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DESCRIPCION
Composicion antioxidante

La presente invencion se refiere a un complejo antioxidante para ayudar a evitar y proteger contra el deterioro de
células y la piel resultante de la accién de radicales libres.

La presente invencion se refiere ademas a composiciones cosméticas y farmacéuticas que comprenden dicho
complejo antioxidante.

Descripcion de la técnica anterior

El procedimiento para producir energia en células tiene lugar en organulos citoplasmicos especializados, los
mitocondrios. Este procedimiento es de hecho una reaccion redox gradual, en la que las moléculas de glucosa
(CeH1206) se oxidan, originando diéxido de carbono (CO,) y las moléculas de oxigeno se reducen, originando
moléculas de agua (H-20).

La oxidacion completa de oxigeno en agua se produce por etapas, y se forman intermedios altamente energéticos.

Estos intermedios se denominan especies reactivas de oxigeno (ROS) y su caracteristica principal es una elevada
reactividad. La mayoria de estas moléculas se pueden clasificar también como radicales libres, que son moléculas
capaces de existir independientemente y que tienen uno o mas electrones no pareados. Esta caracteristica es el
factor principal responsable de la reactividad de estos radicales, ya que como tienen electrones no pareados, estas
moléculas son capaces de tomar estos electrones de otras moléculas, oxidandolas.

Las especies reactivas de oxigeno principal generadas en las células son las siguientes:

Radical superoxido (O%): formado justo después de la primera reduccién de oxigeno, se produce en casi todas las
células eucaritticas y desempefia una funcion importante en deterioros bioldgicos secundarios.

Radical hidroperoxilo (HOZ'): forma protonada del anién superoxido, es mas reactivo que el primero; sin embargo, a
menudo no esta presente a pH fisioldgico.

Radical hidroxilo (OH-): Esta ROS es mas reactiva en sistemas biologicos y se forma a partir de perdxido de
hidrégeno - H>O», que no es un radical libre, pero es altamente téxico para las células, ademas de ser importante en
reacciones de oxidacion, ya que es el sustrato que origina el radical hidroxilo. Es altamente capaz de oxidar
macromoléculas celulares como lipidos de membrana, proteinas y DNA.

Singlete de oxigeno (103): forma excitada de oxigeno molecular, sin electrones no pareados, formada en reacciones
de sensibilizacion.

Como estas moléculas son altamente reactivas y dafiinas para las células, pero son forman en grandes cantidades
en el procedimiento de respiracion celular para la produccion de energia, el organismo tiene sus propios
mecanismos de defensa para reducir la cantidad de estos radicales libres. El sistema de defensa enzimatico
comprende las enzimas que catalizan la reduccién de oxigeno y sus intermedios: SOD (puperoxido dismutasa),
catalasa, glutation peroxidasa, ademas de peroxiredoxinas. El sistema no enzimatico comprende basicamente el
acido ascorbico (vitamina C) y tocoferol (vitamina E).

Incluso aunque el organismo tiene su propio sistema de defensa, en muchos casos elnivel de radicales libres
formados puede sobrepasar una capacidad de neutralizacion natural, dando lugar a un exceso de radicales libres
denominado tensién oxidativa.

En la piel, este estado puede resultar de una exposicion a radiacién UV, a partir de procedimientos inflamatorios o a
partir del procedimiento de envejecimiento, cuando las defensas antioxidantes disminuyen y la generaciéon de
radicales aumenta.

Oxidacion de lipidos (lipoperoxidacion): La oxidacion de lipidos o lipoperoxidacion es una reaccion en cadena
dividida en tres fases: inicio, propagacion y terminacion. En la fase de inicio, un radical libre toma un electrén de un
lipido, oxidandolo y transformandolo en un radical lipido. En la fase de propagacion, este radical lipido, en presencia
de oxigeno, general el radical peroxilo, que origina los hidroperoxidos de lipidos y finalmente los radicales alcoxilo.
En esta fase, los radicales intermedios formados atacan nuevas moléculas de lipidos, dando lugar a una
propagacion muy rapida de los deterioros. La reaccion de peroxidaciéon de lipidos termina cuando un radical
interacciona con otro, formando los peréxidos ciclicos. Esta reaccién puede provocar la muerte de la célula, ya que
la membrana celular es responsable de la selectividad en la permeabilidad celular.

Oxidacion de DNA: las bases de DNA pueden ser oxidadas también por el ataque de radicales libres. Estas
modificaciones son normalmente reparadas mediante mecanismos celulares especificos; sin embargo, dependiendo
del alcance del deterioro y las modificaciones moleculares, pueden evolucionar en forma de mutaciones y contribuir
al desarrollo de cancer de piel, por ejemplo.
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Oxidacion de proteinas: las proteinas son también dianas de los ataques oxidativos de radicales libres. En este
caso, los aminoacidos son modificados, lo que provoca alteraciones estructurales (descomposicion de la cadena de
polipéptido y modificacion de la cadena de aminoacidos) y a menudos alteraciones funcionales de estas proteinas.
Estas alteraciones convierten las proteinas en derivados que son mucho mas sensibles a la degradacion proteolitica.

Como es ampliamente conocido por los expertos en la técnica, esta disponible una gran diversidad de
combinaciones de ingredientes antioxidantes para un uso cosmético y/o farmacéutico.

El documento coreano KR 20010002411 describe una composicion cosmética que tiene efectos antioxidantes,
basada en la combinacidon de extracto de cacao, extracto de hoja de té verde y extracto de granos de café,
composicion que es eficaz en la conservacion de articulos que contienen vitamina C, ademas de provocar una
irritacion muy baja a la piel del usuario.

El documento japonés JP 2264720 divulga una preparacion supresora que es eficaz para regular de inhibir los
deterioros provocados por la formacion de oxigeno activo en las células. Esta preparacion esta basada en una
mezcla que comprende una "sustancia" + vitamina, ambas resistentes a la oxidacion. Se mencionan té en polvo (no
especificado) y polvo de cacao como opciones de "sustancias" resistentes a oxidos.

El documento de EE.UU. 2005/048143 se refiere a una composicién antioxidante que comprende un flavonoide,
como quercetina, en combinaciéon con al menos una mezcla de derivados de vitamina E. Adicionalmente, dicha
composicion puede comprender extracto de té verde.

El documento de EE.UU. 2007/116838 describe una composicién edulcorante funcional que comprende, entre sus
ingredientes, al menos un antioxidante que se puede seleccionar entre un grupo especificado compuesto por:
extracto de cacao, extracto de té verde, compuestos derivados de tocoferol, derivados de xantina y resveratrol, entre
otros. Este compuesto no describe los antioxidantes o sus combinaciones en detalle.

El documento de EE.UU. 2008/089941 describe una composicion para el suministro de fucoidano parcialmente
hidrolizado y/o sulfonado, que comprende entre sus ingredientes un antioxidante seleccionado entre un grupo
especificado compuesto por vitamina E, rutina, cacao y resveratrol.

El documento de EE.UU. 2004/208902 describe una composicion cosmética y/o farmacéutica que comprende entre
sus ingredientes una zeolita y al menos un ingrediente activo que favorece beneficios tdpicos y que requiere un
sistema de liberacién controlada. Esta composiciéon comprende antioxidantes que se pueden seleccionar entre un
grupo especificado compuesto por vitamina E, tocotrienol, extracto de té verde, polifenoles y acido de romero, entre
otros.

El documento de EE.UU. 2004/023894 se refiere a una composicion antioxidante basada en la combinacién de
tocoles [delta], como delta-tocoferol y polifenoles a partir de Citrus sp, preferentemente. Esta composicion es util
para tratar o prevenir trastornos relativos a la generacion de radicales libres.

El documento de EE.UU. 2004/161435 describe una composicion de mascara cosmética para tratar celulitis y reducir
grasa corporal, entre otras cosas. La composicion de mascara comprende entre sus ingredientes al menos un
agente que favorece beneficios topicos como, por ejemplo, un agente antioxidante.

El documento de EE.UU. 2007/014876 se refiere a una composiciéon para potenciar actividades antioxidantes, que
comprende la menos un componente antiacido en una dosis suficiente para elevar el pH en el estémago; al menos
un componente antioxidante que disminuye la generacion de radicales libre, entre otros.

El documento de EE.UU. 2006/251608 describe un método para tratar el envejecimiento de la piel, las arrugas y
otros indicios de deterioro de la piel aplicando una formulaciéon tépica y usando una formulacién oral que
comprenden uno o mas antioxidantes.

El documento brasilefio Pl 0000018-3 describe una mezcla blanqueante de la piel basada en la combinacion de
gayuba y un antioxidante que se puede seleccionar entre: tetrahidrocurcumina, preferentemente, tocoferol y extracto
de romero, entre otros. El documento WO 02/100329 divulga métodos y composiciones para ayudar al cuerpo a
resistir los efectos del procedimiento de envejecimiento. Basandose en la informaciéon que antecede, se puede
observar que la mayoria de los productos cosméticos usados durante la exposicion al sol o para tratar y proteger
frente al envejecimiento de la piel contienen sustancias antioxidantes en sus composiciones para ayudar a combatir
el exceso de radicales libres.

A partir de la descripcion de la presente invencidon proporcionada a continuacion, se puede concluir que ninguna
ensefianza de la técnica anterior describe o sugiere un complejo antioxidante que tenga una combinacioén sinérgica
de tres ingredientes activos, a saber, vitamina E y/o sus derivados; extracto de té verde y/o sus derivados; y extracto
de cacao que contiene una mezcla de xantinas + catequinas, a una concentraciéon que varia en un intervalo que
potencia el efecto antioxidante, ni tampoco expone dicha técnica anterior ventajas con respecto a los costes
financieros, para la estabilidad de la composicion cosmética y para el potencial antioxidante bastante elevado, que
dan como resultado una proteccion mejorada de la piel frente al deterioro celular y de la piel.
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Por tanto, se concluye que no han sido desarrollados todavia complejos antioxidantes que tenga una combinacion
sinérgica de la menos 3 de sus ingredientes activos, asi como su uso cosmético y/o dermatologico.

Objetos de la invencion

El objeto de la presente invencion es proporcionar un complejo que tiene una actividad antioxidante eficaz, que
puede ser usado en aislamiento o aplicado en composiciones cosméticas y/o farmacéuticas con el fin de
proporcionarles beneficios funcionales. Este complejo antioxidante proporciona proteccion contra la lipoperoxidacion,
oxidacion de DNA y oxidacion de proteinas.

Otro objeto de esta invencion es proporcionar una composicion cosmética y una composicion farmacéutica que
comprenden dicho complejo antioxidante.

Breve descripcion de la invencion

La materia objeto de la invencion es un complejo antioxidante que tiene un efecto sinérgico entre los siguientes
ingredientes: vitamina E y/o sus derivados; extracto de té verde (Camellia sinensis) y/o sus derivados y extracto de
cacao (Theobroma cacao) ylo sus derivados. Dicho complejo antioxidante, tanto si es aplicado a composiciones
cosméticas y/o farmacéuticas como si no, proporciona los beneficios funcionales de combatir los deterioros
provocados a las células y, consecuentemente, a la piel, debido a tensiones oxidativas. Algunos de los deterioros
anteriormente mencionados se recogen a continuacion:

- lipoperoxidacion,
- oxidacion de DNA, y
- oxidacién de proteinas.

Otra materia objeto de esta invencion consiste en una composicién cosmética y farmacéutica que comprende de
0,003% a 3,000% en peso del complejo antioxidante, basado en el peso total de la composicién, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, dicha composicién comprende:

- un complejo antioxidante compuesto por:

a) de 1 yg/ml a 20000 pg/ml de vitamina E;

b) de 10 pg/ml a 1000 pg/ml de extracto de té verde;

c) de 10 yg/ml a 1000 pg/ml de extracto de cacao, basado en el peso total del complejo antioxidante; y
- un vehiculo fisioldgicamente aceptable.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra un grafico que muestra los niveles de proteccion contra la lipoperoxidacion de los componentes
de las mezclas combinadas 2 por 2 frente a la mezcla de los tres;

La Figura 2 ilustra un grafico que muestra el porcentaje de proteccion contra la lipoperoxidacion frente a la
concentracion total de ingredientes activos de las mezclas mas eficaces;

La Figura 3 ilustra un grafico que muestra el porcentaje de proteccion contra la lipoperoxidacion obtenido con la
concentracion de ingredientes activos en aislamiento frente al obtenido con la concentracion de ingredientes activos
en la mezcla;

La Figura 4 ilustra un grafico que muestra el resultado de la valoracion de la descomposicion oxidativa de DNA de
plasmidos;

La Figura 5 ilustra un grafico que muestra la formacion de hidroperdxidos: reacciones de testigos y de muestras;
La Figura 5A ilustra un grafico que muestra la curva de xilenol-naranja con H>O»;
La Figura 5B ilustra un grafico que muestra la formacion de hidroperdxido: testigos y muestras (reaccion);

La Figura 6 ilustra un grafico que muestra la DPPH (neutralizacién por radicales libres) conseguida con la presente
invencion;

La Figura 7 ilustra un grafico que muestra la intensidad del deterioro para DNA de tipo CPD con o sin complejo
antioxidante;

La Figura 8 ilustra un grafico que muestra la intensidad del deterioro para DNA de tipo CPD con o sin complejo
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antioxidante;

La Figura 9 ilustra un grafico que muestra la intensidad de la fluorescencia para la medicion de la actividad
antioxidante, en el que M1 representa la mezcla del nuevo complejo antioxidante y M2 del complejo antioxidante
conocido;

La Figura 10 ilustra un grafico que muestra la relacién entre la concentracion y la inhibicion de la disminucion de la
fluorescencia para la mezcla de muestra 1 mediante el método lip&filo;

La Figura 11 ilustra un grafico que muestra la relacién entre la concentracion y la inhibicion de la disminucion de la
fluorescencia para la mezcla de la muestra 2 mediante el método hidréfilo;

La Figura 12 ilustra un grafico que muestra la relacién entre la concentracion y la inhibicion de la disminucion de la
fluorescencia para la mezcla de la muestra 2 mediante el método lip&filo.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion describe un complejo antioxidante que comprende al menos vitamina E, extracto de té verde y
extracto de cacao. Este complejo ayuda a prevenir y proteger contra deterioros celulares de la piel que resultan de la
accion de radicales libres.

Un complejo antioxidante se define en la presente memoria descriptiva como una composicién que comprende al
menos 3 componentes que tienen un potencial antioxidante y que, cuando se combinan, exhiben un efecto sinérgico
inesperado, consiguiendo un potencial antioxidante mucho mas elevado. Adicionalmente, dicho complejo
antioxidante proporciona proteccion contra la accion de radicales libres, oxidacion de DNA y oxidacion de proteinas.

La presente invencion describe ademas composiciones topicas cosméticas y farmacéuticas para tratar y/o proteger
la piel, formadas por una combinacion de agentes antioxidantes solubles en agua y liposolubles en el mismo
complejo, que hace posible una actividad apropiada en medios biolégicos tantos hidrofilos como lipofilos.

El nuevo complejo antioxidante segun la presente invencion puede ser usado en formulaciones de productos para
una exposicion al sol, asi como en productos anti-envejecimiento. Ademas, puede ser usado en productos
especificos en los que es importante la proteccion antioxidante (por ejemplo, un producto anti-contaminacion).

Los principales ejemplos de productos que pueden ser preparados con el complejo antioxidante de la presente
invencion o con composiciones cosméticas y farmacéuticas que comprenden dicho complejo son los siguientes:

«  Leche corporal hidratante;
% Leche facial hidratante;

< Locién corporal hidratante;
% Locién facial hidratante;

% Geles;

«  Productos para la calvicie;

< Bloqueadores solares o protectores solares para adultos o nifios, estén destinados 0 no a un uso simultaneo
con la practica de deportes;

< Hidratantes corporales o faciales;

% Productos anti-manchas/envejecimiento corporales o faciales;
< Productos para la firmeza corporal o facial;

< Productos de auto-bronceado;

«  Productos repelentes de insectos;

% Hidratantes corporales o faciales para dar brillo a la piel;

< Preparaciones farmacéuticas topicas;

< Preparaciones cosméticas corporales o faciales para nifios;

% Preparaciones cosméticas para uso en sectores especificos, como en la zona periocular, el contorno labial y
los labios, anti-manchas cutaneas, circulos anti-oscurecimientos, entre otras;
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s Productos anti-acné;

«  Productos para abrillantar la piel;

% Composiciones farmacéuticas para tratar dermatosis especificas;

< Barras de labios y bases de cera;

%  Coloretes y bases tefiidas;

% Polvos faciales;

% Cualquier producto de maquillaje para ser usado en la zona de los ojos.

El complejo antioxidante de la presente invencion, incorporado en composiciones cosméticas o farmacéuticas,
exhibe un cierto nimero de ventajas y caracteristicas que son deseables en un producto cosmético o farmacéutico
para la piel, algunas de las cuales se recogen a continuacion:

1. Proporciona una proteccién aumentada de la piel, combatiendo la accién de radicales libres que resultan de la
radiacién ultravioleta, que tiene en su longitud de onda del espectro intervalos que se conoce que favorecen la
formacion de estas especies. Por tanto, es util para formular productos protectores solares y para después de tomar
el sol que protegen a la piel mas eficazmente contra los deterioros provocados por la exposicion al sol;

2. Proporciona una proteccion aumentada de la piel contra la formacion de radicales libres que resultan de la
exposicién a diferentes agentes contaminantes, entre ellos el humo de cigarrillos. Por tanto, es util para preparar
formulaciones de productos que protegen a la piel contra estos agentes;

3. Ayuda a mantener el equilibrio entre la formacion y el combate de radicales libres, minimizando la situacion de
tension oxidativas, que es muy comun en el procedimiento de envejecimiento natural de la piel. Por tanto, es util
para preparar formulaciones anti-manchas/envejecimiento mas eficaces;

4. No requiere un almacenamiento refrigerado;

5. Los productos que comprenden el complejo antioxidante de la presente invencién estan exentos de alteraciones
organolépticas, al contrario que algunos productos de la técnica anterior, como:

a. Productos que contiene vitamina C o sus derivados, que exhiben habitualmente cambios significativos de
aspecto, color y olor.

6. El complejo antioxidante de la presente invencion puede ser incorporado en diversas formas galénicas, como:
geles acuosos, geles alcohdlicos, pomadas, unglentos, fluidos acuosos o alcohdlicos, emulsiones de agua en
aceite, emulsiones de aceite en agua, emulsiones de agua en silicona, comercializadas bajo las denominaciones de
geles de crema, cremas, lociones, bases de cera, polvos tefiidos, bases tefiidas, entre otras posibilidades de formas
galénicas, que mantienen la estabilidad de estas composiciones;

7. El complejo antioxidante, combinado o no con un protector solar, protege frente a los deterioros oxidativos al DNA
resultante del aumento en la formacion de radicales libres en situaciones como la exposicion al sol y el
envejecimiento de la piel;

8. El complejo antioxidante de la presente invencion protege también contra la oxidacién de proteinas;
9. El complejo antioxidante de la presente invencién protege también contra la oxidacion de membranas lipidas;

10. El complejo antioxidante de la presente invencion exhibe también una actividad altamente eficaz en la
neutralizacion de radicales libres;

11. El complejo antioxidante de la presente invencion puede ser afiadido a formulaciones con agentes
fotoprotectores que contienen protectores solares fisicos y/o quimicos en combinacion;

12. El complejo antioxidante de la presente invencion comprende una combinacion de agentes antioxidantes
solubles en agua y liposolubles. Por tanto, es adecuado para ser usado en medios biolégicos tanto hidréfilos como
lipdfilos, al contrario que la mayoria de los productos de la técnica anterior de este tipo.

Complejo antioxidante

El complejo antioxidante de la presente invencion exhibe un efecto sinérgico y comprende:
a) de 1 yg/ml a 20000 pg/ml de vitamina E;

b) de 10 pg/ml a 1000 pg/ml de extracto de té verde;
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c) de 10 pyg/ml a 1000 pg/ml de extracto de cacao,
todas las cantidades estan basadas en el peso total del complejo antioxidante.

Ademas de estos componentes, el complejo antioxidante puede comprender ademas agentes antioxidantes
opcionales.

En realizaciones preferidas, el complejo antioxidante de la presente invencion exhibe un efecto sinérgico y
comprende:

a) de 10 pg/ml a 200 pg/ml de vitamina E,

b) de 10 pg/ml a 100 ug/ml de extracto de té verde;

c) de 10 yg/ml a 100 pg/ml de extracto de cacao,

todas las cantidades estan basadas en el peso total del complejo antioxidante.

En una realizacion preferida, el complejo antioxidante de la presente invencién exhibe un efecto sinérgico y
comprende:

a) 10 ug/ml de acetato de tocoferol;

b) 10 ug/ml de extracto de té verde que comprende una mezcla de polifenoles, entre ellos catequinas; y
c) 10 ug/ml de extracto Thebromoa cacao con elevado contenido de catequinas y xantinas,

todas las cantidades estan basadas en el peso total del complejo antioxidante.

Por otra parte, las composiciones cosméticas y farmacéuticas que comprende el complejo antioxidante de la
presente invencion pueden contener ademas diversos componentes como agentes fotoprotectores (protectores
solares) y otros agentes que tienen funciones especificas necesarias para cada composicion destinada a cada
situacion, como agentes secuestrantes, agentes espesantes, agentes de ajuste del pH, agentes conservantes,
humectantes, emolientes, colorantes, agentes adsorbentes sin aceites, ingredientes activos como agentes anti-
envejecimiento, entre otros.

Los componentes presentes en el complejo antioxidante de la presente invencion se describiran mas en detalle a
continuacion:

Vitamina E

Puede ser afiadida a las formaciones cosméticas en su forma libre (tocoferol) o en su forma esterificada (acetato de
tocoferol).

La primera forma tiene un mejor rendimiento como antioxidante, pero como es altamente inestable cuando es
expuesta a la luz y el calor, a menudo es sustituida con la segunda forma, que exhibe una mejor estabilidad.

El tocoferol es un antioxidante lipdfilo activo que tiene una elevada afinidad por las membranas celulares y ayuda a
proteger contra la lipoperoxidacion. La forma de acetato de tocoferol, que es mas estable y es habitualmente
aplicada a las formulaciones, necesita ser hidrolizada por enzimas especificas de la piel (esterasas).

La vitamina E actia como un antioxidante (neutralizando la accién de los radicales libres), exhibe actividad
antiinflamatoria y reduce la cantidad de células deterioradas por la radiacion UV.

En la realizacioén preferida, la vitamina E, preferentemente un derivado de tocoferol, mas preferentemente acetato de
tocoferilo, es afiadida en una cantidad que varia de 1 pug/ml a 20000 pg/ml, preferentemente de 10 pyg/ml a 200
pg/ml, basada en el peso total del complejo antioxidante.

Té verde

Extracto de té verde seco (Camellia sinensis): Este ingrediente activo esta compuesto por polifenoles
(mayoriatariamente catequinas). Es un ingrediente activo hidréfilo y comprende catequinas.

El extracto de té verde actia como un antioxidante (neutralizando la acciéon de radicales libres), ademas de tener
actividad antiinflamatoria e inmunoprotectora.

En las realizaciones preferidas, el extracto de té verde, preferentemente extracto de té verde (Camellia sinensis)
compuesto mayoritariamente por catequinas, es afiadido en una cantidad que varia de 10 pg/ml a 1000 pg/ml,
preferentemente de 10 pg/ml a 100 ug/ml en peso, basado en el peso total de complejo antioxidante
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Extracto de cacao

Extracto de cacao seco (Theobroma cacao): Ingrediente activo que tiene un contenido elevado de catequinas y
xantinas. Es un ingrediente activo hidrofilo, que se conoce también que tiene actividad antioxidante.
Preferentemente, el extracto de cacao usado tiene un elevado contenido de metilxantinas, como cafeina y
teobromina y de catequinas/epicatequinas.

Los granos de cacao tienen un elevado contenido de sustancias quimicas activas, entre ellas polifenoles,
catequinas, xantinas, etc. Estas sustancias confieren importantes caracteristicas terapéuticas a esta planta, como:
actividad antioxidante, lipolisis aumentada, proteccion celular, etc. Como contienen estas sustancias y exhiben estas
actividades, los extractos de cacao pueden ser usado en productos para el tratamiento de la piel, proteccién solar,
contra la celulitis, entre otros.

En un modo preferido, el extracto de cacao usado tiene un elevado contenido de catequina y es obtenido a partir de
granos no fermentados. Con el fin de obtener este tipo de extracto, el grano de cacao tiene que ser tratado para
inactivar la enzima que provoca la degradacion de catequinas, lo que se puede hacer de una de las siguientes
maneras:

- los granos son calentados a una temperatura elevado y seguidamente se secan;

- el fruto se rompe después de 7 dias desde el dia de la recoleccion, seguidamente se seca directamente, sin
pasar a través del procedimiento de fermentacion convencional;

- el fruto se rompe en el dia de la recoleccion, seguidamente se seca directamente, sin pasar a través del
procedimiento de fermentacién convencional; o

- los frutos se retinen, se rompen, se lavan con agua corriente para separar la pulpa y seguidamente se secan.

Este ultimo procedimiento ha mostrado ser mas ventajoso para obtener un extracto que tenga un elevado contenido
de los compuestos responsables de la actividad esperada para la presente invencion.

En las realizaciones preferidas de la presente invencion, el extracto de cacao, preferentemente extracto de cacao
(Theobroma cacao) compuesto mayoritariamente por catequinas y xantinas, es afiadido en una cantidad que varia
de 10 pyg/ml a 1000 pg/ml, preferentemente de 10 ug/ml a 100 pg/ml en peso, basado en el peso total del complejo
antioxidante.

Agente antioxidante opcional
Pueden ser afiadidos también otros agentes antioxidantes opcionales al complejo antioxidante.

algunos ejemplos de los compuestos que tienen propiedades antioxidantes que pueden ser afiadidos a las
composiciones de la presente invencion son: sustancias lipdfilas como hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol
butilado (BHA), terc-butilhidroquinona (TBHQ), licopeno, extractos vegetales, entre otros.

Composiciones cosméticas y farmacéuticas

Las composiciones cosméticas y farmacéuticas que comprenden el complejo antioxidante de la presente invencion
pueden comprender también algunos componentes ya conocidos en la técnica.

Las composiciones cosméticas y farmacéuticas comprenden de 0,003% a 3,000% en peso del complejo antioxidante
de la presente invencion, basado en el peso total de dichas composiciones, y un vehiculo.

En realizaciones preferidas, las composiciones cosméticas y farmacéuticas comprenden
- un complejo antioxidante compuesto por:
a) de 10 pg/ml a 200 pg/ml de vitamina E;
b) de 10 pg/ml a 100 ug/ml de extracto de té verde;
c) de 10 pyg/ml a 100 pug/ml de extracto de cacao,
en que todas las cantidades se refieren al peso total de la composicion, y
- un vehiculo cosméticamente y farmacéuticamente aceptable.
Emoliente

Los emolientes realizan diferentes funciones en las composiciones cosmeéticas, entre ellas: afiadir o sustituir lipidos y
aceites naturales para la piel, solubilizar protectores solares, conferir una capacidad de extension mejorada para
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aplicar el producto, modificar el mapa sensorial, etc.

Los lipidos convencionales, como aceites, ceras, lipidos y otros componentes insolubles en agua y lipidos polares,
que son los lipidos modificados con el fin de aumentar su solubilidad en agua mediante la esterificacion de un lipido
a una unidad hidrofila como, por ejemplo, grupos hidroxilo, grupos carbonilo, entre otros, pueden ser usados como
emolientes para ser afiadidos a la composicion de la presente invencion. Algunos compuestos que pueden ser
usados como emolientes son aceites naturales y derivados vegetales, ésteres, aceites de silicona, acidos grasos
poliinsaturados, lanolina y sus derivados. Algunos aceites naturales que pueden ser usados son derivados de
semilla de albaricoque, sésamo, soja, cacahuete, coco, oliva, manteca de cacao, almendra, aguacate, carnauba,
semilla de algoddn, salvado de arroz, semilla de melocotdn, semilla de mango, jojoba, nuez de macademia, cave,
semilla de uva, semilla de calabaza, entre otros, y sus mezclas

Algunos éteres y ésteres pueden ser usados también como emolientes como, por ejemplo, ésteres alquilicos de Cs-
Cso de acidos carboxilicos de Cg-C3p, monoésteres de dioles de C4-Cs y diésteres de acidos carboxilicos de Cg-Cao,
monoésters de sacarosa alcohdlica C10-C2 y sus combinaciones. Ejemplos de estos compuestos son acido
cicaprilico, lactato de cetilo, palmitato de isopropilo, carbonato de dicaprililo, benzoato de alquilo C12.15, miristato de
isopropilo, isononato de isopropilo, palmitato de sacarosa, oleato de sacarosa, lactato de isoestearilo, behenato de
glicerilo, isoestearato de triglicerol-4, acido pirrolidon-lauril-carboxilico, triacetato de pantenilo y sus combinaciones.

Las siliconas actuan también como emolientes en las composiciones cosméticas y farmacéuticas de la presente
invencion. Algunos ejemplos de siliconas que pueden ser afiadidas a dichas composiciones son: aceites de siliconas
volatiles y no volatiles como, por ejemplo, ciclometicona, alquildimeticonas, copolioles de dimeticona, dimeticonoles,
fenil-trimeticonas, capril-trimeticonas, siliconas aminofuncionales, siliconas modificadas con fenilo, fenil-trimeticonas,
siliconas modificadas con alquilo, dimetil- y dietil-polisiloxano, alquil C4-Csg-polisiloxano, dimetil-siloxanos,
polimetilsiloxano, a-metil-o-metoxipolimetilsiloxano, polioxidimetilsilileno, aceite de polidimetil-silicona y sus
combinaciones o elastdmeros de silicona, como polimero cruzado de ciclometicona y dimeticona, polimero cruzado
vinilico de dimeticona y dimeticona, polimero cruzado de dimeticona y dimeticona y polimero cruzado de
ciclopentasiloxano y dimeticona.

Pueden ser usados también otros alcoholes grasos, mono-, di- o tri-glicéridos que tienen una naturaleza lip&fila,
como acido dicaprilico, ademas de hidrocarburos sintéticos y naturales, carbonatos organicos como carbonato
dicaprilico, algunos tipos de siliconas como ciclometicona y sus mezclas.

Adicionalmente, pueden ser usados diversos compuestos naturales como emolientes, como cera microcristalina,
cera ce carnauba, manteca de karité, cera de abejas o cera de ozokerita, entre otras.

Protectores solares

Con el fin de filtrar la radiacion ultravioleta, pueden se afadidos agentes de proteccién solar solubles en agua o
liposolubles.

Algunos ejemplos de protectores solares que absorben los rayos ultravioletas que son adecuados para ser anadidos
a la composicién cosmética de la presente solicitud son los siguientes: benciliceno-canfor y sus derivados,
isoftalideno-canfor y tereftalideno-canfor y sus derivados, acido cinamico y sus ésteres, acido salicilico y sus ésteres,
acido benzoico y sus ésteres, acido p-aminobenzoico y sus derivados, como sus ésteres, hidroxibenzofenonas
sustituidas, di-benzoilmetano sustituido, benzotriazol y algunos derivados como 2-arilbenzotriazol, 2-aril-
bencimidazol, 2-arilbenzofuranos, 2-arilbenzoxazol, 2-arilindol, mono-fenilcianoacrilatos, difenilcianoacrilatos, entre
otros filtros de rayos ultravioletas conocidos en la técnica.

Algunos ejemplos de protectores solares que son adecuados para la presente invencidon son compuestos organicos,
que tienen a menudos una baja solubilidad en agua, como derivados de triazinas (por ejemplo, compuestos de
hidroxifeniltriano o derivados de benzotriazol), algunas amidas, como las que contienen un grupo vinilo, derivados de
acido cinamico, bencimidazoles sulfonados, defenilmalonitrilos, oxilamidas, derivados de alcanfor, derivados de
acido salicilico, como salicilatos de 2-etilhexilo, homosalatos y salicilatos de isopropilo, difenilacrilatos, derivados de
benzofenona como benzofenona-2, benzofenona-3 y benzofenona-4, PABA como 4-dimetilaminobenzoato de 2-
etilhexilo y otros protectores solares cominmente afiadidos a composiciones d eproductos de proteccion solar.

Ademas de los ejemplos anteriormente proporcionados, hay otros componentes preferidos para realizar esta
funcion, como: N,N,N-trimetil-4-(2-oxoborn-3-ilidenometil)-anilinio-metil-sulfato; acido 3,3-(1,4-
fenilenodimetileno)bis(7,7-dimetil-2-oxo-biciclo-(2.2.1)-1-heptilmetanosulfonico y sus derivados; 1-(4-tert-butilfenil)-3-
(4-metoxifenil)propano-1,3-diona; acido a-(2-oxoborn-3-ilideno)tolueno-4-sulfonico y sus sales de potasio, sodio y
trietanolamina; 2-ciano-3,3'-difenilacrilato de 2-etilhexilo; 4-metoxicinamato de 2-etoxietilo; 2,2'-dihidroxi-4-
metoxibenzofenona; antranilato de metilo; salicilato de trietanolamina; 2,2'.4,4'-tetrahidroxibenzofenona; acido 2-
fenilbencimidazol-5-sulfénico y sus sales de sodio, potasio y trietanolamina; 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo; 2-
hidroxi-4-metoxibenzofenona (oxibenzona); 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona; acido 5-sulfénico y su sal de sodio
(sulisobenzona y sulisobenzona de sodio); acido 4-aminobenzoic (PABA); salicilato de homomentilo; polimero de N-
{(2 y 4)[(2 oxoborn-3-ilideno)metillbencil}acrilamida; diéxido de titanio (con o sin revestimiento lipdfilo); N-etoxi-4-
aminobenzoato de etilo; 2-etilhexil 4-dimetilaminobenzoato de 2-etilhexilo; salicilato de 2-etilhexilo; 4-metoxicinamato
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de isopentilo; 3-(4-metilbencilideno)-d-1-alcanfor; 3-bencilideno-alcanfor; 2,4,6-trianilin-(p-carbo-2'-etil-hexil-1'-oxi)-
1,3,5-octil-triazina; 6xido de zinc (con o sin revestimiento lipdfilo); 2-(2H-benzotriazol-2-il)-4-metil-6-{2-metil-3-
(1,3,3,3-tetrametil-1-((trimetilsilil)oxi)disiloxanil)propil}fenol; acido benzoico; 4,4'-[[6-[[4-[[(1,1-dimetil-etil)
amino]carbonillfenillamino]-1,3,5-trazino-2,4-diilldiimino]bis,bis(2-etilhexilo); 2,2'-metileno-bis-6-(2H-benzotriazol-2-il)-
4-(tetrametil butil)-1,1,3,3-fenol; metileno-bis-benzotriazolil-tetraetil-butil-fenol; sal de monosodio de acido 2,2'-bis-
(1,4-fenileno)-1H-bencimidazol-4,6-disulfonico; (1,3,5)-triazino-2,4-bis{[4-(2-etilhexiloxi)-2-hidroxi]-fenil]-6-(4-
metoxifenilo); bis-etilhexiloxifenol-metoxifenil-triazina; metileno-bis-benzotriazolil-tetrametilbutilfenol; butil-
metoxidibenzoilmetano, p-metoxicinamato de 2-etilhexilo, metileno-bis-benzotriazolil-tetrametilbutilfenol, 4-butil-4-
metoxidibenzoilmetano, benzofenona 3, bis-etilhexiloxifenol-metoxifenil-triazina, octil-triazona, diéxido de titanio,
cloruro de cinamidopropiltrimonio, tosilato de dimetilpabamidopropil-laurdimonio.

Hay todavia otros protectores solares que pueden ser usados también para proteger la piel, como 6xido de hierro,
diéxido de titanio combinado con dimeticona, éxido de zinc, compuestos de mono- o poli-carbonilo como isatina,
aloxano, ninhidrina, gliceraldehido, aldehido mesotartarico, glutaraldehido, pirrazolin-4,5-diona o derivados de 4,4-
dihidroxipirazolin-5-ona, metilglioxal, dialdehido 2,3-dihidroxisuccinico, dialdehido 2-amino-3-hidroxisuccinico y
dialdehido 2-bencilamino-3-hidroxisuccinico.

Vehiculo

El agua es la base de varias posibles composiciones cosméticas preparadas con el complejo antioxidante ya
descrito, que actia como un vehiculo para los demas componentes. Las composiciones de la presente invencién
comprenden agua, preferentemente desmineralizada o destilada, y el porcentaje necesario (c.s.p.) para alcanzar un
100% de la formula, basada en el peso total de la presente composicion. Naturalmente, pueden ser usados otros
vehiculos aceptables en cosmética en la presente invencion. En los ejemplos de composiciones que se describen a
continuacion, se usan también como vehiculo alcohol etilico 96 GL, vehiculos aceitosos (aceites en general, ceras y
mantecas) o vehiculos de silicona.

Otros componentes opcionales

Con el fin de proporcionar las composiciones cosméticas y farmacéuticas de la presente invencion con una
caracteristica deseable no obtenida con los componentes ya mencionados, pueden ser afiadidos ademas
componentes opcionales que sean compatibles con las propiedades de dichas composiciones. Algunos de los
compuestos que pueden ser afiadidos a dichas composiciones pueden ser como sigue:

e Ingredientes activos (encapsulados o no): estos pueden ser lipodfilos o hidréfilos, como extractos de algas
marinas, extractos vegetales, una combinacién de palmimtoil-hidroxipropiltrimonio-aminopectina, polimero
cruzado de glicerina, lecitina y extracto de semillas de uvas, alfa-bisabolol (ingrediente activo antiinflamatorio),
D-pantenol (ingrediente activo acondicionador), goma de biosacarido 2 y goma de biosacarido 3 y otros
ingredientes activos cominmente afadidos a composiciones tépicas;

e Bacteriostatos, bactericidas y antimicrobianos;

e Un emulsionante como cetil-fosfato de potasio, entre otros;

e Estabilizadores, como cloruro de sodio, entre otros;

e Un agente secuestrante, como acido etilendodiaminotetraacético (EDTA) y sus sales, entre otros;
e Un agente para ajustar el pH como trietanolamina o hidroxido de sodio, entre otros;

e Un conservante, como fenoxietanol, cocoato de PEG-5 y dicocoato de PEG-8, butilcarbamato de yodopropinilo y
PEG-4, entre otros;

e Colorantes naturales o sintéticos;
e Agentes espesantes como goma de xantano y carbémero, entre otros;

e Extractos vegetales: camomila, romero, tomillo, caléndula, extracto de zanahorias, extracto de enebro, extracto
de genciana, extracto de pepino, entre otros;

e Agentes acondicionadores de la piel; y

e Otros componentes aceptables en cosmética que sean compatibles con el complejo antioxidante de la presente
invencion.

Ejemplos de composicion

Los ejemplos siguientes son realizaciones preferidas de composiciones que comprenden el complejo antioxidante de
la presente invencidon y no deben ser considerados como limitaciones de la misma. En este sentido, debe
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entenderse que el alcance de la presente invencion abarca otras posibles realizaciones es esta limitado solamente
por el contenido de las reivindicaciones anejas, que incluyen en las mismas posibles equivalentes.

Ejemplo 1 - Emulsidn sin protectores solares

Componente Funcién Cantidad en peso (%)
Agua Vehiculo csp 100
Benzoato de alquilo C12-15 Emoliente 5,00
Glicerina Humectante 5,00
Carbonato de dicaprililo Emoliente 2,00
Cetil-fosfato de potasio Emulsionante 2,00
Ciclometicona Emoliente 2,00
Fenoxietanol Conservante 1,00
Dimeticona-copoliol-metil-éter Emoliente 0,50
Acetato de vitamina E Antioxidante 2
Cocoato de PEG-5 y dicocoato de PEG-8 y Conservante 0,20
butilcarbamato de yodopropiniloy PEG-4

EDTA de disodio Agente secuestrante 0,10
BHT Antioxidante 0,05
Extracto de cacao Antioxidante 0,1
Extracto de té verde Antioxidante 0,1
Goma de xantano Agente espesante 0,20
Carbémero Agentes espesante 0,35
Trietanolamina Ajustador de pH 0,50

Ejemplo 2 - Emulsién con protectores solares

Componente Funcién Cantidad en peso (%)
Agua Vehiculo csp 100
p-metoxicinamato de 2-etilhexilo Protector solar 7,50
Benzoato de alquilo C12-15 Emoliente 6,00
Glicerina Humectante 5,00
Benzofenona 3 Protector solar 5,00
Carbonato de dicaprililo Emoliente 4,00
Ciclometicona Emoliente 3,00
Didxido de titanio y dimeticona Protector solar 3,00
Bis-etilhexiloxifenol y metoxifenil-triazina Protector solar 2,00
Almidén-octenilsuccinato de aluminio 1,50
Cetil-fosfato de potasio Emulsionante 2,00
Ciclometicona y dimeticona-copoliol Emulsionante 1,00
Fenoxietanol Antioxidante 1,00
Acetato de vitamina E Antioxidante 2
Cocoato de PEG-5 y dicocoato de PEG-8 y Conservante 0,20

butilcarbamato de yodopropiniloy PEG-4
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Componente Funcién Cantidad en peso (%)
EDTA de disodio Agente secuestrante 0,10

BHT Antioxidante 0,05
Extracto de cacao Antioxidante 0,1

Extracto de té verde Antioxidante 0,1

Goma de xantano Agente espesante 0,20
Carbémero Agentes espesante 0,40
Trietanolamina Ajustador de pH 0,50

Ejemplos de ensayo
Descripcion de las metodologias

Las metodologias seleccionadas para planificar y llevar al cabo los ensayos para la eficacia antioxidante del
complejo de la presente invencion destinadas a reproducir el efecto protector de las membranas (lipidos), DNA y
proteinas y fueron metodologias de seleccion rapida, como:

- DPPH: el ensayo esta basado en la reaccién de reduccion del radical libre difenil-picril-hidrazilo (DPPH) en
medio etandlico, con las materias primas o sustancias que van a ser analizadas, en que el radical DPPH es
reducido por duchas sustancias, alterando el tono y haciendo posible la proteccion antioxidante que va a ser
medida. Este es un ensayo sencillo, cominmente usado para sustancias protectoras solares, ya que mide uno
de los mecanismos principales de accién antioxidante - donacién de protones para la estabilizaciéon del radical
DPPH.

- Lipoperoxidacion: en este ensayo, los liposomas de fosfatidilcolina, cuya estructura se parece a la membrana
celular, ya que la fosfatidilcolina es uno de los componente lipidos de las membranas celulares, son incubadas
con el radical AAPH, que es capaz de favorecer la oxidacion de estas membranas, formando hidroperdxidos de
lipidos. Estos hidroperéxidos favorecen la oxidacién de Fe** a Fe*, que reacciona con naranja de xilenol,
formando un compuesto amarillento. Los ingredientes activos incubados con los liposomas disminuyen la
oxidacion de la membrana, disminuyendo consecuentemente la reaccidon con naranja de xilenol y la formacion
del color. Este ensayo proporciona un resultado para el % de proteccion contra la lipoperoxidacion y es mas
cercano a la situacion fisiolégica, ya que emula el ataque a membranas celulares.

- Oxidacion de proteinas: este experimento usa BSA (albumina de suero bovino) como un sustrato y un sistema
de generacion de radicales hidroxilo (reaccion de Fenton: H,O» + hierro), que puede generar hidroperéxidos e
presencia de la proteina, debido a la oxidacién de la cadena lateral de aminoacido. Estos hidroperéxidos
favorecen la oxidacién de Fe®' en Fe3+, que reacciona con naranja de xilenol, formando un compuesto
amarillento. Los ingredientes activos son incubados con BSA y con el sistema de generacion de radicales libres,
que se espera que protejan a la proteina del ataque oxidativo de los radicales hidroxilo.

- Oxidacion de DNA del plasmido: en este ensayo, el DNA del plasmido de bacterias es expuesto a radiacion
UVA en presencia un fotosensibilizador: riboflavina. Esta reaccién aumenta la formacién de ROS vy
consecuentemente da lugar a la descomposicion de DNA del plasmido. Esta descomposicién es captada en el
corrimiento del gel de agarosa, en el que solamente se observa una banda para muestras no radiadas y mas de
una para muestras radiadas. Los ingredientes activos que proporcionan proteccion contra la descomposicion
oxidativa de DNA del plasmido debe provocar que las muestras de DNA radiadas que contienen el ingrediente
activo mantengan el mismo perfil que las muestras no radiadas.

Ensayos para valorar la actividad antioxidante individual de los ingredientes activos seleccionados para la mezcla:

Se comenzo la valoracion individual de cada ingrediente activo. En esta etapa, se seleccion6 la metodologia de
lipoperoxidacion que emula la oxidacion de membranas celulares para la decision final relativa a los ingredientes
activos que se van a preparar. Sin embargo, se usé también DPPH, ya que es una metodologia de seleccién muy
util para comparar la potencia de los ingredientes activos.

- DPPH:

Esta metodologia se usa para valorar el valor de 1C-50, es decir, la cantidad de ingrediente activo necesaria para
neutralizar un 50% de los radicales formados en el medio de reaccién. Cuanto mas bajo es el valor, mas potente es
el ingrediente activo.

La Tabla 1 siguiente recoge los valores de IC-50 (%; mg/ml; pg/ml) para los ingredientes activos seleccionados:

12



10

15

20

25

ES 2670335 T3

Tabla 1:

Ingrediente activo IC-50 (%) IC-50 (mg/ml) IC-50 (ug/ml)
Extracto de té verde 1 * (Cognis) 2,6E-04 0,0026 2,6
Extracto de té verde Ayalla 3,3E-04 0,0033 3,3
Extracto de cacao 7,0E-04 0,007 7
Tocoferol 1,9E-03 0,019 19
Extracto de té verde CF 7,1E-04 0,0071 7.1
Palma Acai 30 9,0E-04 0,009 9
Café de Unichem 1,1E-03 0,011 11
Romero de Ayalla 1,3E-03 0,013 13
Café CF 2,3E-03 0,023 23
Romero de Provital 5,2E-03 0,052 52
Planta pariparoba 7,0E-03 0,07 70
Palma Acai 1,0E-02 0,1 100
Licopeno 2,1E-02 0,208 208
Palma Acai de lino 5,7E-02 0,574 574

Los valores obtenidos en los dos ensayos previos se compararon y se verificd que los ingredientes activos que
proporcionaban mayor proteccion para DPPH, no ofrecieron necesariamente la mejor proteccion contra la
lipoperoxidacion. Esto es debido principalmente a las caracteristicas diferentes de los ingredientes activos y los
ensayos. Por esta razon, se establecieron algunos criterios especificos para cada metodologia con el fin de
determinar qué ingredientes activos tendrian que seguir siendo ensayados.

DPPH: considerando las caracteristicas del ensayo, se estimaron algunos intervalos para clasificar los ingredientes
activos en relacién con la potencia antioxidante:

Potencia antioxidante SUPERIOR: sustancias que proporcionan una elevada protecciéon a concentraciones bajas -
IC-50 (%) en la amplitud de 10, El t& verde y el cacao estan clasificados aqui.

Potencia antioxidante ELEVADA: sustancias que proporcionan una proteccion elevada a bajas concentraciones - IC-
50 (%) en la amplitud de 10™. Pariparoba, romero, tocoferol y café estan clasificados aqui.

Potencia antioxidante MEDIA: sustancias que proporcionan una proteccion elevada a concentraciones muy bajas -
IC-50 (%) en la amplitud de 102. Palma Acai y licopeno estan clasificados aqui.

Como en ensayo de DPPH evalta un radical especifico para un mecanismo de reduccion especifico, es importante
que el ingrediente activo sea capaz de neutralizar el radical a concentraciones muy bajas. Por tanto, se establecid
como criterio continuar trabajando con los ingredientes activos que proporcionan la proteccion antioxidante
ELEVADA o SUPERIOR.

- Lipoperoxidacion:

Esta metodologia es usada para valorar el porcentaje de proteccion de los ingredientes activos contra la
lipoperoxidacion en 3 horas de reaccion. La concentracion de los ingredientes activos se ajusté a 100 pg/ml (0,01%)
para los fines de comparar la potencia protectora de cada uno de ellos.

Se proporciona a continuacion una lista de los resultados obtenidos en la valoracién de la lipoperoxidacion:
- Licopeno: 25,30%

- Extracto de cacao (Theobroma cacao): 51,60%

- Romero (Provital): 52.09%

- Extracto de té verde (Camellia sinensis): 64,89%

- Café (Unichen): 72,49%
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- Tocoferol: 95,53%

Como todos los ingredientes activos fueron ensayados a una concentracion baja (0,01%), se determind que los
ingredientes activos que fueron capaces de proporcionar una proteccion de al menos 50% contra la lipoperoxidacion
incluso a concentraciones bajas, serian activos con una potencia elevada y, por lo tanto, seguirian siendo
ensayados, a saber: cacao, romero, té verde, café y tocoferol. El romero, sin embargo, ya no fue ensayado debido a
su posible efecto abortivo. Por lo tanto, se llevaron a cabo estudios adicionales para cacao, té verde, café y

tocoferol.

- Seleccion del complejo:

ES 2670335 T3

Los cuatro componentes fueron ensayados como sigue:

- Ingredientes activos 2x2: cacao + té verde; cacao + café; café + té verde;

- Ingredientes activos + TOCOFEROL: (3) cacao + tocoferol; (2) té verde + tocoferol; café + tocoferol;

- Ingredientes activos + TOCOFEROL: (4) cacao + té verde + tocoferol; cacao + café + tocoferol; té verde + café +

tocoferol.

Las concentraciones en pug/ml de las mezclas ensayadas y los porcentajes de resultados para la proteccion contra la

lipoperoxidacion (3 h) se resumen a continuacion en la tabla 2 de este informe.

Tabla 2
Cacao Café Té verde Tocoferol Ingredientes activos Proteccion %
totales
100 10 - - 110 47,3
Mezcla 1 50 5 - - 55 46,7
10 25 - - 35 37,2
- 10 10 - 20 52,7
Mezcla 2
- 5 5 - 10 20,0
10 - 10 - 20 35,3
Mezcla 3 10 - 25 - 35 35,3
10 5 - 15 26,4
Mezcla 4 - 10 - 10 20 52
Mezcla 5 - 7 10 17 32,6
Mezcla 6 25 - - 10 35 38,1
- 10 10 200 220 53,1
- 10 10 100 120 60,3
Mezcla 7
- 10 10 25 45 58,9
- 3 3 33 39 66,3
100 10 - 200 310 57,7
100 10 - 50 160 55,1
Mezcla 8
100 10 - 25 135 54,3
30 3 - 30 63 65,2
10 - 10 10 30 69,4
Mezcla 9
10 - 10 25 45 68,4

El valor mas elevado de la proteccion mediante mezcla (alcanzado con mezcla 9) se muestra en el grafico ilustrado

en la figura 1 de la presente memoria descriptiva.

La valoracion de la cantidad de ingredientes activos necesarios para alcanzar el porcentaje de proteccion superior,
basado en la mezcla que proporcidon una proteccion maxima a la dosis mas pequefia, mostré que la mezcla de
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extracto de cacao + extracto de té verde + tocoferol es la mas eficaz. Por tanto, se obtuvo un complejo antioxidante
eficaz que tenia una concentracion baja de ingredientes activos, un grado elevado de "vegetalizacion" (uso de
material renovable de origen vegetal) y resultados por encima de lo esperado.

Las mezclas mas eficaces se muestran en la Figura 2, en la que se demuestra el porcentaje de proteccion contra
lipoperoxidacion frente a la concentracion total de ingredientes activos.

Como se puede concluir a partir de la tabla anterior, la mezcla de 10 ug/ml de té verde, 10 yg/ml de cacao y 10
pg/ml de tocoferol, que totaliza 30 pug/ml de ingredientes activos, proporciona un porcentaje elevado de proteccion
contra la lipoperoxidacién en 3 horas, 69,44%.

Se valor6 la cantidad de cada ingrediente activo necesario para proporcionar un grado de proteccion similar al
obtenido con la mezcla (entre 60 y 70% de proteccion). Los datos usados para los fines de este analisis fueron la
concentracion ensayada, que proporciond el resultado de proteccion mas proximo a 69,44%. Sin embargo, como se
puede observar a partir de la tabla anterior, otras concentraciones combinadas proporcionan también el efecto
optimizado y positivo de proteccidn contra la oxidacion.

El grafico relativo a la concentracion de ingredientes activos en aislamiento frente a concentracion de ingredientes
activos en la mezcla se ilustra en la figura 3 de esta memoria descriptiva. La linea representa el porcentaje de
proteccion frente a lipoperoxidacion de cada mezcla y/o ingrediente activo y las columnas representan la
concentracion de ingredientes activos para cada muestra valorada.

Debe apreciarse que se necesitaria una concentracion de tocoferol al menos 5 veces mayor, una concentracion de
extracto de té verde al menos 10 veces mayor y una concentracion de extracto de cacao al menos 25 veces mayor
que las concentraciones usadas en la mezcla para alcanzar un grado de proteccion similar al proporcionado por la
mezcla de antioxidantes. Por tanto, se concluye que la interaccion de estos ingredientes activos es positiva para la
actividad antioxidante. Estos datos muestran claramente que dicho resultado no podria ser esperado. El resultado
final alcanzado sobrepasa al que se habria obtenido basado en el andlisis de los ingredientes activos en aislamiento.

Evaluacion de la eficacia de nuevo complejo antioxidante x complejo antioxidante actual

Después de definir cual fue la mezcla antioxidante mas eficaz segun la presente invencién (complejo antioxidante
"nuevo"), se llevaron a cabo otros ensayos de eficacia antioxidante para una comparacion de la actividad entre la
mezcla de la presente invencion y un complejo antioxidante convencional, como sigue:

Lipoperoxidacion:

Un complejo antioxidante que comprende licopeno (20 pg/ml), extracto de café (20 pg/ml) y acetato de tocoferol
(equivalente a 100 pg/ml), que totaliza 140 ug/ml, proporciona una proteccion de 70,41% frente a la lipoperoxidacion
(3 h) que es un resultado que puede ser considerado igual al resultado para la nueva mezcla (69,44%).

Sin embargo, en la nueva mezcla propuesta, se usa una concentracion de ingredientes activos totales de 30 ug/ml,
es decir, 4,7 veces menor que la concentracion usada en la mezcla del complejo antioxidante conocido. Por tanto, se
puede concluir mediante este ensayo que la nueva mezcla propuesta tiene una potencia 4,7 veces mayor que la
mezcla actualmente usada.

DPPH:

En el ensayo de DPPH la mezcla de la presente invencion proporciond un 96% de proteccion. Tras comparar la
cantidad de ingredientes activos necesarios para neutralizar un 50% de los radicales (IC-50) en la nueva mezcla con
la del complejo antioxidante conocido, se observd que la primera tiene una mayor potencia de actividad (valor
inferior de 1C-50), como ya se habia observado a través del protocolo de lipoperoxidacion:

- Ensayo para valorar la proteccion contra la oxidacion de DNA de plasmido:

Este ensayo se llevo a cabo con las muestras detalladas en la tabla 3 siguiente:

Tabla 3
Muestra Tratamiento
1 Testigo sin riboflavina Radiada
2 Testigo sin riboflavina No radiada
3 Té verde + Cacao + TOC (complejo antioxidante (730A)) Radiada
4 Té verde + Cacao + TOC (complejo antioxidante (730A)) No radiada
5 Té verde + Cacao + TOC (10x) (Nuevo complejo antioxidante +10) Radiada
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Muestra Tratamiento
6 Té verde + Cacao + TOC (10x) (Nuevo complejo antioxidante +10) No radiada
7 Té verde + Cacao + TOC (1/10) (Nuevo complejo antioxidante -10) Radiada
8 Té verde + Cacao + TOC (1/10) (Nuevo complejo antioxidante -10) No radiada
9 Complejo antioxidante de lino (729A) Radiada
10 Nuevo complejo antioxidante (729A) No radiada

La Figura 4 ilustra el resultado de la valoracién de la descomposicién de DNA de plasmido.

Nuevo complejo antioxidante + 10 significa que se usé una concentracion de complejo antioxidante 10x superior a la
inicialmente propuesta y el nuevo complejo antioxidante -10, 10x inferior a la concentracion indicada. Se llevaron a
cabo testigos no radiados para cada muestra y se ensayd también un testigo sin riboflavina (la reaccion no se
produce). Los resultados se pueden observar en la Figura 4.

Basandose en este grafico, se puede concluir que la muestra no radiada de la mezcla (4) tiene el mismo perfil que la
muestra radiada (3), lo que significa que esta mezcla protege al DNA frente al ataque oxidativo. Se obtuvo el mismo
resultado con la mezcla concentrada 10x. Se puede concluir que en la muestra diluida 10x, el DNA no esta protegido
(en la muestra 7, que ha sido radiada, se observan bandas representativas de descomposicion de DNA, al contrario
que en el testigo no radiado, muestra 8). Finalmente, es posible también concluir que el complejo antioxidante
conocido no es capaz de proteger la descomposicion oxidativa de DNA (la muestra 9 - radiada - presenta bandas
representativas de descomposicion de DNA, diferentes de las del testigo no radiado, muestra 10).

- Ensayo para valorar la proteccion contra la oxidacion de proteinas:

Este ensayo se us6 para valorar la capacidad de la mezcla en cuestion (M1: té verde + cacao + tocoferol) y del
complejo antioxidante conocido (M2: licopeno + café + tocoferol) para proteger contra la oxidacién de proteinas (en
este caso, BSA). Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 5, 5A y 5B.

Este ensayo valora la formacion de hidroperéxidos de proteinas mediante naranja de xilenol y, por lo tanto, se
requiere la construccion de una curva de xilenol con perédxido de hidrégeno.

Se aprecia que los testigos M2 (complejo antioxidante conocido) presentaron un nivel de oxidacién superior al
observado en el testigo sin ingredientes activos o en el testigo con M2. Esto posiblemente sucedio debido a la
presencia de metales pesados en los extractos de componente de la mezcla que podrian acelerar la oxidaciéon del
BSA.

La valoracion del resultado obtenido para el mejor estado de oxidacion establecido (reaccion), muestra que las dos
mezclas son capaces de proteger BSA frente a la oxidacion generada por radicales hidroxilo, sin embargo, M1
(nuevo complejo antioxidante) proporciona un 65% de proteccién, mientras que la mezcla 2 proporciona un 32% de
proteccion Este ensayo demostré también que la mezcla en cuestion es mas potente que la mezcla de referencia.

- Ensayo para valorar la capacidad para neutralizar radicales libres:

Este ensayo se usa para valorar la capacidad del ingrediente activo para disminuir la formacion de radicales libres.
Un radical especifico (DPPH) produce una coloraciéon purpura en solucion etandlica. Los ingredientes activos
antioxidantes capaces de donar protones (H+) disminuyen la formacion de radicales, disminuyendo
consecuentemente la coloraciéon purpura.

La mezcla en cuestion (té verde + cacao + tocoferol) se valoré a diferentes concentraciones (desde 0,3 pg/ml hasta
300 pg/ml) y los resultados indican que a una concentracién de 15 pg/ml de la mezcla se obtiene ya una proteccion
por encima de 90%.

Los resultados de este ensayo se muestran en el grafico de la figura 6. Por tanto, se ha concluido que se obtiene un
grado elevado de proteccion contra la accion de radicales libres usando pequefias cantidades de los antioxidantes
de la composicién de la presente invencion.

Formacion de CPD (dimeros de pirimidina)

En este ensayo se evaluo si la mezcla segun la presente invencion seria capaz de proteger el DNA de los deteriores
directos de la radiacion UVB, media a través de la cuantificacion de CPD (dimeros de primidina - mutacion
comunmente formada cuando las células son expuestas a UVB). Como las sustancias evaluadas son antioxidantes,
se espera que actuen protegiendo el DNA de una forma indirecta, es decir, a través de la neutralizacion de radicales
libres que atacarian las bases de DNA (como se demuestra con el protocolo de DNA plasmidial). Este ensayo se
llevé a cabo para investigar si los mismos ingredientes activos podrian tener alguna actividad de proteccion y/o
reparar el DNA contra los deterioros directos (mutaciones) provocados por la radiacion UVB. Los resultados
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obtenidos se muestran en la Figura 7.

Se puede concluir a partir de los resultados que la mezcla propuesta no es capaz de proteger el DNA de los
deterioros directos provocados por la radiacion UVB. Sin embargo, se puede decir mediante el resultado del ensayo
de DNA plasmidial que protege el DNA de los deteriores indirectos de la radiacion (en este caso, ataque oxidativo).+

Actividad antioxidante en fibroblastos

En este ensayo se evalud la actividad antioxidante de las mezclas de ingredientes activos (complejo antioxidante
nuevo y conocido). En este ensayo, se exponen fibroblastos humanos a LPS con el fin de conducir a la generacion
de especies reactivas de oxigeno, principalmente peréxido de hidrégeno. El peroxido asi formado oxida
diclorofuoresceina (DCFH-DA) que es hace fluorescente. La medicion de la fluorescencia se lleva a cabo a través de
un citometro de flujo y el resultado es la comparacion de células testigo con las células tratadas con la mezcla de
ingredientes activos.

Los resultados obtenidos demuestran que los complejos antioxidantes tanto nuevos como conocidos son capaces de
reducir significativamente la tensién oxidativa formada en un cultivo celular expuesto al LPS, como se muestra en la
Figura 8, en la que las dos mezclas fueron valoradas en sus concentraciones originales, diluidas 10 veces (0,1x) y
concentradas 10 veces (10X).

Envejecimiento celular (compuesto antioxidante nuevo)

El envejecimiento celular es un procedimiento multifactorial y la tension oxidativa es una de las vias responsables
para comenzar este procedimiento. Por esta razon, se investigo la actividad del complejo antioxidante segun la
presente invencion para reducir el estado de envejecimiento celular. En este ensayo, las células son expuestas a
radiacion UV durante 04 dias y después de este periodo uno de los marcadores de envejecimiento - enzima beta-
galactosidasa - es medido para evaluar el estado de las células. El grupo tratado con el nuevo complejo antioxidante
presentd menos células envejecidas en comparacion con el patron. Este resultado esta representado por la menor
cantidad de células marcadas con el beta-gal, como se muestra a continuacioén en la tabla 5:

Tabla 5
Muestra UB V - (% células positivas) UVB + (% células positivas)
Testigo 11,67 £ 0,60 51,67 £1,36
Nuevo complejo antioxidante 14,58 + 0,92 38,81 £ 0,91

Los resultados demuestran que la radiacion UV (UVB-) de células no expuestas no mantiene un nivel basal de
envejecimiento. Cuando se exponen a radiacion UV (UVB+), el nimero de células marcadas para el envejecimiento,
sin embargo, al comparar el testigo con el grupo tratado con el nuevo complejo antioxidante, se aprecia a al menos
uno es capaz de reducir significativamente el nimero de células beta-gal positivas y, por lo tanto, el estado de
envejecimiento celular.

Evaluacion del potencial antioxidante in vitro mediante el método ORAC hidrdfilo y lipofilo

El método ORAC proporciona una fuente controlada de radicales peroxilo que estimula las reacciones oxidativas con
lipidos en alimentos, cosméticos y sistemas fisioldgicos.

El sistema comprende una sustancia generadora de radicales libres, el AAPH (dihidrocloruro de 2,2-azobis(2-
amidinopropano)) y un marcador fluorescente, fluoresceina. La presencia de sustancia antioxidante en el medio de
reaccion inhibe el declive de la fluorescencia inducida por el radical libre.

El valor final se calcula mediante la ecuacion de regresion entre la concentracion de la muestra y el area bajo la
curva de declive de la fluorescencia (AUC). Se expresa el resultado en micromoles equivalentes de Trolox®/g de la
muestra.

AUC =1 +f1/f0 + lefo ++f3/fo +....+fn/fn

-fo: fluorescencia inicial t = 0 minutos
-fo: fluorescencia en cada muestr en t = n minutos
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(AUCmuestra - AUCtestigu]l X molaridad Trolox ®

concentracién muestra
(AUCrr0e2 ~ AUCHsstio)

Considerando AUC neta = AUCnuestra de Trolox = AUCtestigU

Objetivo

Para evaluar la actividad antioxidante mediante el método ORAC lipdfilo e hidrdéfilo de las siguientes mezclas:
mezcla 1 (que consiste en las muestras 9617, 6714 y T3251 en la relacion 1:1:1)

mezcla 2 (que consiste en las muestras 2705, 940 y T3251 en la relacion 1:1:5).

Materiales

AAPH y Trolox son de la empresa Sigma GmbH (Steinheim, Alemania) y la fluoresceia de sodio de Riedel-of-Haén
(Sellze, Alemania) y los demas son reactivos analiticos estandar.

Metodologia

Se afiadio hexano (1 mg/ml) a las muestras individuales, las muestras se agitaron durante 3 minutos en un agitador
y se centrifugaron durante dos minutos en 700 g. La materia sobrenadante se separd, se evapord bajo flujo de
nitrégeno y se analizd como parte lipéfila. La estructura del fondo se analizé como fraccion hidrofila.

Esta ultima se solubilizé en acetona:agua (50% v/v), se mezclo en la relacion indicada para cada una de las mezclas
y se diluy6é apropiadamente en tampoén de fosfato 75 nM a pH 7,0. Por tanto, se afiadieron 25 pl de muestra de 150
I de solucion de fluoresceina 40 nM (en tampon de fosfato 75 mM, pH 7,0) en una placa de 96 pocillos. Después de
incubar a 37°C durante 30 minutos, se afiadieron 25 yl de solucion de AAPH 153 mM (en tampdn de fosfato 75 mM,
pH 7,0) y la placa se agité a intensidad elevada durante 10 segundos. La lectura se hizo cada minuto durante una
hora con una longitud de onda de excitacion de 485/20 nm y emisién de 528/20 nm (lectura de placas - lector de
microplacas Multi Detection, Synergy - BIOTEK). La muestra en blanco consistié en 200 ul de tampon de fosfato 75
mM, pH 7,0 y en el testigo la muestra se sustituyd con 25 pl de tampoén de fosfato 75 mM, pH 7,0.

La parte lipdfila se solubilizd, se mezcld en la relacion anteriormente indicada para cada mezcla y se diluyé en
acetona:agua (50% v/v) que tenia 7% de B-ciclodextrina aleatoriamente, metilada (RMCD). El analisis se realizé
como en la parte hidrdfila, usando la solucion de RMCD como muestra en blanco y controlada.

Como nota adicional, la mezcla 2 se solubilizé solamente en acetona y se diluyé en RMCD.
Resultados:

Las Figuras 9 a 12 representan las correlaciones entre la diferencia de area en la curva de las muestras en relacion
con el testigo (AUC neto) y la concentracion de las mezclas para una evaluacion hidrdfila y lipdfila.

Los valores de las actividades antioxidantes de las muestras se presentan a continuacion.

Tabla 6: Actividad antioxidante de las muestras

Muestra Actividad (umol eq Trolox/g de la muestra)
Mezcla 1 hidrdfila 507 + 53
Mezcla 1 lipdfila 428 +7
Mezcla 2 hidrdfila 190 £ 14
Mezcla 2 lipdfila 1087 + 89

Las muestras analizadas presentaron una actividad antioxidante total comparativa considerable en comparacién con
Trolox® (400 pmol/g), siendo la parte lipdfila en la mezcla 2 el componente mayoritario de la actividad.

Estudios de aplicacion y estabilidad

La aplicacion de los ingredientes activos se llevo a cabo sobre bases de Chronos (BDP. 581.9870.2 y 581.9869.3) y
Fotoequilibrio FPS 30 (581.9868.2) en la primera fase. En esta fase de evaluacion individual de los ingredientes
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activos, la estabilidad se llevé a cabo segun el protocolo REVE para té verde y cacao, ya que los demas ingredientes
activos ya tenian un historial de aplicacion el producto final. Se observé una modificacion mas significativa del color
en condiciones de temperaturas de 37°C y 45°C para FPS 30 con té verde. Sin embargo, se indica que esta materia
prima fue aplicada en una concentracion de 0,1%, 100x superior a la concentracion final indicada (0,001%). Las
demas caracteristicas en los otros productos y condiciones son sufrieron alteraciones significativas.

En la segunda fase, ya con la mezcla definida (de acuerdo con los ensayos anteriormente presentados), se realizo la
aplicacion de las mezclas de té verde (0,001%), tocoferol (0,001%) y cacao (0,001%) en las bases de Fotoequilibrio
FPS 30 y Chronos FPS 15, segun el protocolo de REVE. Durante 30 dias no se detectdé un cambio significativo.

Datos
Tabla 7: Cédigos y estado (GSP/CMP)
Nuevo complejo antioxidante
Materia prima BDP GSP CMP
Extracto de cacao 6714 Definitivo Aprobado
Extracto de té verde 9617 Definitivo Definitivo
Acetato de tocoferol 1213 Definitivo Definitivo
Tocoferol

Todos los ensayos presentados se llevaron a cabo con el alfa-tocoferol. Los productos finales propuestos, sin
embargo, usaron acetato de tocoferol, que no puede ser evaluado in vitro ya que depende de la presencia de
enzimas especificas (estearasas) que estan presentes en la piel.

Teniendo esto en cuenta, se realizé una busqueda extensiva en la bibliografia sobre datos de conversion de acetato
de tocoferol en tocoferol. En esta busqueda se encontraron diversos datos de bioconversién que varian en el
intervalo de 5% a 100%. Entonces se decidid, para los fines de esta evaluacién, usar el peor caso descrito en la
bibliografia (velocidad de conversién de 5%) para garantizar que el acetato afiadido estara disponible en la
concentracion a la que se llevaron a cabo los ensayos. Por tanto, la regla de conversién de la cantidad de tocoferol
en acetato se establecié que era una concentracion 20x mayor de la posterior que debe ser afiadida a la formulacion
final.
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REIVINDICACIONES
1. Un complejo antioxidante, caracterizado por tener un efecto sinérgico y que comprende:
a) de 1 yg/ml a 20000 pyg/ml de vitamina E;
b) de 10 pg/ml a 1000 pg/ml de extracto de té verde;
c) de 10 yg/ml a 1000 pug/ml de extracto de cacao,
todas las cantidades estan basadas en el peso total del complejo antioxidante.
2. El complejo antioxidante segun la reivindicacion 1, caracterizado por comprender:
a) de 10 pg/ml a 200 pg/ml de vitamina E,
b) de 10 pg/ml a 100 ug/ml de extracto de té verde;
c) de 10 pyg/ml a 100 pug/ml de extracto de cacao,
todas las cantidades estan basadas en el peso total del complejo antioxidante.

3. El complejo antioxidante segin una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, caracterizado porque dicha vitamina
E se selecciona entre: tocoferol y acetato de tocoferol

4. El complejo antioxidante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, caracterizado porque dicho extracto
de té verde comprende una mezcla de polifenoles, entre los cuales estan catequinas.

5. El complejo antioxidante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, caracterizado porque dicho extracto
de cacao es extracto de cacao Theobroma con elevado contenido de catequinas y xantinas.

6. El complejo antioxidante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por tener un efecto
sinérgico y que comprende:

a) 10 pg/ml de acetato de tocoferol;
b) 10 ug/ml de extracto de té verde que comprende una mezcla de polifenoles, entre ellos catequinas; y
c) 10 ug/ml de extracto de cacao Theobroma con elevado contenido de catequinas y xantinas,

todas las cantidades estan basadas en el peso total del complejo antioxidante.

7. El complejo antioxidante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque comprende
ademas al menos un antioxidante adicional seleccionado entre BHT, BHA, TBHQ y extractos vegetales.

8. Una composiciéon cosmética, caracterizada porque comprende:
a) un complejo antioxidante como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7; y
b) un vehiculo aceptable en cosmética.

9. La composicién cosmética segun la reivindicacion 8, caracterizada porque la cantidad de complejo antioxidante
presente varia en el intervalo de 0,003% a 3,000% en peso, basado en el peso total de la composicion.

10. Una composicién farmacéutica, caracterizada por comprender:
a) un complejo antioxidante como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1a 7; y
b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 10, caracterizada aporque la cantidad de complejo
antioxidante presente varia en el intervalo de 0,003% a 3,000% en peso, basado en el peso total de la composicion.

12. Uso del complejo antioxidante como se define un una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para la fabricacion
de un medicamento para combatir el deterioro de la piel provocado por el sol y la contaminacion, el estrés, el viento
y otras condiciones adversas.

13. Un complejo antioxidante como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una composicion
como se define en la reivindicacién 10 o 11, para ser usado para combatir el deterioro de la piel provocado por el sol
y la contaminacion, el estrés, el viento y otras condiciones adversas.
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14. Un complejo antioxidante como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una composicion
como se define en la reivindicacion 8 o 9, para ser usado en un método para combatir el envejecimiento de la piel
provocado por el son y por la contaminacion, el estrés, el viento y otras condiciones adversas.

15. El complejo antioxidante como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para un uso terapéutico
para combatir deteriores moleculares y morfolégicos derivados de la lipoperoxidacion, oxidacion de DNA vy
reacciones de oxidacion de proteinas.
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Figura 1
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Figura 3
Proteccion % frente a [ingredientes activos]
200 T |' 30, 0%

= iy =+ 7 7 |_'|'."'.'_. E
E 250 T -._,________.-—-_-‘h—/_,ﬂ . E
2 X : TE0,0% o
c 2007 +sonw
= =
@ 150 + T40.0% 0
i o
& 30,09% ©
§ 100 + . g_
S T20,0% 8

£ ]' Lo o, —

N . . .

C Té verde Tocoferol 12 verde +
acao
Cacao +

Tocoferol

23




ES 2670335 T3

Figura 5
Formacion de hidroperdxidos de proteinas (BSAOOH)
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Figura 5B .
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Figura 6
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Figura 7
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Intensidad de deterioro para DNA tipo CPD
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Figura 9
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Figura 11
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Figura 12
Mezcla ORAC 2: lipo
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