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DESCRIPCION
Agente para inhibir la acumulacién de grasa visceral
Sector técnico

La presente invencion se refiere a un agente que comprende un extracto en disolvente organico de mesofilo de Aloe
vera para inhibir la acumulacién de grasa visceral, que se obtiene mediante una mezcla de acetato de etilo/butanol
(3:1) o una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), o una fracciéon del mismo, en el que el extracto o la fraccion del
mismo comprende un compuesto representado por la férmula quimica (1), como minimo, al 0,001 % en masa seca y
se refiere a un alimento o bebida fisiolégicamente funcional que lo contiene, tal como un alimento para utilizacion
sanitaria especifica.

Antecedentes técnicos

En los ultimos afos, el rapido aumento de la obesidad implicada en la occidentalizacion del estilo de vida se ha
convertido en un grave problema. La obesidad significa un estado en el que se acumula un exceso de energia
debido a la ingestion excesiva de calorias y una disminucién en el consumo de calorias causada por un ejercicio
insuficiente o similares, y es un "estado en el que se acumula una cantidad excesiva de tejidos grasos de un cuerpo
(grasa corporal)". Se ha indicado que la obesidad puede ser la base de aparicion de las denominadas enfermedades
relacionadas con el estilo de vida, tales como la diabetes, la hipertension y la hiperlipidemia.

La obesidad muestra un estado de acumulacién de grasa corporal excesiva y un fendmeno de aumento del peso
corporal. Se ha descrito que, cuando se realiza una rapida disminucion del peso corporal para mejorar la obesidad,
el nimero de musculos esenciales para el consumo de energia también disminuyen junto con la grasa, y en el caso
de la gente mayor, pueden aparecer sintomas, tales como trastorno de la presién arterial y lesién de la articulacion
de la cadera (documento no de patente 1). Ademas, existe un informe sobre una terapia de ejercicio que se espera
que ejerza un efecto de mejora de los tejidos musculares en el caso en que se lleva a cabo una disminucion de la
cantidad de grasa sin reducir el peso corporal (documento no de patente 2). Tal como se ha descrito anteriormente,
en los ultimos afnos, han atraido la atencion procedimientos de mejora de la obesidad mediante la inhibicién de la
acumulacion de grasa corporal en lugar de simplemente la disminucién del peso corporal.

Los tejidos grasos se agrupan en la grasa subcutanea que se acumula en el interior de la piel y la grasa visceral que
se acumula alrededor de los érganos viscerales en la cavidad abdominal, que se denominan colectivamente "grasa
corporal”. Se sabe que la obesidad se clasifica en los grupos de: obesidad de tipo de grasa subcutanea que implica
la acumulacion de la grasa subcutanea; y obesidad de tipo de grasa visceral que implica la acumulacién de grasa
visceral. La acumulaciéon de grasa visceral proporciona, en particular, amplios efectos sobre la frecuencia de
aparicién de complicaciones, tales como metabolismo anormal y enfermedades cardiovasculares y la gravedad de
los mismos en la obesidad.

De manera convencional, se sabe que la patologia en la que un individuo padece una combinacién de una pluralidad
de enfermedades relacionadas con el estilo de vida, es decir, el "sindrome de mdltiples factores de riesgo”, aumenta
de manera significativa los riesgos de aparicion de la enfermedad arteriosclerética, y se ha propuesto la idea de que
el sindrome X y el sindrome metabdlico son factores de riesgo de la arteriosclerosis. Debido a la propuesta de estos
sindromes de multiples factores de riesgo, a efectos de lograr una evaluacién de los riesgos mas completa y para
prevenir la aparicién de arteriosclerosis, se llevé a cabo, por tanto, la integracion internacional de la definicion de
sindrome metabdlico y los criterios de diagnostico (documento no de patente 3). En los criterios de diagndstico para
el sindrome metabolico que fueron propuestos en Japdn en abril de 2005, se adopta un tamafo de cintura
correspondiente a un area de grasa visceral de 100 cm? 0 mas como elemento esencial en lugar del indice de masa
corporal (IMC) o el porcentaje de grasa corporal que se utiliza, en general, para indicar el nivel de obesidad. De este
modo, se ha reconocido que la acumulaciéon de grasa visceral estd ampliamente involucrada en la causa del
sindrome metabdlico.

Se recomiendan ejercicio, dieta y terapias de comportamiento como medios para disminuir la grasa corporal. Sin
embargo, en el caso en el que estas terapias son dificiles de llevar a cabo o de continuar, pueden llevarse a cabo un
tratamiento farmacoldgico o una cirugia. En la actualidad, se utiliza mazindol, que es un anorexigeno, como farmaco
terapéutico para la obesidad y se prescribe basicamente solamente para personas que padecen de altos niveles de
obesidad que muestran un IMC de 35 o mas. Sin embargo, el mazindol no sélo proporciona efectos secundarios,
tales como dolor de cabeza y sequedad de boca, sino que también presenta un gran nimero de problemas en los
que el mazindol presenta contraindicaciones cuando estan presentes disfunciones graves en el rifién, el higado o el
pancreas, y no se puede administrar durante un largo periodo de tiempo debido a su dependencia.

Es ya conocido que los esteroles vegetales, tales como [B-sitosterol, campesterol y estigmasterol, tienen un efecto
reductor sobre el colesterol en sangre mediante la inhibiciéon de la absorcion del colesterol y se ha dado a conocer
un agente que mejora el metabolismo de lipidos que contiene diglicérido y esterol vegetal como principios activos
(documento de patente 1). Ademas, se han dado a conocer un agente contra la obesidad y un agente que mejora el
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metabolismo de los lipidos que contienen un compuesto de colestenona sintetizado mediante la utilizacion de
esteroles vegetales, tales como [-sitosterol y campesterol, como material de partida, o 4-colesten-3-ona
(documentos de patente 2 a 5) como principio activo. Se ha dado a conocer que el compuesto 3-O-
betaglucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol previene y trata la hipoglucemia (documento de patente 9).

El género Aloe que pertenece a las plantas lilidceas es un grupo de plantas que incluyen Aloe vera (Aloe
barbadenisis Miller), Aloe arborescens (Aloe arborescens Miller variedad Natalensis Berger) como una planta tipica,
y que se sabe que tienen diversos grados de eficacia. De manera especifica, se da a conocer que un extracto de
Aloe tiene un efecto preventivo o de mejora en la obesidad (documento de patente 6). Ademas, se ha dado a
conocer un suplemento que tiene un efecto de disminuir el peso corporal que contiene el 0,25 % de Aloe vera en
polvo (documento de patente 7) y una composicién de aceites esenciales para el control del peso corporal que
contiene Aloe vera (documento de patente 8). Ademas, se ha descrito que la administracién de una hoja entera de
Aloe arborescens a una rata disminuyd significativamente el peso corporal en funciéon de las concentraciones de
Aloe arborescens (documentos no de patente 4 0 5).

[Documento de patente 1] Patente japonesa abierta a inspeccién publica No. 2005-15425
[Documento de patente 2] Patente japonesa abierta a inspeccién publica No. 07-165587
[Documento de patente 3] Patente japonesa abierta a inspeccién publica No. 11-193296
[Documento de patente 4] Patente japonesa abierta a inspeccién publica No. 2001-240544
[Documento de Patente 5] Patente japonesa abierta a inspeccion publica No. 05-170651
[Documento de Patente 6] Patente japonesa abierta a inspeccién publica No. 2000-319190
[Documento de Patente 7] Patente de Nueva Zelanda No. 330439

[Documento de patente 8] Patente de Estados Unidos No. 6280751

[Documento de patente 9] WO 2005/095436

[Documento no de patente 1] Journal of Applied Physiology, volumen 95, 2003, pags. 1728-1736
[Documento no de patente 2] Journal of Applied Physiology, volumen 99, 2005, pags. 1220-1225
[Documento no de patente 3] Adiposcience, volumen 2, 2005, pags. 11-15

[Documento no de patente 4] Igaku to Seibutsugaku, volumen 125, No. 5, pags. 189-194
[Documento no de patente 5] Journal of Medicine of Fujita Gakuen, volumen 22, No. 2, pags. 153-157

Caracteristicas de la invencién

El documento de patente 1 no describe el efecto de la administracion de esterol vegetal solo, y no describe ni
sugiere el efecto del esterol vegetal sobre la grasa visceral.

Ademas, se ha dado a conocer que el compuesto de 3-cetosteroide dado a conocer en el documento de patente 2,
el compuesto de colestenona dado a conocer en el documento de patente 3 y los compuestos de 24-alquilcolesten-
3-ona, tales como la 24-metilcolest-5-en-3-ona, dados a conocer en el documento de patente 4, presentan los
efectos de disminucion del peso corporal, una cantidad de grasa corporal y una cantidad de lipidos en la sangre. Sin
embargo, no hay una descripcion o sugerencia de que los compuestos tengan el efecto de inhibir la acumulacion de
grasa visceral sin afectar a la cantidad de la ingestién oral y un aumento en el peso corporal.

La 4-colesten-3-ona dada a conocer en el documento de patente 5 es aparentemente diferente del principio activo
de la presente invencion. Especificamente, el efecto de la 4-colesten-3-ona descrita en el documento de patente 5
es que, cuando un ratén normal ingiere calorias, el compuesto disminuye una cantidad excesiva de grasa en la
cavidad abdominal junto con componentes grasos que se considera que estan dentro de un intervalo normal mas de
lo necesario. Por lo tanto, el efecto de la 4-colesten-3-ona descrita en el documento de patente 5 es claramente
diferente del efecto de la presente invencion de inhibir de manera eficaz sélo los componentes grasos acumulados
alrededor de 6rganos viscerales en una cantidad mas de la necesaria en el caso de un estado obeso o en el caso en
el que se ingieren cantidades excesivas de calorias.

Ademas, se da a conocer que el agente para la prevencién y la mejora de la obesidad del documento de patente 6
inhibe la progresion de la obesidad que implica un aumento en el peso corporal y, de este modo, es eficaz para
mantener un peso corporal estandar sin necesidad de una restriccion excesiva de la dieta. Sin embargo, no hay una
descripcion del efecto sobre la grasa corporal y no se realiza una descripcion del efecto de la inhibicion de la
acumulacion de grasa visceral, mediante el cual se reduce la cantidad de grasa visceral sin disminucion del peso corporal.

Ademas, el principio activo descrito en el documento de patente 6 es un extracto de Aloe. Sin embargo, los
componentes relacionados con la inhibiciéon de la progresion de la obesidad que implican un aumento en el peso
corporal no se especifican en absoluto. Por lo tanto, ha sido dificil predecir a partir de la descripcion del documento
de patente 6, el efecto de inhibir la acumulaciéon de grasa visceral, que es diferente del efecto del documento de
patente 6 y puede disminuir la grasa visceral sin disminuir el peso corporal, y la presencia del efecto.

Por consiguiente, con respecto a un agente capaz de reducir selectivamente la grasa visceral que esta fuertemente

relacionada con la aparicién del sindrome metabdlico, o capaz de prevenir e inhibir la acumulaciéon de la misma, se
ha exigido un desarrollo adicional de un material funcional que pueda ser ingerido diariamente de forma segura con
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un minimo de dolor, y que pueda reducir de manera eficaz la grasa visceral.

En vista de los problemas mencionados anteriormente, los inventores de la presente invenciéon asiduamente
estudiaron un agente para inhibir la acumulacion de grasa visceral, que puede prevenir o0 mejorar la obesidad de tipo
de grasa visceral que se considera que es una causa principal del sindrome metabdlico. Como resultado, los
inventores de la presente invencion han descubierto que el 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol tiene el
efecto de disminuir de manera eficaz la grasa acumulada en una cavidad abdominal. Ademas, se descubrié que el
efecto puede mantener un peso corporal estandar sin disminuir el peso corporal y, de este modo, es Util para inhibir
la progresion de la obesidad sin necesidad de una restriccion excesiva de la dieta.

Un objetivo de la presente invencion es dar a conocer un agente para inhibir la acumulacién de grasa visceral, que
contiene el 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-o0l como principio activo. Ademas, otro objetivo de la
presente invencion es dar a conocer un alimento o bebida fisiologicamente funcionales que contienen el agente para
inhibir la acumulacion de grasa visceral, tal como un alimento para una utilizacién sanitaria especifica.

La primera invencién de la presente solicitud para resolver los problemas mencionados anteriormente es un
compuesto representado por la siguiente férmula quimica (1) para utilizacion en un procedimiento para inhibir la
acumulacion de grasa visceral.

S (1)
HO
o0
OH
HO
OH

La segunda invencidn de la presente solicitud para resolver los problemas mencionados anteriormente es un agente
que comprende un extracto en disolvente organico de meséfilo de Aloe vera que se obtiene mediante una mezcla de
acetato de etilo/butanol (3:1) o una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), o una fracciéon del mismo, para utilizaciéon en
la mejora o la prevencion de enfermedades causadas por la acumulacion de grasa visceral, que incluyen obesidad,
hiperlipidemia, hipertensién o arteriosclerosis, en la que el extracto o la fraccién del mismo comprende un compuesto
representado por la siguiente formula quimica (1), como minimo, al 0,001 % en masa seca. Ademas, es preferente
que la planta mencionada anteriormente sea una planta liliacea.

S (1)

HO

OH

HO
OH

La tercera invencion de la presente solicitud para resolver los problemas mencionados anteriormente es un alimento
o bebida que contiene el agente para utilizacién en la mejora o la prevencién de enfermedades causadas por la
acumulacion de grasa visceral, que incluyen obesidad, hiperlipidemia, hipertensién o arteriosclerosis, segun la
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primera o segunda invencion, en la que el alimento o bebida contiene el 0,0001 % en masa seca o mas del
compuesto representado por la férmula quimica (1) mencionada anteriormente.

La cuarta invencion de la presente solicitud para resolver los problemas mencionados anteriormente es un agente
que comprende un extracto en disolvente organico de meséfilo de Aloe vera que se obtiene mediante una mezcla de
acetato de etilo/butanol (3:1) o una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), o una fracciéon del mismo, para utilizaciéon en
un procedimiento para inhibir la acumulacion de grasa visceral, en la que el extracto o la fraccién comprende un
compuesto representado por la siguiente férmula quimica (1), como minimo, al 0,001 % en masa seca. Ademas, es
preferente que la planta mencionada anteriormente sea una planta liliacea.

La quinta invencién de la presente solicitud para resolver los problemas mencionados anteriormente es un extracto
en disolvente organico de mesdfilo de Aloe vera que se obtiene mediante una mezcla de acetato de etilo/butanol
(3:1) o una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), o una fraccion del mismo, para utilizacion en un procedimiento para
inhibir la mejora o la prevenciéon de enfermedades causadas por la acumulacién de grasa visceral, que incluyen
obesidad, hiperlipidemia, hipertension o arteriosclerosis, en la que el extracto o la fraccion comprende un compuesto
representado por la siguiente férmula quimica (1), como minimo, al 0,001 % en masa seca. Ademas, es preferente
que la planta mencionada anteriormente sea una planta liliacea.

El agente para utilizacion en un procedimiento para inhibir la acumulacion de grasa visceral y el alimento o bebida
que lo contiene se pueden administrar o ingerir de forma segura, y tienen los efectos de inhibir, de manera eficaz, la
acumulacion de grasa visceral. Ademas, el principio activo del agente para utilizacion en un procedimiento para
inhibir la acumulaciéon de grasa visceral se puede producir faciimente a partir de una planta de la familia de las
liliaceas, tal como Aloe vera (Aloe barbadensis Miller), que puede ser ingerida de forma segura desde un punto de
vista experimental para la alimentacion y es facilmente disponible.

Modo 6ptimo de llevar a cabo la invencion

En lo sucesivo, se explicaran en detalle realizaciones preferentes de la presente invencion. Ademas, el porcentaje,
tal como se utiliza en el presente documento, indica masa, a menos que se especifique lo contrario.

En la presente invencion, el efecto de inhibir la acumulacién de grasa visceral significa un efecto de disminuir una
cantidad de acumulacién de grasa en la cavidad abdominal. Por lo tanto, el efecto de inhibir la acumulacién de grasa
visceral se puede evaluar mediante la medicion de una cantidad de grasa en la cavidad abdominal, tal como el peso
de grasa mesentérica.

El compuesto utilizado como principio activo del agente para utilizacion en un procedimiento para inhibir la
acumulacion de grasa visceral (en lo sucesivo también denominado "el agente de la presente invencion") de la
presente invencion es el compuesto que tiene la estructura representada por la férmula quimica (1) mencionada
anteriormente, es decir, 3-O-f-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol. El compuesto de la presente invencion tiene
una estructura formada mediante condensacién por deshidratacion del grupo hidroxilo en la posicién 3 del 4-
metilergost-7-en-3-ol y el grupo hidroxilo en la posicion 1 de D-glucosa.

Ademas, la composicién utilizada como principio activo del agente para utilizaciéon en un procedimiento para inhibir la
acumulacién de grasa visceral de la presente invencion (en lo sucesivo también denominada "la composicién de la
presente invencion") es un extracto de una planta de la familia de las lilidceas, o una fraccion del mismo, que
contiene, como minimo, al 0,001 % en masa seca, de manera preferente, el 0,01 % en masa seca o0 mas, y, de
manera mas preferente, el 0,1 % en masa seca o mas del compuesto mencionado anteriormente de la presente
invencion. El limite superior del contenido del compuesto de la presente invencion no esta particularmente limitado y
puede ser, por ejemplo, de manera preferente, del 10 % en masa seca o del 50 % en masa seca, el 70 % en masa
seca o el 90 % en masa seca.

En la presente invencion, la masa seca significa una masa medida después de secar un compuesto mediante el
procedimiento de secado definido mediante la "prueba de la pérdida por secado" que es un procedimiento de prueba
general que se describe en la farmacopea japonesa, 142 revision (30 de marzo de 2001, Ministerio japonés de salud,
trabajo y bienestar, Notificacion ministerial No. 111). Por ejemplo, la masa del compuesto de la presente invencién
se puede determinar de una manera, tal que: se mide aproximadamente 1 g del compuesto de la presente invencién
y se seca a 105 °C durante 4 horas;y el producto resultante se enfria reposando en un desecador; y la masa del
compuesto se pesa con una balanza.

El compuesto de la presente invencién o una composicién que lo contiene pueden producirse mediante, por ejemplo, la
extraccién de una fraccion que contiene el compuesto de la presente invencién a partir de una planta perteneciente a la
familia de las liliaceas y que contiene el compuesto de la presente invencion, una parte de la misma, o un producto de
alteracion de la misma mediante la utilizacién de un disolvente organico o agua caliente y concentracion de la fraccion.

Entre los ejemplos de la planta mencionada anteriormente perteneciente a la familia de las lilidceas se incluyen
plantas que pertenecen al género Aloe o Allium. Entre los ejemplos de las plantas del género Aloe se incluyen Aloe
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barbadensis Miller, Aloe ferox Miller, Aloe africana Miller, Aloe arborescen Miller variedad natalensis Bergery Aloe
spicata Baker. En la produccion del compuesto de la presente invencién o una composicion que lo contiene, aunque
se puede utilizar toda la planta mencionada anteriormente, es preferente utilizar el mesoéfilo (parte de gel
transparente) de la misma. Dicha planta o una parte de la misma se altera, de manera preferente, mediante la
utilizacién de un homogeneizador y, por tanto, se licia y el compuesto de la presente invenciéon o una composicion
que lo contiene se extrae a partir del producto alterado mediante la utilizacion de un disolvente organico o agua
caliente. Entre los ejemplos del disolvente organico se incluyen alcoholes, tales como metanol, etanol y
butanol; ésteres, tales como acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo y acetato de butilo; cetonas, tales
como acetona y metil isobutil cetona; éteres, tales como éter dietilico y éter de petréleo; hidrocarburos, tales como
hexano, ciclohexano, tolueno y benceno; hidrocarburos halogenados, tales como tetracloruro de carbono,
diclorometano y cloroformo; compuestos heterociclicos, tales como piriding; glicoles, tales como
etilenglicol; alcoholes polihidroxilados, tales como polietilenglicol; disolventes de nitrilo, tales como acetonitrilo, y
mezclas de estos disolventes. Ademas, estos disolventes pueden ser anhidros o hidratados. Entre estos disolventes,
son preferentes de manera particular una mezcla de acetato de etilo/butanol (3:1) y una mezcla de
cloroformo/metanol (2:1).

Como procedimiento de extraccién, puede utilizarse un procedimiento utilizado para la extraccién habitual de un
componente de la planta. Normalmente se utiliza, por ejemplo, un procedimiento de 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 la
temperatura del punto de ebullicion del disolvente o por debajo de la misma y mezcla o agitacion, o un procedimiento
de realizacion de la extraccion mediante ultrasonidos a temperatura ambiente. Mediante el aislamiento de los
materiales insolubles a partir del licor de extraccion utilizando un procedimiento adecuado, tal como filtracién o
centrifugacion, se puede obtener un extracto en bruto.

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

Si el compuesto o composicion que lo contiene obtenida, tal como se ha descrito anteriormente, en realidad contiene
el compuesto de la presente invencion se puede confirmar midiendo el efecto de inhibir la acumulaciéon de grasa
visceral como indicador mediante la utilizaciéon, por ejemplo, de los procedimientos mostrados en los ejemplos
descritos mas adelante. Si el compuesto es un glucésido unido con glucosa en el resto de aglicona, o si el resto de
aglicona es 4-metilergost-7-en-3-ol, se pueden confirmar mediante, por ejemplo, 3C-RMN.

El compuesto de la presente invencién también se puede producir mediante condensacién de D-glucosa y 4-
metilergost-7-en-3-ol. EI 4-metilergost-7-en-3-ol se puede obtener mediante la extraccion de una planta y su
purificacién. La D-glucosa y el 4-metilergost-7-en-3-ol se pueden condensar mediante, por ejemplo, una combinacién
de los procedimientos descritos en Jikken Kagaku Koza (Lecture of Experimental Chemistry), 42 edicion, volumen 26,
1992 (descrito en la pag. 272, pag. 297 y pag. 342). Es decir, la D-glucosa se acetila completamente y, a
continuacion, la posicién anomérica se convierte en o-bromuro. A continuacion, el 4-metilergost-7-en-3-ol se hace
reaccionar con a-bromuro en éter dietilico para conseguir la B-glucosilacién y, a continuacién, el grupo acetilo se
hidroliza en una mezcla de metéxido de sodio/metanol para obtener el compuesto objetivo.

El compuesto de la presente invencion se puede utilizar como principio activo del agente para utilizar en un
procedimiento para inhibir la acumulaciéon de grasa visceral de la presente invencion y un alimento o bebida que lo
contiene tal como es. Ademas, un extracto en disolvente organico de mesofilo de Aleo vera que se obtiene mediante
una mezcla de acetato de etilo/butanol (3:1) o una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), o una fracciéon de las mismas
(en lo sucesivo denominado "extracto") también se puede utilizar como principio activo del agente para utilizacién en
un procedimiento para inhibir la acumulacién de grasa visceral y un alimento o bebida que lo contiene.

El liquido exprimido puede obtenerse mediante el procesamiento de un homogeneizado de una planta mediante un
compresor, la recogida de un producto en bruto de liquido exprimido de una planta y la filtracion del producto en
bruto para eliminar la fraccién insoluble (contaminante) mediante un filtro o tela de filtracién. Por ejemplo, cuando el
Aloe vera se utiliza como una planta de la familia de las liliaceas, el liquido exprimido de Aloe vera se puede
preparar mediante el procesamiento de la parte de gel de mesofilo obtenida mediante el descascarado de la hoja de
Aloe vera mediante una trituradora, la compresion de un liquido exprimido para recoger un producto en bruto de Aloe
vera y la filtracion del producto en bruto de Aloe vera para eliminar contaminante mediante un filtro o tela de
filtracion. En este caso, es preferente que el contenido total de aloina y aloe-emodina, que estan contenidos en una
gran cantidad en la piel de la hoja de Aloe vera, sea de 5 ppm 0 menos.

El extracto mencionado anteriormente que debe estar contenido en el agente para utilizacién en un procedimiento
para inhibir la acumulaciéon de grasa visceral contiene, de manera preferente, como minimo, el 0,001 % en masa
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seca, de manera mas preferente, del 0,01 al 1 % en masa seca, de manera particularmente preferente, del 0,05 al
1 % en masa seca, del compuesto de la presente invencion. Ademas, el extracto mencionado anteriormente que
debe estar contenido en un alimento o bebida contiene, de manera preferente, como minimo, el 0,0001 % en masa
seca, de manera mas preferente, del 0,001 al 1 % en masa seca, de manera particularmente preferente, del 0,005 al
1 % en masa seca, del compuesto de la presente invencion. El extracto mencionado anteriormente puede contener
dos 0 mas tipos del compuesto de la presente invencién. Ademas, el extracto mencionado anteriormente puede ser
una solucién o también puede liofilizarse o secarse por pulverizacién de una manera convencional y almacenarse o
utilizarse como polvo.

Como agente para utilizacion en un procedimiento para inhibir la acumulaciéon de grasa visceral de la presente
invencion, el compuesto de la presente invencién o una composicidon que lo contiene, tal como el extracto per se, o
los que se combinan con un portador farmacéuticamente aceptable puede administrarse por via oral o parenteral a
un mamifero, incluyendo un ser humano.

La forma de dosificacion del agente para utilizacion en un procedimiento para inhibir la acumulaciéon de grasa
visceral de la presente invencién no esta particularmente limitada y se puede seleccionar de manera adecuada
dependiendo del propoésito terapéutico. Entre los ejemplos especificos de las mismas se incluyen comprimido,
pildora, polvo, solucion, suspension, emulsién, granulos, capsula, jarabe, supositorio, inyeccion, pomada, parche,
colirio y gotas nasales. Para la preparacién, se pueden utilizar aditivos utilizados, en general, en un agente habitual
para utilizaciéon en un procedimiento para inhibir la acumulaciéon de grasa visceral como portadores farmacéuticos,
tales como excipientes, aglutinantes, agentes disgregantes, lubricantes, estabilizantes, agentes aromatizantes,
diluyentes, surfactantes y disolventes para inyeccion. Ademas, siempre que no se degrade el efecto de la presente
invencion, el compuesto de la presente invencion, o el extracto que lo contiene, se pueden utilizar en combinacién
con otros agentes que tienen un efecto para inhibir la acumulacién de grasa visceral.

Aunque la cantidad del compuesto de la presente invencion o del extracto que lo contiene contenida en el agente
para utilizacion en un procedimiento para inhibir la acumulacion de grasa visceral de la presente invencién no esta
particularmente limitada y se puede seleccionar de manera adecuada, la cantidad es, como minimo, del 0,001 % en
masa, de manera preferente, del 0,01 al 1 % en masa, de manera particularmente preferente, del 0,05 al 1 % en
masa, en términos de la cantidad del compuesto de la presente invencion.

El agente para utilizaciéon en un procedimiento para inhibir la acumulacién de grasa visceral de la presente invencion
tiene el efecto de inhibir la acumulacion de grasa visceral y, de este modo, puede evitar la obesidad de tipo de grasa
visceral. La obesidad de tipo de grasa visceral, en general, significa un estado en el que el area de grasa visceral es de
100 cm? 0 mas y, segun los criterios de diagndstico para el sindrome metabdlico, significa un caso en el que un hombre
japonés tiene un tamano de la cintura de 85 cm o mas o una mujer japonesa tiene un tamano de cintura de 90 cm o
mas (Internal Medicine, volumen 94, pags. 188-203, 2005). Ademas, el agente para utilizacién en un procedimiento
para inhibir la acumulacién de grasa visceral de la presente invencion se utiliza, de manera preferente, para el
tratamiento de un paciente que tiene una mayor cantidad de la grasa visceral acumulada que una persona sana.

Ademas, el agente para utilizacion en un procedimiento para inhibir la acumulacién de grasa visceral de la presente
invencién puede mejorar o prevenir enfermedades, y complicaciones causadas por la acumulacion de grasa visceral,
tales como el metabolismo anormal de los lipidos y enfermedades cardiovasculares, y puede también disminuir los
riesgos de esas enfermedades y complicaciones. Entre los ejemplos de las diversas enfermedades causadas por la
acumulacion de grasa visceral se incluyen la obesidad, en particular, la obesidad de tipo de grasa visceral,
hiperlipidemia, diabetes, hipertension y arteriosclerosis. Ademas, entre los ejemplos de las complicaciones causadas
por estas enfermedades se incluyen: retinopatia diabética, nefropatia, neuropatia y gangrena diabética causada por
diabetes; embolia cerebral, nefroesclerosis e insuficiencia renal causada por hipertensién; y embolia cerebral, infarto
cerebral, enfermedades cardiovasculares, tales como angina de pecho e infarto cardiaco, y nefropatia, tal como
uremia, nefroesclerosis e insuficiencia renal causada por arteriosclerosis.

Ademas, el agente para utilizaciéon en un procedimiento para inhibir la acumulacién de grasa visceral de la presente
invencion puede ser Util para prevenir la aparicién del sindrome metabdlico. El efecto del agente de inhibir o
disminuir la acumulacion de grasa visceral, tal como se ha descrito anteriormente, es extremadamente eficaz para la
prevencion de la aparicién del sindrome metabdlico y enfermedades arterioescleréticas relacionadas con el
sindrome metabdlico, enfermedades relacionadas con el estilo de vida indicados como factores de riesgo del mismo,
tales como diabetes, hipertension e hiperlipidemia, y complicaciones asociadas con estas enfermedades. Ademas,
sindrome metabdlico significa estados observados en el sindrome de multiples factores de riesgo, es decir, estados
en los que la arteriosclerosis aparece facilmente y en los que dichos sintomas considerados como factores de
riesgo, tales como hiperinsulinemia, tolerancia anormal a la glucosa o hiperglucemia, metabolismo anormal de
lipidos, hiperlipidemia (hipertrigliceridemia e hipo HDL-colesterolemia), hipertensién, obesidad y acumulaciéon de
grasa visceral. Ademas, el compuesto de formula (1) tiene un efecto de disminuir el nivel de hemoglobina Al1c y de
mejorar la hiperglucemia (documento WO 2005/095436).

Es preferente que las enfermedades a las que se aplica el agente para utilizacion en un procedimiento para inhibir la
acumulacién de grasa visceral de la presente invenciéon no vayan acompafnadas con un estado en el que nivel de
hemoglobina A1c sea mayor que el de una persona sana.
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El tiempo de la administracién del agente de la presente invencién no esta particularmente limitado y puede
seleccionarse de manera adecuada segun el procedimiento para tratar una enfermedad objetivo. Ademas, la via de
administracién se determina, de manera preferente, en funcion de la forma de dosificacién, la edad, el sexo y otras
condiciones de los pacientes, la gravedad de los sintomas de los pacientes. La dosis del agente de la presente
invencion se selecciona de manera adecuada en funcién del régimen de dosificacion, la edad, el sexo, la gravedad
de la enfermedad y otras condiciones de los pacientes. La cantidad del compuesto de la presente invencién como
principio activo se selecciona habitualmente del intervalo, de manera preferente, de 0,001 a 50 mg/kg/dia, de
manera mas preferente, de 0,01 a 1 mg/kg/dia, como dosis tentativa. Ademas, cuando se utiliza un extracto que
contiene el compuesto de la presente invencion, el peso seco del extracto se selecciona del intervalo, de manera
preferente, de 0,1 a 1.000 mg/kg/dia, de manera mas preferente, de 1 a 100 mg/kg/dia, como una cantidad
tentativa. En cualquier caso, la dosis puede ser ingerida, en un dia, una o varias veces como partes divididas.

El compuesto de la presente invencién o la composicion que lo contiene se pueden afadir al alimento o bebida (una
bebida o un alimento) para producir un alimento o bebida utilizado en un procedimiento para inhibir la acumulacién
de grasa visceral. La forma y la propiedad del alimento o la bebida no estan particularmente limitadas siempre y
cuando no se degrade el efecto del principio activo, y el alimento o bebida se puedan ingerir por via oral, y se
puedan producir de una manera convencional mediante la utilizacién de materias primas utilizadas habitualmente
para alimentos o bebidas, excepto que se afiade el principio activo mencionado anteriormente. Ademas, la cantidad
del compuesto de la presente invenciéon o del extracto que lo contiene contenida en el alimento o bebida de la
presente invencién no esta particularmente limitada y se puede seleccionar de manera adecuada. El compuesto de
la presente invencion o el extracto que lo contiene estan contenidos en el alimento o la bebida en una cantidad,
como minimo, del 0,0001 % en masa, de manera preferente, del 0,001 al 1 % en masa, de manera particularmente
preferente, del 0,005 al 1 % en masa, en términos de la cantidad del compuesto de la presente invencion.

El alimento o la bebida de la presente invencion se pueden utilizar para diversas aplicaciones utilizando el efecto de
disminucion de la grasa visceral. Por ejemplo, se pueden utilizar como alimento o bebida adecuada para una
persona que empez6 a preocuparse por el tamafo de su cintura, un alimento o bebida adecuados para una persona
que empez6 a preocuparse de los lipidos en sangre, y un alimento o bebida Gtil para disminuir o eliminar los factores
de riesgo del sindrome metabdlico.

En la presente invencion, "inhibir la acumulacion de grasa visceral" significa un efecto de mejorar o prevenir diversos
efectos adversos sobre la salud causados por una acumulacion de grasa visceral. "Mejorar la obesidad de tipo de
grasa visceral", "prevenir la obesidad de tipo de grasa visceral", "disminuir la grasa visceral" y "prevenir la
acumulacion de grasa visceral" se ejemplifican como con el mismo significado que con la expresién mencionada
"inhibir la acumulacion de grasa visceral" en la presente invencién.

Ademas, el alimento o la bebida de la presente invencion pueden ser Utiles para mejorar o prevenir las enfermedades
causadas por la acumulacién de grasa visceral, tales como el metabolismo anormal de los lipidos y las enfermedades
cardiovasculares tipificadas por hiperlipidemia. Ademas, el alimento o la bebida de la presente invenciéon también
pueden utilizarse para prevenir la aparicion del sindrome metabdlico, la obesidad de tipo de grasa visceral. Ademas, el
alimento o la bebida de la presente invenciéon pueden tratar o prevenir diversas enfermedades, complicaciones
causadas por la acumulacién de grasa visceral y pueden disminuir los riesgos de estas enfermedades, y
complicaciones, al igual que se ha mencionado anteriormente para el agente de la presente invencion.

El alimento o la bebida de la presente invencion se comercializa, de manera preferente, como alimento o bebida con
una indicacién adjunta de que el alimento o la bebida se utiliza para inhibir la acumulaciéon de grasa visceral, por
ejemplo, "alimento o bebida que contiene un compuesto que tiene un efecto de inhibir la acumulacion de grasa visceral
se indica “Para inhibir la acumulacién de grasa visceral™ o “alimento o bebida que contiene un extracto de la planta se
indica “Para inhibir la acumulacién de grasa visceral”. Ademas, debido a que el compuesto de la presente invencion y
una composicién que lo contiene, tienen el efecto de inhibir la acumulacién de grasa visceral, la indicacién de "inhibir la
acumulacion de grasa visceral" para el alimento o la bebida se considera, por tanto, que tiene el significado de "mejorar
la obesidad de tipo de grasa visceral". Por lo tanto, el alimento o la bebida de la presente invencion pueden indicarse
“Para mejorar la obesidad de tipo de grasa visceral”. En otras palabras, la indicacién de “Para inhibir la acumulacién de
grasa visceral" se puede sustituir por la indicacién “Para mejorar la obesidad de tipo de grasa visceral”.

La expresion utilizada para dicha indicacion, tal como se ha mencionado anteriormente, no esta necesariamente
limitada a la expresién "Para inhibir la acumulacién de grasa visceral" o "Para mejorar la obesidad de tipo de grasa
visceral", y cualquier otra expresion que exprese el efecto de inhibir la acumulacién de grasa visceral o el efecto de
prevenir y mejorar la obesidad de tipo de grasa visceral, naturalmente se encuentran dentro del alcance de la
presente invencion. Como dicha expresion, por ejemplo, también es posible una indicacién basada en diversas
utilizaciones que permiten a los consumidores reconocer el efecto de inhibir la acumulacion de grasa visceral o el
efecto de mejorar la obesidad de tipo de grasa visceral. Entre los ejemplos se incluyen la indicacion de "Apto para
aquellos que han empezado a preocuparse por el tamarfio de la cintura”, "Apto para aquellos que tienden a presentar
obesidad de tipo de grasa visceral" y "Util para la disminucién o eliminacion de los factores de riesgo (riesgos) del
sindrome metabdlico".
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El término "indicacion" mencionado anteriormente incluye todas las acciones para informar a los consumidores de la
utilizacién mencionada anteriormente y cualesquiera de las indicaciones que recuerdan o son analogas a la
utilizacién mencionada anteriormente se encuentran dentro del alcance de la "indicacion" de la presente invencion,
independientemente del propoésito, contenido, articulo objetivo, medio de la indicacion. Sin embargo, la indicacion se
hace, de manera preferente, con una expresion que permita a los consumidores reconocer directamente la
utilizaciébn mencionada anteriormente. Entre los ejemplos especificos se incluyen las acciones de indicar la
utilizacién mencionada anteriormente en productos o envases de productos relacionados con el alimento o la bebida
de la presente invencion, las acciones de asignar, entregar, presentar con el propésito de asignar o entregar o
importar dichos productos o envases de productos indicados con la utilizacién mencionada anteriormente, presentar
o distribuir anuncios, listas de precios o documentos comerciales relacionados con el producto con la indicacion de
la utilizacion mencionada anteriormente, o proporcionar informacion que incluye los contenidos con la indicacion de
la utilizacién mencionada anteriormente mediante un procedimiento electromagnético (Internet). La indicacién es, de
manera preferente, una indicacion aprobada por la administracion (por ejemplo, una indicacion en un formulario
basada en una aprobacién, que es calificada basandose en cualquiera de los diversos sistemas legales previstos por
la administracién), y, de manera particularmente preferente, es una indicacién en materiales de publicidad en los
puntos de venta, tales como envases, recipientes, catalogos, folletos y pruebas de ejecucion, y otros documentos.

Entre los ejemplos de la indicacién se incluyen, ademds, indicaciones de alimentos saludables, alimentos
funcionales, alimentos nutritivos entéricos, alimentos para utilizaciones dietéticas especiales, alimentos con
demandas de funcién de nutrientes y cuasi farmacos, asi como las indicaciones aprobadas por el Ministerio de
salud, trabajo y bienestar, por ejemplo, las indicaciones aprobadas basandose en el sistema de alimentos para
utilizaciones sanitarias especificas y sistemas similares. Entre los ejemplos de éstos ultimos se incluyen indicaciones
como alimentos para utilizaciones sanitarias especificas, indicaciones como alimentos para utilizaciones sanitarias
especificas con demandas de salud calificadas, indicaciones de influencia en las estructuras y funciones del
organismo, indicaciones de la reduccién de las demandas del riesgo de enfermedad y, mas concretamente, entre los
ejemplos tipicos se incluyen indicaciones como alimentos para utilizaciones sanitarias especificas (especialmente
las indicaciones de utilizacién para la salud) previstas en el reglamento de aplicacion de la Ley de promocion de la
salud (Ministerio de salud, trabajo y bienestar de Japén, ordenanza ministerial No. 86, 30 de abril de 2003) e
indicaciones similares.

La presente invencidn se explicara de manera mas especifica con referencia a los siguientes ejemplos.

En primer lugar, se explica mediante los ejemplos de preparacion que el compuesto o la composicion de la presente
invencion se pueden producir a partir de una planta perteneciente a la familia de las lilidceas.

[Ejemplo de preparacion 1]

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

Se licué una cantidad de 100 kg de mesdéfilo (parte de gel transparente) de Aloe vera mediante la utilizaciéon de un
homogeneizador, se afiadieron a 100 litros de una mezcla de acetato de etilo/butanol (3:1) y se agité. La mezcla se
dejé durante una noche para separar la mezcla de acetato de etilo/butanol y la capa acuosa, y se recuperé la mezcla
de acetato de etilo/butanol. El extracto de esta mezcla de acetato de etilo/butanol obtenido concentrando la mezcla
de acetato de etilo/butanol a presion reducida pesé 13,5 g. Se evalu6 el efecto de inhibir la acumulaciéon de grasa
visceral para la capa acuosa mencionada anteriormente mediante la medicion del peso de grasa mesentérica, y para
el extracto de la mezcla de acetato de etilo/butanol en ratones modelo de diabetes, que se describe mas adelante en
el ejemplo de referencia 1, y se observé el efecto para el extracto de la mezcla de acetato de etilo/butanol. Por lo
tanto, se intent6 aislar y purificar los componentes en el extracto.

En primer lugar, se examind el extracto mencionado anteriormente mediante cromatografia en capa fina (Merck Ltd.,
gel de silice 60F254 y RP-18F2543). Como resultado, parecié que era adecuado un procedimiento de aislamiento
basado en cromatografia en columna de gel de silice en fase normal utilizando una mezcla cloroformo/metanol. Por
consiguiente, se cargd una solucion de 13 g del extracto mencionado anteriormente disuelto en 1 ml de una mezcla
de cloroformo/metanol (1:1) en una columna llena con 400 g de gel de silice 60 (Merck Ltd.) para conseguir la
adsorcion de los componentes a la columna, a continuacién, los componentes se eluyeron con una mezcla de
cloroformo/metanol mediante el procedimiento de gradiente por etapas, en el que la concentracion de metanol se
aument6 poco a poco (proporciones de mezcla cloroformo:metanol = 100:1, 25:1, 10:1, 5:1 y 1:1), y el eluato se
fraccion6 para cada proporcion de mezcla de la mezcla mencionada anteriormente. Los rendimientos de los
productos de purificacién en bruto obtenidos a partir de las fracciones después de la eliminacion del disolvente
fueron 1,44, 3,0, 1,17, 1,28 y 2,27 g, respectivamente. Se confirmé mediante la evaluacion mencionada
anteriormente de la inhibicion de la acumulacién de grasa visceral 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).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730833 T3

Ademas, para aislar y purificar el componente activo a partir del producto de purificaciéon en bruto A mencionado
anteriormente, se examino este producto de purificaciéon en bruto A mediante la utilizacion de cromatografia en capa
fina (Merck Ltd., gel de silice 60F254 y RP-18F2543). Como resultado, parecié que era adecuado un procedimiento
de aislamiento basado en cromatografia en columna de gel de silice de fase inversa utilizando metanol. Por
consiguiente, el producto de purificacion en bruto A mencionado anteriormente se disolvié en 1 ml de una mezcla de
cloroformo/metanol (1:1) y se cargd en una columna llena con 180 g de COSMOSIL 140 (Nacalai Tesque, Inc.) para
conseguir la adsorciéon del componente a la columna. A continuacion, se realizé la elucién mediante la utilizacién de
manera sucesiva de 600 ml de una solucion de metanol al 85 %, 600 ml de soluciéon 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 aislé en una fraccion eluida
con metanol al 95 % y pesé 370 mg después de eliminar el disolvente. En lo sucesivo, este producto se denomina
compuesto 1.

Debido a que el compuesto 1 mostréd un valor de Rf muy préximo al del glucésido de B-sitosterol en un examen
basado en cromatografia en capa fina, se anticipé que era un glucésido en el que 1 molécula de azlcar se unié al
resto de aglicona. Ademas, para examinar la composicion de azlUcar del compuesto 1, el compuesto 1 se someti6 a
metanolisis, a continuacién se convirti6 en un derivado de TMS y se sometié a medicion mediante CG-EM. Como
resultado, en la medicién del derivado de TMS para la parte de azlicar del compuesto 1, se observaron picos
principales a tiempos de retencion de 14,28, 14,61 y 16,34 minutos, lo cual era sustancialmente consistente 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.). De este modo, se confirmé que el
tipo de 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 unio al resto de aglicona. Sin embargo, cuando el compuesto 1 se midié mediante *C-RMN (125 MHz, CDCls), se
confirmo la existencia de contaminantes. Por lo tanto, se consider6 que seria necesaria una purificacion adicional
para determinar su estructura. Por consiguiente, el compuesto 1 se metanolizé y, a continuacion, se acetil6é y, a
continuacion, se confirmé la estructura del resto de aglicona, asi como el sitio de unién del resto de aglicona y el
azucar. El procedimiento del mismo se describira a continuacion.

Se disolvio una cantidad de 50 mg del compuesto 1 en metanol (50 ml) que contenia acido clorhidrico al 5 % y la
solucion se sometid a reflujo con calentamiento durante 6 horas para metanolisis y se sec6 para obtener un residuo
(aproximadamente 30 mg). Este residuo se purifico6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(hexano:cloroformo = 9:1) para obtener un compuesto 2 (10 mg). Este compuesto 2 (5 mg) se afadié a anhidrido
acético y piridina (2 gotas cada uno) y se calentd a 70 °C durante 30 minutos para acetilaciéon y, a continuacion, el
disolvente de la mezcla de reaccidn se evaporé para obtener un compuesto 3. El analisis del compuesto 3 se realizé
mediante CG-EM y "*C-RMN (125 MHz, CDCly).

Los resultados del andlisis de este compuesto 3 mediante CG-EM y '*C-RMN (125 MHz, CDCls) se muestran a
continuacion. Se preparé el 3-acetoxi-4-metilergost-7-eno utilizado como sustancia de referencia mediante la
extraccién a partir de aloe, purificacion del extracto, confirmacion de la estructura del producto purificado
mediante "*C-RMN y acetilacion del mismo.

[Espectro de "*C-RMN (valores 8, 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

[CG-EM]

Aparato: GC-17A/GCMS5050A (Shimadzu)

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

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

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

Temperatura de interfase: 300 °C

Modo de EM: El

Energia de ionizacion: 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-AcOHJ",
381 [M-CH3-AcOH]"

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

Los resultados de la medicion de RMN del compuesto 3 fueron consistentes con los valores de 3-acetoxi-4-
metilergost-7-eno mostrados en la bibliografia (Yukagaku (Oil Chemistry), volumen 36, No. 5, pags. 301-319,
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1987). Estos resultados revelaron que el compuesto 2 fue 4-metilergost-7-en-3-ol. Ademas, como resultado de la
medicién de FAB-EM, se descubrié que el peso molecular del compuesto 1 fue de 576. Cuando el compuesto 2
(resto de aglicona) y la glucosa se condensaron, el peso molecular del compuesto obtenido fue de 414 (compuesto
2) + 180 (glucosa) - 18 (agua) = 576, que fue consistente 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, los pesos moleculares y las férmulas quimicas de los compuestos se muestran a
continuacion.

(Compuesto 1)
Férmula molecular: CssHeoOs

Peso molecular: 576
Formula quimica: la siguiente formula quimica (1)

HO

OH

HO
OH
(Compuesto 2)
Férmula molecular: CogHs00

Peso molecular: 414
Férmula quimica: la siguiente férmula quimica (2)

e (2)

HO

(Compuesto 3)

Férmula molecular: C31Hs5202
Peso molecular: 456
Férmula quimica: la siguiente formula quimica (3)
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cee {(3)

AcQ

[Ejemplo de preparacion 2]

Se sec6 mesdfilo (parte de gel transparente) de Aloe vera mediante calentamiento, se anadieron 0,3 g de polvo de
Aloe vera seco alterado con 60 ml de etanol al 60 %, 80 % o 100 % y la mezcla se someti6 a reflujo mediante
calentamiento a 60 °C durante 1 hora. El extracto se centrifugé a 1.500 rpm durante 20 minutos y el sobrenadante se
concentré a presién reducida para eliminar completamente el etanol y obtener de este modo un extracto en
bruto. Los pesos secos de los extractos en bruto obtenidos mediante 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-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol.

[Ejemplo de preparacién 3]

Se sec6 mesdfilo (parte de gel transparente) de Aloe vera mediante calentamiento, se anadieron 0,3 g de polvo de
Aloe vera seco alterado con 60 ml de agua y la mezcla se sometié a reflujo mediante calentamiento a 95 °C durante
5 horas. El extracto se centrifugd a 1.500 rpm durante 20 minutos y el sobrenadante se liofilizd para obtener 75 mg
de un extracto en bruto. Se confirmé mediante cromatografia en capa fina que este extracto en bruto contenia 3-O-f-
D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol.

[Ejemplo de preparacion 4]

Se sec6 mesdfilo (parte de gel transparente) de Aloe vera mediante calentamiento, se alterd y se sec6, se afadieron 21
kg de polvo de Aloe vera preparados de este modo a 90 litros de una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), a
continuacion se sumergieron durante una noche en la mezcla a temperatura ambiente y se recogieron mediante
filtracion, y el residuo obtenido mediante la filtracion se anadio, de nuevo, a 90 litros de mezcla de cloroformo/metanol
(2:1). Este procedimiento se repitié 4 veces en total. El filtrado obtenido (350 litros) se concentrd a 28 °C para obtener
finalmente 784 g de un extracto en bruto. Una cantidad de 780 g de este extracto en bruto se afiadié a 2 litros de una
mezcla de cloroformo/metanol (2:1), se agitd6 durante 1 hora y se filtr6 para recuperar la capa de mezcla de
cloroformo/metanol (A). El residuo obtenido mediante la filtracidn se afiadié sucesivamente a 2,5 litros de agua y 2 litros
de acetato de etilo y se agit6 durante 1 hora, y se recuperé la capa de acetato de etilo (B). Se anadié la capa acuosa
restante a 5 litros de cloroformo, de nuevo, y se agité durante 1 hora, y se recuperd la capa de cloroformo (C).

Se mezclaron los extractos en disolvente organico recuperados A, B y C, se concentraron a 23 °C y se cargaron en
una columna de gel de silice [columna de vidrio: 52 mm x 350 mm, material empaquetado: IR-63/210-W (Daiso Co.,
Ltd.)]. Posteriormente, mientras se controlaba el eluato mediante cromatografia en capa fina, se hicieron pasar 10
litros de una mezcla de hexano/cloroformo (1:1), 10 litros de cloroformo, 20 litros de una mezcla de
cloroformo/metanol (10:1) y 20 litros de una mezcla de cloroformo/metanol (5:1) a través de la columna en este
orden, y se recuperaron una fraccion 1 (de aproximadamente 1 litro), una fracciéon 2 (de aproximadamente 1,5 litros),
una fraccion 3 (de aproximadamente 1,5 litros) y una fraccion 4 (de aproximadamente 1,5 litros) 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, se elimino el disolvente de la fraccion 3 para obtener 131,6 g de un extracto en bruto. Se cargo, de
nuevo, una cantidad de 130 g de este extracto en bruto en una columna de gel de silice [columna de vidrio: 70 mm x
500 mm, material empaquetado: SP-60-40/60 (Daiso Co., Ltd.)] y se eluy6é sucesivamente con 10 litros de una
mezcla de cloroformo/metanol (30:1), 50 litros de una mezcla de cloroformo/metanol (20:1), 10 litros de una mezcla
de cloroformo/metanol (10:1) y 10 litros 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 ml/min. Los eluatos se fraccionaron como fracciones
de 100 ml mediante la utilizacién de 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 revel6 que el
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glucésido objetivo y los contaminantes existian en la fraccion 7. Por lo tanto, esta fraccion se concentrd, se cargo, de
nuevo, en una columna de gel de silice [columna de vidrio: 70 mm x 500 mm, material empaquetado: SP-60-40/60
(Daiso Co., Ltd.)] y se eluy6 sucesivamente con 10 litros de una mezcla de cloroformo/metanol (20:1) y 10 litros de
una mezcla de cloroformo/metanol (10:1) como disolventes de elucion en condiciones de presion de 10 kgf « cm?y
un caudal de 40 ml/min. Como resultado, se prepararon 25,3 g de 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol,
que era el glucésido objetivo contenido en la fraccién eluida con la mezcla de cloroformo/metanol (10:1).

Ejemplo 1

Este ejemplo se llevo a cabo a efectos de evaluar el efecto inhibidor del 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-
ol y un liquido exprimido de Aloe vera sobre la acumulaciéon de grasa visceral mediante la utilizacion de ratas ZDF
(Zucker Diabetic Fatty) que son animales modelo para la diabetes en obesos.

(1) Preparacion de la muestra

Se utiliz6 el 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol producido en el ejemplo de produccién 1 como
muestra. La muestra se disolvi6 en DMSO vy la concentracién de la muestra se ajusté con agua destilada hasta
15 pug/mly 1,5 g/ml, para preparar de este modo las muestras de ensayo A-1y A-2, respectivamente. Paralelamente,
se obtuvo una solucién en bruto mediante trituracion de gel de Aloe vera con un exprimidor y, a continuacion, se
sometié a filtracion con una malla No. 200 (fabricada por NBC) para obtener de este modo un liquido exprimido del
gel de Aloe vera como muestra de ensayo B-1. El liquido exprimido de gel de Aloe vera se diluyé 20 veces para
preparar la muestra de ensayo B-2. Se confirmé que el liquido exprimido de gel de Aloe vera contenia el 0,1 % en
masa de 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol. Ademas, se ajustd la concentracion final de DMSO al
0,2 %. Ademas, se preparoé una solucion sin las muestras de ensayo como muestra negativa.

(2) Procedimiento de ensayo

Se alimentaron preliminarmente ratas ZDF macho de 6 semanas de vida (adquiridas de Charles River Laboratories,
Inc., Estados Unidos) con una dieta rica en grasas (Research Diet, Inc.) durante 1 mes. Estas ratas se dividieron en
grupos, cada uno compuesto por 6 ratas. A cada uno de los grupos de ratas se le administrd por via oral 1 ml de
soluciones de la muestra negativa, muestras de ensayo A-1, A-2, B-1 y B-2, respectivamente, por cada 400 g de peso
corporal de una rata, una vez al dia, sucesivamente durante 44 dias, mediante la utilizacion de una sonda. En estos
casos, las cantidades de administracion de 3-O-f-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol de las muestras de ensayo
A-1y A-2 fueron de 25 pg/kg y 2,5 ug/kg, respectivamente. Ademas, las cantidades de administracion del contenido en
sélidos de Aloe Vera de las muestras de ensayo B-1 y B-2 fueron de 2,5 g/kg y 0,125 g/kg, respectivamente.

En el dia 45 desde el inicio de la administracién, se midieron los pesos de grasa mesentérica como grasa visceral.

La tabla 1 muestra los pesos de grasa mesentérica en el dia 45 desde el inicio de la administracién. Los pesos de grasa
mesentérica del grupo administrado con las muestras de ensayo A-1 (cantidad de administracion: 25 pg/kg) y A-2
(cantidad de administracion: 2,5 ug/kg) fueron de 3,15 £ 0,28 g y 4,99 + 0,53 g, respectivamente. En comparacion con
el peso de la grasa mesentérica del grupo administrado con la muestra negativa (6,83 + 1,10 g), se observé que los
pesos de grasa mesentérica tienden a disminuir al 46,2 % y al 73,1 % en el grupo administrado con las muestras de
ensayo A-1 y A-2. Por lo tanto, se confirmd que las muestras de ensayo A-1 y A-2 tuvieron efectos estadisticamente
significativos de inhibicién de la acumulacién de grasa visceral. Ademas, los pesos mesentéricos del grupo
administrado con las muestras de ensayo B-1 (cantidad de administracién: 2,5 g/kg) y B-2 (cantidad de administracion:
0,125 g/kg) fueron de 4,72 £ 0,66 g y 4,75 £ 0,79 g, respectivamente. En comparacién con el peso de grasa
mesentérica del grupo administrado con la muestra negativa, se observé que los pesos de grasa mesentérica tienden a
disminuir al 69,1 % y al 69,5 % en el grupo administrado con las muestras de ensayo B-1 y B-2. Por lo tanto, se
confirmé que las muestras de ensayo B-1 y B-2 tuvieron efectos estadisticamente significativos de inhibicion de la
acumulacion de grasa visceral. Ademas, no se observaron efectos secundarios desde el punto de vista
patolégico. Ademas, los valores de p en las tablas indican la probabilidad de significacion mediante la prueba de Tukey-
Kramer.

[Tabla 1]

Muestra Peso de grasa mesentérica (g) Valor p
Muestra de ensayo A-1 3,15+0,28* 0,00003
Muestra de ensayo A-2 4,99+0,53* 0,007
Muestra de ensayo B-1 4,72+0,66" 0,0012
Muestra de ensayo B-2 4,75+0,79* 0,0039

Muestra negativa 6,83+1,10 -

ik

En la tabla, “*” indica que hubo un efecto estadisticamente significativo de inhibir la acumulacién de grasa visceral.
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Ejemplo 2

Este ejemplo se llevé a cabo a efectos de investigar el efecto del 3-O-3-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol y un
liquido exprimido de Aloe vera sobre una cantidad de alimento ingerido (cantidad de alimento consumido) y el
aumento del peso corporal (cantidad de aumento del peso corporal) de las ratas.

(1) Preparacién de las muestras

Se utiliz6 el 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol producido en el ejemplo de produccién 1 como
muestra. La muestra se disolvio en DMSO y la concentraciéon de la muestra se ajustd con agua destilada hasta
10 pg/ml para preparar de este modo la muestra de ensayo C. Paralelamente, se obtuvo una solucién en bruto
mediante trituracion de gel de Aloe vera con un exprimidor y, a continuacion, se sometié a filtracién con una malla
No. 200 (fabricada por NBC) para obtener de este modo un liquido exprimido del gel de Aloe vera como muestra de
ensayo D. Se confirmé que el extracto triturado de gel de Aloe vera contenia el 0,1 % en masa de 3-O-B-D-
glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol. Ademas, se ajustd la concentracion final de DMSO al 0,2 %. Ademas, se
prepard una solucién sin las muestras de ensayo como muestra negativa.

(2) Procedimiento de ensayo

Se alimentaron preliminarmente ratas ZDF macho de 6 semanas de vida (adquiridas de Charles River Laboratories,
Inc., Estados Unidos) con una dieta rica en grasas (Research Diet, Inc.) durante 1 mes. Estas ratas se dividieron en
grupos, cada uno compuesto por 6 ratas, después de medir sus pesos corporales. A cada uno de los grupos de
ratas se le administrd por via oral 1 ml de soluciones de las muestras de ensayo C y D y la muestra negativa,
respectivamente, por cada 400 g de peso corporal de una rata, una vez al dia, sucesivamente durante 44 dias,
mediante la utilizacion de una sonda. En estos casos, la cantidad de administracion de 3-O-B-D-glucopiranosil-4-
metilergost-7-en-3-o0l de la muestra de ensayo C fue de 37,5 ug/kg. Ademas, la cantidad de administraciéon del
contenido en soélidos de Aloe Vera de las muestras de ensayo D fue de 3,75 g/kg.

42 dias después del inicio de la administracion, se midieron los pesos corporales de las ratas, y las diferencias entre
los pesos corporales en el dia 42 y los medidos antes del inicio de la administracion fueron consideradas como las
cantidades de aumento de los pesos corporales. Ademas, se midieron los pesos de los alimentos consumidos por
dia una vez a la semana desde el dia del inicio de la administracion, y se considerdé un promedio de los pesos como
la cantidad de alimento consumido por dia.

(3) Resultados de la prueba

La tabla 2 muestra las cantidades de alimento consumido por dia y las cantidades de aumento de peso corporal
durante 42 dias por rata. Se observé que los grupos administrados con las muestras de ensayo C y D no mostraron
un aumento o disminucion significativos en la cantidad de alimento consumido en comparacién con el grupo
administrado con la muestra negativa. Ademas, las cantidades de aumento de peso corporal (aumento de peso
corporal) de los grupos administrados con las muestras de ensayo C y D eran casi las mismas que las del grupo
administrado con la muestra negativa. Por lo tanto, se revel6 que el 3-O-B-D-glucopiranosil-4-metilergost-7-en-3-ol
no afect6 a la cantidad de ingestiéon de alimentos y el aumento en el peso corporal de las ratas.

Tabla 2
Muestra Cantidad de alimento cor[1$umido] (g) Cantidad de aumento de peso corporal (g)
Muestra de ensayo C 22,5+1,2 166,5+19,3
Muestra de ensayo D 21,7414 173,31£32,5
Muestra negativa 22,5412 159,9+37,2

Aplicabilidad industrial

Segun la presente invencién, se puede dar a conocer un agente para utilizaciéon en un procedimiento para inhibir la
acumulacién de grasa visceral, que es capaz de mantener un peso corporal estandar sin reduccién en el peso
corporal, y es eficaz para inhibir la progresion de la obesidad sin una restriccién excesiva de la dieta o similar, y un
alimento o una bebida fisiolégicamente funcionales, tal como un alimento para una utilizacién sanitaria especifica
que contiene el agente para utilizaciéon en un procedimiento para inhibir la acumulacién de grasa visceral. De este
modo, las enfermedades, y complicaciones, causadas por la acumulacion de grasa visceral, tales como el
metabolismo anormal de los lipidos y las enfermedades circulatorias, se pueden mejorar o prevenir, y también se
pueden reducir los riesgos de estas enfermedades, y las complicaciones. Ademas, también se describe el efecto de
prevenir la apariciéon del sindrome metabdlico y enfermedades relacionadas con el estilo de vida que se indican
como factores de riesgo del sindrome metabdlico, tales como la diabetes, la hipertension y la hiperlipidemia.
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REIVINDICACIONES

1. Agente que comprende un extracto en disolvente organico de mesofilo de Aloe vera que se obtiene mediante una
mezcla de acetato de etilo/butanol (3:1) o una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), o una fraccion del mismo, para
utilizacién en la mejora o la prevencion de enfermedades causadas por la acumulacién de grasa visceral, que
incluyen obesidad, hiperlipidemia, hipertensién o arteriosclerosis, en el que el extracto o la fraccién del mismo
comprende un compuesto representado por la siguiente férmula quimica (1), como minimo, al 0,001 % en masa
seca.

- (1)
HO
00
OH
HO
OH

2. Alimento o bebida, que comprende el agente, segln la reivindicacion 1, para utilizacion en la mejora o la
prevencion de enfermedades causadas por la acumulacién de grasa visceral, que incluyen obesidad, hiperlipidemia,
hipertension o arteriosclerosis.

3. Alimento o bebida para utilizacién, segun la reivindicaciéon 2, que contiene, como minimo, el 0,0001 % en masa
del compuesto representado por la siguiente formula quimica (1).

- (1)

HO

OH

HO
OH

4. Agente que comprende un extracto en disolvente organico de mesdfilo de Aloe vera que se obtiene mediante una
mezcla de acetato de etilo/butanol (3:1) o una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), o una fraccion del mismo, para
utilizacién en un procedimiento para inhibir la acumulacion de grasa visceral, en el que el extracto o la fraccion del
mismo comprende un compuesto representado por la siguiente férmula quimica (1), como minimo, al 0,001 % en
masa seca.

- (1)
HO
00
OH
HO
OH

5. Alimento o bebida, que comprende el agente, segun la reivindicacion 4, para utilizacion en la mejora o la
prevencion de enfermedades causadas por la acumulacién de grasa visceral, que incluyen obesidad, hiperlipidemia,
hipertension o arteriosclerosis.
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6. Alimento o bebida para utilizacién, segun la reivindicaciéon 5, que contiene, como minimo, el 0,0001 % en masa
del compuesto representado por la siguiente formula quimica (1).

7. Compuesto representado por la siguiente formula quimica (1) para utilizacién en un procedimiento para inhibir la
acumulacion de grasa visceral.

- (1)
HO
00
OH
HO
OH

8. Extracto en disolvente organico de meséfilo de Aloe vera que se obtiene mediante una mezcla de acetato de
etilo/butanol (3:1) o una mezcla de cloroformo/metanol (2:1), o una fraccién del mismo, para utilizacién en un
procedimiento para inhibir la acumulacién de grasa visceral, en el que el extracto o la fraccién comprende un
compuesto representado por la siguiente formula quimica (1), como minimo, al 0,001 % en masa seca.

- (1)
HO
00
OH
HO
OH
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