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APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United States of America

This public document

has been signed by DEBRA L.S. WINKLER,
of GRAY |

acting in the capacity of Notary Public in and for the State of Maine

bears the seal/stamp of DEBRA L.S. WINKLER,
Notary Public, State of Maine

CERTIFIED

at Augusta, Maine, United States of America
on January'l 1,2008

by the Secretary of State, State of Maine, United States of America

No. 20080111-6811

Seal/Stamp: 10. Signature:




Brigard & Castro

BOGOTA - COLOMBIA

En calidad de
Representante Legal ..ot

De
Domicilio:

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO ylo
CARLOS HUMBERTO PALACIO EASTMAN y/o MARTIN
EDUARDO TORRES CARDOZO, de Bogota, Colombia,
apoderados verdaderos y legales con poder especial, amplio y
suficiente, para recabar de las oficinas y autoridades colombianas
administrativas, judiciales y de policia, en cualquier instancia o
recurso, la obtencién de patentes de invencién, registros de marcas,
lemas comerciales, disefios industriales, modelos de utilidad,
depositos de nombres comerciales y ensefias, registros de derechos
de autor y contratos sobre los mismos, obtencién de certificados de
obtentor de variedades vegetales, asi como sus prérrogas,
renovaciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre y/o
domicilio; renuncias; elaborar, tramitar y registrar contratos de
licencia y licencias de cualesquiera clases; intervenir como
demandante o como demandado en cualquier instancia y recurso
ante cualquier juez, corporacion, funcionario pGblico o autoridad en
acciones judiciales, administrativas y de policia tales como:
oposiciones al registro de marcas; acciones de caducidad,
cancelacion y nulidad; acciones reivindicatorias, acciones derivadas
de la obtencién o explotacion de licencias; acciones de competencia
desleal; demandas penales; acciones de indemnizacién de
perjuicios, reclamos y observaciones a solicitudes de patentes,
disefios industriales, modelos de utilidad, en el ejercicio de medidas
cautelares y en otras acciones o medidas similares.

A este efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes, formular
descripciones, enmiendas, protestas, declaraciones, oposiciones,
cancelaciones, nulidades, apelaciones y reclamos; pagar impuestos,
cuotas y gravamenes prescritos por la ley; renunciar o desistir a
derechos concedidos 0 en curso de concesion; recibir toda clase de
documentos y valores, dando el descargo respectivo, y, en general,
para dar ante dichas autoridades todos los pasos necesarios al
efecto indicado y tomar todas las medidas que creyeren
conducentes al resguardo de mis (nuestros intereses), con todas las
demas facultades legales necesarias.

Este poder comprende la facultad de ratificar 0 confirmar en mi
(nuestro) nombre lo actuado asi como la facultad de desistir,
transigir, comprometer, y la de sustituirlo en todo o en parte y
revocar sustituciones. Asimismo nombro (amos) a: JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or CARLOS HUMBERTO PALACIO
EASTMAN and/ior MARTIN EDUARDO TORRES CARDOZO,
domiciliado(s) en la Carrera 7 No. 71-21; Torre B, Piso 4, mis
{nuestros) apoderados en Colombia, con facultades para recibir
notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales.

Otorgado y firmado en

{W0922840.1}

POWER OF ATTORNEY

Acting as
Representative. . ...
Of Tom's of Maine, Inc., a Maine corporation, with a principal
place of business located at 302 Lafayette Center, Kennebunk,
Maine 04043

Hereby appoint JUAN PABLO CADENA SARMIENTO and/or
CARLOS HUMBERTO PALACIO EASTMAN and/or MARTIN
EDUARDO TORRES CARDOZO, of Bogota, Colombia, my (our)
true and lawful attorneys with special, ample and sufficient power
to obtain from the Colombian administrative, judicial and police
offices and authorities, in any instance, privileges of patents of
invention, registration of trademarks, slogans, industrial designs
and utility models; registration of commercial names and
emblems, registration of copyright and contracts related thereto, -
certificates of obtainers of vegetables varieties, as well as
extensions, renewals and recordal of assignments and changes of
name and domicile and renounces related to the above; to
prepare, prosecute and register licenses of any kind; to act as
plaintiff or defendant in any instance or recourse, and before any
judge, corporation, public official or authority in judicial,
administrative and police actions, such as: oppositions to the
registration of trademarks; caducity, cancellation and nullity
actions; claim actions derived from the obtaining or exploitation of
licenses, action of unfair competition; penal demands, actions of
indemnities for damages: claims or observations on patent
applications, models, industrial designs and utility models; in the
exercise of preventive measures: and in other actions or similar
proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications, formulate
descriptions, amendments, protests, declarations, oppositions,
cancellations, nullities, appeals and claims; to pay taxes, quotas and
assessments prescribed by law, renounce or waive the rights
granted or in the process of granting; to receive all kinds of
documents and valuables, giving- the respective release of
receipt, and, in general, to take before said authorities the
necessary steps to such effect, and any measures that they may
deem pertinent to the safeguard of my (our) interest(s) with all the
other necessary legal powers.

This power includes the faculty to ratify or confirm desist, settle
and compromise on my (our) behalf, and to substitute this power
in whole or in part and to revoke substitutions. At the same time |
(We) hereby appoint JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or CARLOS HUMBERTO PALACIO EASTMAN and/or
MARTIN EDUARDO TOF;RES CARDOZO domiciled in Carrera 7
No. 71-21, ToweyBy Floo? 4", my (our) attorney(s) in fact, with
powers to regei Pﬁi’ﬁcations and to designate judicial and

)
S

a quien conozco, y de quien me consta que firmd el
anterior documento, debidamente juramentado declaré y



: dijo d‘ue. él es el | representante legal — o N
e @ el )C\_gm__<(___[ [
Y Public Notary (Sea)

Sociedad legalmente constituida para un periodo de duracién
que aln no ha terminado; que el declarante esta autorizado
por dicha compafiia para conferir este poder; que el sello
estampado por él al pie de tal poder, en nombre y
representacion de la expresada compafiia, es el sello oficial
de ella; y que el objeto para el cual se confiere este
instrumento esta comprendido dentro del de la sociedad.

El suscrito Notario hace constar que tuvo a la vista las
pruebas de la existencia de la sociedad.

~ Estado de

con fecha ol

y que quien confiere el presente poder es su representante.

Notario Publico (sello)

‘NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

”]‘On this....‘,(.:.t ..... day of....December ........ of..2007......

Personally appeared before me

to me known, and known to me to be the person who signed the
foregoing instrume ho being by me duly sworn did depose and

say that “he x(she) is the...Legal
Representative..™

Of Tom's of Maine, Inc.

Which is legally constituted for a term not yet expired, that
deponent is authorized by said Company to confer this Power
of Attorney: that the seal affixed hereunto by the deponent in
the name and on behalf of said Corporation is the corporate
seal thereof, and that the purpose for which this instrument is
granted is included within the corporate purpose of company.

The undersigned Notary Public attests that he has seen th#

State of........ ﬂ/\@-/h’\/k/Qy ..................................

| I~ ™ P .“‘:
under date of....... \ q b&ﬂ\ﬂ\“’\z‘m‘ . c?(j(;%
and that he (she) who grants the present power of attorney is
its Representative.

{W0922840.1)
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TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por TOWI’'S OF
MAINE, INC. con domicilio en 302 Lafayette Center, Kennebunk, Maine 04043,
Estados Unidos de América.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ha sido firmado por DEBRA L. S. WINKLER, de GRAY

3. actuando en capacidad de Notario Publico en y para el Estado de Maine
4. lieva el sello/timbre de DEBRA L. S. WINKLER, Notario Publico, Estado
de Maine
Certificado
5. en Augusta, Maine, Estados Unidos

6. el Enero 11, 2008

7. por el Secretario de Estado de Maine, Estado de
de América

8. No. 20080111-6811
9. Sello/timbre: 10.

[MAINE]

MattheW'Dunlap
Secretario de Estado



AISLADOS ANTIMICROBIANOS Y ANTI-INFLAMATORIOS
DE EXTRACTO DE REGALIZ

ANTECEDENTES

Los extractos de la raiz de planta del género Glycyrrhiza
(Glycyrrhiza sp.), se usan para saborizantes, el extracto imparte el sabor de
regaliz, entre otros propdsitos. Los métodos de extraccién actuales usan un
metodo de extraccion de agua caliente. Este método preferiblemente aisla los
componentes hidrofilicos de la raiz de la planta. El componente Unico principal
aislado con los métodos de extraccion del arte previo es el acido glicirrizico. El
acido (glicirrizico es usado predominantemente como un endulzador y un
saborizante. Los métodos de extracciéon del arte previo pueden remover poco o

ninguno de los componentes hidrofébicos o lipofilicos de la raiz de planta.

Otros métodos del arte previo usan solventes organicos en los
procesos de extraccion. Estos procesos remueven mas de los componentes
lipofilicos de la raiz de planta pero tienen mayores preocupaciones ambientales
conectadas con el uso de solventes organicos. Ademas ambos de los procesos de
extraccion del arte previo (agua caliente y solvente organico) tienen problemas
significantes en términos de, por ejemplo, generacién de desperdicio y eliminacién
de desperdicio. Los extractos de solvente organico tienen, por su valor, el
problema de los organicos usados para disponer o reciclar. Los procesos de
extraccion de agua caliente son preferidos ya que los compuestos hidrofilicos de
extraccion no son efectivos para extraer los compuestos lipofilicos.
Adicionalmente, el agua gastada o usada debe ser tratada antes de ponerse de

nuevo en el suministro de agua del ambiente.

Varios componentes de extractos de Glycyrrhiza sp. se han
mostrado que tienen efectos anti-inflamatorios, antibacterianos y anti-adherentes.
Sin embargo, los efectos vistos por los extractos del arte previo han sido
inconsistentes. Por ejemplo, en un estudio se reporté que la incorporaciéon de
0.25-0.5% de acido glicirrizico (un componente principal de los extractos de regaliz
hecho por los métodos de extraccion del arte previo) no fue efectiva en la
remocion o prevencion de la acumulacion de placa (Goultschin y otros, J. Clin
Periodontol. 18:210-212,1991).



Por tanto es necesario un método para la extraccion de la raiz
de Glycyrrhiza sp. que produzca menos desperdicio y cause un impacto menor
sobre el ambiente de los extractos del arte previo mientras que al mismo tiempo
se produzca un extracto que es mas efectivo para proporcionar propiedades anti-
inflamatorias, antibacterianas y anti-adherentes mediante el aislar un porcentaje
mayor de los componentes lipofilicos disponibles totales de la raiz de planta y, en
particular, un porcentaje total mayor de los flavonoides prenilatados disponibles de

la raiz de planta.
SINTESIS DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona, en un aspecto, los métodos
novedosos y no obvios de producir extractos de las raices de Glycyrrhiza sp. En
una incorporacién, el método de extraccion de la presente invenciéon comprende el
utilizar un proceso de extraccioén super critico CO,. Los detalles del proceso de la
presente invencion se dan abajo en la descripcién de las incorporaciones
preferidas. Los métodos de la presente invencion resuelven los problemas de los _
métodos de extraccion del arte previo mediante el reducir grandemente o eliminar
la necesidad de solventes organicos durante el proceso de extraccidén y
proporcionando un extracto que es rico en flavonoides prenilatados (por ejemplo
isoflavans, isoflavonol, flavanono, isoflavono) mientras que también esta
virtualmente desprovisto o desprovisto de acido glicirrizico (por ejemplo sin un
acido glicirrizico detectable). Los métodos de la presente invencién también
extraen los compuestos lipofilicos mientras que extraen muy poco o ningunos de
los componentes hidrofilicos. El método de la presente invencion también reduce
grandemente o elimina la produccién de una corriente de agua de desperdicio

como un resultado del proceso de extraccion.

La presente invencidén ademas se relaciona a los extractos
hechos de los procesos de extraccion de la presente invencién. En una
incorporacion, el extracto de la presente invencién comprende un extracto de G.
uralensis comprendiendo predominantemente licoricidina y licorisoflavon A (5-O-
metilicoricidina) como los componentes lipofilicos. Ningun acido glicirrizico
detectable, un componente hidrofilico de la raiz de planta, es recuperado con el

proceso de extraccién de la presente invencién. Ambos la licoricidina y el



licorisoflavon A son isoflavons prenilatados, un tipo particular de flavonoides. Para
la licoricidina, el peso molecular es m/z = 424. Para el licorisoflavon A: el peso
molecular m/z = 438; UV (MeOH): Amax = 283 nm. En una incorporacion, el
extracto de la presente invencion es aislado sin el uso de etanol como un
modificador durante el proceso de extraccién. En esta incorporacién, los rangos
de concentracion de licoricidina y de licorisoflavon A son de aproximadamente de
0.5 - 6.0% para ambos. En otra incorporacién, el extracto de la presente invencién
es producido usando etanol como un modificador durante el proceso de
extraccion. En esta incorporacion, los rangos de concentracion de la licoricidina y
de licorisoflavon A son de aproximadamente de 2.0 - 20.0% para licoricidina 'y 1.0
- 8.0% para el licorisoflavon A. En aln otra incorporacion, la concentracion del
acido (diicirrizico en los extractos es de menos de 0.10%. En audn otra
incorporacion, la concentracién de acido glicirrizico en los extractos es de menos
de 0.01% o 0.001%. Ademas, los extractos de CO, super criticos de la presente
invencion también comprenden cantidades significantes de acidos grasos (acidos

plamitico y linoleico, en particular, por ejemplo).

En estudios adicionales se descubridé que ciertos componentes
del extracto de regaliz CO, super critico de la presente invencidn son
excepcionalmente muy adecuados para proporcionar efectos anti-inflamatorios y
anti-microbianos. En este aspecto, la licoricidina y licorisoflavon A proporcionan el
nivel mas grande de efecto anti-microbiano. Adicionalmente, en este aspecto, la
presente invencién contempla las composiciones orales y para el cuidado del
cuerpo que comprenden cantidades de licoricidina y de licorisoflavon A efectivas

para proporcionar efectos anti-microbianos y anti-inflamatorios.

Otras especies de Glycyrrhiza proporcionan extractos en donde
los componentes lipofilicos predominantes son flavonoides prenilatados aun
cuando los flavonoides prenilatados exactos pueden diferir. Por ejemplo, un
extracto de G. glabra hecho por el proceso de extraccion de la presente invencién
tendra como los flavonoides prenilatados principales glabridina, metilglabridina y
glabrol.

Cuando el etanol es usado como un modificador en el proceso
de extraccion de la presente invencién, el etanol estd a una concentraciéon de

entre aproximadamente 2.0 y 10%. En una incorporacion preferida, el modificador

10



de etanol es de entre aproximadamente 4.0 y 6.0%. El uso de etanol no es
necesario para producir los extractos de la presente invencion. El etanol ayuda a
extraer las cantidades mas altas de compuestos que tienen menos propiedades

lipofilicas que usando el CO; solo.

La presente invencidon también se refiere a productos que son
hechos de dichos extractos. Aun cuando la presente invencidn no esta limitada a
ningun uso particular para el extracto de la presente invencion, en una
incorporacidn preferida, el extracto es usado en un producto para el cuidado oral.
Los ejemplos de los productos para el cuidado oral adecuados en los cuales el
extracto de la presente invencion puede ser usado incluyen, pero no se limitan a

dentifricos (por ejemplo pastas de dientes, geles de pastas de dientes, polvos de

dientes, agentes y compuestos limpiadores de dentaduras, enjuagues bucales y

lavados bucales, palillos de dientes, hilo dental, gomas de mascar, pastillas,
tabletas, tabletas que pueden disolverse, tabletas que pueden masticarse, etc.).
Adicionalmente, los extractos de la presente invencién pueden ser usados en los
productos para el cuidado del cuerpo tal como, pero no limitandose a, las cremas
para la piel, las lociones para la piel, las composiciones de filtro solar, los jabones,
los productos para el cuidado del bebé, los productos para rasurar, desodorantes,

shampoo, etc.

Y



BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra un cromatograma HPLC de extractos de
Glycyrrhiza uralensis generados con A) extraccion de agua caliente, B) extraccion
de etanol, C) extraccién de etil acetato, D) extraccion CO, super critico y E)

extraccion CO, con etanol como un modificador.

La figura 2 muestra las estructuras quimicas de licoricidina y

licorisoflavon A, en donde R=H para licoricidina y R=Me para licorisoflavon A.
DESCRIPCION DE LAS INCORPORACIONES PREFERIDAS

La presente invencién se refiere a extractos de Glycyrrhiza sp.
que tienen menos impacto ambiental que los métodos de extraccion del arte
previo y que extraen un porcentaje mayor de componentes lipofilicos mientras que
extraen unos componentes hidrofilicos que los métodos del arte previo. La
presente invencidn también se refiere a los usos para los extractos de la presente
invencion. En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un proceso de
extraccion de Glycyrrhiza sp. que utiliza un proceso de extraccion CO, sUper

critico.

Los extractos pueden hacerse de raiz de muchas especies
diferentes de plantas de tipo de legumbres del género Glycyrrhiza y mas
particularmente de la especie Glycyrrhiza uralensis. Las plantas son nativas del
sur de Europa y partes de Asia. G. uralensis es usada extensivamente en la
medicina china tradicional. Aun, la presente invencidn no esta limitada a ninguna
fuente de planta especifica. Otras especies conocidas de Glycyrrhiza de la cual
los extractos pueden hacerse a través de los procesos de la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a Glycyrrhiza acanthocarpa, Glycyrrhiza aspera,
Glycyrrhiza astragalina, Glycyrrhiza bucharica, Glycyrrhiza echinata, Glycyrrhiza
eglandulosa, Glycyrrhiza foetida, Glycyrrhiza foetidissima, Glycyrrhiza glabra,
Glycyrrhiza gontscharovii, Glycyrrhiza iconica, Glycyrrhiza korshinskyi, Glycyrrhiza
lepidota, Glycyrrhiza pallidiflora, Glycyrrhiza squamulosa, Glycyrrhiza triphyila,

Glycyrrhiza uralensis y Glycyrrhiza yunnanensis.
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El diéxido de carbono super critico se refiere al didxido de
carbén con algunas propiedades Unicas. El didéxido de carbon usualmente se
comporta como un gas en el aire o como un sélido como hielo seco. Si la
temperatura y presibn son ambas incrementadas, este puede adoptar
propiedades a la mitad entre un gas y un liquido. Este se comporta como un fluido
super critico arriba de su temperatura critica (31.1°C) y presion (73 atmésfera =
73.96 gar), expandiéndose para llenar su contenedor como un gas, pero con una
densidad como aquélla de un liquido. La temperatura actual necesaria para crear
CO2 super critico depende de la presion y viceversa. Por ejemplo, entre mas alta
la presion, mas baja la temperatura necesaria para alcanzar el estado super
critico. En forma similar, entre mas alta la temperatura, mas baja la presion

necesaria para alcanzar el estado super critico.

Aun cuando el CO; super critico se ha usado en algunos casos
como un extractor para otras sustancias, este no se ha usado, a lo mejor de
nuestro conocimiento, como un extractor para la extracciéon de la raiz Glycyrrhiza
sp especialmente en donde el extracto resultante comprende predominantemente
flavonoides prenilatados (isoflavans prenilatados) y especificamente la licoricidina
y licorisoflavon A de G. uralensis (y similarmente, los flavonoides prenilatados
glabridina, metilglabridina y glabrol de G. glabra). y estuvo esencialmente libre o
desprovisto de 4cido glicirrizico. Fue solo a través de la experimentacion empirica
el que los métodos y composiciones de la presente invencion fueron concebidos y
reducidos a la practica. No hubo presiones de mercado u otras consideraciones
de mercado que pudieran llevar a uno con practica en el arte a identificar o
- desarrollar los componentes de la presente invencién, modificar los componentes
como sea necesario para concebir y practicar la presente invencion y para
concebir y producir los productos de la presente invencién. Fue solamente
después de la reduccién conceptual a la practica de la presente invencion que se

reconocié cualquier valor de mercado.

Algunos de los beneficios ambientales de usarse CO, stper
critico son como sigue. Primero, el CO, que es usado en el proceso es
esencialmente no cambiado y puede ser usado de nuevo repetidamente. En
segundo lugar, no hay virtualmente corriente de desperdicio, por ejemplo, no se

tiene que lidiar con solvente gastado, compuestos organicos volatiles, agua de
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desperdicio contaminada, etc. Por tanto, el extracto de la presente invencion es

ambientalmente mas sano que los extractos de los métodos del arte previo.

Los extractos de la presente invenciéon son a diferencia de los
extractos del arte previo de Glycyrrhiza sp. Los extractos de la presente invencion
son altos en los compuestos conocidos como flavonoides prenilatados (por
ejemplo licoricidina y licorisoflavan A). Ambos de estos compuestos tienen efectos
anti-inflamatorios, anti-bacteriales, anti-adherentes y anti-hongos. Por ejemplo, el
extracto de la presente invencion se ha mostrado que tiene una actividad
antibacteriana significante en contra de la bacteria gram positiva tal como el
Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans, la bacteria anaerdbica gram
negativa como Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia, asi como una
actividad en contra de los hongos en contra de Aspergillus niger. Adicionalmente,
los extractos de la presente invencion estan desprovistos o virtualmente
desprovistos de acido glicirrizico cuando se examinan por la cromatografia del
liquido de alta presion (HPLC) (vea la seccién experimental dada abajo). El acido
glicirrizico también se ha usado como un endulzador y un saborizante en el arte

previo y no se requiere en las composiciones de la presente invencion.

La licoricidina y el licorisoflavon A son dos de los componentes

del extracto de CO, super critico de la presente invencién. Estos ambos muestran

actividad antimicrobiana (MIC) sobre el Streptococcus mutans a 3.125 ug/ml, el

agente causante principal de la caries, y en contra de Prevotella intermedia a
alrededor de 0.78 pg/ml y alrededor de 1.56 ug/ml para licoricidina y licorisoflavon
A, respectivamente y en contra de Porphyromonas gingivalis a 0.39 ug/mly 0.78
pg/ml para licoricidina y licorisoflavon A, respectivamente. La Prevotella sp y
Porphyromonas gingivalis estan involucradas en la periodontitis. Ambos
componentes mostraron tambieén una actividad excelente como agentes anti-
inflamatorios. Por tanto, puede verse que el extracto en general y estos
compuestos en particular pueden sobresalir en su capacidad para actuar como
agentes anti-inflamatorios, anti-bacteriales y en contra de los hongos (vea la

seccion experimental abajo).

Como se mencionoé anteriormente, el extracto producido por el
proceso de la presente invenciéon puede ser usado en muchos productos

incluyendo los productos para el cuidado oral y los productos para el cuidado del
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cuerpo por sus beneficios y propiedades anti-inflamatorias, anti-bacterianas, anti-
adherentes y en contra de los hongos. Abajo se describe algunos de los productos

adecuados para el uso con el extracto de la presente invencion.

Composiciones Orales

Hilo Dental

La raiz de Glycyrrhiza sp (por ejemplo el extracto de regaliz) de
la presente invencion puede ser formulado en un hilo dental. Por ejemplo, los
extractos de la presente invencion pueden ser impregnados dentro del hilo dental
de manera que éste se pone en contacto con los dientes del usuario durante el
uso del hilo dental. Las concentraciones del extracto de la presente invencion
cuando se uso en una composicioén de hilo dental son de alrededor de 0.1 a 5.0%
por peso de la mezcla de cera usada en el recubrimiento del material de hilo
dental. Las concentraciones preferidas son de alrededor de 0.5 a 3.0% por peso
de la mezcla de cera usada en el recubrimiento del material de hilo dental. El hilo
dental puede ser usado para asegurar que los extractos de la presente invencion
se pongan en contacto con las superficies de los dientes que estan de cara unos
con otros y son duros de reaccionar por algunos de los otros medios descritos.
Cuando la licoricidina y licorisoflavon A son usados como los agentes
antimicrobianos en el hilo dental de la presente invencion éstos pueden ser
usados solos 0 en una mezcla a concentraciones totales de alrededor de 0.01%
por peso a 1.0% por peso, a concentraciones totales de alrededor de 0.05% por
peso a 0.5% por peso o a una concentracion total de alrededor de 0.1% por peso
a 0.2% por peso.

En ciertas incorporaciones de la presente invencién, dicho hilo
dental se hace como se discuti6 abajo. Un experto en el arte se dara cuenta que
hay otros métodos y composiciones para la fabricacion de un hilo dental que son

compatibles con la composicion a base de regaliz de la presente invencion.

El significado de las palabras “hilo o hilos dentales”, se
entendera aqui para incluir los hilos dentales y las cintas dentales asi como
cualquier otro articulo simular. Ademas, los hilos dentales y las cintas usadas en

la presente invencion pueden incluir cualquier cinta o hilo dental actualmente



disponible comercialmente o adecuada. Estos hilos dentales y cintas pueden ser
fabricados de cualquier fuentes naturales o sintéticas cuyos ejemplos incluyen,
pero no se limitan a filamentos o hilos de polimeros de una tenacidad alta y
normal como GoreTex™, nylons, poliolefinas, polietilenos, polipropilenos,
compuestos de fluorocarbdn, politetrafuoroetilenos, rayones, dacrones, acrilicos,
polimeros de acetato, y otros plasticos solos 0 en combinacién. Las sustancias
naturales pueden incluir pero no se limitan a algodén, lana, seda, lino, cafiamo,
soya y ofras fibras cortas solas 0 en combinacion. Las mezclas de las fibras
sintéticas-naturales también pueden ser usadas. Sin embargo, los filamentos

sintéticos tienden a deshilarse menos que las fibras naturales.

La resistencia a la tension del hilo dental debe ser distribuida
parejamente a lo largo de su longitud. Esta es la clave con las fibras - estas se
romperan en el punto mas débil, de manera que la resistencia a la tension

equilibrada es la clave. Por tanto, el hilo dental de la presente invencion esta

relacionado a fibras con una resistencia a la tension alta mientras que atn son

utilizables para la limpieza entre los dientes. El denier del hilo o de la fibra de seda -

mide su peso y también la resistencia a la tension. El denier es definido como el
peso de 9,000 metros de hilo dental no recubierto en gramos. Hay una correlacion
directa entre el valor numérico del denier y el grosor del hilo: si este valor
aumenta, el grosor del hilo también aumenta. Por tanto, generalmente, entre mas
alto es el denier, mas alta la resistencia a la tension, todo lo demas siendo igual.
En una incorporaciéon de la presente invencion, el denier del hilo redondo es de

alrededor de 750 a 950 y para el hilo plano es de alrededor de 950 a 1150.

La longitud, el diametro, la estructura o disefio del hilo dental
mismo tampoco esta limitado a ningun tamario, forma, arreglo o configuracion
especifica y, por tanto, puede fabricarse para adecuarse a cualquier intencién
especifica. Este puede por ejemplo estar compuesto de una pluralidad de
filamentos individuales que se han formado juntos para dar un hilo mas grande
teniendo un didametro suficientemente pequefio para permitir la insercion entre los
dientes. También puede comprender un hilo de filamentos multiples compuesto
unido a un monofilamento extrudido o a otro hilo de filamentos maltiples. Un hilo
de monofilamentos circular, cuadrado o rectangular Gnico también es Util. Otras
variaciones adecuadas también son conocidas en el arte y como tales también

pueden ser utilizadas en la invencion descrita aqui.
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Los aglutinantes, por ejemplo, son usados en la invencion
descrita aqui para unir o de otra manera sujetar a un hilo dental los ingredientes
especificados aqui por esta descripcion. Estos también proporcionan la capacidad
de alterar las caracteristicas de fricciéon del hilo dental asi como ayudar a unir
juntos los filamentos individuales que comprenden el hilo mismo. Ademas, las
variedades usadas aqui no estan restringidas a cualesquier tipos especificos o
composiciones y se dan por tanto mayor libertad en sus formulaciones,
estructuras y constituciones. Los ejemplos de algunos aglutinantes adecuados
pueden por tanto incluir, pero no se limitan a ceras naturales de plantas (por
ejemplo cera carnauba, cera de soya y cera de jojoba) asi como otros compuestos
de tipo de cera o de cera soluble en agua o no soluble en agua o polimeros
solubles o no solubles en agua, jabones, gomas, resinas (por ejemplo mirra y

propolis) y otras sustancias conocidas en el arte.

Los hilos dentales también pueden hacer uso de, por ejemplo,
uno o mas agentes solubilizantes. Su funcién, como tal serd de ayudar a la
disociacion. Los agentes solubilizantes adecuados pueden por tanto incluir, pero
no limitarse al agua filtrada, al agua de osmosis inversa', al agua destilada y al
agua deionizada, sola o en combinacion. Sin embargo, el agua deionizada ha sido

encontrado que es preferida a las otras.

Los hilos dentales también pueden utilizarse, por ejemplo, uno
o0 mas agentes de sabor. Estos preferiblemente comprenden aceites o extractos
derivados de plantas y frutas tales como los aceites citricos, las esencias de
frutas, menta, aceite de hierbabuena, aceite de menta, aceite de clavo, aceite de
pirola, anis, sasafras, salvia, eucalipto, mejorana, canela, limén, naranja, banana,
cereza, hinojo, manzana, pifia, fresa, uva y arandano. Aquéllos expertos en el arte
conoceran que tales agentes saborizantes naturales pueden ser usados

independientemente combinados en cualquier mezcla sensorialmente aceptada.

Todos los sabores y las mezclas de sabor estan contemplados por la presente

invencioén.

Para aumentar la atraccién del consumidor en forma mayor, los
hilos dentales pueden contener, por ejemplo, uno o mas agentes endulzadores

naturales. Estos pueden incluir, pero no se limitan a xilitol, glicerol, sorbitol,
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mailtitol, eritritol, sucrosa, lactosa, dextrosa, maltosa, dextrina, fructosa, galactosa

y similares.

Los fluoruros se han encontrado en el pasado que ayudan a
evitar la incidencia de caries o lesiones de caries. Las caries son causadas
cuando los dientes se desmineralizan a una tasa mas rapida de la que estos se
remineralizan y la mayor desmineralizacion es causada por el acido que produce
las placas dentales. La remineralizacion, sin embargo, es promovida por el calcio
y el fosfato como los agentes de remineralizacion principales encontrados también
en la saliva. Los compuestos a base de fluoruro por tanto proporcionan proteccion
en contra de las lesiones cariosas 0 la caries mediante el actuar como un
catalizador para acelerar la precipitacion del fosfato de calcio en la forma de una
hidroxi apatita, sobre o dentro de los dientes. Sin embargo, éste no es un papel!
unico del fluoruro. También es capaz de inhibir la actividad de algunas enzimas
bacteriales y de sus procesos que producen acido, y a concentraciones
extremadamente altas éstas pueden matar ciertas bacterias de placa. Ain mas
importante, esta tiende a incorporarse en la apatita como una hidroxi apatita
fluorinada o una “fluoroapatita”, creando a un mineral que es apreciablemente

menos disolvible por el acido.

Por tanto los hilos dentales pueden contener, por ejemplo, uno
0 mas compuestos a base de fluoruro. Estos compuestos también pueden ser
ligeramente solubles en agua o estos pueden ser completamente solubles en
agua. Estos son, sin embargo, en su mayor parfe caracterizados por su habilidad
para liberar iones de fluoruro en agua y su libertad de reacciones indeseadas con
los otros compuestos de hilo dental. Entre estos materiales estan numerosos
compuestos a base de fluoruro los cuales pueden comprender sales de fluoruro

inorganicas tales como sales de metal alcalino solubles o de metal alcalinoterreas

y otras. Cuando es empleado un compuesto de fluoruro, la cantidad usada

dependera en gran extension del tipo de compuesto de fluoruro, de su solubilidad
y de la formulacién final y estructura seleccionada. Como tal, se da una libertad a
las cantidades usadas siempre que sean observadas la formulacién normal y las
salvaguardas farmacéuticos. Consecuentemente, cuando son usados los
compuestos a base de fluoruro dentro de las formulaciones listadas abajo éstas

deben ser una cantidad de no mas de 0.30% (w/w). Sin embargo, se ha



encontrado que la colocacién del rango maximo a 0.24% (w/w) es preferida con

0.22 a 0.24% (w/w) siendo el rango general mejor para usarse.
Dentifrico
Los extractos de CO, super criticos de regaliz (extracto de raiz

Glycyrrhiza sp) de la presente invencién también pueden ser usados con las

pastas de dientes, los geles para dientes y los polvos para dientes. En una

incorporacién de la presente invencion, la concentracion del extracto de la -

presente invencion usados en los dentifricos varia de desde alrededor de 0.002 a
2.0% por peso. En una concentracién preferida el rango es de entre 0.02 a 1.0%
por peso. Cuando la licoricidina y el licorisoflavon A son usados como los agentes
antimicrobianos en el dentifrico de la presente invencion estos también pueden
ser usados solos o en una mezcla a concentraciones totales de alrededor de
0.01% por peso a 1.0% por peso, a concentraciones totales de alrededor de
0.05% por peso a 0.5% por peso o0 a concentraciones totales de alrededor de
0.1% por peso a 0.2% por peso.

Las composiciones en la forma de las pastas de dientes, geles,
geles liquidos, pastas y liquidos limpiadores de las dentaduras y similares,
comprenderan generalmente un aglutinante o agente espesador. Los aglutinantes
adecuados para usarse aqui incluyen carragenina (preferida) y/o gomas naturales
tales como goma karaya, goma de xantano (preferida), goma arabiga (preferida) y
la goma tragacanto también puede ser usada asi como otros agentes conocidos
en el arte. El silicato de aluminio de magnesio coloidal o la silice hidratada
finamente dividida puede ser usada como parte del agente espesador para
mejorar la textura. Los agentes aglutinantes/espesadores también pueden s‘er
usados en una cantidad de desde alrededor de 0.1% por peso a alrededor de
15.0% por peso, preferiblemente de desde alrededor de 1.0 a alrededor de 12%
por peso de la composicion total. Los activos son nitrato de potasio y fluoruro, su
nivel esta descrito en sus monografias FDA respectivas para la sensibilidad y en
contra de la caries. Los activos para la gingivitis ain estan pendientes de la
terminacion de la monografia. Los abrasivos con carbonato de calcio, bicarbonato
de sodio o silice hidratada.



Tales composiciones tipicamente comprenderan uno o mas
endulzadores y saborizantes. Los ejemplos de los endulzadores y saborizantes
adecuados para usarse en los dentifricos estan discutidos abajo. Los agentes
para el balance de un pH (por ejemplo el acido citrico, NaOH) asi como los
surfactantes (por ejemplo sulfato lauril de sodio), los preservativos (por ejemplo el
acido benzoico, el acido sorbico), los estabilizadores, etc., también son
frecuentemente usados en las composiciones dentifricas, cuyos ejemplos se
proporcionan arriba. Las composiciones de la presente invencion pueden incluir

también botanicos.

En adicién a la incorporacién del extracto de regaliz de la
presente invencion, pueden haberse incluido en el dentifrico las cantidades
menores, por ejemplo de 0.01 a 2% por peso de otros ingredientes naturales tal
como los antioxidantes, los preservativos, los agentes de ajuste del pH, los
agentes desensibilizantes, los agentes estabilizadores, los agentes de gelacion,
los sabores, etc. Un agente aglutinante o de gelacién preferido es uno o mas de
carragenina o goma xantano. Los sabores preferidos son los sabores naturales
tales como la hierbabuena, la menta verde, durazno y canela, etc. Para los
dientes sensibles, la formulacion puede contener un agente para aliviar el dolor en
las personas con dientes sensibles. Un ingrediente preferido para este propdsito
es el nitrato de potasio. Los agentes dispersantes pueden ser usados en la
presente invencion. Los dispersantes preferidos son el sulfato lauril de sodio o los

extractos de plantas conteniendo saponina.

También es deseable el incluir uno o mas materiales
humectantes (el agente de retencion de humedad) en la pasta de dientes para
evitar que la composicidon se endurezca con la exposicién al aire. Los humectantes
preferidos son glicerina y sorbitol. Ciertos humectantes también imparten Ia
dulzura deseable a las composiciones de pastas de dientes. Los dentifricos
liguidos y los enjuagues bucales también pueden contener una cantidad de
humectante. Los humectantes adecuados son muy conocidos en el arte. Cuando
estan presentes, los humectantes generalmente representan de desde alrededor

de 10% a alrededor de 70% por peso de las composiciones de la invencion.

Los polvos de dientes también pueden hacer uso de muchos de

los mismos ingredientes que las pastas dentales excepto porque éstas deben ser



mezcladas en un estado seco (por ejemplo molidos en seco) o mezclados como
una composicion liquida y después ser secados, a través de por ejemplo, varias
técnicas de secado y rociado conocidas. El secado con rociado estad descrito
como cuando una forma liquida de una composicion es rociada como una neblina
adentro de una camara seca caliente en donde la porciéon acuosa de la neblina es
evaporada por el calor seco de la camara dejando solo los constituyentes secos
de la composicion en una forma en polvo. La forma en polvo de la composicion
tiene un contenido de humedad de entre alrededor de 0.1% a 5%. Los polvos para
los dientes entonces se rehidratan con el uso de cualquiera mediante la adicién de
agua (por ejemplo con agua aplicada por el usuario) al momento del uso o por la

saliva del usuario.
Tabletas Que Pueden Ser Disueltas

Otro aspecto de la presente invencion es el de las tabletas
limpiadoras de dentaduras que pueden ser disueltas comprendiendo el extracto
CO; super critico de Glycyrrhiza Sp. de la presente invencion. Aun en otro éspecto
de la invencion es una tableta de limpieza de dentadura que puede ser disuelta
comprendiendo uno o ambos de licoricidina y licorisoflavon A aislados, por

ejemplo, del extracto CO; sUper critico de la presente invencion.

Tales tabletas pueden ser sélidas, en capas, teniendo un centro
llenado liquido, etc. La tableta debe ser disuelta completamente o casi
completamente en una solucién acuosa en menos de alrededor de una hora y
preferiblemente, en menos de alrededor de 15 minutos. La tableta puede ser

efervescente pero no requiere serlo.

Las tabletas limpiadoras de dentaduras y solubles en agua se
hacen mediante el primero preparar y secar una granulacion de ingredientes
usando un aglutinante adecuado en por ejemplo, una solucién de alcohol anhidro.
La mezcla granulada resultante es entonces secada a un contenido de humedad
de 0.4% o menos, se criba y después se mezcla cabalmente con el ingrediente
activo deseado junto con los aglutinantes, rellenos, extendedores, tintes, sabores,
lubricantes y similares en un aparato de mezclado adecuado. Las mezclas finales

son alimentadas dentro de una bolsa y se prensan en tabletas con matriz cuando



se compactan en tabletas. Por tanto, las tabletas asi formadas son liberadas y

empacadas.
Enjuague Bucal y Lavado Bucal

Tipicamente, los enjuagues y lavados para boca de la presente
invencion comprenden el extracto CO, super critico de Glycyrrhiza sp. de la
presente invenciéon en, por ejemplo, una solucién de agualglicerina y pueden
adicionalmente comprender uno o mas de sabor, humectante, endulzador,
emulsificador (por ejemplo poloxamero) y colorante. Aln otro aspecto de la
presente invencion es un enjuague bucal que comprende uno o ambos de
licoricidina y licorisoflavon A aislado, por ejemplo, del extracto CO; super critico de

la presente invencién.

Los enjuagues bucales pueden incluir glicerina a un nivel de
desde 0 a 60%, preferiblemente de desde 0 a 30% por peso. El valor de pH de
tales preparaciones de enjuague bucal es generalmente de desde alrededor de
3.5 a alrededor de 8.0 y preferiblemente de desde alrededor de 4.0 a alrededor a
7.5. Un pH mayor de 8.7 resultara en una sensaciéon de boca no placentera. Las
preparaciones liquidas orales también pueden contener agentes de superficie
activa, por ejemplo surfactante, en cantidades de hasta 50% y mas
preferiblemente de entre alrededor de 0.5 a 2.0%; y compuestos que proporcionan
fluoruro en cantidades de hasta alrededor de 2.0% por peso de la preparacion y
mas preferiblemente alrededor de 0.0442% para el fluoruro de sodio o 0.025% del

ion de fluoruro.

Los enjuagues bucales y los lavados para la boca de la
presente invencidn también pueden comprender uno o mas alcoholes. Por
ejemplo, etanol.

Pastillas, Tabletas y Goma de Mascar

Las composiciones de goma de mascar que comprenden el

extracto CO; sUper critico de Glycyrrhiza sp. de la presente invencién también

pueden estar en la forma de una goma de mascar convencional o cualquier otra

forma de producto la cual es adecuada para mascar. Aln otro aspecto de la
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presente invencion es una goma de mascar que comprende uno o ambos de la
licoricidina y el licorisoflavon A aislado del extracto CO, super critico de la
presente invencién. Las formas fisicas adecuadas incluyen barras, cuadrados y
pildoras (por ejemplo goma recubierta de azicar tales como Chiclets™). La goma
de mascar también puede tener un centro llenado de liquido en donde el centro
liquido contiene las composiciones a base de regaliz (vea por ejemplo la patente
de los Estados Unidos de América nimero 6,280,780). La goma de mascar
también puede ser una goma digerible o que puede ser disuelta adecuada para el
mascado. Una goma de mascar esta tipicamente retenida en la cavidad oral por
un tiempo suficiente para permitir a los ingredientes liberados el hacer contacto
esencialmente con todas las superficies dentales y/o los tejidos orales para los

propositos de la actividad oral.

El téermino “materiales portadores” como se usan aqui significan
cualquier componentes de goma de mascar adicionales efectivos y 'seguros
usados en las composiciones de goma de mascar de la presente invencién. Tales
materiales incluyen elastomeros, resinas, plastificantes, grasas, solventes, ceras,
emulsificadores, suavizadores, agentes de volumen,.endulzadores, absorbentes,
iones metalicos activos oralmente, material cationico, fuentes de i6n de fluoruro,
agentes en contra del -calculo adicionales, agentes antimicrobianos,
amortiguadores, agentes blanqueadores, sales de bicarbonato de metal alcalino,
materiales espesadores, humectantes, agua, surfactantes, dioxido de titanio,

agentes saborizantes, xilitol, agentes colorantes y mezclas de los mismos.

La goma de mascar de la presente invencion es fabricada por
los métodos conocidos en el arte. Por ejemplo, la base de goma es calentada a
45°C para disolverla. El recipiente de mezclado es mantenido a 45°C durante el
proceso de mezclado completo y los aditivos como se describid aqui asi como el
extracto de la presente invencion son agregados y mezclados para lograr la
homogeneidad. Después la mezcla de goma es formada en barras, cuadrados,
etc., se envuelve y se enfria. Si se desea, la goma es recubierta en un

recubrimiento de dulce libre de azlicar o con azucar.

La composicién de regaliz también puede ser usada en

composiciones de pastillas y pildoras. El portador para las pastillas y pildoras es
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convenientemente un azdcar tal como glucosa, lactosa o sucrosa o un material no

cariogénico esencialmente, por ejemplo, manitol, xilitol, maltitol, eritritol o sorbitol.

Ademas del ingrediente activo y del portador, las pastillas
preferiblemente contienen uno o mas aglutinantes tal como gelatina (una goma
vegetal, por ejemplo la goma arabiga es preferida) o la glucosa liquida BPC 1963,
la cual en total puede convenientemente estar presente en una cantidad de desde
alrededor de 0.5% por peso a 10% por peso de la pastilla. Un rango preferido es

de desde alrededor de 1% por peso a 5% por peso.

Las pastillas pueden adicionalmente contener un lubricante tal

como acido estéarico 0 un estearato tal como estearato de magnesio para facilitar

la fabricacién de la pastilla. Cuando uno o mas lubricantes estan presentes, el -

contenido total de la misma pastilla es preferiblemente de 0.1% a 5% por peso.

Las pastillas pueden ser preparadas por procedimientos de

fabricacion de pastillas convencionales, por ejemplo mediante el combinar el 1,3- -

bis(2-carboxicromon-5-yloxy)-2-hidroxipropano o sal del mismo con el auxiliar,
diluente o portador y comprendiendo la mezcla. En un procedimiento preferido, el
bis-cromona y el auxiliar, diluente o portador son deseablemente primero
granulados juntos antes de ser comprimidos en una pastilla. El pasc de
granulacién es preferiblemente un paso de granulacion en humedo, y un
lubricante es agregado deseablemente en forma inmediata antes del paso de la

compresion.

Las pastillas (algunas veces conocidas como jujubes o pastillas
suaves) son una preparacion dura de tipo de gelatina hecha de una mezcla de
glicerina, gelatina (u otro gelificante natural) y agua a la cual se ha incorporado el

extracto de la presente invencién. El sabor también puede ser agregado. La base

de glico-gelatina puede ser fundida mediante el calentar en forma suave y -

cualquier ingrediente agregado. La base entibiada puede entonces ser vertida en
moldes y dejarse asentar. Por ejemplo vea

www.rpsgb.org.uk/pdfs/mussheet04.pdf.

Productos Para el Cuidado del Cuerpo
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Los productos para el cuidado del cuerpo tipicos incluyen, por
ejemplo, las lociones para el cuerpo, las cremas para la piel, los jabones, los
productos para el cuidado del cabello (por ejemplo los shampoo vy
acondicionadores) los filtros solares, los agentes tépicos anti-inflamatorios, las
composiciones depilantes, los productos para rasurar (por ejemplo las cremas
para rasurar y las lociones para despdés de rasurar), los desodorantes, el cuidado
del bebé, etc. Los productos para el cuidado del cuerpo son productos usados en
el cuerpo externo (por ejemplo la piel, el cabello, etc.) como tratamientos topicos

usualmente.

Uno con practica en el arte conoce como formular tales
productos para el cuidado del cuerpo. Por ejemplo, la patente de los Estados
Unidos de América No. 6,861,062 otorgada a Silva y otros (e incorporada aqui por
referencia) describe formulaciones de ejemplo y métodos para hacer cremas para la
piel. Las composiciones de hierbas para productos para el cuidado de la piel
tambien son conocidos en el arte (vea por ejemplo la patente de los Estados Unidos
de Ameérica No. 6,586,018 otorgada a Fassano, la cual es incorporada aqui por

referencia) describe formulaciones y métodos de ejemplo de fabricacion.

Las composiciones y los métodos para producir los productos
para rasurar también son conocidos en el arte. Por ejemplo, la patente de los
Estados Unidos de América No. 7,779,454 otorgada a Lucas la cual es incorporada
aqui por referencia, describe varias formulaciones y métodos de ejemplo de
fabricacion. La patente de los Estados Unidos de América No. 6,479,043 otorgada
a Tietien y otros (incorporada aqui por referencia) describe las formulaciones de

ejemplo y los métodos de fabricacion para agentes depilatorios.

En forma similar, las formulaciones y los métodos para la
produccion de jabones, lociones de filtro solar y tratamientos tdpicos

antinflamatorios también son conocidos en el arte.

Los productos para el cuidado del cuerpo de la presente
invencién, en una incorporacién, comprenden un extracto de la raiz de la planta
Glicirriza sp., comprende un extracto libre de acido glicirrizico esencialmente en
donde los componentes principales del extracto son flavonoides prenilatados en

donde la raiz fue extraida por el proceso de extraccion CO, super critico.



En otra incorporacién, el extracto es de glicirriza o uralensis y los

componentes principales del extracto son la licoricidina y el licorisoflavan A.

En otra incorporacién, el extracto es de extracto de Glicirriza

glabra y el componente principal del extracto es glabidrina.

Por ejemplo, un desodorante de la presente invencion en una
incorporacién, comprende un extracto de la presente invencién en combinacién con
un compuesto antioxidante, preferiblemente con un ingrediente del grupo de
tocoferol y sus derivados, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), acido
eritérbico, propil galato, eritorbato de sodio, butil hidroquinona terciaria (TBHQ), y
extracto de romero, mas preferiblemente con acido ascérbico y sales de los
mismos. Ademas, el desodorante puede comprender ciertas sales de metal de un
acido carboxilico hidroxi insaturado, preferiblemente ricinoleato de zinc. En una
incorporacién preferida, el extracto de la presente invencién estd a una
concentracion de alrededor de 0.01 a 5.0 por ciento por peso y en una incorporacion
mas preferida, de desde alrededor de 0.05 a 2.0 por ciento por peso. Cuando la
licoricidina y el licorisoflavan A son usados como agentes antimicrobianos en el
desodorante de la presente invencion éstos pueden ser usados solos 0 en una
mezcla a concentraciones totales de alrededor de 0.01 por ciento por peso a 1.0 por
ciento por peso, a concentraciones totales de alrededor de 0.05 por ciento por peso
a 0.5 por ciento por peso o a unas concentraciones totales de alrededor de 0.1 por

ciento por peso a 0.2 por ciento por peso.

Para las lociones del cuerpo, cremas para la piel, jabones,
productos para el cuidado del cabello, filtros solares, agentes tdpicos
antinflamatorios, composiciones depilatorias, productos para rasurar, productos
para el cuidado del bebé, la concentracion de los extractos de la presente invencién
esta a una concentracion de alrededor de 0.01 — 2 por ciento y mas preferiblemente
de 0.1 — 1 por ciento. Cuando la licoricidina y el licorisoflavan A son usados como
los agentes antimicrobianos en los productos para el cuidado del cuerpo de la
presente invencién éstos pueden ser usados solos o en una combinacién a
concentraciones totales de alrededor de 0.01 por ciento por peso a 1.0 por ciento

por peso, a concentraciones totales de alrededor de 0.05 por ciento por peso a 0.5
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por ciento por peso a concentraciones totales de alrededor de 0.1 por ciento por

peso a 0.2 por ciento por peso.
EXPERIMENTAL

Proceso de Extraccion: El extracto de regaliz usado en los
ejemplos siguiente y en la fabricacion de dentifricos de la presente invencién se hizo
con un proceso de extraccion de CO, super critico novedoso y no obvio. El proceso
de extraccion de la presente invencion, en una incorporacion fue como sigue. La
raiz de glicirriza uralensis fue cortada, molida y hecha polvo para crear una materia
prima. La materia prima fue puesta en la camara de extraccién (el extractor). La
camara de extraccidn fue alimentada con liquido CO,. El liquido CO, se trajo
desde el tanque de almacenamiento/trabajo, fue enfriado y bombeado dentro de la
camara de extraccién a 300 bar, 50 grados centigrados con el 5 por ciento de
adicion de 96 por ciento de etanol. El extracto de CO, fue entonces dosificado a

través de un evaporador y se hizo fluir adentro de un tanque de separacion.

Bajo las condiciones super criticas establecidas en el extracto, el
CO, tiene propiedades de solvente para los ingredientes lipofilicos mientras que el
CO; en la fase de gas esta sin poder de solvente bajo las condiciones en el
separador (60 bar, 30 grados centigrados). Por tanto, el extracto fue precipitado y el
gas fue regenerado en el tanque de separacion. EI CO, fue entonces licuado

mediante el pasarlo a través de un condensador y se reciclo al tanque de trabajo.

Comparacion del Extracto de Regaliz CO, Super Critico de la

Presente Invencion con los Extractos hechos con los Métodos del Arte Previo

Concentracidn inhibidora minima de microdilucion de caldo:
Para anaerdbicos, 190 pL de caldo anaerdbico Wilkis Chalgren (WC) reducido
previamente y estéril con 0.075 pbr ciento de ciéteina fueron agregados al primer
pozo de las series de prueba en una placa de 96 pozos, seguido por 100 uL en
cada uno de los cuatro pozos de prueba adicionales. Diez uL de la solucién de
suministro esterilizada con filtro de extracto CO; de licorice, preparado a 40 mg/mL,
en etanol, fue agregada al primer pozo de la serie. Los contenidos del primer pozo

fueron mezclados cabalmente y se diluyeron en serie (1:1) con los cuatro pozos

A
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restantes en la serie; 100 pL fueron descartados del pozo final en la serie. Las
suspensiones de Porfiromonas gingivalis ATCC 33277 o Prevotella intermedia
ATCC 25611, diluidos a aproximadamente 1 x 10° cfu (unidades formadoras de
colonia) por mL fueron agregados a los pozos de prueba en cantidades de 100 L.
La promocion de crecimiento apropiada y los controles de esterilidad fueron
incluidos. Los platos fueron incubados a 37 grados centigrados anaerébicamente
hasta que fue observado un pozo de control de crecimiento. La MIC (concentracion
inhibidora minima) fue registrada al crecimiento inhibidor de concentracién mas bajo
del organismo de prueba como se ve con el 0jo sin ayuda. El Streptococcus mutans
ATCC 25175 fue probado en una forma similar, el caldo de soya triptico (TSB) como
el medio de prueba y la incubacién de los platos a 37 grados centigrados con 5 por
ciento de CO,, el Staphylococcus aureus ATCC 6538 fue probado usando el caldo
de soya triptico (TSB) como el medio de pruéba y la incubacion de placas a 37
grados centigrados. El Aspergillus niger ATCC 16404 fue probado, con el caldo de
soya triptico (TSB) como el medio de prueba y se incub6 a la temperatura ambiente

(25 grados centigrados).

Los resultados fueron registrados como el valor de modo para
experimentos triplicados contra cada bacteria. La Prevotella intermedia y la
Prevotella gingivalis son bacterias gram negativas involucradas en la periodontitis.
El Streptococcus mutans esta involucrado en una formaciéon de caries. Ambos
extractos super criticos fueron capaces de inhibir el crecimiento de estas tres
bacterias patogenas a las concentraciones mas bajas del extracto probado. Los
extractos de regaliz super critico de la presente invencion con o sin el uso o no de
etanol como un modificador, fueron capaces de inhibir la Prevotella infermedia a
una concentracion de 12.5 ug/ml. El extracto usando etanol como un modificador
fue capaz de inhibir el crecimiento de' Prevotella gingivalis al mismo nivel que la
clorhexidina. El extracto de regaliz super critico de la presente invenciéon (con
etanol) fue capaz de inhibir el crecimiento de Streptococcus mutans, una bacteria
cariogénica a una concentracion de 12.5 ug/ml. El extracto de regaliz super critico
de la presente invencion sin etanol fue solo probado a 31.25 yg/ml. Vea la Tabla
1A.

Tabla 1A. Actividad antibacteriana encontrada en la bacteria oral




Regaliz CO; -a Regaliz CO, - Clorhexidina
extracto (pg/mil) EtOH extracto
(ng/mi)
Prevotella intermedia 12.5 12.5 3.125
Porfiromonas 12.5 6.25 6.25
gingivalis
Streptococcus mutans <31.25* 12.5 1.56

* La concentracion mas baja probada fue de 3.125 ug/ml

Actividad Antibacteriana de Licoricidina y de Licorisoflavan

La licoricidina y el licorisoflavan A son los dos de los
componentes del extracto CO, sUper critico de la presente invencion. Ambos
mostraron la actividad antimicrobiana sobre el Streptococcus mutans a 3.125 pg/mi,
el agente de causa principal de las caries y en contra de la Prevotella intermedia a
alrededor de 0.78 ug/ml y alrededor de 1.56 ug/ml y Porfiromonas gingivalis a 0.39
pg/mly 1.56 pg/ml para la licoricidina y el licorisoflavan A, respectivamente, como se
mostré en la Tabla 1B. La Porfiromonas gingivalis y la Prevotella sp estan
involucradas en la periodontitis. Estas concentraciones fueron a las
concentraciones inhibidoras minimas (MIC). Ambos componentes mostraron
también una excelente actividad como agentes antiinflamatorios. La concentracion
inhibidora minima es definida por aquellos expertos en el arte como la
concentracion mas baja de un agente antimicrobiano que inhibira el crecimiento
visible de microorganismo después de la incubacién durante la noche. Las
concentraciones inhibidoras minimas son usadas por aquellos expertos en el arte
para vigilar la actividad de nuevos agentes antibacterianos. La clorhexidina es
usada aqui como un control positivo y se encuentra frecuentemente como un

agente antibacteriano en, por ejemplo, el enjuague bucal.

La concentracién inhibidora minima de microdilucion de caldo fue
llevada a cabo como sigue. Diez L de una solucién de suministro esterilizada con

filtro de compuesto puro, licoricidina o licorisoflavan A preparado a 1 mg/mL en
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etanol, fueron agregados al primer pozo de la serie. Los contenidos del primer pozo
fueron mezclados cabalmente y se diluyeron en serie (1:1) con los siete pozos
restantes en la serie; 100 pL fueron descartados del pozo final en la serie. Las
suspensiones de Porfiromonas gingivalis ATCC 33277 o de Prevotella intermedia
ATCC 25611, se diluyeron a aproximadamente 1 x 10° cfu (unidades formadoras de
colonia) por mL, fueron agregados a los pozos de prueba en cantidades de 100 pL.
La promocion de crecimiento apropiada y los controles de esterilidad fueron
incluidos. Las placas fueron incubadas a 37 grados centigrados anaerébicamente
hasta que la turbidez del pozo de control de crecimiento fue observada. La MIC
(concentracién inhibidora minima) fue registrada a la concentracién mas baja que
inhibe el crecimiento del organismo de prueba como se ve con el ojo sin ayuda. El
Streptococcus mutans ATCC 25175 fue probado en una forma similar, con un caldo
de soya triptico (TSB) como el medio de prueba y la incubacion de las placas a 37

grados centigrados con 5 por ciento de COa,.

Los resultados fueron registrados como el valor de modo para los
experimentos triplicados en contra de cada bacteria. La Prevotella intermedia y la
Prevotella gingivalis son las bacterias gram negativas involucradas en la

periodontitis. El Strepfococcus mutans esta involucrado en la formacién de caries.

Ambos compuestos fueron capaces de inhibir el crecimiento de estas tres bacterias

patbégenas.
Tabla 1B
Extracto Licoricidin Licorisoflavan Clorhexidina
(Hg/mi) (Mg/mi) A (pg/ml) (Hg/ml)
Streptococcus 12.50 3.125 3.125 1.56
mutans
Prevotella gingivalis | 6.25 0.39 0.78 6.25
Prevotella 6.25 0.78 1.56 3.125
intermedia

30
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Formacion de biopelicula y viabilidad: Un cultivo de 24 horas
de P. gingivalis (ATCC 33277) en un caldo Todd-Hewitt complementado con hemina
y vitamina K (THB-HK) fue diluido en un medio de caldo fresco para obtener una
densidad optica a 655 nm (ODess) DE 0.07. Las muestras (100 pL) fueron
agregadas a los pozos a una placa de cultivo de tisi de 96 pozos conteniendo 100
pL de diluciones en serie (0 a 500 pg/mL) de extractos de planta estéril en THB-HK.
Los pozos de control sin extracto también fueron inoculados. Después de la
incubacién por 48 horas a 37 grados centigrados bajo condiciones anaerdbicas, el
medio gastado y las bacterias de flotacion libre fueron removidos mediante la
aspiracion usando una aguja de 26G y los pozos fueron lavados tres veces con
agua destilada. Las biopeliculas de P. gingivalis fueron manchadas con 0.4 por
ciento de violeta cristal (100 uL) por 15 minutos. Los pozos fueron lavados cuatro
veces con agua destilada para remover el tinte violeta cristal no unido y se secaron
por 2 horas a 37 grados centigrados. Después de agregar 100 pL de 95% por

ciento (v/v) de etanol a cada pozo, la placa fue agitada por 10 minutos para liberar la

mancha de la biopeliculas y la absorbencia a 550 nm (A550) fue registrada. Los

ensayos fueron corridos por triplicado y los medios de desviaciones estandar + de

dos experimentos independientes fueron calculados. Vea la Tabla 2.

El efecto de las fracciones de planta sobre la viabilidad de célula
P. gingivalis fue investigado usando el tetrazolio de sido 3’-(1-[(fenilamino)-
carbonilo]-3.4-tetrazolio)-bis(4-metoxi-6-nitro) ensayo de reduccidon de hidrato de
acido sulfénico benceno (XTT). Brevemente el XTT fue disuelto en PBS a 1 mg/mL
y la menadiona fue preparada en acetona a 1 mM. El reactivo de XTT/menadiona
contuvo 12.5 partes de XTT/1 parte de menadiona. Una biopelicula 48 horas de P.
gingivalis fue preparada como 'se indicd anteriormente y se traté con las fracciones
de planta (0 a 250 pg/mL) por 2 horas (anaerobiosis 37 grados centigrados) antes
de agregar 25 uL de XTT/menadiona. Después de 1 hora a 37 grados centigrados,
la absorbencia a 490 nm (A4g) fue leida usando un lector de microplaca. El extracto
de regaliz de la presente invencion fue capaz de inhibir el crecimiento de P.
gingivalis y también de inhibir la formacion de P. gingivalis. El P. gingivalis fue
entonces incapaz de sujetarse (antiadherencia). Cuando el extracto de regaliz fue
aplicado después de que fue formada la biopelicula, no hubo desabsorcion de la

biopelicula pero la viabilidad de la biopelicula fue reducida lo cual significa que la

3/
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biopelicula no fue removida sino que la bacteria que formaba la biopelicula murié.
Vea la Tabla 2.

Tabla 2: Efecto de la formacion de biopelicula de extracto de CO, regaliz,

propiedades de adherencia y viabilidad P. gingivalis.

Inhibir la | Desabsorcion | Crecimiento | Efecto
pelicula de P.|de biopelicula | de P. | bactericida
gingivalis P. gingivalis | gingivalis sobre P.
(antiadherente) | (ug/ml) (ng/ml) gingivalis en
(ug/ml) una
biopelicula
(viabilidad de
célula)
(pg/mi)
Extracto de 4.2 - 42 8
CO, Regaliz

Preparaciones LPS: Aggregatibacter actinomycetemcomitans
ATCC 29522 (syns: Actinobacillus actinomycetemcomitans) y P. gingivalis ATCC
33277 en sus medios de cultivo apropiados. Los LPS fueron aislados de éstas

cepas bacteriales por un método usado rutinariamente en el laboratorio.

Tratamientos de macréfago: Las células U937 (ATCC CRL-
1593.2) una linea de célula de leucemia monoblastica humana, fue cultivada a 37
grados centigrados en 5 por ciento de CO, a la atmosfera en RPMI-1640
complementado con 10 por ciento de FBS y 100 ug/mL de penicilina-estreptomicina
(RPMI-FBS). Los monocitos (2 x 10° células/ml) fueron incubados en RPMI-10 por
ciento FBS conteniendo 10 mg/mi de acido forbol miristico (PMA) por 48 horas para
inducir la diferenciacién en las células de tipo de macrofago adherente. Después
del tratamiento con acido forbol miristico, el medio fue reemplazado con un medio
fresco y las células diferenciadas fueron incubadas por 24 horas adicionales antes

del uso. Los macréfagos adherentes fueron suspendidos RPMI-10 por ciento FBS y

se centrifugaron a 200 x g por 8 minutos. Estos fueron entonces lavados y -

suspendidos en RPMI-10 por ciento FBS a una densidad de 1 x 10° de células/ml y
se pusieron en una placa de 6 pozos (2 x 10° células/pozo en 2 ml) a 37 grados
centigrados en una atmoésfera de 5 por ciento de CO,.

e
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Los macréfagos fueron tratados con el extracto de regaliz a
concentraciones de hasta 250 pyg/mL y se incubaron a 37 grados centigrados en 5
por ciento de CO, por 2 horas antes de la estimulacién con LPS a una
concentracion final de 1 pg/mL. Después de una incubacion de 24 horas (37 grados
centigrados en 5 por ciento de COy), los sUper nadantes de medio de cultivo fueron
recolectados y almacenados a -20 grados centigrados hasta que se usaron. Las
celulas incubadas en el medio de cultivo con o sin el extracto de regaliz, pero no

estimulados con LPS, fueron usadas como controles.

Determinacion de noveles de citocina: Los estuches de

ensayo inmunoabsorbente enlazado de enzima comerciales (ELISA) (de R&D

Systems de Minneapolis, MN, Estados Unidos de Ameérica) fueron usados para

cuantificar las concentraciones de IL-1p. IL-6, IL-8, y TNF-a en sUper nadantes de
cultivo libres de célula de acuerdo a los protocolos del fabricante. La absorbencia a
450 nm fue leida en un lector de microplaca con una correcciéon de longitud de onda

puesta a 550 nm.

Analisis estadistico: Los andlisis de dos dias de variacion se
llevaron a cabo para comparar los medios de las condiciones diferentes. Las

diferencias son consideradas significantes a un nivel de 0.05 (P valor).

Efecto antinflamatorio. Los extractos de la presente invencién
causaron una inhibicion significante in Vitro de la produccién de interleucin 1B,
interlucin 8 y necrosis de tumor a por los macréfagos producidos de las células
U937, una linea de célula de leucemia monoblastica humana estimulada con LPS
del Aggregatibacter actinomycetemcomitans a una concentracion de 10 pg/mLya 5
pg/mL para el interlucin 6. Estos resultados fueron confirmados en dos

experimentos independientes.

El extracto de regaliz causé una inhibicion significante in Vitro de
la produccién de interlucin 6, interlucin 8 y del fac_;tor—a de necrosis de tumor (TNF-a)
por los macréfagos estimulados con LPS de P. gingivalis a una concentracion
variando de desde 5-10 pg/ml. Estos resultados fueron confirmados en dos

experimentos independientes.

Analisis HPLC del Extracto CO, Super Critico
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Las muestras de los extractos de la presente invencién y de los
extractos producidos por los métodos del arte previo fueron analizados por la
cromatografia de liquido de alta presion (HPLC). Las especificaciones para el

procedimiento usado fueron como sigue:

La cromatografia de liquido de alta presién se llevé a cabo sobre

un Zorbax Eclipse XDB X-18 (Agilent Technologies, de Santa Clara, California,

Estados Unidos de Ameérica) 250 x 4.6 milimetros i.d., 5 ym, con Zorbax C-18

columna de proteccion: (Cat. # HP 990967-902 y HP 820950-925).

Fase Movil: MeCN (0.05% TFA)-H,0 (0.05% TFA) 0 min.

45 55

3 min. 45 55
25 min. 100 0
25.1 min. 45 55

Acondicionamiento: por lo menos 20 minutos
Tasa de Flujo: 1.0 ml/min
Temperatura Col.: 30°C

Detector:280 nm (bw 16, referencia 450 nm, bw 100)
Tiempo de Corrida;: 25 min.

Tiempo Posterior: 5 min.

Los resultados estan presentados en la figura 1. El primer v

cromatograma (A) muestra un extracto con agua caliente y este contiene solo
compuestos hidrofilicos. La elucién pico después de 4.5 minutos es A&cido
glicirrizico. De acuerdo al espectro UV y el tiempo de retencion, el 4cido glicirrizico
esta solo presente en el extracto de agua caliente. El segundo cromatograma (B)
es un extracto de 100 por ciento de etanol y el cromatograma (C) es un extracto de
acetato de etilo, ambos son muy similares en la composicién, con la excepcién de
que B contiene mas compuestos hidrofilicos (elucion entre 0-4 minutos). Los
componentes principales del extracto CO; son licoricidina (1, elutar después de 16.5
minutos) y licorisoflavan A (2, elutar después de 21 minutos), junto con un

flavonoide no identificado pico 3 alrededor de 18 minutos. El extracto super critico
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usando etanol (EtOH) como un modificador contiene mas compuestos hidrofilicos
que el extracto super critico sin modificador, y contiene las cantidades mas altas de
licoricidina y de licorisoflavan A. Ademas, desde un punto de vista ambiental, el
extracto de CO, usa solo un porcentaje pequefio de etanol (5-10 por ciento) para
lograr un buen balance de compuestos hidrofilicos y lipofilicos. En ambos extractos

super criticos, la licoricidina y el licorisoflavan A son altamente dominantes.

La licoricidina y el licorisoflavan A fueron aislados del extracto
CO; super critico de la presente invencidon como sigue. Una cantidad de alrededor
de 433 mg de licorice CO,/EtOH extracto fue sometido a una cromatografia de
liquido de presién media (MPLC) con un sistema Biichi C-600 MPLC (de Biichi
Analytical, Flawil, Suiza) usando una fase estacionaria a base de ODS
(Phenomenex Luna C-18(2), 100 A) usando acetonitrilo-agua (45:55) como solvente
y una tasa de flujo de 5 mL/min. La fraccion 3 contuvo licoricidina (32.8 miligramos)
y licorisoflavan A (21.5 miligramos) fueron obtenidos de la fraccion 7. La pureza de
la licoricidina fue de alrededor de 89 por ciento y la pureza del licorisoflavan A fue
de alrededor de 91 por ciento. En el contexto de la presente invencion, el término
“aislado” en relacion a la licoricidina y el licorisoflavan A de la presente invencién
incluye purezas de alrededor de 50 por ciento o mayor, de alrededor de 60 por
ciento o mayor, de alrededor de 70 por ciento por peso o mayor, de alrededor de 80
por ciento por peso o mayor, de alrededor de 90 por ciento por peso o mayor, de
alrededor de 95 por ciento por peso o mayor o de alredor de 99 por ciento por peso

0 mayor.
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REIVINDICACIONES

. Un método para elaborar un extracto de Glycyrrhiza sp. que comprende
flavonoides prenilatados, en donde el método comprende la extraccion de la
raiz de la planta Glycyrrhiza sp. con CO; supercritico, evaporar el CO;, y

recuperar el extracto.
. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el método comprende:

a) cortar, moler y pulverizar una Glicirriza uralensis para crear una materia
prima;

b) colocar la materia prima en una camara de extraccion;

c) llenar la camara de extraccion con CO; a una temperaturav supercritica y
presidn suficiente para formar CO, supercritico;

d) reducir la presion y evaporar el CO; para precipitar un extracto; y

e) recuperar el extracto.

. El método de la reivindicacién 2, comprendiendo adicionalmente reciclar el CO,

en un tanque de almacenamiento/trabajo.

. El método de la reivindicacién 2, en donde la temperatura supercritica en la

etapa c) es una temperatura superior a 31.3 grados Celsius.

. El método de la reivindicacién 4, en donde la presion supercritica en la etapa ¢)

€s una presion superior a 73.96 bares.

. El método de la reivindicacion 5, en donde la temperatura supercritica y
presion suficiente para formar el CO. supercritico en la etapa c¢) es

aproximadamente 50 grados Celsius y aproximadamente 300 bares.

. El método de la reivindicacion 2, en donde se emplea etanol como modificador

durante el proceso de extraccion.

. El método de la reivindicacion 7, en donde hay una adicién de 5% de etanol al

96% al CO; supercritico en la etapa c).
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RESUMEN

La presente invencion proporciona en un aspecto productos
hechos de un extracto CO, super critico no obvio y novedoso de las raices de
Glicirriza sp., efectivo como un antiinflamatorio, antibacterial, antifungal y agente
antiadherente, incluyendo, pero no limitdndose a los productos para el cuidado
oral y para el cuidado del cuerpo. La presente invencidn proporciona en otro
aspecto componentes aislados del extracto CO, sUper critico de las raices de
Glicirriza sp., efectivo como un antiinflamatorio, un agente antibacterial, antifungal
y antiadherente incluyendo, pero no limitandose a productos para el cuidado oral y

para el cuidado del cuerpo.
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CESION | EXPEDIENTE DE ABOGADO No. 8010-2003US01
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Nombre: Chantal Bergeron de Ciudad, Estado: Kennebunkport, Maine
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(una comparifa de Maine), con direccion 302 Lafayette Center, Kennebunkport, ME 04043,
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SUPER CRITICO Y PRODUCTOS HECHOS A PARTIR DE ESTE, de la cual se ejecuté una
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y todas las solicitudes de patente y patentes de cada pais para dicha invencion, incluyendo
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designe, por su solicitud y sin costo para el cedente, en la obtencion y mantenimiento de las
patentes para dicha invencion en todos los paises y solicitamos a cualquier funcionario, cuyo
deber es expedir las patentes, a expedir cualquier y todas las patentes otorgadas para dicha
invencién al cesionario arriba mencionado, sus sucesores Yy personas que para tal efecto
designe.
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