcla fue, para el tratamiento térmico con agua
caliente, esterilizada en autoclave (121 °C, 20 minutos). Después de dejar enfriar a 45°C, a lo
resultante se le afiadié sacarasa C (nombre del producto) (fabricado por Mitsubishi-Kagaku Foods
Corporation) 20 g y Macerozima A (nombre del producto) (fabricado por Yakult Pharmaceutical
Industry Co., Ltd.) 20 g; y el tratamiento enzimatico fue realizado a 45 °C, durante tres dias.
Posteriormente, se llevo a cabo la esterilizacion en autoclave (121 °C, 20 minutos) y se filtr6 con una
tela filtrante recogiendo un filtrado de 35 L. La concentracion fue realizada mediante un evaporador
hasta que el volumen alcanz6 9 L. A este liquido concentrado, se le afiadié un excipiente (nombre del
producto: Pinedex, fabricado por Matsutani Chemical Industry Co., Ltd.) 1,20 kg; y la mezcla resultante
fue esterilizada nuevamente en autoclave (121°C, 20 minutos). Posteriormente, se realizd la
liofilizacion para obtener 2,12 kg de un polvo que contiene un producto obtenido por tratamiento
térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico (en este caso el producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico
derivado del contenido solido del tallo de espéarrago representaba 0,92 kg y el excipiente representaba
1,20 kg).

Primero, con respecto a la muestra 1, la muestra 2-S y la muestra 2-R, se evalud el nivel de expresion
del ARNm de HSP70 usando células de leucemia promielocitica humana (células HL-60).

A continuacién es mostrado un método para evaluar el nivel de expresion del ARNm de HSP70
usando células de leucemia promielocitica humana (células HL-60). Se suspendié HL-60 (fuente:
Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.) en un medio RPMI1640 (nombre del producto: polvo RPMI1640
medio “NISSUI” (2), fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) suplementado con suero fetal
bovino al 10 % (FBS) (nombre del producto: MultiSer, fabricado por Thermo Trace) y fue transferido a
un tubo de ensayo de 1,5 mL (500.000 células/1 mL/tubo). Al mismo tiempo, se afiadieron 0,1 mL de
cada una de las muestras (muestra 1, muestra 2-S y muestra 2-R) que se habian preparado con agua
de intercambio i6nico de modo que la concentracion final fue de 1 mg/mL. A un control, se le afiadio
0,1 mL de agua de intercambio i6nico. Después de cultivar a 37 °C, en presencia de 5 % de CO:2
durante cuatro horas, las células se cosecharon a 3.000 rpm y se sometieron a deteccion de ARNm.
De esto, se extrajo el ARN total usando el reactivo TRIzol (fabricado por Life Technologies
Corporation) y la concentracion del mismo fue medida por Nanodrop (fabricado por Thermo Fisher
Scientific K.K.). Utilizando un kit de sintesis de ADNc (nombre del producto: ReverTra Ace qPCR RT
Master Mix con extractor de ADNg, fabricado por Toyobo Life Science), se sintetizé el ADNc. Se diluyé
un liquido de reaccion después de la transcripcién inversa con agua libre de nucleasa hasta obtener
una concentracion de 3 ng/uL para usado como molde para la PCR en tiempo real.

En la PCR, se usaron cebadores directos HSP70 (SEQ ID NO: 1) y cebador inverso HSP70 (SEQ ID
NO: 2) como cebadores. El gen de la microglobulina beta 2 fue usado como un gen de control interno
para la correccion de la expresion del gen de HSP70; y el cebador directo de microglobulina beta 2
(SEQ ID NO: 3) y el cebador inverso de microglobulina beta 2 (SEQ ID NO: 4) se usaron como
cebadores para el mismo. La PCR en tiempo real se llevé a cabo utilizando un kit de reaccion (nombre
del producto: SsoAdvanced SYBR Green Supermix, fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.)
mediante un sistema de andlisis por PCR en tiempo real (nombre del producto: CFX Connect,
fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc.). Se sometieron un total de 10 puL de liquido de reaccién a una
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incubacién de tres minutos a 95 °C (desnaturalizacion inicial) seguido de la repeticion de 40 ciclos,
cada uno de los cuales comprendia desnaturalizacién a 95 °C, durante 1 segundo e hibridacion a 59
°C, durante 10 segundos.

Usando el valor de Cq obtenido por el sistema de analisis de PCR en tiempo real anterior, se calcul6
una relacion del nivel de expresiéon del gen HSP70 basandose en la siguiente férmula de célculo
(método AACt). Debe observarse que el valor de Cq representa el nimero de ciclos de reaccion en el
momento en que el nivel del gen amplificado alcanza un cierto nivel predeterminado en la reaccion de
amplificacién del gen.

Valor Cq del control HSP70: A

Valor Cq del control B2M: B

Valor de Cq de la muestra HSP70: C

Valor de Cq de la muestra B2M: D

ACq(control)=A-B

ACq(muestra)=C-D

A(ACq)=ACq(muestra)- ACq(control)

Relacion del nivel de expresion = 2-A(ACa)

Los resultados se muestran en la Fig. 1. En la Fig. 1, la actividad inductora de la expresion del ARNm
de HSP70 de la muestra 1, la muestra 2-S y la muestra 2-R se expres6 como una relacion (%) con
respecto a la del control. En comparacion con el control, las muestras 1, 2-S y 2-R exhibieron una
expresion del ARNm de HSP70 3 a 9 veces mayor (muestras 2-S y 2-R, **p < 0,01 frente al control;
muestra 1, *p = 0,069 frente al control). A partir de estos resultados, quedaba claro que el
hidroximetilfurfural y la forma S y R de los derivados de hidroximetilfurfural que tienen la siguiente
férmula estructural tenian la actividad inductora de HSP70 a un nivel de expresion del ARNm.

[FORMULA 12]

0

o I
oA AL
ﬁ O/THO
/ H
A continuacion, se evalué el nivel de expresion del ARNm de HSP70 en la muestra 1, la muestra 3y la
muestra 4 usando células de cancer de cuello uterino humano (células HelLa).
Las células de céncer de cuello uterino humano (células Hela) (fuente: Agencia administrativa
incorporada RIKEN, el Instituto de Investigacion Fisica y Quimica, Centro BioResource) fueron
suspendidas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (nombre del producto: medio de
Eagle modificado por Dulbecco “Nissui” 2 polvo, fabricado por Nihon Pharmaceutical Co., Ltd.)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS) (nombre del producto: MultiSer, fabricado por
Thermo Trace) y se sembraron una placa de seis pocillos (200.000 células/2 mL/pocillo). Al dia
siguiente, el medio fue reemplazado con DMEM fresco (1,8 mL); y se agregaron 0,2 mL de cada una
de las muestras, cuyas muestras se habian preparado con agua de intercambio i6nico para obtener
una concentracion final de 1 mg/mL (con respecto a las muestras 3 y 4, una concentracion final de 1
mg/mL en términos de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente y un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y
un tratamiento enzimatico derivado del contenido sélido del tallo de esparrago). Se afiadieron a un
control 0,2 mL de agua de intercambio i6nico. Después de cultivar durante 22 horas, las células se
rasparon con un raspador de células y se sometieron a deteccion de ARNm. A partir de esto, fue
extraido el ARN total utilizando un kit de extraccion de ARN (nombre del producto: kit Fast Pure RNA,
fabricado por Takara Bio Inc.), diluido 100 veces con agua tratada con DEPC; y la absorbancia
(longitud de onda 260 nm) se midié con un espectrofotdbmetro. La concentracion de ARN fue calculada
utilizando la férmula de calculo: absorbancia (longitud de onda 260 nm) x 40 x factor de dilucion =
concentracion de ARN (ng/uL). Una solucion de ARN fue diluida hasta una concentracion opcional con
un tampén TE; y el ADNc fue sintetizado usando un kit de sintesis de ADNc (nombre del producto: kit
Prime Script 1st Strand cDNA synthesis, fabricado por Takara Bio Inc.). El cebador de oligo dT
(nombre del producto) (fabricado por Takara Bio Inc.) fue usado como cebador. Se diluy6 un liquido de
reaccion después de la transcripcion inversa con el tampén TE hasta obtener una concentracion de 10
ng/ul para usar como molde de PCR.
14
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En la PCR, fueron usados un cebador directo HSP70 (SEQ ID NO: 5) y un cebador inverso HSP70
(SEQ ID NO: 6) como cebadores. El gen de la microglobulina beta 2 se utilizé como un gen de control
interno para la correccion de la expresion del gen HSP70; y el cebador directo de la microglobulina
beta 2 (SEQ ID NO: 3) y el cebador inverso de la microglobulina beta 2 (SEQ ID NO: 4) se usaron
como cebadores para la misma. Para la PCR, se utiliz6 una enzima de PCR (nombre del producto:
TaKaRa Ex Taq, fabricada por Takara Bio Inc.). Un total de 20 uL de liquido de reaccion de PCR fue
sometido a una incubacién de un minuto a 94 °C (desnaturalizacién inicial), seguido de la repeticion de
32 ciclos (HSP70) o 24 ciclos (microglobulina beta 2), cada uno de los cuales comprendia
desnaturalizacion a 94 °C, durante 30 segundos, hibridacién a 57 °C, (HSP70) 6 59 °C,
(microglobulina beta 2) durante 30 segundos, y elongacion a 72 °C, durante 30 segundos. Se realiz6
una reaccion de elongacion a 72 °C, durante 30 segundos, para finalizar todas las PCR. El liquido de
reaccion de PCR fue sometido a electroforesis por un método convencional; y se realiz6 el tintado con
bromuro de etidio.

Midiendo la intensidad de fluorescencia bajo irradiacion ultravioleta en AlphaView (nombre del
producto) (fabricado por Alpha Innotech Corporation), se midio el nivel de expresion del gen HSP70.
En esta ocasion, el valor obtenido al corregirse con el nivel de expresion del gen de control interno se
considerd como el nivel de expresion del gen HSP70.

Los resultados se representan en la Fig. 2. En la Fig. 2, la actividad inductora de la expresion del
ARNmM de HSP70 de las muestras 1, 3 y 4 fue expresada como una relacion (%) con respecto a la del
control. En comparacion con el control, las muestras 1, 3 y 4 exhibieron una expresién del ARNm de
HSP70 aproximadamente 1,2 a 1,5 veces mayor (muestras 1y 4, **p < 0,01 frente a control; muestra
3, *p<0,05 frente a control). A partir de estos resultados, quedaba claro que el hidroximetilfurfural, y el
producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente, y el producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico
mediante este Ejemplo tenian la actividad inductora de HSP70 en un nivel de expresion de ARNm.
(Ejemplo 5)

(Evaluacion de la actividad inductora de la expresion de la proteina HSP70)

La actividad inductora de HSP70 de las muestras 1, 3y 4, que eran las mismas que las utilizadas en el
Ejemplo 4, fue evaluada midiendo un nivel de expresion de la proteina HSP70.

De la misma manera que se describe en el Ejemplo 4, las células HeLa que se habian suspendido en
DMEM (afiadido con FBS al 10 %) fueron sembradas en una placa de 12 pocillos (100.000
células/mL/pocillo). Al dia siguiente, el medio fue reemplazado con DMEM fresco (0,9 ml); y se
afadieron 0,1 mL de cada una de las muestras, cuyas muestras se habian preparado con agua de
intercambio i6nico hasta obtener una concentracion final de 1 mg/ml (con respecto a las muestras 3 y
4, una concentracion final de 1 mg/ml en términos de un producto obtenido por tratamiento térmico de
un tallo de esparrago con agua caliente y un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente y un tratamiento enzimatico derivado del contenido sdlido del tallo de
esparrago). A un control, se afiadié 0,1 ml de agua de intercambio i6nico. Después de cultivar durante
24 horas, fue retirado el sobrenadante de cultivo y las células fueron lavadas con PBS(-) (solucién
salina fisiolégica tamponada con fosfato, pH 7,2). A continuacién, se rasp6 una parte de las células
con un raspador de células, se recogido en un tubo de ensayo de 1,5 mL y se someti6 a la
cuantificacion de la proteina HSP70 y a cuantificacion de proteinas totales.

La cuantificacion de la proteina HSP70 fue realizada utilizando el kit HSP70 ELISA (nombre del
producto) (fabricado por Enzo); y la cuantificacién de las proteinas totales se realiz6 usando el kit
Micro BCA Protein Assay Reagent (nombre del producto) (fabricado por PIERCE Biotechnology). Con
respecto a las células restantes, fue evaluado el efecto sobre la proliferacion celular mediante el
método del bromuro de 3-(4,5-dimetiltial-2-il)-2,5-difeniltetrazalio (MTT). Posteriormente, un valor
corregido con la cantidad de proteinas totales y el nimero de células viables fue considerado como la
cantidad de proteina HSP70.

Los resultados se representan en la Fig. 3. En la Fig. 3, la actividad inductora de la expresion de la
proteina HSP70 de las muestras 1, 3 y 4 se expres6 como una relacion (%) respecto a la del control.
En comparacion con el control, las muestras 1, 3 y 4 exhibieron una expresion de la proteina HSP70
aproximadamente 1,3 veces mayor (*p < 0,05 frente al control). A partir de estos resultados, quedaba
claro que el hidroximetilfurfural, el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago
con agua caliente, y el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente y el tratamiento enzimatico mediante este Ejemplo tenian la actividad inductora de HSP70 a
un nivel de expresion de proteinas

A partir de lo anterior, qued6 demostrado que el hidroximetilfurfural, el producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente, y el producto obtenido por tratamiento
térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico mediante este Ejemplo
tenian una excelente actividad inductora de HSP70 .
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(Ejemplo 6)

(Evaluacion del efecto antiestrés en un modelo vivo de raton por privacion del suefio)

El efecto antiestrés del producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente que se obtuvo en el Ejemplo 4 (la “muestra 3” del Ejemplo 4), fue evaluado utilizando un
modelo vivo de ratén por privacion del suefio.

Treinta y dos ratones macho Slc:ddY de 6 semanas de edad (obtenidos de CLEA Japan, Inc.) fueron
divididos en 4 grupos (8 ratones en cada grupo). Cada uno de los grupos fue designado como un
grupo normal, un grupo de control, un grupo con una dosis baja del producto obtenido por tratamiento
térmico de un tallo de esparrago con agua caliente (en lo sucesivo, denominado grupo de dosis baja) y
un grupo con una dosis alta del producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago
con agua caliente (en lo sucesivo, denominado grupo de dosis alta). Siete dias antes de que los
ratones se sometieran a estrés por privaciéon de suefio, se agreg6 un polvo que contenia el producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente a la alimentacién normal
de puré (nombre del producto: CE-2, fabricado por CLEA Japan, Inc.) y se administré diariamente a
los ratones del grupo de dosis baja una dosis de 200 mg/kg (en términos del producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente derivado del contenido sélido del tallo
de esparrago) y a ratones del grupo de dosis alta una dosis de 1000 mg/kg (en términos del mismo).
El grupo normal y el grupo control fueron alimentados con la alimentacion de puré regular. En el grupo
de control, el grupo de dosis baja y el grupo de dosis alta, los ratones se sumergieron en agua durante
12 horas (8:00 a 20:00) por dia para aplicar el estrés por privacion del suefio durante 3 dias. En el
grupo normal no se aplico el estrés por privacion del suefio.

El efecto antiestrés se evalué en ratones el dia siguiente a la ultima carga del estrés por la privacion
del suefio midiendo (1) los niveles de perdxido de lipidos en el suero sanguineo (una proporcion de la
cantidad de peroxido de lipidos (LPO) respecto a la cantidad de triglicéridos (TG) en el suero
sanguineo (LPO/TG)) como un indice del estrés oxidativo, (2) midiendo la concentracion sanguinea de
corticosterona la cual es conocida como hormona del estrés, y (3) evaluando la tasa de incidencia de
ratones con pérdida de pelo .

La FIG. 4 muestra el resultado de la medicién del nivel de peroxido de lipidos en el suero sanguineo.
En la figura, un valor mas alto de LPO/TG indica un estado de mayor estrés oxidativo en la sangre. El
valor de LPO/TG fue alto en el grupo de control, mientras que el valor de LPO/TG disminuyé casi al
mismo nivel que el grupo normal en el grupo de dosis bajay en el grupo de dosis alta (*p < 0,05 frente
al control). Estos resultados demostraron que cuando el producto obtenido mediante tratamiento
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente mediante este Ejemplo fue tomado por
ratones con un estado en el que el estrés oxidativo en la sangre fue elevado debido a la carga del
estrés por la privacion del suefio, el estrés oxidativo en la sangre se redujo al nivel observado cuando
no se aplico el estrés por la privacion del suefio.

La FIG. 5 muestra el resultado de la medicion de la concentracion de corticosterona en la sangre. En
la figura, un valor més alto de concentracién de corticosterona indica un estado de estrés mas alto. El
valor de la concentracion de corticosterona fue alto en el grupo de control, mientras que el valor de la
concentracion de corticosterona disminuyé casi al mismo nivel que el grupo normal en el grupo de
dosis baja y el valor de la concentracion de corticosterona se redujo al mismo nivel o0 mas bajo que el
del grupo normal en el grupo de dosis alta (**p < 0,01 frente al control, *p < 0,05 frente al control).
Estos resultados demostraron que cuando el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente mediante este Ejemplo que fue tomado por ratones que estaban en un
estado de mayor estrés debido a la carga del estrés por privacién del suefio, el mayor estado de
estrés se reducia al nivel observado cuando no se aplicaba el estrés por privacion del suefio y, en el
grupo de dosis alta, se redujo alin mas al mismo nivel o mas bajo que el observado cuando no se
aplicaba el estrés por privacion del suefio.

La FIG. 6 muestra la tasa de incidencia de ratones con pérdida de pelo. En la figura, una mayor tasa
de incidencia de pérdida de pelo indica un mayor estado de estrés. La tasa de incidencia de pérdida
de pelo en el grupo normal, grupo de control, grupo de dosis baja y grupo de dosis alta fue de 0 %,
75,0 %, 37,5 % y 12,5 %, respectivamente; y la tasa de incidencia de pérdida de pelo fue menor en el
grupo de dosis baja y en el grupo de dosis alta, en comparacion con la del grupo de control. Estos
resultados demostraron que cuando el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente mediante este Ejemplo era tomado por ratones que estaban en un estado
de mayor estrés debido a la carga del estrés por privacion del suefio, se reducia este mayor estado de
estrés.

A partir de lo anterior, se demostrd que el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente que contiene el derivado de hidroximetilfurfural mediante este Ejemplo
tenia un excelente efecto antiestrés.

(Ejemplo 7)
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(Evaluacion de la actividad inductora de la expresion de la proteina HSP70 en un modelo de privacién
del suefio en ratones)

Utilizando los ratones usados en el Ejemplo 6, se evalué la actividad inductora de HSP70 del producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente que se obtuvo en el
Ejemplo 4 (la “muestra 3” del Ejemplo 4) midiendo el nivel de expresion de la proteina HSP70 en el
estdbmago, higado y rifién.

El dltimo dia del estudio del Ejemplo 6, los ratones de cada uno de los grupos fueron sacrificados; y se
extrajeron el estbmago, el higado y el rifion. Cada uno de los érganos (50 mg) fue colocado en un tubo
de ensayo de 1,5 mL y al mismo se le agregaron 500 uL del reactivo de extraccion del kit HSP70
ELISA (nombre del producto) (fabricado por Enzo) con cdctel de inhibidor de la proteasa (nombre del
producto) (fabricado por Sigma) al 0,2 % (v/v). Cada uno de los érganos fue triturado sobre hielo
usando una varilla de mortero y se centrifugd a 4 °C, a 1.500 rpm durante 30 minutos, y se recogio el
sobrenadante. Este sobrenadante fue sometido a la cuantificacion de la proteina HSP70 y a la
cuantificacion de las proteinas totales.

De la misma manera que se ha descrito en el Ejemplo 5, la cuantificacién de la proteina HSP70 se
realizé usando el kit ELISA HSP70 (nombre del producto) (fabricado por Enzo) y la cuantificacion de
las proteinas totales se realiz6 usando el kit Micro BCA Protein Assay Reagent (nombre del producto)
(fabricado por PIERCE Biotechnology). Un valor corregido con la cantidad de proteinas totales se
considerd como la cantidad de proteina HSP70.

Las figuras 7 a 9 muestran el nivel de expresién de la proteina HSP70 en el estdmago, el higado y los
rifones. En las Figuras 7 a 9, la actividad inductora de la expresion de la proteina HSP70 del grupo
control, el grupo de dosis baja y el grupo de dosis alta se expresé como una relacion (%) con respecto
a la del grupo normal. En el estémago (FIG. 7) y el higado (FIG. 8), el nivel de expresién de la proteina
HSP70 disminuy6 en el grupo control en comparacion con el grupo normal; mientras que la expresion
de la proteina HSP70 aumento en el grupo de dosis baja y en el grupo de dosis alta al mismo nivel o
mayor que en el grupo normal (*p < 0,05 frente al control). En el rifién (FIG. 9), la expresion de la
proteina HSP70 aumento en el grupo de dosis baja y en el grupo de dosis alta, en comparacion con el
grupo de control (**p < 0,01 frente al control).

De los resultados obtenidos, resulta obvio que el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo
de esparrago con agua caliente que contenia el derivado de hidroximetilfurfural mediante este Ejemplo
tenia, incluso cuando se administraba a animales, una excelente actividad inductora de HSP70 a un
nivel de expresion de proteinas. Ademas, se sugirié que uno de los mecanismos de accion del efecto
antiestrés mostrados en el Ejemplo 6 fue la actividad inductora de la expresion HSP70 del producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente conteniendo el derivado
de hidroximetilfurfural mediante este Ejemplo.

(Ejemplo 8)

(Evaluacion de la actividad inductora de la expresién del ARNm de HSP70 en el ser humano)

Usando el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente el
cual fue obtenido en el Ejemplo 4 (la “muestra 3” del Ejemplo 4), fue evaluada la actividad inductora de
HSP70 en glébulos blancos humanos midiendo el nivel de expresién del ARNm de HSP70.

Tres voluntarios que expresaron voluntariamente su intenciéon de participar fueron utilizados como
sujetos (en adelante, denominados sujeto 1, sujeto 2 y sujeto 3). Tomaron un producto que contenia
polvo obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente dos veces al dia
(mafiana y tarde) durante 3 dias, el sujeto 1 a una dosis de 200 mg/dia, el sujeto 2 a una dosis de 400
mg/dia, y el sujeto 3 a una dosis de 800 mg/dia, (en 200 mg (sujeto 1), 400 mg (sujeto 2) y 800 mg
(sujeto 3) de dicho polvo del producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con
agua caliente, estaban contenidos 98 mg, 197 mg y 394 mg del producto obtenido por tratamiento
térmico de un tallo de esparrago con agua caliente derivado del contenido sélido del tallo de
esparrago, respectivamente).

Antes del comienzo de la ingesta y el Gltimo dia de la ingesta, se extrajo sangre y se midi6 el nivel de
expresion del ARNm de HSP70 en los glébulos blancos. Se mezclé6 1 mL de sangre con 10 ml de
solucién tampén ACK (cloruro de amonio 0,15 M, bicarbonato de potasio 1,0 mM, EDTA-2Na 0,1 mM,
pH 7,2) a 37 °C y se mantuvo a 37 °C durante 10 minutos. El resultante fue centrifugado a 3.000 rpm
durante 5 minutos y se retir6 el sobrenadante. A los glébulos blancos precipitados se les agregé
nuevamente 10 ml de solucién tampdn ACK para ser suspendidos. El mismo procedimiento se repitid
tres veces; y se agrego reactivo Trizol (nombre del producto) (Life Technologies) 1,5 mL a los glébulos
blancos precipitados para extraer el ARN total. Los procedimientos posteriores, incluida una reaccién
de PCR, se llevaron a cabo de la misma manera tal y como se describié en el Ejemplo 4 (la evaluacion
en células Hela); y fue evaluada la cantidad de expresién del ARNm de HSP70.

Los resultados son mostrados en la FIG. 10. En la FIG. 10, se presenta una relacion (%) entre el nivel
de expresion del ARNm de HSP70 en los glébulos blancos después de la finalizacion de la ingesta y
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antes del inicio de la ingesta. La expresién del ARNm de HSP70 en los glébulos blancos después de
la finalizacién de la ingesta aumentoé aproximadamente de 2,5 a 3,5 veces de una manera dependiente
de la dosis del producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente,
en comparacion con la observada antes del comienzo de la ingesta.

De los resultados obtenidos, resulta obvio que el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo
de esparrago con agua caliente que contenia el derivado de hidroximetilfurfural mediante este Ejemplo
tenia, incluso cuando se administraba en humanos, una excelente actividad inductora de HSP70 a un
nivel de expresion del ARNm.

(Ejemplo 9)

(Evaluacion clinica del efecto regulador del sistema nervioso autbnomo de un producto obtenido
mediante tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente)

Usando el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente que
se obtuvo en el Ejemplo 4 (la “muestra 3” del Ejemplo 4), fue evaluado el efecto regulador del sistema
nervioso autbnomo en humanos.

Treinta voluntarios que expresaron voluntariamente su intencion de participar fueron empleados como
sujetos para llevar a cabo un estudio aleatorio doble ciego controlado con placebo. Los sujetos fueron
asignados, usando una loteria, a un grupo placebo (en lo sucesivo denominado grupo P) 15 sujetos, o
a un grupo con el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente (en lo sucesivo denominado grupo A) 15 sujetos. Durante cuatro semanas durante el periodo
de estudio, los sujetos del grupo P tomaron un excipiente (nombre del producto: Pinedex, fabricado
por Matsutani Chemical Industry Co., Ltd.) (400 mg/dia) mientras que los sujetos del grupo A tomaron
un polvo que contenia el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente (400 mg/dia) dos veces al dia (mafiana y tarde) todos los dias (en 400 mg de dicho polvo del
producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente, el producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente derivado del contenido
sdlido del tallo de esparrago representaba 197 mg y los 203 mg restantes eran el excipiente (Io mismo
gue antes).

Antes del inicio del estudio y el ultimo dia del estudio, fue evaluado el equilibrio del sistema nervioso
autonémico y la actividad del sistema nervioso autondémico utilizando un sistema de andlisis de
aceleracion de la onda de pulso (nombre del producto; Pulse analyzer plus TAS-9, fabricado por YKC
Corporation). Dicho sistema es un sistema en el que se mide la aceleracion de las ondas de pulso en
la punta de los dedos para detectar cambios sutiles en la frecuencia cardiaca (variabilidad de la
frecuencia cardiaca: VFC) y evaluar las funciones nerviosas autondmicas. La VFC se expresa como
consecuencias clinicas para diversos factores del sistema nervioso autonémico que influyen en la
frecuencia cardiaca. El equilibrio del sistema nervioso autonémico fue evaluado trazando un indice
para la actividad nerviosa simpética (Baja frecuencia: LF) en el eje X y un indice para la actividad
nerviosa parasimpética (Alta frecuencia: HF) en el eje Y, actividades que fueron proporcionadas por
dicho sistema, para preparar un gréafico bidimensional y usando una distancia entre el punto en el cual
el equilibrio del sistema nervioso autonémico era mejor y el punto con un valor medido en dicho
grafico. En cuanto a la actividad del sistema nervioso autondmico, se usaron valores numeéricos que
representan la actividad del sistema nervioso autonémico asignados por dicho sistema (calculandose
los valores numéricos usando LF, HF y similares por dicho sistema).

La FIG. 11 muestra cambios en el equilibrio del sistema nervioso autonémico. En la figura, un valor
numeérico mas cercano a cero indica un mejor equilibrio del sistema nervioso autonémico. En el grupo
P (el grupo placebo), el equilibrio del sistema nervioso autonémico en el dltimo dia del estudio
empeoro, en comparacion con el de antes del comienzo del estudio. Por otro lado, en el grupo A (el
grupo con el producto obtenido mediante el tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente), el equilibrio del sistema nervioso autondmico en el Ultimo dia del estudio mejord
significativamente, en comparacion con el de antes del inicio del estudio (*p < 0,05 frente a antes del
inicio del estudio, p < 0,01 frente al grupo del placebo). Estos resultados demostraron que la toma del
producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente mediante este
Ejemplo, mejoraba el equilibrio del sistema nervioso autonémico.

La FIG. 12 muestra cambios en la actividad del sistema nervioso autonémico. En la figura, un valor
numérico mas alto indica una mayor actividad del sistema nervioso autonémico. En el grupo P (el
grupo del placebo), se encontrdé una disminucion de la actividad del sistema nervioso autonémico en el
ultimo dia del estudio, en comparacion con la de antes del comienzo del estudio. Por otro lado, en el
grupo A (el grupo con el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua
caliente), se encontrd una actividad del sistema nervioso autonémico elevada el ultimo dia del estudio,
en comparacion con la de antes del comienzo del estudio. Estos resultados demostraron que la toma
del producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente mediante
este Ejemplo, mejoraba la actividad del sistema nervioso auténomico.
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A partir de lo anterior, se demostrdé que el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente que contenia el derivado de hidroximetilfurfural mediante este Ejemplo
tenia un excelente efecto regulador del sistema nervioso autonémico.

(Ejemplo 10)

(Evaluacion de la actividad inductora de la expresion del ARNm de HSP70 de un producto obtenido
mediante tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico en
la evaluacién humana y clinica del efecto regulador del sistema nervioso autonémico del mismo)
Usando la cépsula obtenida llena con el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de
esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico, se llevo a cabo la evaluacion de la actividad
inductora de la expresiéon del ARNm de HSP70 en humanos y la evaluacion clinica de un efecto
regulador del sistema nervioso autonémico tal como se describe a continuacion.

(Método para producir una capsula llena de un producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo
de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico)

A continuacién, se da a conocer un método para producir una capsula llena de un producto obtenido
por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y un tratamiento enzimatico para la
ingesta humana. A los tallos de espéarrago verde (peso fresco 130 kg), se afiadi6 agua 170L; y la
mezcla fue sometida a esterilizacion por calor (100 °C, 45 minutos) para el tratamiento térmico con
agua caliente. Después de dejar enfriar a 45 °C, al resultante se le afiadid6 3,0 kg de enzimas
(Sumizyme C y Sumizyme MC; fabricadas por Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd.) y se agit6 a
45 °C, durante 24 horas. Las enzimas fueron a continuacion desactivadas (100 °C, 20 minutos); y se
llevé a cabo la centrifugacion. El resultante fue concentrado mediante un evaporador, se afiadié 9,0 kg
de excipiente (nombre del producto: Pinedex, fabricado por Matsutani Chemical Industry Co., Ltd.) y se
esteriliz6 en autoclave (121 °C, 45 minutos). Posteriormente, mediante secado por pulverizacién, se
obtuvo un polvo que contenia el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago
con agua caliente y tratamiento enzimatico 16,0 kg (en este caso, el producto obtenido por tratamiento
térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico derivado del contenido
sdlido de tallo de esparrago fue de 7,0 kg y el excipiente 9,0 kg). Este polvo conteniendo el producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico
8,50 kg fue mezclado con un agente antiaglomerante (nombre del producto: estearato de calcio,
fabricado por Sun Ace Corporation) 1,86 kg y celulosa (nombre del producto: Ceolus, fabricado por
Asahi Kasei Corp.) 8,20 kg para preparar un polvo para capsulas que contiene 20 % del producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico
derivado del contenido sélido del tallo de esparrago. Fue usado uno obtenido al llenar este polvo para
capsulas en la capsula N.° 1 a razon de 280 mg por capsula como una cépsula llena con el producto
obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico.
(Método de evaluacion)

Veinte voluntarios que expresaron voluntariamente su intencién de participar fueron empleados como
sujetos; y se realizd un estudio aleatorizado a corto plazo, controlado con placebo, a dosis baja. Los
sujetos fueron asignados aleatoriamente a un grupo placebo (en lo sucesivo denominado grupo P) 10
sujetos 0 a un grupo con un producto obtenido mediante tratamiento térmico de un tallo de esparrago
con agua caliente y tratamiento enzimatico (en lo sucesivo denominado grupo E) 10 sujetos. Durante
una semana durante el periodo de estudio, los sujetos del grupo P tomaron una capsula de placebo
(un total de 840 mg de la mezcla del nombre del producto: Pinedex (fabricado por Matsutani Chemical
Industry Co., Ltd.) 699,9 mg y nombre del producto: extracto de malta (Oriental Kogyo) 140,1 mg (3
capsulas)/dia) todos los dias, mientras que los sujetos del grupo E tomaron la capsula llena con el
producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de espéarrago con agua caliente y tratamiento
enzimatico (840 mg (3 capsulas)/dia) después de la cena todos los dias (en 840 mg de dicha capsula
llena de producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y
tratamiento enzimatico, el producto obtenido por tratamiento térmico de un tallo de esparrago con
agua caliente y tratamiento enzimatico derivado del contenido sélido del tallo de esparrago
representaba 168 mg y los 672 mg restantes correspondian a Pinedex, estearato de calcio y Ceolus).
Como criterios de valoracion se utilizaron la cantidad de expresion del ARNm de HSP70 en los
glébulos blancos, el equilibrio del sistema nervioso autondmico y la actividad del sistema nervioso
autondmico.

(Evaluacion de actividad inductora de expresién del ARNm de HSP70)

En primer lugar, se midid el nivel de expresion del ARNm de HSP70 en glébulos blancos. Fue extraida
sangre antes del comienzo del estudio y el dltimo dia del estudio; y el ARN total fue extraido de 400 pL
de la sangre usando un kit de extraccién de ARN (nombre del producto: Nucleo Spin RNA Blood,
fabricado por Takara Bio Inc.). El método de sintesis de ADNc y la PCR se ajustaron al método
descrito en el Ejemplo 8.

Los resultados son mostrados en la FIG. 13. En la FIG. 13, se presenta una relacion (%) entre el nivel
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de expresiéon del ARNm de HSP70 en los glébulos blancos después de la finalizacion de la ingesta y
antes del inicio de la ingesta. El nivel de expresion del ARNm de HSP70 en el grupo P (el grupo
placebo) fue, en valor promedio, 175 % del observado antes del inicio de la ingesta. Por otro lado, el
nivel de expresion del ARNm de HSP70 en el grupo E (el grupo con el producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico) fue, en valor
promedio, 278 % del observado antes del inicio de la ingesta; y la expresiéon aumenté (*p = 0,098
frente al grupo P). Estos resultados demostraron que, al tomar el producto obtenido por tratamiento
térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimatico mediante este Ejemplo,
aumentaba notablemente la cantidad de expresion de ARNm de HSP70.
(Evaluacion clinica del efecto regulador del sistema nervioso autonémico)
A continuacion, se evalu6 el equilibrio del sistema nervioso autonémico y la actividad del sistema
nervioso autonémico utilizando un sistema de analisis de la aceleracion de la onda de pulso (nombre
del producto; Pulse analyzer plus TAS-9, fabricado por YKC Corporation) antes del inicio del estudio y
el dltimo dia del estudio. Los detalles de la medicion fueron los mismos que se han descrito en el
Ejemplo 9.
La FIG. 14 muestra cambios en el equilibrio del sistema nervioso autonémico. En el grupo P (el grupo
placebo), el equilibrio del sistema nervioso autonémico en el dltimo dia del estudio empeor6
significativamente, en comparacion con el observado antes del inicio del estudio (*p < 0,05 frente a
antes del inicio del estudio). Por otro lado, en el grupo E (el grupo con el producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de espérrago con agua caliente y tratamiento enzimatico), el equilibrio
del sistema nervioso autonémico en el ultimo dia del estudio mejord, en comparacion con el observado
antes del inicio del estudio. Estos resultados demostraron que la toma del producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimético mediante este
Ejemplo, mejoraba el equilibrio del sistema nervioso autonémico.
La FIG. 15 muestra cambios en la actividad del sistema nervioso autonémico. En el grupo P (el grupo
placebo), la actividad del sistema nervioso autonémico en el Ultimo dia del estudio empeoré
significativamente, en comparacion con la observada antes del inicio del estudio (**p < 0,01 frente a
antes del inicio del estudio). Por otro lado, en el grupo E (el grupo con el producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enziméatico), la actividad
del sistema nervioso autonémico en el tltimo dia del estudio mejord, en comparacion con la observada
antes del inicio del estudio. Estos resultados demostraron que la toma del producto obtenido por
tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente y tratamiento enzimético mediante este
Ejemplo, evitaba el deterioro de la actividad del sistema nervioso autonémico.
Como se ha descrito anteriormente, de acuerdo con la presente invencién, se puede proporcionar un
nuevo derivado de hidroximetilfurfural, un producto farmacéutico regulador del sistema nervioso
autonomico altamente eficaz. Ademas, se puede elaborar un método para producir un derivado de
hidroximetilfurfural que puede reducir el costo y es simple y conveniente.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> AMINO UP CHEMICAL CO., LTD.

<120> Derivados de hidroximetilfurfural
<130> 12F096-PCT

<150> JP2011-277926
< 151> 2011-12-20

<160> 6
<170> PatentIn versién 3.1

<210>1

<211>20

< 212> ADN

< 213> Cebador directo de HSP70

<400> 1
GCATTTCCTA GTATTTCTGT TTGT 24

<210> 2
< 211> 20

20



10

15

20

25

30

35

ES 2743716 T3

< 212> ADN
< 213> Cebador inverso de HSP70

<400> 2
AATAGTCGTA AGATGGCAGT ATA 23

<210>3

<211>19

< 212> ADN

< 213> Cebador directo de microglobulina beta 2

<400> 3
TAGCTGTGCT CGCGCTACT 19

<210> 4

<211>20

< 212> ADN

< 213> Cebador inverso de microglobulina beta 2

<400> 4
AGTGGGGGTG AATTCAGTGT 20

<210>5

<211>20

< 212> ADN

< 213> Cebador directo de HSP70

<400> 5
CAAGATCACC ATCACCAACG 20

<210>6

<211>20

< 212> ADN

< 213> Cebador inverso de HSP70

<400> 6
CTCAAACTCG TCCTTCTCGG 20
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado de hidroximetilfurfural representado por la férmula general:

[FORMULA 1]

en la que R posee la siguiente formula general

[FORMULA 2]

(:‘:"_:—_{f A ‘-%rx’ KX (l)

2. El derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso como un regulador
del sistema nervioso autondmico, es decir, un agente el cual regula el equilibrio entre el sistema
nervioso simpatico y el sistema nervioso parasimpatico en trastornos del sistema nervioso autonémico,

incluida una disautonomia.

3. Un producto farmacéutico que comprende el derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la

reivindicacion 1, como un componente activo.

4. Un método para producir el derivado de hidroximetilfurfural de acuerdo con la reivindicacion 1, que
comprende la etapa de tratamiento térmico de un tallo de esparrago con agua caliente.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende ademas la etapa de un tratamiento

enzimatico.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION
Este listado de referencias citadas por el solicitante tiene como Unico fin la conveniencia del lector. No
forma parte del documento de la Patente Europea. Aunque se ha puesto gran cuidado en la
compilacion de las referencias, no pueden excluirse errores u omisiones y la EPO rechaza cualquier
responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

« JP 2007045750 A [0008] « JP 2011153125 A [0008]
« JP 2007230870 A [0008] « JP 2011277926 A [0120]

Bibliografia no especificada en la descripcion de la patente

* XIAO-RONG CHANG et al. World J Gastroenterol, *» TADASHINISHIDA et al. Journal of clinical biochem-

2007, vol. 13 (32), 4355-4350 [0009] istry and nutrition, 2010, vol. 46 (1), 43-51 [0009]
+  SARAH M. etal. FASEBJ., 2008, vol. 22, 3836-3845  + DAl YAN et al. Cell Stress & Chaperones, 2004, vol.
[0009] 9 (4), 378-389 [0008]

- HIRATA I et al. Digestion, 2000, vol. 79 (4), 243-50
[0009]
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