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DESCRIPCION
Suplemento nutricional antioxidante antienvejecimiento para la mejora del sistema integumentario
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a un suplemento nutricional particularmente adecuado para contrarrestar el dafio
oxidativo en el sistema integumentario.

Antecedentes de la invencion

La tension oxidativa se define como una perturbacion en el equilibrio entre la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y las defensas antioxidantes (Finkel y Holbrook 2000), (Kunwar et al, 2011).

Las ROS son moléculas que contienen moléculas reactivas con el oxigeno; ejemplos de ROS incluyen radicales
libres, iones de oxigeno y peroxidos.

Las ROS se forman como un subproducto natural del metabolismo normal del oxigeno y tienen funciones
importantes en la sefializacion celular y la homeostasis.

Las ROS también pueden actuar impulsando varias vias moleculares que desempefian papeles importantes en
diferentes afecciones patolégicas tales como cancer, enfermedades cardiacas y diabetes.

La sobreproduccién de perdxidos y radicales libres conduce a dafios en los componentes de la célula, incluyendo
proteinas, lipidos y ADN. Ademas, algunas ROS pueden actuar como mensajeros celulares en la sefializacion de
reduccion/oxidacion (redox) entre las células. Por lo tanto, la tension oxidativa puede causar interrupciones en los
mecanismos normales de sefalizacion celular.

Por lo tanto, el uso de oxigeno por las células de organismos aerdbicos genera metabolitos de oxigeno reactivos
potencialmente perjudiciales.

La cantidad de dafio oxidativo puede aumentar con la edad de un organismo y puede ser un factor importante capaz
de causar senescencia (Sohal y Weindruch 1996).

El punto principal que surge de los estudios de investigacion es que el dafio oxidativo molecular durante el
envejecimiento es ubicuo, significativo y aumenta exponencialmente con la edad.

Las principales causas de un aumento asociado con la edad en la cantidad de tensién oxidativa se pueden vincular a
un aumento en la rata de generacion de metabolitos reactivos de oxigeno (ROM), una disminucion en las defensas
antioxidantes, una disminucion en la eficiencia de reparacion o eliminacién de moléculas dafiadas.

La produccion de peréxido de hidrogeno por parte de las mitocondrias es también una de las principales fuentes de
tension oxidativa y en los mamiferos aumenta con la edad en varios drganos diferentes (Turrens y McCord 1990).

Un estudio reciente ha investigado el efecto del género, la edad y el tiempo de tratamiento en la tension oxidativa
cerebral y los déficits de memoria espacial inducidos por la d-galactosa (d-gal) en ratones. Los ratones hembras no
mostraron deterioro de la memoria espacial, incluso en la presencia de mayores cantidades de especies de oxigeno
reactivas en el cerebro (ROS). En contraste, los ratones machos que recibieron la misma cantidad de d-gal
mostraron déficits de memoria espacial y un aumento significativo en los marcadores de tension oxidativa (Hao et al,
2014).

Curiosamente, otro estudio reciente publicado en 2014, reclut6é a un total de 478 trabajadores (272 hombres y 206
mujeres) de una planta de horno de coque. El estudio encontré que las mujeres eran mas susceptibles que los
hombres a la tension oxidativa y al dafio cromosémico inducido por los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP),
lo que agrega evidencia potencial subyacente a las diferencias de género en la carcinogénesis pulmonar relacionada
con la exposicién a HAP (Guo et al, 2014).

La piel, junto con el cabello y las ufias, es el érgano principal del sistema integumentario y representa la primera y
principal barrera para el medio ambiente externo.

En la piel, el dafio de los radicales libres puede causar el deterioro del tejido conjuntivo de soporte, dando como
resultado una elasticidad y resistencia disminuidas. La tension oxidativa, ademas, puede alterar la funcién del
foliculo piloso, causando alopecia androgenética (patron de calvicie) en hombres y mujeres.

La exposicion de la piel a la radiaciéon ultravioleta solar inicia reacciones fotoquimicas que conducen a la formacion
de ROS y, cuando su produccion se sale de control, se produce una tension oxidativa. Cuando esto sucede, las
ROS (junto con las enzimas liberadas de los granulos dentro de los globulos blancos) dafian o incluso matan las
células, dafian el ADN y atacan a las enzimas y otros compuestos.
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La piel posee mecanismos de defensa que interactian con los toxicos y contrarrestan su efecto perjudicial (como las
moléculas no enzimaticas y enzimaticas que funcionan como potentes antioxidantes).

Estas defensas, aunque altamente efectivas, tienen una capacidad limitada y pueden ser superadas, lo que lleva a
un aumento de los niveles de ROS y al desarrollo de enfermedades dermatolégicas.

En general, se acepta que existe una correlacion entre el envejecimiento y la acumulacion de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos dafiados por oxidacion (Levine y Stadtman 2001).

Un estudio reciente ha demostrado que la exposicion de la piel a diversos agentes ambientales fisicos y quimicos
induce una tensién oxidativa que conduce a la inducciéon de la peroxidacién lipidica cutanea con modulacion
concomitante en los niveles de antioxidantes y enzimas metabolizadoras de farmacos.

Un enfoque para prevenir o tratar estos trastornos mediados por ROS se basa en la administracion de diferentes
antioxidantes en los que el término antioxidante se refiere a cualquier molécula capaz de estabilizar o desactivar los
radicales libres antes de que causen dafio en las células sanas. La publicacion cientifica Liang J, Pei X, Zhang Z,
Wang N, Wang J, Li Y. (2010) J Food Sci. 75 (8): H230-8 divulga propiedades protectoras y antioxidantes del
hidrolizado de colageno marino en la piel envejecida de ratas macho Sprague-Dawley.

Sumario de la invenciéon

El propdsito de la presente descripcion es proporcionar un suplemento nutricional con una alta capacidad
antioxidante que sea capaz de retardar el proceso de envejecimiento natural al contrarrestar la formacion de
radicales libres en el cuerpo a través de los efectos sinérgicos ejercidos por los ingredientes activos.

De acuerdo con la invencién, el objetivo anterior se logra gracias al tema tratado especificamente en las
reivindicaciones subsiguientes. La presente invencién proporciona un suplemento nutricional que comprende
colageno hidrolizado, carnosina, CoEnzima Q10 y Resveratrol. La presente invencion proporciona ademas un uso
no terapéutico del suplemento nutricional para reducir el dafio oxidativo al sistema integumentario. En una
realizacion, el suplemento nutricional comprende ademas una emulsidon que comprende aceite de semilla de borraja
y aceite de onagra.

En otra realizacion, el suplemento nutricional comprende al menos un ingrediente adicional seleccionado entre acido
hialurénico, extracto de pimienta negra, licopeno.

En una realizacién adicional, el suplemento nutricional aqui descrito también incluye al menos uno de baya de acai,
granada, vitaminas, preferiblemente vitamina C y vitamina A.

En un aspecto, el complemento alimenticio aqui descrito también incluye minerales, aditivos y sustancias
aromatizantes.

Breve descripcion del dibujo.

- La Figura 1 muestra un diagrama del proceso de fabricacion de una realizaciéon de un suplemento
nutricional divulgado en la presente descripcion.

- La Figura 2 muestra el efecto de los ingredientes principales del suplemento nutricional en la sintesis de
MMP-1 por fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF). La MMP-1 se midié en sobrenadantes de
NHDF cultivados en placas de 24 pocillos y se incubd en medio (0) mas varias combinaciones de
ingredientes principales de suplementos nutricionales (véase las tablas 5 y 6 para la descripcion de las
adiciones) durante 48 horas. Los datos se expresaron como % de control de medios, normalizados al 100%
en cada experimento y se presentan como promedio + SEM de 3 experimentos independientes. * indica P
<0,05, **** P <0,0001. El medio es de 5,6 + 1,7 ng/ml.

- La Figura 3 muestra el efecto de los ingredientes principales del suplemento nutricional en la sintesis de
MMP-3 por fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF). La MMP-3 se midi6 en sobrenadantes de
NHDF cultivados en placas de 24 pocillos y se incubd en medio (0) mas varias combinaciones de
ingredientes principales de suplementos nutricionales (véase las tablas 5 y 6 para la descripcion de las
adiciones) durante 48 horas. Los datos se expresaron como % de control de medios, normalizados al 100%
en cada experimento y se presentan como promedio + SEM de 3 experimentos independientes. * indica P
<0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001. El control de los medios es de 0,6 + 0,3 ng/ml.

Descripcion detallada de la invencién

Una realizacién de la presente divulgacion proporciona un suplemento nutricional que comprende colageno
hidrolizado, carnosina (preferiblemente L-carnosina), CoEnzima Q10 y Resveratrol (preferiblemente T-resveratrol).

El suplemento nutricional aqui descrito esta dotado de una alta capacidad antioxidante y es capaz de reducir el dafio
oxidativo y mejorar el sistema integumentario.

En particular, ejerce una mejora en el estado de la piel al aumentar la hidratacion y la elasticidad, al disminuir la
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profundidad y la superficie total de las arrugas, al mantener la piel, cabello y ufias saludables.

El suplemento nutricional aqui descrito se puede realizar tanto en forma liquida como sélida, es decir, mezclando los
ingredientes en forma sdélida o liofilizando la preparacion liquida.

El suplemento nutricional aqui descrito comprende colageno hidrolizado en una cantidad entre 0,5 y 10 g/50 ml,
preferiblemente en una cantidad entre 1,75y 7,5 g/50 ml, mas preferiblemente en una cantidad entre 3y 5 g/50 ml.

El colageno utilizado en el suplemento nutricional liquido es colageno hidrolizado, preferiblemente derivado de una
fuente de pescado.

La carnosina, preferiblemente L-carnosina, esta presente en una cantidad entre 10 y 250 mg/50 ml, preferiblemente
en una cantidad entre 20 y 160 mg/50 ml, mas preferiblemente en una cantidad entre 40 y 80 mg/50 ml .

La CoEnzima Q10 estéa presente en una cantidad entre 5 y 250 mg/50 ml, preferiblemente en una cantidad entre 9 y
200 mg/50 ml, mas preferiblemente en una cantidad entre 15y 150 mg/50 ml.

El resveratrol, preferiblemente T-resveratrol, estd presente en una cantidad entre 0,2 y 450 mg/50 ml,
preferiblemente en una cantidad entre 1 y 200 mg/50 ml, mas preferiblemente en una cantidad entre 2 y 80 mg/50
ml.

El colageno es el componente principal de la piel junto con la elastina y el acido hialurénico y tiene un papel clave en
el suministro de integridad y elasticidad.

Sin embargo, el colageno disminuye con la edad y conduce a una pérdida de la elasticidad de la piel y a la formacion
de lineas finas y arrugas.

El colageno hidrolizado presente en el suplemento nutricional aqui divulgado ayuda a estimular las células de
fibroblastos para producir colageno nuevo (tipo | y ), acido hialurénico y elastina (componentes extracelulares en la
dermis).

La L-carnosina es un bloque de construccién de proteinas que se produce naturalmente en el cuerpo. Esta
altamente concentrado en los musculos, el cerebro, el corazén y en muchas otras partes del cuerpo.

La Coenzima Q10 (CoQ10) es una sustancia similar a las vitaminas que se encuentra en todo el cuerpo, pero
especialmente en el corazon, el higado, los rifiones y el pancreas.

El T-resveratrol es un polifenol antioxidante que se encuentra en la piel de las uvas rojas y en otras frutas, asi como
en las raices de la falopia japonesa (Polygonum cuspidatum).

Debido a los efectos sinérgicos ejercidos por sus ingredientes principales, es decir, colageno hidrolizado, L-
carnosina, Coenzima Q10 y T-resveratrol, el suplemento nutricional aqui descrito estd dotado con una alta
capacidad antioxidante y es capaz de reducir el dafio oxidativo al sistema integumentario.

En particular, al contrarrestar la formacion de radicales libres, ejerce una mejora en el estado de la piel al aumentar
su elasticidad y firmeza, al disminuir la sequedad, la profundidad y la superficie total de las arrugas. También
mantiene la piel, el cabello y las ufias saludables.

En otra realizacién, el suplemento nutricional comprende ademas una emulsién que comprende aceite de semilla de
borraja y aceite de onagra.

La emulsién que comprende aceite de semilla de borraja y aceite de onagra puede estar presente en una cantidad
entre 0,5 y 250 mg/50 ml, preferiblemente en una cantidad entre 2 y 200 mg/50 ml, mas preferiblemente en una
cantidad entre 5y 150 mg/50 ml.

Al afiadir la emulsiéon que comprende aceite de semilla de borraja y aceite de onagra, el suplemento descrito aqui
muestra sorprendentemente un efecto potenciador sobre la suavidad y la hidratacion de la piel.

En particular, la emulsion que comprende aceite de semilla de borraja y aceite de onagra contiene acido gamma-
linolénico (GLA), también denominado acido graso omega-6, que puede mejorar la suavidad y la hidratacion de la
piel.

En otra realizacion, el suplemento nutricional comprende al menos un ingrediente adicional seleccionado entre acido
hialurénico, licopeno y extracto de pimienta negra.

El acido hialuronico puede estar presente en una cantidad entre 0,5 y 100 mg/50 ml, preferiblemente en una
cantidad entre 1y 75 mg/50 ml, mas preferiblemente en una cantidad entre 2 y 40 mg/50 ml.

El licopeno puede estar presente en una cantidad entre 0,01 y 40 mg/50 ml, preferiblemente en una cantidad entre
0,05 y 10 mg/50 ml, mas preferiblemente en una cantidad entre 0,1 y 5 mg/50 ml.
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El extracto de pimienta negra, conocido por mejorar la biodisponibilidad de varias sustancias al aumentar su
absorcion gastrointestinal, puede estar presente en una cantidad entre 0,2 y 3,5 mg/50 ml, preferiblemente entre 0,5
y 2,5 mg/50 ml, mas preferiblemente en una cantidad entre 1 y 2 mg/50 ml.

El acido hialurénico (HA) es un polisacarido de alto peso molecular (10-104 KDa), localizado en la matriz extracelular
de los tejidos conectivos, principalmente en los tejidos conectivos blandos, en particular la piel. HA se forma por
unidades alternas de acido glucorénico y N-acetilglucosamina.

El licopeno pertenece a la familia de los carotenoides y esta presente en muchas frutas y verduras.

Los presentes inventores encontraron que al agregar al menos uno de acido hialurénico, licopeno y extracto de
pimienta negra al suplemento nutricional, se obtuvo un efecto potenciador adicional en términos de hidratacion de la
piel, actividad antioxidante y biodisponibilidad de varias sustancias.

En una realizacion adicional de la presente divulgacion, el suplemento nutricional también incluye al menos un
ingrediente seleccionado entre baya de acai, granada, vitamina, preferiblemente vitamina C y vitamina A.

Otras vitaminas que pueden estar presentes en el suplemento nutricional son las vitaminas que se sabe que tienen
un beneficio para la salud de los consumidores.

Preferiblemente, se seleccionan vitaminas adicionales del grupo que consiste en vitamina B+, vitamina By, vitamina
B3, vitamina Bs, vitamina B, vitamina D, biotina y otras vitaminas solubles en agua.

En una realizacion adicional de la presente divulgacion, el suplemento nutricional aqui descrito también incluye
minerales, aditivos y sustancias aromatizantes.

Los minerales pueden elegirse entre zinc y cobre.

El aditivo se selecciona preferiblemente entre acido citrico anhidro, acido fosférico, acido lactico, acido tartarico,
acido DL-malico y sucralosa.

Las sustancias aromatizantes pueden seleccionarse entre los aceites esenciales de melocotén vy lichi.

Se utilizaron lactonas, ésteres, alcoholes superiores alifaticos, cetonas, aldehidos aromaticos, alcoholes aromaticos,
tioéteres, acidos grasos, propilen glicol, etanol, glicerol (glicerina) para formular la base de sabor.

La Tabla 1 informa el intervalo de contenido de los ingredientes que pueden incluirse en el suplemento nutricional
con base en agua como se describe anteriormente.

Tabla 1
Ingredientes Intervalo de contenido/50 ml
Colageno (colageno de pescado hidrolizado) 0,5-10g
L-carnosina 10-250 mg
CoEnzima Q10 5-250 mg
T-Resveratrol 0,2-450 mg
Acido hialuronico 0,5-100 mg
Emulsion de aceite de onagra y borraja (20%) 0,5-250 mg
Licopeno 0,01-40 mg
Extracto de pimienta negra 0,2-3,5mg
Extracto de Baya de acai 0-250 mg
Granda 0-250 mg
Vitamina C 0-400 mg
Vitamina A 0-400 mg
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(continuacion)

Ingredientes Intervalo de contenido/50 ml
Otras vitaminas 0-400 mg
Minerales 0-2,5 mg
Sustancias aromatizantes 0-200 mg

A continuacion se proporcionaran algunos ejemplos de diferentes realizaciones del objeto de suplemento nutricional
de la presente descripcion.

Ejemplo 1

El suplemento nutricional en forma liquida que comprende los ingredientes indicados en la Tabla 2 a continuacion se
ha preparado — de acuerdo con el diagrama del proceso de fabricacion que se muestra en la Figura 1 - primero
agregando ingredientes tal como agua, acido hialurénico, colageno de pescado hidrolizado, L-carnosina., N-
acetilglucosamina, acido citrico anhidro, acido DL-malico, extracto de pimienta negra, zinc, cobre, D-biotina, estevia,
hidrocloruro de piridoxina, polisacarido de soja, vitamina D3, jugo concentrado de granada, extracto de baya de acai,
Coenzima Q10, licopeno, disueltos a una temperatura de 60 + 5°C en el tanque (A) de mezcla. Luego se afadio
vitamina C (acido L-ascorbico) a la mezcla después de enfriar la temperatura a menos de 45°C. Luego se agregaron
agua y T-Resveratrol al tanque (B) de mezcla a una temperatura de 60 + 5°C. En un paso siguiente, los ingredientes
presentes en el tanque de mezcla (A) y (B) junto con las sustancias aromatizantes se agregaron al tanque de lote
principal. Luego se agregaron agua, aceite de borraja y emulsion de aceite de onagra (20%), d-a-tocoferol y
emulsion de B-caroteno en el tanque (B) de mezcla enfriando la temperatura hasta 25+5°C y luego se agrega al
tanque de lote principal. Después de mezclar todos los ingredientes, se agregd agua para ajustar el volumen a 50
ml. Se realizé un control de calidad para garantizar el pH, acidez, sabor y color correctos. En los pasos finales del
procedimiento de fabricacion, el producto paso por pasos de filtracion y pasteurizacion a 98+2°C, mantenido durante
30 segundos antes de enfriarse a 85+2°C para el proceso de embotellado. Un segundo paso de pasteurizacion se
realizé a 80+2°C, mantenido durante 30 segundos antes del empacado final.

Tabla 2
Ingredientes Contenido de 50ml
Colageno (colageno de pescado hidrolizado) 5,009
L-Carnosina 60,0 mg
CoEnzima Q10 25,0 mg
T-Resveratrol 2,5 mg
Acido Hialurénico 40,0 mg

Aceite de Onagra (Oenothera biennis), Aceite de Semilla de Borraja

(Borago Officinalis) (Solvente: Glicerol, Emulsionante: Lecitina de Soja) 25,0 mg
Licopeno 0,10 mg
Extracto de pimienta negra (Bioperine®) 1,50 mg
Extracto de Baya de acai 30,0 mg
Granada 20,0 mg
Vitamina C (Acido Ascorbico) 80,0 mg (100% NRV*)
Vitamina A (Betacaroteno) 150 pg (15% NRV*)
Vitamina D (D3) 5 ug (100% NRV*)
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(continuacion)

Ingredientes Contenido de 50ml
Vitamina E (D-a-Tocoferol) 6,0 mg (50% NRV*)
Vitamina B6 (Clorhidrato de piridoxina) 1,65 mg (118% NRV?)
Cobre 0,15 mg (15% NRV?)
Biotina (D-Biotina) 50 pg (100% NRV™)
Zinc (gluconato) 1,50 mg (15% NRV*)
N-Acetilglucosamina 5,0 mg

Acido Citrico 450,0 mg
Polisacarido de soja 200,0 mg
Acido malico 100,0 mg
Estevia 30,0 mg
Aromatizantes 0,2250 mg
Agua 43.873 g
*NRV= Valor de referencia de nutrientes

La Tabla 3 a continuacion muestra la informacion nutricional del suplemento descrito aqui.

Tabla 3

Informacién Nutricional Contenido de 50ml
Energia 34 kcal (144 kJ)
Proteina 5349
Carbohidratos (de los cuales azucares) 0,09 (0,0 g)
Grasa (de los cuales saturadas) 1,4 g (0,49)
Fibra 0,0g
Sodio 0,0 mg

El suplemento nutricional que esta sustancialmente libre de carbohidratdos puede ser asumido ventajosamente
también por personas afectadas por diabetes.

Ejemplo 2

El suplemento nutricional en forma liquida que comprende los ingredientes indicados en la Tabla 4 a continuacion se
ha preparado — de acuerdo con el diagrama del proceso de fabricacion que se muestra en la Figura 1 - primero
agregando ingredientes tal como agua, acido hialurdnico, colageno de pescado hidrolizado, L-carnosina, N-
acetilglucosamina, acido citrico anhidro, acido DL-malico, extracto de pimienta negra, zinc, cobre, D-biotina, estevia,
hidrocloruro de piridoxina, polisacarido de soja, vitamina D3, jugo concentrado de granada, extracto de Baya de acai,
Coenzima Q10, licopeno, disueltos a una temperatura de 60 + 5°C en el tanque (A) de mezcla. Luego se afadio
vitamina C (acido L-ascorbico) a la mezcla después de enfriar la temperatura a menos de 45°C. Luego se agregaron
agua y T-Resveratrol al tanque (B) de mezcla a una temperatura de 60 + 5°C. En un paso siguiente, los ingredientes
presentes en el tanque (A) y (B) de mezcla junto con las sustancias aromatizantes se agregaron al tanque de lote
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principal. Luego se agregaron agua, aceite de borraja y emulsion de aceite de onagra (20%), d-a-tocoferol y
emulsion de B-caroteno en el tanque (B) de mezcla enfriando la temperatura hasta 25+5°C y luego se agrega al
tanque de lote principal. Después de mezclar todos los ingredientes, se agregd agua para ajustar el volumen a 30
ml. Se realizd un control de calidad para garantizar el pH, acidez, sabor y color correctos. En los pasos finales del

5 procedimiento de fabricacion, el producto paso por pasos de filtracion y pasteurizacion a 98+2°C, mantenido durante
30 segundos antes de enfriarse a 85+2°C para el proceso de embotellado. Un segundo paso de pasteurizacion se
realizd a 80+2°C, mantenido durante 30 segundos antes del empacado final.

Tabla 4

Ingredientes Contenido de 30 ml
Colageno (colageno de pescado hidrolizado) 5049
L-Carnosina 60,0 mg
CoEnzima Q10 25,0 mg
T-Resveratrol 2,5mg
Acido Hialurénico 40,0 mg
/Aceite de onagra (Oenothera biennis), Aceite de Semilla de Borraja (Borago 25,0 mg
Officinalis) (Solvente: Glicerol, Emulsionante: Lecitina de Soja
Licopeno 0,10 mg
Extracto de pimienta negra (Bioperine®) 1,50 mg
Extracto de Baya de acai 30,0 mg
Granada 20,0 mg
Vitamina C (Acido Ascérbico) 80,0 mg (100% NRV*)
Vitamina A (Betacaroteno) 150 pg (15% NRV*)
Vitamina D (D3) 5 ug (100% NRV*)
Vitamina E (D-a-Tocoferol) 6,0 mg (50% NRV*)
Vitamina B6 (Clorhidrato de piridoxina) 1,65 mg (118% NRV?)
Cobre 0,15 mg (15% NRV?)
Biotina (D-Biotina) 50 ug (100% NRV™)
Zinc (gluconato) 1,50 mg (15% NRV*)
N-Acetilglucosamina 5,0 mg
Acido Citrico 450,0 mg
Polisacarido de soja 200,0 mg
Acido Malico 100,0 mg
Estevia 30,0 mg
Aromatizantes 0,2250 mg
Agua 23.873 g
*NRV= Valor de referencia de nutrientes

10 Los suplementos nutricionales liquidos realizados como se describié anteriormente administrados a los humanos
redujeron el dafio oxidativo al sistema integumentario.
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En particular, al contrarrestar la formacion de radicales libres, la ingesta de suplemento nutricional liquido redujo la
sequedad de la piel, mejoro la firmeza y elasticidad de la piel y ejercié un efecto antienvejecimiento al disminuir la
profundidad y la superficie total de las arrugas.

También actud sobre la funcion del foliculo, reduciendo la pérdida de cabello y manteniendo las ufias sanas.

La realizacion del suplemento nutricional no se limita a estos ejemplos, sino que puede tener variantes que no
superan los limites de las reivindicaciones suscritas.

A continuacion se probaron diferentes combinaciones de los ingredientes principales contenidos en el suplemento
nutricional objeto de la presente divulgacion para investigar su efecto sinérgico sobre las actividades de las
metaloproteinasas.

Materiales y procedimientos
Cultivo celular

Se cultivaron fibroblastos dérmicos humanos normales de adulto NHDF-ad (Lonza) en medios de crecimiento de
fibroblastos (FGM) (Lonza) con suero bovino fetal al 2% (FBS). Se sembraron placas de cultivo de 24 pocillos a una
densidad de 50.000 células/pocillo y se incubaron a 37°C y 5% de CO2. Se dejoé que las células se unieran durante
24 horas antes de que se agregaran 250 yl de medio fresco a cada pocillo (FGM con FBS al 0,3%, 100 uM de acido
ascorbico y 100 ug/ml de sulfato de dextrano de 500 kDa, para inducir la inanicion del suero y la acumulacion
macromolecular) con los ingredientes de prueba, en duplicado, durante 48 horas.

El control positivo considerado para este estudio fue 5 ng/ml de TGFB1 humano recombinante (Peprotech) en
medios acumulados y el control negativo fue solo en medios acumulados.

Los ingredientes probados se enumeran en la Tabla 5.

Tabla 5
Constituyente /Abreviatura Concentracion (mg/ml)
Qolégeno hidrolizado de C 2.000
piscina
Carnosina CS 24
CoEnzima Q10 Q10 10
Resveratrol R 1

Las diversas combinaciones de los ingredientes probados se proporcionan en la Tabla 6.

Tabla 6
Numero Combinacion
0 Promedio en solitario
1 C
2 C + CS
3 C+CS + Q10
4 C+CS+Q10+R

Después de 48 horas de incubacion con las diversas combinaciones de ingredientes, los sobrenadantes (limpios de
células) se recogieron para la evaluacion de la metaloproteinasa MMP-1, expresion de MMP-3.

Preparacion de la muestra

Se levantaron las células de los pocillos afiadiendo 168,85 pl de HBSS-Ca/Mg y 18,75 pl (10X) de tripsina-EDTA
(Sigma) a cada pocillo, se incubaron a 37°C durante 20 minutos con agitacion y luego se retiraron las muestras en
tubos que contienen 62,5 pl de acido oxalico 1 M, asegurando que la muestra se mezcle. Las muestras en acido se
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calentaron durante 1 hora a 95-100°C.

Mediciones ELISA

La MMP-1 total y la MMP-3 total se midieron usando procedimientos como se describe en el kit ELISA establecido
relevante (R&D Systems).

Resultados

Se evalud el efecto de la adicion de los ingredientes del suplemento nutricional aqui divulgado en la sintesis de
MMP-1 y MMP-3 por células NHDF.

Las células NHDF se trataron durante 48 horas en cualquiera de los medios solos (0), o con la adiciéon de varias
combinaciones de ingredientes principales (1-4, véase las Tablas 5 y 6 en la seccion de Materiales y Procedimientos
para obtener mas detalles).

Los ingredientes, como se describen en las Tablas 5 y 6, se probaron y se compararon con el efecto de los medios
solos (0; 100%).

Sintesis de MMP-1, MMP-3

La sintesis de MMP-1 y MMP-3 se midi6 en el sobrenadante solo donde eran mas abundantes.
MMP
MMP-1

Se observé una disminucion altamente significativa en los niveles de proteina MMP-1 sobrenadante (Fig. 2) en
respuesta a la adicion de otros constituyentes principales del objeto de suplemento nutricional de la presente
descripcion (1; 65,3 + 13,2%, 2; 83,3 + 13,2%, 3; 64,6 + 12,5%, 4; 47,2 + 9% del control de medios).

MMP-3

De manera similar, MMP-3 disminuy6 significativamente en sobrenadantes en respuesta a la adicion de otros
constituyentes principales del objeto de suplemento nutricional de la presente descripcion (Fig. 3) (1; 76,9 £ 13,7%,
2;76,4 +19%, 3; 62,1 + 12%, 4; 47 + 9,6% del control de medios).

Los resultados observados aqui demuestran la eficiencia antioxidante y antienvejecimiento del suplemento
nutricional aqui descrito en la mejora del sistema integumentario.

Los ingredientes se ensayaron en fibroblastos dérmicos humanos normales.

Se evalud la expresion de las MMP celulares para verificar si sus niveles se redujeron debido a la actividad
antioxidante

de los ingredientes ensayados.

Los resultados han mostrado una disminucion significativa en la sintesis de MMP-1 y MMP-3 en el sobrenadante con
el objeto de suplemento nutricional de la presente descripcion.

Estos datos sugieren un beneficio del suplemento nutricional en la restauracién de la homeostasis de la matriz
extracelular.

El efecto observado sobre las metaloproteinasas sugiere que las propiedades antioxidantes del suplemento
nutricional reducen la degradacion del colageno/elastina en la piel.
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REIVINDICACIONES
1. Un suplemento nutricional que comprende colageno hidrolizado, carnosina, CoEnzimA Q10 y Resveratrol.

2. Un suplemento nutricional de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho colageno hidrolizado esta presente
en una cantidad entre 0,5 y 10 g/50 ml, preferiblemente en una cantidad entre 1,75 y 7,5 g/50 ml, mas
preferiblemente entre 3 y 5 g/50 ml.

3. Un suplemento nutricional de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que dicha carnosina esta
presente en una cantidad entre 10 y 250 mg/50 ml, preferiblemente en una cantidad entre 20 y 160 mg/50 ml, mas
preferiblemente entre 40 y 80 mg/50 ml.

4. Un suplemento nutricional de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha
CoEnzima Q10 esta presente en una cantidad entre 5 y 250 mg/50 ml, preferiblemente en una cantidad entre 9 y
200 mg/50 ml, mas preferiblemente entre 15y 150 mg/50 ml.

5. Un suplemento nutricional de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho
Resveratrol esta presente en una cantidad entre 0,2 y 450 mg/50 ml, preferiblemente en una cantidad entre 1,0 y
200 mg/50 ml, mas preferiblemente entre 2,0 y 80 mg/50 ml.

6. Un suplemento nutricional de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas
una emulsién que comprende aceite de semilla de borraja y aceite de onagra.

7. Un suplemento nutricional de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas
al menos un ingrediente seleccionado entre acido hialurénico, licopeno y extracto de pimienta negra.

8. Un suplemento nutricional de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho
suplemento comprende ademas al menos un ingrediente seleccionado entre baya de acai, granada, vitaminas,
preferiblemente vitamina C y vitamina A.

9. Un suplemento nutricional de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicho suplemento comprende ademas
vitaminas seleccionadas entre vitamina B+, vitamina By, vitamina Bs, vitamina B2, vitamina C vitamina D, biotina.

10. Uso no terapéutico de un suplemento nutricional de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores para reducir el dafio oxidativo al sistema integumentario.

12
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