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DESCRIPCION

Composiciones de derivados polifendlicos estilbénicos y sus aplicaciones para luchar contra las patologias y el
envejecimiento de los organismos vivos

La invencién tiene por objeto composiciones de derivados polifendlicos estilbénicos para prevenir y luchar contra la
mayor parte de las patologias y el envejecimiento de los tejidos y de los organismos vivos. También se refiere a un
procedimiento de preparacion de estas composiciones asi como a sus aplicaciones, concretamente, en los campos
de la cosmeética, la dietética y la terapia.

Desde hace mas de medio siglo se ha desarrollado la hipétesis segun la cual el envejecimiento del organismo
humano resulta de la acumulacion de multiples dafios provocados a los tejidos por especies radicalarias o
reactividades quimicas oxidantes.

A mediados de los afos 50, tras numerosos trabajos sobre el caucho, el quimico Harman constaté que impedir la
formacion de radicales libres era el medio mas seguro para luchar contra su degradacion y su agrietamiento. Por
analogia, sugiere entonces que el envejecimiento de los tejidos en el ser humano (aparicién de arrugas en la piel,
por ejemplo) se debe a la formacién “anémala” en el interior de las células, de especies quimicas muy reactivas, y
concretamente, de radicales libres y a las series de reacciones que desencadenan.

Se forman especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel mitocondrial mediante “transferencia” incontrolada de
electrén/electrones al oxigeno (ROS: anién superdxido, peroxidos, peroxinitritos, radicales libres,...).

Estas ROS se propagan a continuacién a los otros compartimentos celulares o al citoplasma, en funciéon de su
hidro/liposolubilidad, en los que crean dafos considerables.

En tal contexto, la investigacion de sustancias activas para luchar contra el envejecimiento se realiza, durante estas
Ultimas décadas, basandose en su capacidad para romper las reacciones de oxidacién en cadena, es decir para
prevenir el estrés oxidativo. Efectivamente, cualquier sustancia que puede interaccionar con las ROS, disminuye sus
efectos nocivos y, a mas largo plazo, tendra un impacto positivo sobre la salud y, por los mismos motivos, ralentizara
el envejecimiento como el desarrollo de las principales patologias. Se trata de trampas de radicales libres (capacidad
para suministrar un Unico electrén cada vez) y/o antioxidantes (transferencia de dos electrones al mismo tiempo)
tales como las vitaminas (E y C) y los polifenoles.

No obstante, los dafios que provocan el envejecimiento del organismo o que acomparfan a las principales patologias
no son Unicamente consecuencia de un mal control del flujo de electrones debidos a “escapes” del metabolismo
mitocondrial y de ROS intracelulares, sino que también implica otras fuentes de efectos nocivos potenciales que
hacen intervenir la “reaccién de Maillard” y el estrés carbonilico.

En el estrés carbonilico, la funciéon carbonilo (aldehido) de la glucosa ejerce sus propiedades electréfilas con
respecto a residuos nucledfilos de las proteinas (aminas, tioles,...): es el punto de partida del estrés carbonilico que
se amplifica por la formacion de propagadores.

Las especies quimicas creadas, o los productos de glicacion, se consideran productos finales: son AGE por
“Advanced Glycated End-Products” (productos finales de glicacién avanzada), en los que la glucosa o sus
fragmentos estan unidos a residuos de aminoacido de manera irreversible.

Las reacciones de Maillard que se producen aumentan, al mismo tiempo, la capacidad reductora de los azlcares y
de sus derivados. Los compuestos dicarbonilicos que se forman adquieren una oxidabilidad mucho mas fuerte
incluso que sus precursores y transfieren facilmente sus electrones al oxigeno, por ejemplo. A partir del anion
superoxido formado inicialmente, se produce una misma serie de ROS que en el caso del estrés intracelular. Por
tanto, el estrés carbonilico se duplica por un segundo tipo de estrés oxidativo.

A diferencia de los mecanismos mencionados anteriormente para las ROS de origen mitocondrial, este nuevo estrés
oxidativo se produce en el exterior de las células, en el interior de la matriz extracelular. Afecta por tanto a los
aminodcidos o los residuos de las proteinas de esta matriz, y concretamente a las fibras de colageno y de elastina.
Este estrés oxidativo, particularmente importante debido a que los sistemas de proteccién enzimaticos no son tan
eficaces como los situados en la célula, desemboca en un aumento de los fendémenos de alquilaciéon que se afaden
a los productos de glicacion y de glicoxidacién, procedentes del estrés carbonilico.

Asi, el estrés carbonilico, duplicado por un estrés oxidativo extracelular, es al menos tan importante como el estrés
oxidativo intracelular en el desarrollo del envejecimiento y la implantacién de las alteraciones tisulares que
acompanan a las principales patologias.

El estudio por parte de los inventores de los fendmenos que conducen al envejecimiento de los tejidos les han
llevado por tanto a una consideracion mas extendida de los mecanismos bioquimicos que son responsables del
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mismo y a extraer nuevos conceptos que permiten definir nuevas dianas biolégicas de acciones complementarias
para combatirlos mas eficazmente.

Sus investigaciones han llevado entonces a modificar la estructura de polifenoles con propiedades antioxidantes y
de trampa de radicales libres, tales como los que constituyen extractos vegetales, para conferirles mayores
capacidades para atrapar también los agentes de estrés carbonilico.

La invencion tiene por tanto como objetivo proporcionar nuevas composiciones de derivados de polifenoles que
constituyen polifenoles sobreactivados que pueden a la vez actuar con una gran eficacia sobre un mayor numero de
dianas bioldgicas (estreses oxidante y carbonilico) y estan estabilizados.

La invencion también tiene como objetivo proporcionar un procedimiento que permita obtener tales derivados
polifendlicos a partir de polifenoles de extractos vegetales.

Segun aun otro aspecto, la invencion se refiere a aprovechar las propiedades de estas composiciones polifendlicas
de tipo floroglucindlicos, en cosmologia, dietética y terapia.

Las composiciones de derivados de polifenoles de la invencién estan caracterizadas porque dichos polifenoles
encierran mondmeros, oligdmeros o polimeros de unidades que responden a la formula (1):

OH

para-fenol

HO .
resorcinol

(1) OH

Estas unidades se caracterizan por la presencia simultanea de un nacleo de tipo resorcinol (nicleo A) y de un ndcleo
de tipo para-fenol (nucleo B), unidos entre si por un enlace carbonado tal como C. En el caso el mas sencillo, los dos
nucleos Ay B se confunden y el segmento C no existe, lo que corresponde al caso del floroglucinol de férmula (11)

OH

HO OH
floroglucinol
(I

Los ndcleos A y B de estas unidades son, lo mas frecuentemente, distintos y el segmento C esta constituido por 2
carbonos que tienen hibridacion sp2 y forman un vinilo: es el caso del resveratrol de formula (11l)

OH

resorcinol
vinilo para-fenol
“
resveratrol OH
(ITII)

El segmento C también puede estar constituido por carbonos con hibridacion sp3 y servir, concretamente, de punto
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de unién entre los mondmeros para formar los polimeros.

Dichos derivados se sobreactivan, en lo que refiere a su poder nucledfilo, mediante alquilacién de al menos una
funcién fendlica de cada unidad y se estabilizan mediante esterificacién mediante mezclas de &cidos grasos
mayoritariamente insaturados (AGl) de todas las demas que quedan libres.

De manera general, las sustituciones especificas de los derivados de las composiciones de la invencién conducen a
una modulacion de su actividad y hacen que puedan inhibir al mismo tiempo, y de manera especifica, los principales
mecanismos implicados en las principales patologias y el envejecimiento mencionados anteriormente.

Ventajosamente, el nimero de grupos -O-alquilo por molécula no es igual al nimero de hidroxilos presentes de
media por molécula y, preferiblemente, es de 1 6 2.

El o los grupos alquilo son mas particularmente grupos con efecto electrodonador: metilos, isopropilos o terc-butilos,
para reforzar al maximo la nucleofilia de los nucleos aromaticos y, como consecuencia, su capacidad para atrapar
los agentes de estrés carbonilico.

La estabilizacién eficaz se obtiene mediante la formacion de ésteres de AGI entre las funciones fendlicas que
quedan libres y los acidos grasos procedentes de aceites vegetales con acidos grasos mayoritariamente insaturados
(AGI). Los aceites se eligen por su impacto favorable sobre la salud. Ventajosamente, los productos activos
obtenidos encierran entonces proporciones de acidos grasos insaturados idénticas a las de los aceites de los que
proceden.

Dichos ésteres comprenden preferiblemente las mezclas de radicales acilo R de los acidos grasos de aceite de oliva
(Olea europea) o de aceite de pepitas de uva (Vitis vinifera).

Se trata mas especialmente de radicales R de &cidos grasos saturados (AGS = &c. estearico; 7-8%), de acidos
grasos monoinsaturados (AGMI = &cido oleico; 55-75%) y de acidos grasos poliinsaturados esenciales (AGPI; 15-
18%): diinsaturados (ac. linoleicos) y triinsaturados (&c. linolénicos) de las series -6 y ®-3, presentes en los
derivados de la invencion en proporciones idénticas a las de los aceites que ejercen un beneficio maximo sobre la
salud, segun datos procedentes de epidemiologia.

Esta estabilizacion permite por otro lado proteger a los polifenoles estilbénicos sobreactivados frente a una
destruccién prematura segura (oxidacién al aire o a la luz), al tiempo que les proporciona un carécter lip6filo con el
fin de aumentar sus posibilidades de reabsorberse. Véanse, con respecto a esto, los documentos FR 2 766 176 y FR
2772613.

No obstante, ventajosamente, esta estabilizacion es temporal, y ya no es eficaz cuando se colocan los derivados en
situacion de actuar, con el fin de restituirles todo su poder antioxidante. Por tanto, debe ser reversible mediante
accién simple de los sistemas biolégicos a los que se exponen entonces los grupos estabilizantes, y concretamente,
las enzimas tales como lipasas, esterasas o proteasas.

Mas especificamente, la invencién se refiere a composiciones caracterizadas porque dichos derivados responden a
la férmula (V)

OR!

R4O

(IV)
en la que

- R'" es un radical alquilo, o un radical acilo de un acido graso de un aceite vegetal, representado por R tal como se
definié anteriormente,

- R? es un hidrégeno o el punto de unién en R” 0 a R? de otra unidad,

- R3 es un hidrégeno o el punto de unién en R” o en R* de otra unidad,
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- R* es un radical alquilo, o un radical acilo de un acido graso de un aceite vegetal, representado por R tal como se
definié anteriormente o el punto de unién en R® de otra unidad.

- R” representa H o el punto de unién en R? o en R de otra unidad,

- R’ es un hidrégeno o un radical O-acilo de un acido graso de un aceite vegetal, representado por R tal como se
defini6 anteriormente

y los diastereoisomeros y los regioisomeros de estos motivos.

A modo de ejemplo, pueden proporcionarse el dimero (épsilon-viniferina) y el trimero (miyabenol C), de féormulas (V)
y (VI):

derivado de
miyabenol C

derivado de
épsilon-viniferina oR! RO
(V) (V1)
Segun una disposicién preferida de la invencion, los derivados definidos anteriormente corresponden a derivados
alquilados, después estabilizados, de extractos vegetales. Por tanto, presentan las estructuras de los polifenoles
presentes en mezcla en estos extractos vegetales.

Por tanto, dichos extractos vegetales estan constituidos esencialmente por derivados del resveratrol, respondiendo
este dltimo a la formula (I1)

HQO

O / OH

HO resveratrol

(I1T)

En un primer grupo de esta familia, se trata mas particularmente de extractos de la vid.

La invencién se refiere muy especialmente a los derivados de extractos de sarmientos y/o de escobajos de vid (Vitis
vinifera).

La invencion se refiere por tanto a composiciones de derivados de polifenoles de extractos de sarmientos de vid,
comprendiendo estos extractos cantidades importantes de derivados polifenélicos que constituyen, tal como se
indicoé anteriormente, equivalentes vinilogos del floroglucinol. Se trata concretamente de polifenoles de formulas I,
VII, VIII, IX y X a continuaciéon que corresponden respectivamente al resveratrol, piceatannol, épsilon-viniferina,
pallidol, miyabenol C.
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OH

HO OH HO

resveratrol piceatannol épsilon-viniferina pallidol miyabenol C
(1 (Vi (Vi (IX) (X)

En un segundo grupo de dicha primera familia, se trata de derivados de extractos de poligono (Polygonum
cuspidatum).

En un tercer grupo, se trata de derivados de extractos de frutos, por ejemplo de moreras (Morus sp).

Las composiciones de derivados de polifenoles de la invencién se obtienen ventajosamente segin un procedimiento
que comprende la reaccion de las composiciones de polifenoles de los extractos vegetales definidos anteriormente

- en una primera etapa, con un agente de alquilacién en condiciones que permiten sustituir el hidrégeno de al menos
1 grupo OH fendlico por molécula, preferiblemente de 1 a 2, por un grupo alquilo, y

- en una segunda etapa, con un agente de acilacién, concretamente, un anhidrido o un cloruro de &cido, en
condiciones que permiten sustituir el hidrogeno de los grupos -OH, todavia libres tras la alquilacién, por una mezcla
de radicales acilo -COR liberados por el agente de acilacién, siendo R tal como se definié anteriormente.

La reaccion de alquilacion recurre a reactivos disponibles comercialmente, tales como halogenuros (yoduros,
bromuros,...), 0 ésteres sulfuricos a razén de un equivalente quimico y medio. Se afiaden lentamente a una
disolucién del extracto polifenélico en un disolvente aprético (acetona anhidra, por ejemplo), y en presencia de una
base mineral (carbonato de potasio,...), se lleva a reflujo, con agitacion y atmoésfera inerte (nitrégeno, argén, de
manera ideal).

Se detiene la reacciéon de alquilacion, tras enfriamiento, mediante adicién de un é&cido diluido (clorhidrico, por
ejemplo) hasta la obtencion de un pH &acido. Se continla la agitacion durante 45 min complementarios,
aproximadamente. Se concentra el medio de reaccién a vacio (evaporacién del disolvente). Se extrae la fase acuosa
mediante un volumen igual de disolvente no miscible (acetato de etilo, diclorometano,...), que a su vez se lava con
dos volumenes equivalentes de agua destilada (hasta la neutralidad). Se seca esta fase organica sobre sulfato de
sodio anhidro, después se filira y se evapora a presion reducida para dejar el residuo de los polifenoles alquilados.

El agente de acilacién se prepara a partir de un aceite vegetal segin un procedimiento que comprende:
- la saponificacion de los glicéridos de un aceite vegetal, seguida por una acidificacion,

- una activacion mediante deshidratacién en el caso en el que el agente de acilacion es un anhidrido de &cido, o
mediante cloracion, en el caso en el que se trata de un cloruro de acido, pero pueden usarse otros derivados que
confieren el mismo efecto de activacion (transesterificacion, acilacion enzimatica, segun los casos).

La reaccién de saponificacién se realiza en fase acuosa en presencia de un agente alcalino como el hidroxido de
potasio en cantidad al menos estequiométrica, preferiblemente a la temperatura de reflujo. Entonces se lleva la
disolucién a pH acido mediante adicién de acido mineral, después se extrae mediante un disolvente organico con el
fin de aislar la mezcla de los acidos libres formados durante la reaccion.

La reaccion de deshidratacién se desarrolla a reflujo, en presencia de disolvente que puede crear un azeétropo con
el agua, con el fin de permitir su eliminacién, a medida que se forma. Se usa por ejemplo tolueno y se atrapa el agua
mediante un sistema de tipo “Dean Stark”.

La reaccién de cloracion se realiza en presencia de disolvente que puede disolver los acidos grasos libres. Se
cataliza mediante una base de Lewis y se realiza mediante adicion lenta del agente de cloracion, a temperatura
controlada, proxima a 0°C. Cuando se termina la adicion, se prolonga la agitacion a la temperatura ambiente,
después se concentra el medio de reaccion mediante evaporacion a vacio, y se purifican los cloruros mediante
destilacion.
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Ventajosamente:

- se usa, como disolvente de la cloracion, diclorometano o cloroformo, por ejemplo, con la condicién de que no se
estabilice mediante un alcohol,

- el agente de cloracion es, por ejemplo, el cloruro de tionilo o el cloruro de oxalilo,
- el catalizador puede ser la dimetilformamida,

- la purificacién de los cloruros de acilo tiene lugar mediante destilacién a alto vacio, en un “horno tubular’
(Kugelrohr).

La reaccion de acilacion se realiza con la mayor frecuencia en presencia de un disolvente que permite una
solubilizacién, aunque sea parcial, de los compuestos polifendlicos alquilados resultantes de la reaccién de
alquilacion descrita anteriormente.

Se eligen disolventes apropiados de los derivados halogenados tales como el diclorometano, el cloroformo o el 1,2-
dicloroetano, o de los derivados nitrogenados tales como la piridina, o incluso el hexano, segun los compuestos
alquilados que deban disolverse.

Se colocan los derivados polifendlicos alquilados, en disolucién en el disolvente de reaccion elegido y
ventajosamente con adicién de un agente de catalisis basico (por ejemplo, la trietilamina o la piridina), con agitacién
y bajo atmdsfera inerte (argén, nitrégeno).

Se usan dos equivalentes de anhidridos o de cloruros de AG, tal como se prepararon anteriormente, como agentes
de acilacién. Se afnaden gota a gota, en disolucion en el disolvente de la reaccion, si no se trata de piridina sola. En
el caso en el que la piridina es a la vez el disolvente y el catalizador basico, se procede a una adicién “inversa”. Es la
disolucién de los derivados polifendlicos la que se afnade gota a gota a los acilpiridinios previamente formados.

Una alternativa que puede aplicarse consiste en afiadir con agitaciéon vigorosa una fase acuosa basica (NazPOa,
K3PQ4) a la disolucién organica (CHCIs, CH2Cl2) de los derivados polifendlicos alquilados y de los agentes de
acilacion, realizando asi las condiciones de Schotten-Baumann.

Independientemente del procedimiento adoptado, la reaccion se realiza preferiblemente a temperatura ambiente,
con una duracién de aproximadamente 7 a 8 horas.

Los derivados esterificados asi formados se purifican mediante adicién de agua acidificada (HCI, c.s.p. pH acido),
después mediante varios lavados de la fase organica con agua destilada. Tras secado sobre sulfato de sodio, se
filtra la disolucién, después se evapora hasta sequedad para liberar los productos activos flavonoidicos alquilados y
estabilizados.

Los productos activos con doble potencialidad de la invencion, que pueden a la vez atrapar las ROS,
independientemente de su origen intra o extracelular, y atrapar los compuestos dicarbonilicos (antiglicacién y anti-
AGE), presentan un gran interés como los medios de lucha mas completos y mas eficaces actualmente contra el
envejecimiento cutaneo.

Por tanto, las composiciones de la invencién son particularmente apropiadas para la elaboracion de preparaciones
cosméticas.

En estas preparaciones, las composiciones estan asociadas a vehiculos apropiados para un uso externo. De
manera ventajosa, su caracter liposoluble favorece su incorporacién en las formas galénicas habitualmente usadas
en cosmética.

La invencion se refiere por tanto a composiciones cosméticas caracterizadas porque encierran una cantidad eficaz
para luchar contra el envejecimiento de la piel, de una o mas composiciones de derivados de polifenoles estilbénicos
tal como se definieron anteriormente en asociacién con vehiculos inertes apropiados para un uso externo.

Estas composiciones se presentan en una forma apropiada para una administracion por via topica tal como crema,
pomada, emulsion, gel, liposomas, locién.

Encierran del 0,5 al 5% de producto activo, preferiblemente del 2 al 3%.

La invencién también se refiere a un método para prevenir el envejecimiento de la piel, caracterizado por la
aplicacién en la piel o la ingestion de una o mas composiciones cosméticas tal como se definieron anteriormente.

Segun otro aspecto de gran interés, las composiciones de la invencion pueden usarse en dietética. Gracias
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concretamente a sus propiedades antirradicales y de atrapamiento de compuestos carbonilicos, garantizan una
mejor conservacion de los alimentos. Ademas, constituyen generalmente un aporte de factor vitaminico. Por tanto,
se afiaden ventajosamente a las bebidas, por ejemplo a los zumos de frutas, bebidas tonicas, a los productos
lacteos y derivados tales como la mantequilla.

También pueden usarse tal cual en forma liquida, o incluso en granulos o similares, geles o en forma de pasta, por
ejemplo incorporadas en dulces tales como pastas de frutas, caramelos, chicles.

Las propiedades de las composiciones de la invenciéon también se aprovechan ventajosamente para un uso como
medicamentos.

La invencion se refiere por tanto a composiciones farmacéuticas, caracterizadas porque encierran una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos una composicion tal como se definid anteriormente, en asociacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Estas composiciones se presentan ventajosamente en una forma apropiada para una administracion concretamente
por via oral, tépica o parenteral.

Por tanto, para una administracion por via oral, las composiciones se presentan mas particularmente en forma de
comprimidos, capsulas, disoluciones o jarabes.

Para una administracién por via tépica, las composiciones se presentan en forma de crema, pomadas, geles,
parches o lociones.

Para una administracion por via parenteral, las composiciones se presentan en forma de disolucién inyectable estéril
o esterilizable.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se facilitan, a modo ilustrativo, en los siguientes ejemplos en los que
se hace referencia a las figuras 1 a 11, que representan, respectivamente:

- figura 1: el espectro de IR-FT en modo ATR, de resveratroles monoalquilados (metilados) mediante yoduro de
metilo,

- figura 2: el espectro de RMN 2D HMBC de 'H-'3C (500 MHz) de resveratroles monoalquilados (metilados) mediante
yoduro de metilo,

- figura 3: el espectro de IR-FT de resveratroles monoalquilados (metilados) mediante DMS,

- figura 4: el espectro de RMN 2D HMBC de 'H-13C (500 MHz) de resveratroles monoalquilados (metilados) mediante
yoduro de metilo,

- figura 5: el espectro de IR-FT de acidos grasos procedentes de la saponificacion de un aceite de oliva “virgen”, en
modo ATR,

- figura 6: el cromatograma en fase gaseosa, detectado mediante espectrometria de masas (GC-DSQ2) de ésteres
metilicos preparados a partir de los cloruros de AG de oliva,

- figura 7: el espectro de IR-FT de cloruros de AG de oliva (en modo ATR),
- figura 8: el espectro de RMN de protén a 500 MHz (CDCIs) de cloruros de AG de oliva,

- figura 9: el espectro de IR-FT de polifenoles estilbenoidicos de sarmientos de vid alquilados y estabilizados
mediante AG de aceite de oliva,

- figura 10: el espectro de RMN 2D HMBC de 'H-'3C (500 MHz, CDCls) de polifenoles estilbenoidicos de sarmientos
de vid alquilados y estabilizados mediante AG de aceite de oliva.

Ejemplo 1: O-alquilacion del floroglucinol

Se disuelven 1,560 g de floroglucinol (12,3 mmol) en 20 ml de acetona anhidra, en un matraz de dos bocas equipado
con un refrigerante. Con agitacion y bajo atmésfera de argdn, en presencia de 1,685 g (12,3 mmol, 2 eq. quimicos)
de carbonato de potasio (K2COs3), se afiaden 766 microlitros de yoduro de metilo (= 1,746 g; d = 2,28 g/ml a 25°C),
es decir 12,3 mmol = 1 equivalente molar con respecto al resveratrol. Se lleva la reaccién reflujo durante 3 horas.

Se filtra el medio de reaccion sobre frita n.2 4 para eliminar el K2COs y se evapora la acetona a vacio. Se lleva el
residuo a 15 ml de acetato de etilo. La fase organica, lavada 2 veces con 15 ml de agua destilada, secada sobre
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sulfato de sodio, filirada y evaporada hasta sequedad, deja un residuo de 1357 mg, identificado como 5-metoxi-
resorcinol (rendimiento bruto = 89%; P.M. = 124) basandose en sus constantes espectrales: 'H-RMN, acetona-de,
500 MHz, & ppm: 5,95 (1H, d); 5,90 (2H, d); 3,65 (3H, s, Chs). 3 C-RMN, acetona-ds, 125 MHz, & ppm: 167,2 (s);
164,22 (2 s); 100,61 (d); 98,26 (2 d); 59,6 (cuad.).

Ejemplo 2: O-alquilacion del resveratrol

Se disuelven 450 mg de resveratrol (1,97 mmol) en 10 ml de acetona anhidra, en un matraz de dos bocas equipado
con un refrigerante. Con agitacion y bajo atmdésfera de argdn, en presencia de 270 mg (1,97 mmol, 2 eq. quimicos)
de carbonato de potasio (K2COs), se afiaden 123 microlitros de yoduro de metilo (= 280 mg; d = 2,28 g/ml a 25°C),
es decir 1,97 mmol = 1 equivalente molar con respecto al resveratrol. Se lleva la reaccion a reflujo durante 3 horas.

Se filtra el medio de reaccion sobre frita n.2 4, para eliminar el K2COs y se evapora la acetona a vacio. Se lleva el
residuo a 15 ml de acetato de etilo. La fase organica, lavada 2 veces con 15 ml de agua destilada, secada sobre
sulfato de sodio, filtrada y evaporada hasta sequedad, deja un residuo de 548 mg (rendimiento bruto = 91,6%,
basandose en los resveratroles monometilados, P.M. = 304).

El estudio de espectroscopia de IR-FT de este extracto de resveratroles O-metilados permite establecer las
caracteristicas comunes a todos estos derivados metilados, incluidos los mas complejos de los extractos
polifendlicos estilbenoidicos de vegetales, indicadas mediante flechas en el espectro (figura 1): bandas a 2838 (CH)
y 1251, 1143 y 1058 cm'" (éteres).

Esta mezcla de resveratroles monometilados se caracteriza en RMN mediante las correlaciones, diagnosticas de la
alquilacion, entre carbonos oxigenados aroméaticos del resveratrol (& = 160 ppm) y los protones de los metil éteres (3
= 3,8 ppm). El espectro de RMN 2D HMBC (figura 2) muestra correlaciones entre carbonos aromaticos oxigenados
(de 155 a 162 ppm) y los protones de los metil éteres, que tienen resonancia a una frecuencia centrada en 3,8 ppm.

Ejemplo 3: Etapa de O-alquilacién de polifenoles estilbénicos

Se trabaja con 10,08 g (44 mmol) de extracto de polifenoles estilbenoidicos tal como se obtienen segun el
procedimiento de la patente FR 2 766176, se disuelven en 50 ml de acetona. Se afiaden 12,25 g de K2CO3 activado
(88 moles = 4 eq. quimicos), después 3,15 ml (33 mmol, 1,5 eq. quimicos) del agente alquilante, en este caso el
sulfato de dimetilo (DMS), con agitacién y bajo atmésfera de argén.

Se realiza el célculo de los equivalentes quimicos contando una “media” de 3 residuos hidroxilo por unidad de
resveratrol. Por tanto, se considera que cada tramo de 228 g de extracto corresponde a “1 mol de resveratrol”, y
presenta tres funciones fendlicas de las cuales s6lo una debe transformarse en éter de alquilo. Por tanto, el
equivalente quimico del reactivo de alquilacién es igual a un tercio del nimero de moles de extracto de resveratrol
puesto en practica, considerando que el peso molecular es de 228.

Se lleva la disolucion nitida obtenida a reflujo durante 7 horas y se enfria la reaccién. Tras adicion de una disolucion
de acido clorhidrico diluido, hasta la obtenciéon de un pH acido (220 ml), se continGa la agitacién durante 45 min
adicionales. Se concentra el medio de reacciéon a vacio (evaporacion de la acetona). Se extrae la fase acuosa
residual mediante un volumen igual de acetato de etilo, que se lava con dos veces con 200 ml de agua destilada
(hasta la neutralidad del agua de lavado). A continuacién se seca esta fase organica sobre sulfato de sodio anhidro,
se filtra y se evapora a presion reducida para dejar el residuo de polifenoles estilbenoidicos alquilados (9,923 g;
rendimiento bruto = 93,2%, P.M. medio = 242).

En el caso preferido, en el que cada molécula del extracto inicial experimenta una Unica metilacién por unidad
estilbenoidica (“resveratrol”), se obtiene una mezcla de diferentes regio y estereoisémeros posibles, tales como los
monomeros y dimeros presentados a continuacion.
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resveratrol pallidel

ICH; 0,33 8q., KzC05 0,33 eq.
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Ejemplos de polifenoles estilbenoidicos activados contra los estreses carbonilicos

No obstante, generalmente, las diversas funciones fendlicas de cada una de las moléculas reaccionan con cinéticas
diferentes. Para el resveratrol, por ejemplo, las proporciones entre los diferentes isdbmeros de posicion son las
siguientes:

resveratrol 6%
3-O-metil-resveratrol 8%
4’-O-metil-resveratrol 13%
3,4’-di-O-metil-resveratrol y 3,5-di-O-metil-resveratrol 23%
3,4’,5-tri-O-metil-resveratrol 13%

Se obtiene como resultado una gran diversificacion de los productos activos estilbenoidicos sobreactivados que
estan constituidos por los derivados monometilados de la figura anterior, pero no obstante van acompafnados de
manera minoritaria por isomeros di y trimetilados posibles.

Como para el ejemplo anterior, las estructuras alquiladas (metiladas), de estos compuestos estilbenoidicos se
deducen a partir del analisis de sus diferentes espectros:

- La presencia de metil éteres de fenol se traduce en IR (figura 3), concretamente, por la aparicion de bandas de
absorcién a entre 2974 y 2836 cm! caracteristicas de los C-H de metilos (alargamiento) y, entre 1040 y 1235 cm™,
éstas caracteristicas de las funciones (C-O) éteres.

- El espectro de RMN 2D HMBC (figura 4), muestra correlaciones entre carbonos aromaticos oxigenados (de 155 a
160 ppm) y los protones de los metil éteres, que tienen resonancia a una frecuencia centrada en 3,8 ppm.

Ejemplo 4: Preparacién de los agentes acilantes
Etapa n.2 1: saponificacion del aceite de oliva:
A 50,46 g de aceite de oliva “virgen” (57 mmol, = “171 eq.”) colocados en un matraz equipado con un condensador,

se le afiaden 16,08 g de hidroxido de potasio (285 mmol, 1,67 eq.), en disolucién en 2,5 ml de etanol y 50 ml de
agua. Se lleva la reaccion a reflujo durante 5 horas. Se agita adicionalmente durante 14 h, a temperatura ambiente.
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Tras haber diluido la disolucion resultante mediante 300 ml de agua, se afiade &cido clorhidrico a una décima parte
(3,7%; p/v), hasta obtener un pH acido de la fase acuosa (250 ml aproximadamente). Entonces se transfiere el
contenido del matraz, que comprende un producto “insoluble” pastoso en la superficie, a un embudo de decantacion
y se extrae mediante 700 ml de hexano. Se separa la fase organica, después se lava 2 veces con 300 ml de agua
destilada (obtencién de un pH neutro de esta fase acuosa).

Se seca la fase organica sobre sulfato de sodio, se filtra sobre frita n.? 4, después se evapora para proporcionar un
residuo de 42,9 g (rendimiento bruto = 88,8%).

El espectro infrarrojo registrado en modo ATR con transformada de Fourier (figura 5) muestra una banda
caracteristica de los &cidos organicos libres a 1709 cm', al mismo tiempo que la desaparicion de las bandas de
ésteres del aceite de partida.

Etapa n.? 2: Activacion de acidos grasos procedentes de la saponificacion del aceite de oliva mediante formacion de
cloruros:

Se agita la disolucion de 41,5 g de acidos grasos libres (147,1 mmol) procedentes de la etapa n.® 1, en 232 ml de
cloroformo (estabilizado sobre amileno), bajo atmdsfera de argén, en un matraz enfriado mediante un bafo de hielo.
Por medio de un embudo de adicién, se introducen gota a gota 13,8 ml de cloruro de oxalilo (162 mM = 1,1 eq.), alo
largo de un periodo de 30 minutos. Se introduce 1 ml de dimetilformamida (DMF) y se continla la agitacién sobre un
bafo de hielo durante 5 minutos. La concentracion a presion reducida de la mezcla de reaccién (cloroformo y cloruro
de oxalilo en exceso) proporciona entonces 44,3 g de residuo aceitoso, de color ligeramente amarillo (rendimiento
bruto = 100%).

Mediante destilacién en un horno tubular (Kugelrohr), a vacio importante (2 mm de Hg), se elimina la coloracion de
este residuo (liquido incoloro), recogiendo las fracciones que destilan a de 178 a 195°C.

Con el objetivo de analizar la composicién de la mezcla de cloruros de acidos grasos obtenidos, se exponen algunos
microlitros de destilado a metanol. Entonces se inyecta la totalidad en un cromatégrafo en fase gaseosa equipado
con una columna de tipo “FAME” (“Fatty Acid Methyl Esther”, “éster metilico de acidos grasos”) y con un detector de
masas en linea (DSQ-1). en el cromatograma presentado en la figura 6, el pico a 17,8 min corresponde al estearato
(M+ = 298), aquél a 18,07 min al oleato (M* = 296), aquél a 18,08 min a un linoleato (M* = 294) y aquél a 19,38 min
al linolenato (M+ = 292). Sus intensidades relativas son una buena indicacion de sus proporciones respectivas. Los
espectros de IR-FT (figura 7) y de RMN de protén (figura 8) concuerdan perfectamente con la formacion exclusiva de

estos cloruros:
Una banda a 1798 cm™!, caracteristica de los cloruros de acilo.

Los protones en alfa del carbonilo (t, J= 7,5 Hz) presentan un desplazamiento quimico a 2,9 ppm, caracteristico de la
transformacion de los carboxilos en cloruros de &cido.

Ejemplo 5: Esterificacion de oligémeros de resveratrol O-alquilados

Se ponen 8,4 g (35 mmol) de oligdmeros de resveratrol O-alquilados segun el ejemplo 3, en suspension en 106 ml
de hexano con adicién de 9,3 ml de trietilamina (70 mmol), se agitan bajo atmésfera de argon. Se afiaden gota a
gota 10,65 g de los cloruros preparados en el ejemplo 4, diluidos en 45 ml de hexano (35,1 mmol, 1 eq.).

Se deja la reaccion aln durante 6 horas con agitacion a temperatura ambiente, antes de colocarse en un embudo de
decantacion y lavarse con 100 ml de acido clorhidrico a una décima parte, después 90 ml de una disolucion de
NaHCOs al 10% (p/v) en agua, y finalmente con agua destilada hasta la neutralidad (dos veces con 90 ml). Se seca
la fase organica sobre sulfato de sodio, se filtra, después se evapora hasta sequedad, a presion reducida. Deja un
residuo de 19,21 g de productos activos estilbenoidicos de sarmientos de vid alquilados y estabilizados (=
24,64 mmol; rendimiento bruto = 70,6%, P.M. medio = 774).

Con el objetivo de obtener medios de identificacion de estos productos activos, entonces se somete el total a
mediciones espectrales:

- El espectro infrarrojo mediante transformada de Fourier adquirido en modo ATR (figura 9) muestra la aparicion de
una banda intensa a 1764 cm’', caracteristica de los carboxilos de ésteres fendlicos, de manera concomitante con la
desaparicion de la banda grande centrada en 3350 cm, que correspondia a los hidroxilos fendlicos libres.

- El espectro de RMN bidimensional heteronuclear de 'H-'3C a larga distancia a 500 MHz (figura 10), obtenido en
modo inverso (HMBC), hace que aparezcan netamente las correlaciones que concuerdan perfectamente con las
estructuras diversificadas de polifenoles estilbenoidicos alquilados (metil éteres de oxigenos aromaticos) y
esterificados (ésteres de acidos grasos mayoritariamente insaturados, en mezcla estadistica tal como resulta del
aceite de oliva usado para preparar los agentes de acilacion).
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En el caso preferido, en el que cada molécula del extracto inicial s6lo ha experimentado una metilacion por unidad
estilbenoidica (“resveratrol”), y en el que todas las funciones fendlicas residuales estan aciladas por la mezcla de AG
de aceite de oliva, se obtiene una mezcla de diferentes regio y estereocisomeros posibles de monémeros y dimeros

presentados a continuacion:

extracto polifendlico sobreactivado (monoéteres de ESTILBENOIDES) —IJ

R-Cl 2 eq. R = oleilo (75%), linoleilo + linclencilo (15-18%
Et,N 2 eq., diclorometane, T. amb., 2 h, argén

)
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Ejemplo 5: Formulaciones cosméticas

- FORMULA A

12-0-metil-

pallidol S

palliidol S

5-0-metil-
pallidol

3.0.mefil-miyabenol CS |

FASES

MATERIAS PRIMAS

%

101
102
103
104

201
202
203
204
205
206
207
208
209

301

401

501

Agua

EDTA de tetrasodio
Glicerina
Carbémero

Cetearilglicésidos de trigo
Cetearilglicésidos de cebada

Alcohol cetearilico

Composicion de la invencion
Manteca de Butyrospermum parkii
Acetato de tocoferilo

Aceite de pepitas de uva (Vitis vinifera)
Alcohol cetilico

Cetilfosfato de potasio

Conservantes

Aroma

Hidréxido de sodio, c.s.p. pH 6,00

80,8000
0,0500
5,0000
0,3500

0,7500
1,7500
2,5000
del 0,05 al 1
2,5000
0,5000
3,0000
1,0000
1,0000

0,6000

0,2000

- FORMULA B

FASES

MATERIAS PRIMAS

%

101
102
103

201
202

301
302
303

Agua
EDTA de tetrasodio
Acido citrico, c.s.p. pH final 5,5

Goma xantica
Butilenglicol

Cetearil éter 20

Estearato de glicerilo
Composicion de la invencion

12

79,40000
0,05000
0,15000

0,30000
5,00000

1,50000
2,00000
del 0,05 al 1




304
305
306
307
308

401

501
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Manteca de Butyrospermum Parkii
Laurato de hexilo

Dimeticona

Escualano

Acetato de tocoferilo

Conservantes

Aroma

1,00000
4,00000
3,00000
2,00000
0,50000

0,60000

0,50000

13
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REIVINDICACIONES

Composiciones de polifenoles, caracterizadas por que se trata de mondémeros, oligdmeros o polimeros de
unidades polifendlicas que responden a la férmula (I):

OH

para-fenol

HO

resorcinol

(1) OH

estando estas unidades caracterizadas por la presencia simultanea de un nucleo de tipo resorcinol (nucleo
A) y de un nudcleo de tipo para-fenol (nucleo B), unidos entre si por un enlace carbonado C,
sobreactivandose dichas unidades, en lo que se refiere a su poder nucleéfilo, mediante alquilacién de al
menos una funcién fendlica de cada unidad presente en mondmeros, oligdmeros o polimeros, y mediante
esterificacion mediante mezclas de acidos grasos que comprenden de manera mayoritaria acidos grasos
insaturados (AGlI) de las funciones fendlicas no modificadas mediante la alquilacion.

Composiciones segun la reivindicacién 1, caracterizadas por que en dichas unidades los nicleos Ay B se
confunden y el segmento C no existe, como en el floroglucinol de férmula (Il)

OH

HO OH
floroglucinol
(1

Composiciones segun la reivindicacion 1, caracterizadas por que, en dichas unidades, los nicleos Ay B
son distintos y el segmento C esta constituido por 2 carbonos que o bien tienen hibridacion sp2 y forman un
vinilo como en el resveratrol de férmula (l11)

OH

resorcinol

vinilo para-fenol

2

resveratrol OH

(LTI)

o bien tienen hibridacion sp3 y sirven de puente de union entre los monémeros para formar los oligémeros y
polimeros.

Composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizadas por que el nimero de

14
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grupos -O-alquilo no es igual al ndmero de hidroxilos presentes de media por unidad polifendlica
constitutiva de mondmeros, de oligdmeros o de polimeros.

Composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizadas por que el o los grupos
alquilo son grupos metilo, isopropilo o terc-butilo.

Composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizadas por que dichos ésteres
son ésteres de &cidos grasos de aceites vegetales, que comprenden los radicales R de acilo
correspondientes a los acidos grasos saturados, como el &acido estearico, a los acidos grasos
monoinsaturados, como el acido oleico, y a los acidos grasos poliinsaturados esenciales, como los acidos
linoleico y linolénico.

Composiciones segun la reivindicacion 6, caracterizadas por que los aceites vegetales se eligen del aceite
de oliva o de pepitas de uva.

Composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 4 a 7, caracterizadas por que dichos
polifenoles responden a la formula (1V)

OR!

en la que

- R'" es un radical alquilo, o un radical acilo de un acido graso de un aceite vegetal, representado por R tal
como se definié en la reivindicacion 6,

- R2 es un hidrégeno o el punto de unién en R” o a R? de otra unidad,

- R3 es un hidrégeno o el punto de unién en R” o en R* de otra unidad,

- R* es un radical alquilo, o un radical acilo de un 4cido graso de un aceite vegetal, representado por R tal
como se definié en la reivindicacion 6 o el punto de unién en R? de otra unidad,

- R” representa H o el punto de unién en R? o en R?® de otra unidad,

- R’ es un hidrégeno o un radical O-acilo de un &cido graso de un aceite vegetal, representado por R tal
como se definié anteriormente

y los diastereoisébmeros y los regioisbmeros de estos motivos.

Composiciones segun la reivindicacion 8, caracterizadas por que dichos polifenoles corresponden a los
dimeros y trimeros de formula, respectivamente, Vy VI

derivado de

derivado de miyabenol C

épsilon-viniferina OR! RO

(v} (VI)

Composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizadas por que dichos
polifenoles corresponden a derivados alquilados y esterificados de extractos vegetales.

Composiciones segln la reivindicacion 10, caracterizadas por que dichos extractos vegetales son

extractos de vid, en particular, comprendiendo estos extractos derivados polifendlicos que constituyen
vinilogos del floroglucinol, concretamente el resveratrol, el piceatannol, la épsilon-viniferina, el pallidol, el
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miyabenol C, correspondientes respectivamente, a las férmulas Ill, VII, VIII, IX'y X a continuacion:

HO OH  HO

resveratrol  piceatannol épsilon-viniferina pallidol miyabenol C
(1 (v (v (IX) (X)

obtenidos a partir de sarmientos y/o de escobajos de vid, de poligono, de frutos, por ejemplo de moreras.

12. Procedimiento de preparacion de composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
caracterizado por que se hacen reaccionar los polifenoles de los extractos vegetales definidos
anteriormente

- en una primera etapa, con un agente de alquilacion en condiciones que permiten sustituir el hidrégeno de
al menos 1 grupo OH fendlico por unidad polifendlica constitutiva de mondémeros, de oligbmeros o de
polimeros, preferiblemente de 1 a 2, por un grupo alquilo, y

- en una segunda etapa, con un agente de acilacion, concretamente, un anhidrido o un cloruro de &cido, en
condiciones que permiten sustituir el hidrégeno de las funciones fendlicas que se dejan intactas por la
alquilacion, por un mezcla de radicales acilo, siendo R tal como se definié en la reivindicacién 6.

13. Composiciones cosméticas, caracterizadas por que encierran una cantidad eficaz para luchar contra el
envejecimiento de la piel, de una o0 mas composiciones de dichos polifenoles segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, en asociacién con vehiculos inertes apropiados para un uso externo.

14. Aplicacion de las composiciones segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en dietética.

15. Composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para un uso como medicamentos.
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Fig. 3
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Fig. 5
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