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Conjugados de flavanoles y cisteina

Sector de la técnica

En la presente invencion se describen nuevos productos con propiedades antioxidantes
con aplicacién como agentes protectores del organismo contra trastornos como el
cancer, enfermedades cardiovasculares y envejecimiento prematuro. Tales productos
resultan de la conjugacién de flavanoles con cisteina. Las nuevas moléculas se obtienen

a partir de extractos polifenélicos de plantas, los cuales son ricos en procianidinas y

prodelfinidinas oligoméricas y poliméricas, por conjugacién con el aminoacido natural

cisteina. Los nuevas moléculas son conjugados que constan de dos tipos de
componentes —catequinas y cisteina- con propiedades antioxidantes complementarias.
La invencién se refiere también a la obtencién de estos nuevos agentes a partir de
materia prima residual prO\}eniente de la industria agroalimentaria.

Los compuestos resultantes son antioxidantes més eficientes que sus componentes
(catequinas y cisteina) por separado y que las mezclas de tales componentes. Aparte de
esto las mezclas de las nuevas moléculas puras asi como las mezclas parcialmente
purificadas presentan también propiedades antioxidantes/antiradicalarias y son
aplicables en los campos citados anteriormente. El concepto de nuevos productos
derivados de cisteina con propiedades antioxidantes se extiende desde las moléculas

puras hasta sus mezclas, los crudos de tidlisis y fracciones parcialmente purificadas.

Antecedentes y Estado de la Técnica

Los flavanoles son miembros de una familia méas amplia de compuestos llamados
polifenoles.  Estos contienen mas de un grupo hidroxilo (OH) enlazado al
correspondiente anillo bencénico.  Los flavonoles oligoméricos incluyen las
procianidinas y prodelfinidinas segiin presenten dos o tres grupos hidroxilo en el anillo
B de la estructura flavanélica, respectivamente. La Figura 1 muestra la estructura
general de las procianidinas y prodelfinidinas. Los polifenoles y, en particular, los
flavanoles estin presentes en todas las partes aéreas de las plantas y se encuentran en
altas concentraciones en piel, corteza y semillas.” Fuentes ricas en polifenoles son las

hojas de te, piel / pepita de uva y corteza de pino. La accién antioxidante/antiradicalaria
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de los polifenoles los hace ﬁtiles como " productos dedicados a la prevencion de
enfermedades y la promocién del estado. de salud.

La cisteina es un aminoacido natural que forma parte de las proteinas y dél glutatién.
Entre sus funciones esta la estabilizacion de la estructura terciaria de muchas proteinas y
su participacién en mecanismos de proteccion antioxidante/antiradicalaria basados en el
glutation.

Las células del cuerpo estan expuestas constantemente a las llamadas especies reactivas
oxidantes (ROS) tales como el peréxido de hidrégeno (H;0,), anién superdxido (0;"),
radical hidroxilo (OH) y radicales perdxido (ROQ"), los cuales poseen potencial para
causar dafio celular. Por ejemplo, el deterioro del material genético (ADN) puede
conducir a mutaciones y cancer, y el deterioro de proteinas de la sangre (lipoproteinas
de baja densidad, LDL) puede conducir a la acumulacién de lipidos, acumulacién de
macrofagos ricos en LDL alterado y consiguiente bloqueo de arterias. En la piel, la
oxidacién de lipidos de la pared celular estd relacionada con cambios en la
permeabilidad que causan sequedad y envejecimiento prematuro. La mayoria de ROS
se producen en el curso de procesos bioldgicos ordinarios y el organismo evita sus
efectos nocivos con sus propios mecanismos de defensa (p.e. superdxido dismutasa,
catalasa y glutation peroxidasa frente a anién superdxido, perdxido de hidrégeno y
peréxidos organicos, respectivamente). Sin embargo, los sistemas de defensa no son
perfectos y parte de las especies reactivas oxidantes pueden llegar a eludirlos. Ademas,
algunas enfermedades, el envejecimiento, o factores externos como la contaminacion
ambiental, el tabaco y las radiaciones ultravioleta, pueden producir concentraciones de
ROS que llegan a sobrepasar la capacidad de los mecanismos de defensa. En tales casos
se requiere una accién suplementaria de tipo preventivo, mediante antioxidantes
exdgenos. Para informacién sobre ROS, dafio oxidativo, mecanismos de defensa y la
funcién de los polifenoles asi como de otros antioxidantes, ver [Diplock, A. T,
Charleux, J. L., Crozier-Willi, G., Kok, F. J., Rice-Evans, C., Roberfroid, M., Stahl, W.,
Vifia-Ribes, J., Br. J. Nutr., 80 Suppl. 1, S77-S112 (1998)]. Se han descrito extractos
naturales de procianidinas con actividad antioxidante [Pietta, P., Simonetti, P., Mauri,
P., J. Agric. Food Chem., 46 (11), 4487-4490 (1998); Masquellier, J., US4,698,360;
Frangi, E., Bertani, M., Mustich, G., Tuccini, G., USS484594; Nafisi-Movaghar, K.,
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Seroy, W. A., Svanoe, T.T., US5912363] y algunos de ellos se encuentran actualmente

en el mercado.

Los polifenoles presentan también otras actividades interesantes, algunas de las cuales
estan relacionadas con sus propiedades adhesivas/antiadhesivas. Asi, los polifenoles, en
particular los flavanoles oligoméricos y los flavonoles glicosilados presentan actividad
antimicrobiana, al menos en parte debida a la inhibicién de la adhesién bacteriana
[Walker, E. B., Mickelsen, R. A., Mickelsen, J., US5646178; Walker, E. B., Mickelsen,
R. A., Mickelsen, J., US5650432; Hamada, S., Kontani, M., Hosono, H., Ono, H,

Tanaka, T., Ooshima, T., Mitsunaga, T., Abe, L., FEMS Microbiol. Lett., 143 (1), 35-40

(1996)]. Los polifenoles y sus derivados son también utilizados en la industria de la
alimentacidn como conservantes.
Por su parte, la cisteina forma parte de la molécula de glutation (L-y-glutamil, L-cisteil,
glicina), el cual participa en sistemas endégenos de proteccién antioxidante y en el
control del plegamiento de proteinas [Meister, A., Anderson, M. E., Ann. Rev.
Biochem., 52, 711-760 (1983)].

Gran parte de los extractos polifendlicos en el mercado son mezclas de muchas especies
con diferente grado de polimerizacién. Se desconoce, para la mayoria de los productos,
la manera como los diferentes componentes de las mezclas se absorben y distribuyen en
los diferentes sistemas y tejidos biolégicos. Se considera que las especies mas
interesantes son las que consisten en oligémeros de grado de polimerizacién menor que
siete, aproximadamente. Los especies mas polimerizadas son consideradas de menor
interés e incluso indeseables bebido a su poder astringente (aglutinante de proteinas).
Por ello algunas preparaciones pueden resultar irritantes para las mucosas asi como
tener un efecto antinutritivo. Ademds, parte de las moléculas activas pueden perderse,
tanto en la piel como en el sistema digestivo, debido a su tendencia a la agregacion con
polimeros mayores. Ademds, la concentracién de oligémeros en una mezcla compleja
es baja. Los compuestos poliméricos constituyen la fraccion mayoritaria de la mayor

parte de extractos polifenélicos totales.

La tioacidolisis de procianidinas y prodelfinidinas se usa para determinar el grado de

polimerizacién de mezclas oligoméricas [Rigaud, J., Pérez-Ilzarbe, J., Ricardo da Silva,
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J. M., Cheynier, V., J.'Chrorﬁatogr., 540 ,401-405 (1991); Prieur, C., Rigaud, J.,
Cheynier, V., Moutounet, M., Phytochemistry., 36 (3), 781-784 (1994); Souquet, J-M,,
Cheynier, V., Brossaud, F., Moutounet, M., Phytochemistry., 43 (2), 509-512 (1996);
Souquet, J. M., Labarbe, B., LeGuemeve, C., Cheynier, V., Moutounet, M., J. Agric.
Food Chem., 48 (4), 1076-1080 (2000)]. Tolueno-a-tiol es utilizado como fuente de
tioles. Los flavan-3-oles terminales se liberan como tales mientras que las unidades
internas del polimero son liberadas en forma de benziltioéteres en la posicién 4 del

sistema flavanico. Las mezclas son analizadas por cromatografia liquida de alta eficacia

en fase reversa (reversed-phase high performance liquid chromatography, RP-HPLC).

El método es 1til desde el punto de vista analitico. No se han descrito aplicaciones para
los derivados resultantes y, ademas, el posible producto de degradacion, tolueno-a-tiol,

es toxico, irritante y lacrimoégeno.

Hay también ejemplos de compuestos antioxidantes obtenidos por incorporacién de

mercaptoetanol y de cadenas alquilicas a flavanoles [Tanaka, T., Kusano, R., Kouno, I,
Bioorg. Med. Chem. Lett., 8 (14), 1801-1806 (1998)]. Estos son derivados que no
contienen ni el grupo amino ni el grupo carboxilo y son de naturaleza amfifilica.

Mis recientemente se han descrito conjugados de flavan-3-oles y cisteamina con
actividad antiradicalaria/antioxidante [Torres, J.L. solicitud no. 200003093]. Estos
conjugados presentan un grupo amino, que permite su aislamiento del resto del extracto

por un procedimiento sencillo de intercambio catidnico.

Descripcion de la invencion

La presente invencién describe una nueva combinacién de una especie que contiene un
grupo tiol, ademas un grupo amino y un grupo carboxilo con especies que incluyen el
sistema flavan-3-ol. La parte que aporta el tiol es cisteina y la parte polifenélica
consiste en diferentes mondmeros que provienen de procianidinas y prodelfinidinas
poliméricas. La Figura 2 muestra las estructuras de los nuevos conjugados. La fuente
de polifenoles puede ser cualquier material vegetal que contenga procianidinas y/o
prodelfinidinas cualquiera que sea el grado de polimerizacion de ellas. Un aspecto de la
invencién usa subproducto de prensado de uva como fuente de polifenoles poliméricos.
Después de un simple paso de tioacidolisis las nuevas moléculas son eficazmente

aisladas de la mezcla mediante un proceso de intercambio catidnico, gracias al grupo
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amino introducido con la cistéina. Ulterior purificacién por cromatografia en fase
reversa produce cada uno de los compuestos activos. Los conjugados flavanélicos son
secados a baja presion.

Los nuevos conjugados son eficientes, antioxidantes que actiian atrapando radicales
libres oxidantes y que son maés eficaces que las mezclas de sus componentes (cisteina y
flavanoles). Ademas, los posibles compuestos de degradacién hidrolitica son parejas de
compuestos naturales que incluyen cisteina, que ejerce a su vez una importante accién

protectora como componente del glutation.

Breve descripcion de las Figuras

Fig. 1. Estructuras de flavan-3-oles monomeéricos y poliméricos. A: Flavan-3-oles
monoméricos. B: Procianidinas y prodelfinidinas oligoméricas y poliméricas. Las
flechas indican posibles posiciones de polimerizacién. Las moléculas enlazadas pueden
ser flavanoles monoméricos u oligoméricos. Los enlaces se establecen entre el anillo

tipo C central y cualquiera de las dos posiciones disponibles en los anillos de tipo A.

Fig. 2. Bstructuras de los nuevos cisteil-derivados de flavan-3-oles. El simbolo &

significa que la configuracién en la posicién 4 puede ser o o B.

Fig. 3. Eficacia antioxidante/antiradicalaria de los compuestos fendlicos en el ensayo
de DPPH. La absorbancia (A) a 517 nm es una medida de la cantidad de radical libre
que queda en solucién. (1-A/Ag)x100 representa el porcentaje de DPPH que ha
reaccionado con el antioxidante. La cantidad de antioxidante se expresa como
micromoles por micromol de DPPH inicial para corregir la posible variabilidad dia a dia
en la cantidad inicial de DPPH. La concentracién inicial de DPPH se calcula a partir de
su absorbancia (A) y una recta de calibrado. Cada punto representa la media de tres
determinaciones.

4 Trolox

| Epicatequiné.

B 4B-(S-cisteil)epicatequina (compuesto I, isomera beta)

V' 4B-(S-cisteil)catequina (compuesto II, isémero beta)

A 4B-(S-cisteil)epicatequin-3-O-galato (compuesto III, isomero beta)
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Fig. 4. Eficacia antioxidante/;ifl’iiradicalaria del compuesto I y de sus 'componentes por
separado, en el ensayo de DPPPi. El procedimiento es el que se indica para la Figura 3.
M Cisteina - |

A Epicatequina

V¥ Epicatequina + Cisteina

€ 4B-(S-cisteil)epicatequina (compuesto I, isémero beta)

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién describe la conjugacion de polifenoles poliméricos con cisteina

'para producir los productos I-VI. La fuente primera de flavanoles oligoméricos y

poliméricos es tratada con agua/etanol para obtener la fraccién polifendlica cruda. No

es necesario efectuar ulteriores fraccionamientos dado que la tioacidolisis funciona con

‘el primer extracto. Tal cosa no excluye la utilizacién de otras fracciones de pureza

variable obtenidas a partir del primer extracto o en el transcurso de cualquier otro
proceso similar. En un caso tipico, una vez obtenida la fraccién oligomérica del primer
extracto, la cual se puede utilizar como extracto natural antioxidante, queda una fraccién
acuosa residual compuesta por polimeros que no son de utilidad debido a su actividad
astringente. En el curso de la presente invencién los cisteil-derivados I-VI han sido
generados a partir de tal fraccién polimérica. Después de eliminar el agua y disolventes
de extraccidn, el residuo se suspende en metanol en presencia de acido clorhidrico y la
cantidad adecuada de cisteina. La mezcla es calentada hasta 65°C y pasados 15 min, es
enfriada y diluida con agua. Esta solucién diluida se carga directamente en una
columna de intercambio catidnico equilibrada a un pH &cido. El pH tiene que ser
suficiente para mantener una carga neta positiva en la molécula. Teniendo en cuenta

que la cisteina posee un grupo carboxilo y un grupo amino, la acidez ha de mantener

“ambos grupos protonados, tal como se muestra en la Figura 2. Los flavan-3-oles

conjugados con cisteina son retenidos por la resina mientras que el resto del material, es
decir, flavan-3-oles monoméricos, otros polifenoles tales como flavonoles y acidos
fendlicos, y otras especies tales como aziicares, son eliminados en el lavado. Luego, los
productos derivatizados son recuperados de la columna en presencia de la cantidad
adecuada de sal (cloruro sddico) y disolvente organico de forma eficiente y sencilla. La

mezcla resultante, que contiene una cantidad de productos mucho menor que el crudo de
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reaccion, se somete a illteriori purificacién mediante cromatografia liquida en fase
reversa y subsiguiente liofilizacién, para obtener cada una de las nuevas moléculas con
una pureza superior al 99.5% por HPLC analitico.

Las nuevas moléculas son potentes antioxidantes con una excelente capacidad de
capturar radicales libres. Los conjugados son més eficientes que Trolox (analogo de
Vitamina E soluble en agua) en el ensayo del DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracil)
[Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., Berset, C., Lebensm.-Wis. u.-Technol., 28 ,25-

30 (1995)]. Los conjugados son también més eficientes que las correspondientes

especies no derivatizadas.

El método de la presente invencién comprende un nimero de fases que se presentan a

continuacién de forma separada para favorecer la claridad de la exposicion.

Fase de extraccion

El primer paso en la preparacién de los nuevos conjugados es la extraccion de
polifenoles a partir de la fuente primera vegetal. En una de las realizaciones de la
invenci6n los polifenoles son extraidos a partir del residuo de prensado de uva (piel,
pepitas y lias) con agua/etanol (3:7) para dar un extracto crudo C. El mismo
procedimiento puede usarse con otras fuentes tales como vainas, pieles/semillas de otras
especies y hojas. Se pueden utilizar otros disolventes de extraccion miscibles con agua
tales como metanol y acetona. En otra de las realizaciones de la invencién, el primer
extracto crudo (C) se fracciona mediante reparto liquido/liquido usando etil acetato y
agua acidificada con 4cido acético. La mezcla se separa en dos capas, la organica (O,
mayoritariamente acetato de etilo) y la acuosa (4, mayoritariamente agua). La fraccion
orgénica O contiene mayoritariamente flavan-3-oles monoméricos ((+)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epicatequin-3-O-galato), procianidinas y prodelfinidinas oligoméricas
y flavonoles glicosilados.  La fraccién acuosa A contiene mayoritariamente
procianidinas y prodelfinidinas de grado de polimerizacién elevado asi como flavonoles
y otras especies no flavonoicas como aziicares. Todos los crudos y fracciones son
analizados/as por HPLC en fase reversa con elucién mediante mezclas de agua y
acetonitrilo en presencia de 0.1% de 4cido trifluoroacético con deteccién a 214, 280 y

320 nm.
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Fase tiolisis A

El segundo paso es la tioacidolisis del primer extracto y las fracciones, seglin el caso.
Varias de estas mezclas han sido usadas en la realizacién de la invencién, a saber, el
extracto etandlico crudo C, la fraccién de acetato de etilo O y la fraccién acuosa 4
obtenidas en la fase anterior. Es de un interés especial para la presente invencion que
los productos finales se pueden obtener eficientemente con independencia de la pureza
de las fuentes de procianidinas/prodelfinidinas. Todas las mezclas de partida en esta
fase son liofilizadas antes del tratamiento de hidrdlisis. Se ha descrito que la reaccion

de tiolisis es completa en 10-15 min a 65°C en presencia de 0.2 M de acido clorhidrico

" en metanol y un exceso de tiol de aproximadamente 1:50 (peso/peso). En la presente

invencidn, se ha utilizado una razén de reactivos de solamente 1:5, con consumicion de
los polimeros iniciales en 15 min. No se ha detectado formacioén de antocianinas, como
pone de manifiesto la ausencia de sefiales en el registro del cromatograma analitico de
HPLC 2 525 nm. Los conjugados mayoritarios en la mezcla resultante de la tiolisis son
los tioéteres de epicatequina (I), epicatequingalato (III) y catequina (II), por orden de
abundancia. Otros productos minoritarios son los derivados de epigalocatequina (IV),
epigalocatequingalato (VI) y galocatequina (V). La configuracion de los compuestos en
la posicién 4 en el anillo C puede corresponder a cualquiera de las dos posibilidades

(4a, 4B). En la Figura 2 la configuracién en este carbono se expresa como 4E.

Aislamiento

Un aspecto crucial de la presente invencién es el aislamiento de los derivados de
flavanoles a partir de mezclas de reaccién complejas. En esta etapa es una ventaja
importante haber introducido un grupo amino durante la formacién de los conjugados.
Los nuevos derivados son retenidos electrostdticamente a una resina de intercambio
catiénico mientras que el resto del material se elimina en el lavado de la resina. Esta
operacién es importante porque permite el trabajo con primeros extractos sin posterior
fraccionamiento. El aislamiento de los nuevos productos puede ser realizado en
presencia de gran cantidad de materiales de diferente naturaleza fisico-quimica, los
cuales, mientras no queden retenidos en la resina mediante una carga positiva, son
eliminados facilmente en el lavado. Ha de ser resaltado que una mayoria de posibles

compuestos en las mezclas crudas es de naturaleza no idnica o anidnica (carga negativa
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en el pH de trabajo). La purificacién de los componentes individuales a partir de la
mezcla de tiolisis se facilita enormemente con este paso. Este proceso de lavado a
través de resina presenta una gran eficacia que es independiente del extracto o fraccién
utilizado en las fases previas. La composicion de las mezclas de tiolisis presenta
algunas variaciones segin sea el material de partida, siendo los productos mayoritarios
esencialmente los mismos en todos los casos.

Diferentes resinas de intercambio catiénico pueden usarse en esta etapa de aislamiento o
lavado. Las resinas incluyen preferentemente un grupo sulfénico incorporado a un

soporte polimérico. Hay varios tipos de soporte que pueden ser utilizados en esta fase

de la invencién. - Entre ellos se incluyen agarosa, co-polimeros de estireno-

divinilbenceno, polieter y metacrilato.  Todas las resinas mencionadas son
intercambiadores fuertes (el anién es un acido fuerte). Sin embargo, las posibilidades
no se limitan a estos soportes ni tampoco al anién intercambiador, que puede ser
también, por ejemplo, un grupo carboxilo (4cido débil) incorporado a un soporte
insoluble. Preferentemente, los conjugados se aislan sobre intercambiadores fuertes SP
Sepharose®, proporcionado por Amersham-Pharmacia Biotech y MacroPrep HighS®,
proporcionado por BioRad. Las resinas, empaquetadas en columna, son equilibradas
con tampén de fosfato sédico a pH 2.26 en presencia de una cantidad de disolvente
soluble en agua, escogido entre metanol, etanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano. Los
crudos de tiolisis se cargan en la columna después de diluir la mezcla de reaccién con
agua (factor de dilucién 1/5). Después la resina se lava con 5 volimenes de columna
del sistema de eluyentes tampén/disolvente de equilibrado. Los productos conjugados
con cisteina son eluidos de la resina mediante un tampén fosfato que contiene las
cantidades apropiadas de disolvente y sal (NaCl). La cantidad de disolvente organico
miscible en agua y sal han sido ajustadas para que la mezcla de derivados sea eluida en

el minimo volumen posible.

Purificacion

A partir de la mezcla de deivados de cisteina obtenida en la fase de aislamiento, cada
una de las especies quimicas individuales se purifica extensivamente mediante HPLC
preparativo en fase rew)efsa, preferentemente en cartuchos de 25 x 5 cm empaquetados

con fase estacionaria VYDAC® C18 proporcionada por The Separations Group. La
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soluci6n obtenida después del lévado/ aislamiento es diluida con agua (factor de dilucién
1/3), cargada en el cartucho, equilibrado previamente con agua en presencia de 0.1% de
4cido trifluoroacético (TFA) y fraccionada con un gradiente de acetonitrilo. Los
diferentes productos objeto de la presente invencidn se purifican en el mismo cartucho
mediante gradientes de acetonitrilo en tampoén de fosfato de trietilamina pH 2.25 y
trietilamina pH 5.54, sucesivamente. Los productos puros son desalados posteriormente
mediante recarga en el mismo cartucho y elucién con agua/acetonitrilo en presencia de

0.1% de 4cido trifluoroacético. Las preparaciones finales se obtienen por liofilizacion.

Ensayo de poder antioxidante/antiradicalario

Los nuevos productos puros son potentes antioxidantes/captadores de radicales libres.
La Figura 3 presenta los resultados del test de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracil). Los
valores de ECso (concentracion eficaz 50) se calculan a partir de las curvas. ECs es la
cantidad de antioxidante necesaria para hacer disminuir hasta la mitad la concentracion
inicial (alrededor de 60 pM) de DPPH. Esta cantidad se expresa como micromoles de
antioxidante/micromoles de DPPH inicial. Los valores de ECs, correspondientes a
compuestos significativos para la presente invencién son: Trolox (anilogo soluble en
agua de la Vitamina E), 0.26; (-)-epicatequina, 0.19; 4B-(S-cisteil)epicatequina IB,
0.12; 4P-(S-cisteil)catequina IIB, 0.12; 4B-(S-cisteil)epicatequingalato IIIf, 0.06.
Segin la definicién de ECsy un compuesto es mas efectivo cuanto mas baja es la
concentracién eficaz. Los nuevos conjugados son mas eficaces que sus componentes
(cisteina y flavanol) por separado y que mezclas equimolares de tales componentes
(Figura 4), lo cual demuestra que su conjugacién ha producido un nuevo tipo de

antioxidante mas eficaz.

Ejemplo

En una realizacién de la presente invencién, el compuesto Ip, 4B-~(S-
cistenil)epicatequina se obtiene por tioacidolisis a partir de una fraccion soluble en
agua (4). La fraccién 4 contiene una concentracion de polifenoles de 10 g/L, medidos
mediante el método de Folin-Ciocalteu y expresados como equivalentes en acido galico.
Una alicuota de la fraccién 4 (400 mL, 4 g eqﬁivalentes 4cido galico) se evapora al

vacio y el residuo se suspende en metanol (400 mL). Luego se afiade una solucion de
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4cido clorhidrico (HCI) 37% (10 mL) y cisteina (20 g) en metanol (400 mL) y la mezcla
(800 mL) se mantiene a 65°C durante 20 min con agitacion. Al final de la reaccion se
afiade agua (3.2 L) y la mezcla se guarda a 5°C. “

El aislamiento de los derivados de flavan-3-oles y cisteina se consigue mediante
intercambio catiénico en columna. La columna cromatografica (1.25 x 21 cm, 105 mL
de volumen de lecho), empaquetada con MacroPrep High S® se equilibra con tampén
de fosfato de sodio 20 mM, pH 2.26/etanol(EtOH) (7:3) (30% EtOH). La mezcla (en
alicuotas de 500 mL) se carga en la columna y el material no derivatizado, que no
contiene el grupo amino, se eluye con 4.75 volimenes de lecho (500 mL) del tampoén de
equilibrado. El compuesto I se eluye con 4.75 volimenes de lecho (500 mL) de tampo6n
de fosfato de sodio 20 mM, pH 2.26/etanol(EtOH) (13:7) (35% EtOH), 100 mM NaCL
La columna se lava con 7.14 volimenes de lecho (750 mL) de tampén de fosfato de
sodio 20 mM, pH 2.26/etanol(EtOH) (3:2) (40% EtOH) 1M NaCl. El proceso
cromatografico se repite hasta un total de 7 veces hasta agotar el total de Ia mezcla de
tiolisis. Las fracciones se analizan por HPLC en fase reversa en una columna C18 en la
que los eluyentes son mezclas de agua/CH;CN en presencia de 0.1% de &cido
trifluoroacético. Las fracciones que contienen el compuesto I se retinen (3.5 L para el
total de las siete cargas), la mayor parte del EtOH se elimina al vacio hasta un volumen
de 1.8 L y se aflade agua hasta un volumen de 2.6 L. Una aliquota (900 mL) de la
mezcla de compueétos derivados de cisteina, que contiene, aproximadamente, 1 g de
polifenoles (expresados como equivalentes de dcido gélico) mas 2.5 g de cisteina total
(libre més enlazada a flavanol) se carga en un cartucho preparativo empaquetado con
VYDAC® C18 (fase reversa) y se fracciona mediante un gradiente de acetonitrilo
(CH;CN) en 0.1 % 4cido trifluoroacético acuoso. El gradiente es de 2-14% CH;CN en
45 min y el compuesto I eluye al principio del gradiente. La operacion se repite hasta
agotar la mezcla inicial. La reunién de las fracciones que contienen €l compuesto I se
retinen (6.7 L volumen total), el acetonitrilo se evapora al vacio y la solucidn acuosa (5
L) resultante se introduce en el mismo cartucho preparativo equilibrado esta vez con
tampén fosfato de trietilamina pH 2.25. Los componentes de la mezcla se eluyen con
un gradiente de 0 a 12% de CH3CN, a lo largo de 60 min. El compuesto I eluye a un
valor de 4-7% CH3CN: Las fracciones que contienen I se retnen, se diluyen con agua

y se vuelven a cargar en el mismo cartucho, equilibrado esta vez con 0.1% 4cido
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trifluoroacético acuoso. El c;).r‘hpuesto I se eluye con un gradiente de 2 a 11% de
CH5CN. Las fracciones que contienen el compuesto I més puro se retinen y se someten
a liofilizacion. El solido resultante (0.9 g) se disuelve en tampén de fosfato de
trietilamina pH 5.54 y se carga en el cartucho preparativo equilibrado en este mismo
tampén. El compuesto I se eluye con un gradiente de 0 a 12% de CH;CN, a lo largo de
90 min. Las fracciones puras se retinen y desalan mediante un gradiente rapido de
CH;CN en 0.1% acido trifluoroacético en el mismo cartucho. La solucion que resulta
(300 mL) se liofiliza hasta que se consigue un sélido (0.55 g). La pureza del producto
final es mayor de 99.5% por HPLC analitico con deteccién a 215 nm. Mediante la
técnica de la Espectroscopia de masas con ionizacién por electrospray se detecta un ion
molecular (M+1) de 410.0 unidades de masa, cuando el tedrico para esta estructura es
de 410.1. El producto final se caracteriza también por Resonancia Magnética Nuclear
de protén (‘"H-NMR). Asignaciones (8y) a 300 MHz en (CD3),CO + D,0: 398 (1H,d
J=1.8 Hz,, 3-H); 4.08 (1H, d J=2.1 Hz, 4-H); 4.45 (1H, m, S-CH,CHx); 5.09 (1H, s, 2-
H); 5.89 (1H, d J=2.1 Hz, 6-H); 6.10 (1H, d, J=2.1 Hz, 8-H); 6.77-6.86 (2H, m, 5’-H,
6°-H); 7.07 (1H, d J=2.1 Hz, 2’-H). Los datos cromatograficos son compatibles con el

isémero 4B-(S-cisteil)epicatequina.



WO 03/024951 PCT/ES02/00438

13

Reivindicaciones

1.- Dos compuestos (4a, 4f), o cualquiera de sus sales, caracterizados por la

estructura I

N
*HsN  COOH
5
donde R;=H, R,=H, R;=OH, 4&-(S-cisteil)epicatequina
2.- Dos compuestos (4c,, 4f), o cualquiera de sus sales, caracterizados por la
estructura IX
oiiiH
10 *HsN  COOH

donde R;=H, Ry=0H, R;=H, 4&-(S-cisteil)catequina
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3.- Dos compueétos' (4o, 4[3),‘ o cualquiera de sus sales, caracterizados por la
estructura III
OH
Gal= O-C OH
1
i O
*HsN COOH OH
5 donde R,;=H, Ry=H, R3=Gal, 4&-(S-cisteil)epicatequina-3-O-galato
4.- Dos compuestos (4o, 4B), o cualquiera de sus sales, caracterizados por la
estructura IV
10 donde R;=OH,R,=H, R;=OH, 4&-(S-cisteil)epigalocatequina
5.- Dos compuestos (4a, 4f), o cualquiera de sus sales, caracterizados por la

estructura V

*HsN  COOH

15 donde R;=OH, R,=OH, R3=H, 4&-(S-cisteil)galocatequina
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6.- Dos compuestos (4a, 2‘1‘[3), o cualquiera de sus sales, caracterizados pér la
estructura V1
OH
Gal= O-C OH
]
N (@)
+H3N COOH OH

“donde R;=0H, R,=H, R;=Gal, 4&-(S-cisteil)epigalocatequina-3-O-galato

7.- Cualquier mezcla de compuestos de estructura I-VI segun reivindicaciones 1 a 6.

8.- Procedimiento para la preparacién de los compuestos segin reivindicaciones 1 a 6
caracterizado porque incluye el lavado de los crudos de tidlisis y el aislamiento de los
compuestos activos mediante una resina de intercambio catiénico en presencia de la

minima cantidad de tampén y de disolvente organico miscible en agua.

9.- Procedimiento segin reivindicacion 8 que utiliza mezclas de elucién
agua/sal/disolvente siendo el disolvente elegido entre metanol, etanol, acetonitrilo y

tetrahidrofurano.

10.- Mezclas obtenidas por tidlisis de extractos vegetales en presencia de cisteina y
mezclas obtenidas segun reivindicaciones 8-9, que contienen los compuestos segin

reivindicaciones 1-6 y otros componentes que provienen de los extractos.

11.- Aplicacién de los compuestos de estructura I-VI segun reivindicaciones 1-6 y de
las mezclas segin reivindicaciones 7 y 10, que presentan actividad
antioxidante/captadora de radicales libres, en cosmética y/o farmacia como agentes de
proteccidn y prevencién de enfermedades relacionadas con procesos de oxidacién

(cancer, trastornos cardiovasculares) y envejecimiento prematuro.
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I Rq=H, Ro=H, R3=0H, 4&-(S-cisteil)epicatequina
II R¢=H, Ry=0H, Ry=H, 4&-(S-cisteil)catequina

I R¢=H, Ro=H, R3=Gal, 4&-(S-cisteil)epicatequina-3-0O-galato
IV R4=0H, Ro=H, R3=0OH, 4&-(S-cisteil)epigalocatequina
V R4=0H, Ry=0H, R3=H, 4&-(S-cisteil)galocatequina

VI R;{=0H, Ry=H, R3=Gal, 4&-(S-cisteil)epigalocatequina-3-O-galato

OH
Gal= O—

)

OH

(e}

OH

Figura 2
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