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DESCRIPCION

Utilizacion de una fraccion fendlica rica en dihidrochalconas en un tratamiento cosmético.

La presente invencion se refiere a la utilizacién de una fraccién polifenélica rica en dihidrochalconas en el tra-
tamiento cosmético de mamiferos con el fin de limitar la carga ponderal, mejorar el aspecto estético del cuerpo y
tratar ciertas formas de obesidad no patoldgicas. La invencidn es también relativa a la utilizacion de una composicién
alimentaria o nutracéutica a base de esta fraccion fenélica.

Se conoce que los compuestos polifenélicos estin muy extendidos en el reino vegetal. Los mas abundantes son
el 4cido clorogénico, las procianidinas B1 y B2, el epicatequina, la floretina, la floridzina y el 4cido p-cumarico. Por
lo tanto, existen en el mercado numerosos productos ricos en polifenoles, siendo los mds corrientes extraidos del té
verde, de las pepitas de uva y de la corteza de pino (patente de EE.UU. n° 4.698.360, solicitudes de patentes europeas
n°® 348781, 283349, solicitudes de patentes francesas n° 1.427.100, 2.092.743, 2.643.073 y 2.372.823).

Ya se describid en la solicitud de patente europea n° 657169 la extraccién de una fraccién polifendlica a partir
de frutas no maduras (que pesan de 3 a 10 gramos) de la familia de las Rosaceae (manzana, pera ...). La fraccién
polifendlica asi definida se caracteriza por un alto contenido en derivados de la familia de los dcidos hidroxicindmicos
(4cido clorogénico, cafeico y p-cumdrico) y en moléculas de la familia de los flavanoles (catequina, epicatequina y
procianidina). La floridzina de estos extractos procedentes de frutas no maduras representa menos del 7% en peso del
conjunto de los compuestos fendlicos y las dihidrochalconas (floridzina y floretina) tipicos de las rosdceas menos del
9%. Entre los compuestos fendlicos presentes en el reino vegetal, 1a floretina y su derivado glicosilado, la floridzina son
tipicos de la manzana y de otras frutas de la familia de las Rosaceae. Se encuentra la floridzina en cantidad importante
en las pipas y en la corteza de los arboles, y en cantidad bien en el jugo y la piel de manzana.

La floridzina se conoce desde hace tiempo por su actividad de bloqueo de la asimilacion de la glucosa. Uno de los
mecanismos de accién descrito seria que la floridzina entra en competicién con los aziicares simples y, por lo tanto,
limita su transporte en la sangre (Alvarado y Crane, Biochim. Biophys. Acta 56, pag 170, 1962). Otro mecanismo, que
se puede vincular al precedente, hard intervenir el bloqueo de los sistemas de transporte sodio-dependientes de los
oligosacdridos tales como glucosa, galactosa, xilosa ... a nivel del intestino delgado (Esaki et al., Agric. Bio. Chem.
55, 11, pag. 2855, 1991). Parece que el transportador “natural” del aziicar dispone de dos lugares independientes, el
lugar de afinidad “azdcar” y el lugar de afinidad “fenol”, y que la floridzina, al vincularse fuertemente al transportador
por interaccién sobre los dos lugares, bloquea el transporte de los azicares a través de las membranas.

Estas hipétesis fueron confirmadas por trabajos in vivo. La floridzina se estudi6 desde hace tiempo experimental-
mente con éxito para disminuir la disponibilidad de la glucosa sanguinea y causar una glicosuria (presencia de glucosa
en las orinas) en la oveja (Goetsch y Pritchard. Am. J. Vet. Res. 19, pag 637, 1958), la cabra (Schultz et al., J. Dairy
Sci. 32, pag. 817, 1949) y el vacuno (Lyle et al. J. Dairy Sci. 67, pag. 2255, 1984; Young et al. J. Dairy Sci. 57, pag.
689, 1974). De 2 a 4 gramos de floridzina al dia durante 48 h en inyeccién subcutdnea a una vaca son suficientes para
implicar una disminucién dréstica del contenido en glucosa y en insulina del plasma sanguineo y la excrecién de 225
a 337 gramos de glucosa al dia en las orinas del animal tratado (Amaral-Phillips et al., J. Dairy Sci. 76, pag. 752,
1993).

Este mecanismo de bloqueo del transporte membranal de la glucosa es muy interesante en particular en los regime-
nes occidentales para la prevencién de la diabetes y para el tratamiento de algunas formas de obesidad. Dos patentes
hacen asf intervenir la floridzina en composiciones medicamentosas destinadas a bloquear el transporte de la glucosa.
La patente checa n° 1993000931986 (Valovic) describe una mezcla a base de dcidos fosférico, sulftrico, lactico, de
creosota, de tridxido de arsénico, de sulfato de sodio y de extractos de plantas entre los cuales la floridzina extraida
de corteza de 4rbol frutal. La patente de EE.UU. n° 5.985.850 (Falk et Asculai) describe composiciones farmacéuticas
que hacen intervenir el 4cido hialurénico como transportador de moléculas activas (entre los cuales la floridzina o
moléculas de la misma familia) para bloquear el transporte de la glucosa en algunos tipos de células.

En el triturado o zumo de manzana, las dihidrochalconas (floretina y floridzina) estan presentes en cantidad menor
con respecto a los otros polifenoles. El dcido clorogénico y las procianidinas son los polifenoles mayoritarios de las
manzanas, tanto manzanas “de sidra” como “de cuchillo”, la floridzina y la floretina no representan nunca mas de 5%
en peso de los polifenoles totales de las manzanas maduras (Karadeniz y Ekski, 1996, Sanoner et al., 1999 ay b).

En los extractos polifendlicos conocidos, las proporciones entre las distintas moléculas fendlicas se conservan con
respecto a las proporciones presentes en las distintas materias primas. Se obtienen, por lo tanto, cldsicamente extractos
polifendlicos ricos en dcido hidroxicindmicos (4cidos cafeico, clorogénico y cumdrico) y pobres en dihidrochalconas
(floridzina y floretina):
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Compuesto fendlico Manzana * en mg/l de Extracto polifenélico
jugo o kg de triturado conocido de manzana en
mg/g de polvo
Acido cafeico € (no cuantificable) 21,7
Catequina €a 150 15,1
Acido clorogénico 60 a 1200 161,0
Procianidinas 500 a 5000 69,6 (B1y B2)
Acido p-cumarico 12150 9,3
Epicatequina € a 1400 414
floridzina 6a 100 32,7
Quercitrina 3 1,9
Floretina 5a100 9,5
Polifenoles totales (expre- 4834
sados en equivalente flo-
ridzina)

€ = cantidad no cuantificable

* valores compilados de medidas sobre 15 variedades de manzanas de sidra y 3 va-
riedades de manzanas de cuchillo sobre 3 camparias (Karadeniz y Ekski, 1996).
Karadeniz F. and Ekski A. 1996. Phenolic compounds in apple juice from different
varieties. Scientific technical Com. Int. FED. Fruit Juice Producers, 24, pag 265-275.
Sanoner P., Guyot S., Marnet N. y Drilleau J.F. 1999. Polyphenolic profiles of French
cider apples varieties. En “Polyphenols, wines and health”, simposio, Burdeos, 14-16

de abril.
Sanoner P., Guyot S., Marnet N., Molle D. and Drilleau J. F. 1999. Polyphenol profiles
of French cider apple varieties. J. Agric. Food Chem. 47, pag . 4847-4853.

El 4cido cafeico es en realidad un producto de degradacion del 4cido clorogénico ya que hay muy poco, o incluso
nada, de dcido cafeico naturalmente presente en las manzanas (Fiedler, 1954, Arzneimittel-Forsch 4,41).

La firma solicitante se interesé por una fraccion fendlica de la manzana, siendo bien conocida esta dltima por
sus efectos beneficiosos para la salud (Blackholly H. Nut. and Food Sci., 109, pag. 2-4, 1987). La firma solicitante
puso a punto la utilizacién cosmética de fracciones fendlicas ricas en dihidrochalconas, que constituye el objeto de la
invencion.

Otro objeto estd constituido por las aplicaciones de esta fraccién como complemento alimentario, nutracéutica o
cosmético en el marco de un tratamiento cosmético destinado a mejorar el aspecto estético del cuerpo.

Otros objetos aparecerdn en la lectura de la descripcién y los ejemplos que siguen.

La presente invencién tiene por objeto, en el tratamiento cosmético de mamiferos, la utilizacién de fracciones
fenolicas ricas en dihidrochalconas a partir de frutas de la familia de las Rosaceae. Estas fracciones fendlicas ricas en
dihidrochalconas presentan excelentes propiedades de regulacién del metabolismo glucidico, mas concretamente la
propiedad de reducir la asimilacion de los oligosacaridos, en particular, de la glucosa, por bloqueo de los sistemas de
transporte de los oligosacéridos. Desempefian, en el marco de un tratamiento cosmético destinado a mejorar el aspecto
estético del cuerpo, un papel activo en la limitacién de la carga ponderal, el control de la toma de peso y en algunas
formas de obesidad no patoldgicas.

La utilizacion de estas fracciones en las preparaciones alimentarias o nutracéuticas para la limitacién de la car-
ga ponderal, el control de la toma de peso y algunas formas de obesidad no patoldgicas constituye el objeto de la
invencion.

Las fracciones polifendlicas ricas en dihidrochalconas utilizadas en la invencién incluyen al menos un 10% en peso
de polifenoles y preferentemente un 50%, 10% de los cuales al menos en peso estd formado por floridzina y prefe-
rentemente entre 10 y 70%. Estos extractos pueden contener también dcido clorogénico, epicatequina, procianidinas,
quercitrina, 4cido p-cumadrico, asi como floretina.
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Una composicién especialmente preferida de estas fracciones polifendlicas es que contiene en peso:
- mas del 10% de polifenoles totales, preferentemente mas del 50%,
- al menos 30% de polifenoles en floridzina, y preferentemente de 30 a 40% en peso,
- alo sumo 11% de polifenoles en dcido clorogénico, y preferentemente entre 2y 11%,
- alo sumo 4% de polifenoles en epicatequina,
- alo sumo 2% de polifenoles en procianidina B2,
- alo sumo 2% de polifenoles en quercitrina,
- alo sumo 2% de polifenoles en quercetina,
- alo sumo 0,5% de polifenoles en dcido p-cumdrico, y
- menos del 0,5% de los polifenoles en dcido cafeico.

Las fracciones polifendlicas se caracterizan porque las dihidrochalconas estdn presentes en proporciones superiores
o iguales a 40% en peso con respecto a los dcidos hidroxicindmicos.

El 4cido cafeico estd presente en proporciones en peso inferiores a 20% del peso de floridzina presente. Preferen-
temente, el dcido cafeico representa menos de 1% en peso de los polifenoles totales de los extractos.

La proporcién de floridzina es 9 veces superior en peso a la de la catequina.
La cantidad de floridzina presente es al menos equivalente en peso a la del 4cido clorogénico.

Las fracciones polifendlicas utilizables para la aplicacién contemplada pueden contener floretina: por una hidrdlisis
dcida proporcionada (Merck Index, 12° edicién), se puede transformar la casi totalidad de la floridzina en floretina.

En las fracciones fendlicas segin la invencion, las dihidrochalconas estdn presentes en proporciones superiores o
iguales a 40% en peso con respecto a los dcidos hidroxicindmicos.

Las fracciones polifendlicas ricas en dihidrochalconas utilizadas en la invencion pueden ser obtenidas por el pro-
cedimiento de extraccidn siguiente que permite la extraccion selectiva de una fraccién polifendlica rica en dihidro-
chalconas a partir de manzanas maduras:

+« Las manzanas trituradas son objeto de una o mas extracciones sélido/liquido, en presencia o no de agua
afiadida.

+« El extracto sélido hiimedo obtenido bien sea se seca a continuacion, o bien se licua enzimaticamente para
obtener un extracto liquido.

0,
0‘0

El extracto sélido seco se somete a nuevas extracciones durante un tiempo comprendido entre 10 minutos y
2 horas por un disolvente orgdnico polar, preferentemente un alcohol alifitico en C1-C4, puro o en mezcla
con agua para obtener un extracto orgénico.

» Este se evapora en seco a una temperatura inferior o igual a 60°C preferentemente bajo presion reducida.

L)

R
0‘0

Este residuo es recogido a continuacién por el agua antes de ser agotado varias veces, preferentemente 4
veces, por un disolvente no miscible en agua, preferentemente el acetato de etilo o el acetato de metilo o de
propilo.

+ Las soluciones orgédnicas obtenidas se mezclan y se evaporan en seco a una temperatura inferior a 60°C,
preferentemente inferior a 50°C, para obtener la fraccién polifendlica que es objeto de la presente invencion.

0,
0‘0

Por otra via, el extracto s6lido himedo se mezcla al agua en presencia de una mezcla enzimdtica durante
un tiempo comprendido entre 1 y 4 horas a una temperatura comprendida entre 30 y 50°C, preferentemente
entre 40 y 45°C, para obtener un extracto liquido.

+« Este extracto liquido se clarifica por centrifugacién o por filtracién luego por ultrafiltracion.
+« El extracto se carga sobre una columna cromatografica llenada de una resina adsorbente de tipo estireno-
divinilbenceno. La resina se lava con agua acidificada para eliminar las impurezas y los azicares residuales.

Los polifenoles se eluyen a continuacién por una solucién hidroalcohdlica que contiene entre 40 'y 70% de
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etanol preferentemente entre 50 y 60% en peso. Otros alcoholes alifaticos en C1-C4 se pueden utilizar tales
como el metanol o el butanol.

< En caso necesario, se introduce una etapa de desenceramiento en curso del procedimiento.

+« El producto obtenido por extraccion se recoge una ultima vez al agua antes de ser secado preferentemente
por atomizacién o liofilizacidn para obtener un polvo de color beige que contiene al menos 20% en peso de
polifenoles, preferentemente mas del 50% de polifenoles, y 10% de los cuales en peso y preferentemente
entre 10 y 70% de polifenoles son dihidrochalconas, preferentemente floridzina.

Las fracciones son obtenidas por el procedimiento anteriormente descrito preferentemente a partir de manzanas
maduras de la familia de las rosdceas y en particular de la especie Malus sylvestris Mill.

Este extracto de manzanas comestibles que poseen las caracteristicas enunciadas, obtenido segtn el procedimiento
anteriormente descrito, es utilizable como complemento alimentario o nutracéutico.

La invencién tiene también por objeto la utilizacion de una composicién cosmética que comprende, entre otras
cosas, la fraccién polifendlica rica en dihidrochalconas anteriormente descrita.

La invencién tiene también por objeto la utilizacién de una composicién alimentaria para el tratamiento cosmético
con el fin de limitar la carga ponderal, para el tratamiento cosmético de algunas formas de obesidad no patoldgicas y
mejorar el aspecto estético del cuerpo.

El extracto polifendlico, al disminuir considerablemente la absorcién de los azicares por los tejidos, tiene un papel
beneficioso sobre el control de la sobrecarga ponderal y de la obesidad, y se puede, por lo tanto, utilizar ventajosamente
en productos nutracéuticos o alimentarios con vocacion “esbeltez”.

Segiin el modo de administracién, la composicién segtin la invencidn se puede presentar bajo todas las formas
habitualmente utilizadas en cosmética tales como por ejemplo productos alimentarios complementados, capsulas de
gelatina o bebidas.

Las composiciones nutracéuticas, alimentarias o cosméticas de la presente invencién se formulan cldsicamente
segun la aplicacién a la cual se destina.

Los ejemplos siguientes ilustran la invencién sin limitarlo en ningtn caso.
Ejemplo 1
Actividad de inhibicion del transporte de la glucosa por la fraccion polifendlica rica en floridzina

Los transportadores membranales de la glucosa (GLUTS) son transportadores universales de la glucosa y del 4cido
deshidroascérbico (ADHA) de las células de los mamiferos y son esenciales en el metabolismo de los azicares.

La medida de la eficacia del extracto polifendlico para bloquear un transportador del azicar para inhibir la absor-
cién a la vez de la glucosa y del ADHA utiliza un método descrito por Park y Levine (Park J. B. and Levine M. 2000.
J. Nutr. 130, pag. 1297-1302). Este método recurre al transportador GLUT 1, existente en la mayoria de los tejidos. La
activacion de este transportador permite el transporte de la glucosa desde la sangre hasta en la célula.

Utilizamos una raza celular uterina humana (Ishikawa Var 1) para estudiar el efecto del extracto polifendlico en
concentraciones comprendidas entre 5 y 500 ug/ml sobre la respuesta a la absorciéon de la glucosa. Las experiencias
se realizan en un suero fisiolégico para minimizar los artefactos vinculados a enlaces posibles con proteinas. La
respuesta se mide después de 30 min de incubacidn gracias a la utilizacién de una 2-desoxiglucosa marcada (2DeOG)
y se comparan los resultados con inhibidores conocidos de los transportadores de la glucosa, es decir, la floretina y
la genisteina. Los resultados se expresan graficamente como el porcentaje de inhibicién del transporte del 2DeOG
después de 30 min de incubacién con respecto al control sin inhibidor (figura 1).

El extracto polifendlico muestra un efecto de inhibicién del transporte membranal de la glucosa muy importante,
cualquiera que sean las concentraciones entre 5 y 500 pg/ml: se tiene una inhibicién de la absorcién del 2DeOG de
aproximadamente 30% a una concentracién de 5 ug/ml, inhibicién que pasa al 80% para una concentracién de 500
pg/ml. El efecto del extracto polifendlico es al menos equivalente, o incluso superior, al de la genisteina o la floretina a
concentraciones entre 1 y 100 uM, concentraciones generalmente reconocidas por su eficacia frente al efecto buscado.

Esta experiencia pone de manifiesto, por lo tanto, que la fraccién polifendlica rica en dihidrochalconas contribuye
a un control de la carga en azicares por el organismo, favoreciendo el control de la sobrecarga ponderal, llegando
hasta la prevencién de alguna diabetes.
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Ejemplo 2
Formulacion de una cdpsula de gelatina de uso nutracéutico

En una cédpsula de gelatina de 400 miligramos, se incorporan 24 miligramos del extracto polifendlico segtin la
invencién. Los 376 miligramos restantes son pectina de manzana.

La cantidad de extracto polifendlico segiin la invencién presente en la cdpsula de gelatina asi formulada correspon-
de a la aportacién del equivalente de una manzana en dihidrochalconas.

Ejemplo 3
Formulacion de un producto alimentario nutracéutico

La masa blanca del yogur contiene de 2 a 7% de aziicares afiadidos y un contenido en materias grasas comprendido
entre 3 y 5% de la masa bruta del yogur. El pH de este yogur estd comprendido entre 4,1 y 4,3.

Se prepara un yogur de frutas que contiene de 8 a 10% de frutas en la masa blanca. El extracto polifendlico segin
la invencion se incorpora directamente en la preparacion de frutas (al mismo tiempo que los aromas y los colorantes)
destinada al yogur. Sin embargo, como las dihidrochalconas no son moléculas muy solubles, 24 mg de extracto poli-
fendlico se pueden previamente solubilizar en 0,5 ml de una solucién hidroalcohdlica antes de su incorporacion en la
preparacion de frutas destinada al yogur o directamente en el yogur.

A esta dosificacion, el extracto polifendlico no tiene impacto organoléptico negativo. Ademas el etiquetado puede
reivindicar una formulacién de 100% manzana si, ademas de la utilizacién de purés y/o zumos concentrados de man-
zana, la aromatizacion se realiza con la ayuda de una esencia de manzana y la aportacion de azicar se realiza con la
ayuda de azicar de manzana.

Se obtiene asi un producto lacteo fresco hipocaldrico.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién, en preparaciones alimentarias o nutracéuticas, de una fraccién polifendlica rica en dihidrochalconas
procedentes de frutas de la familia de las Rosaceae en el tratamiento cosmético de mamiferos con el fin de limitar la
carga ponderal y mejorar el aspecto estético del cuerpo.

2. Utilizacién de una fraccion polifenélica rica en dihidrochalconas segiin la reivindicacién 1, para el tratamiento
cosmético de algunas formas de obesidad no patoldgicas.

3. Utilizacién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 de una fraccion caracterizada porque incluye al
menos 10% de polifenoles que incluyen al menos 10% en peso de floridzina con respecto a los polifenoles totales.

4. Utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 de una fraccién caracterizada porque contiene
de 10 a 70% en peso de floridzina con respecto a los polifenoles totales.

5. Utilizacién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 de una fraccion caracterizada porque contiene
acido clorogénico.

6. Utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 de una fraccién cuya relacion en peso de floridzina
con respecto al peso del dcido clorogénico es superior o igual a 1.

7. Utilizacién segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 de una fraccién caracterizada porque contiene
epicatequina.

8. Utilizacién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 de una fraccidn cuya relacién en peso de floridzina
con respecto al peso de epicatequina es superior a 9.

9. Utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 de una fraccién caracterizada porque contiene
cantidades menores de procianidina B2, de quercitrina, quercetina, dcido p-cumdrico y de otros fenoles.

10. Utilizacion segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 de una fraccién caracterizada porque contiene
acido cafeico en tales cantidades que la relacion en peso de floridzina con respecto al peso de acido cafeico es superior
a4

11. Utilizacién segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 de una fraccién cuya proporcioén en peso de
dcido cafeico representa menos de 1% de los polifenoles totales.

12. Utilizacién segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 de una fraccién caracterizada porque contiene
floretina.

13. Utilizacién segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 de una fraccién caracterizada porque las
dihidrochalconas (floridzina y floretina) estdn presentes en proporciones superiores o iguales a 40% en peso con
respecto a los dcidos hidroxicindmicos (acido cafeico, dcido clorogénico, 4cido p-cumadrico).

14. Utilizacién segtn una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 de una fraccién caracterizada porque se
procede a una extraccion a partir de manzanas maduras.

15. Utilizacién seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 de una fraccién caracterizada porque se
procede a una extraccién de la manzana Malus sylvestris Mill.

16. Utilizacién de una composicién alimentaria o nutracéutica que incluye una fraccion polifendlica tal como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 15 para el tratamiento cosmético con el fin de limitar la carga
ponderal y mejorar el aspecto estético del cuerpo.

17. Utilizacién de una composicion alimentaria o nutracéutica que incluye una fraccién polifendlica tal como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 15 para el tratamiento cosmético de algunas formas de obesidad
no patoldgicas.
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