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DESCRIPCION
Uso de una composiciéon cosmética para luchar contra los efectos de las ondas electromagnéticas en la piel

La presente invencién se refiere al uso de una composicion cosmética para luchar contra los efectos de las ondas
electromagnéticas generadas por los teléfonos méviles en la piel y las faneras.

La piel, con una superficie de 2m? aproximadamente, es el 6rgano mas grande del organismo. Indispensable para la
vida, verdadera interfaz entre el cuerpo y el entorno, una barrera interactiva. Posee gran capacidad de adaptacion o
de reacciones frente a las agresiones. También es un sitio privilegiado de absorcion de los contaminantes del
entorno, con paso de sustancias que pueden tener un efecto toxico cutaneo directo.

La contaminacion puede revestir diferentes aspectos: ademéas de la contaminacion de particulas y gases bien
documentada se afade asimismo una nueva forma de contaminacion por ondas electromagnéticas. La
contaminacion no se limita al exterior, se refiere asimismo al interior de los locales: el uso de materiales sintéticos y/o
de productos quimicos de uso doméstico genera nuevos contaminantes. Los principales agentes son las particulas y
el ozono que generan radicales libres.

La piel esta en contacto directo con los agentes contaminantes. Los dermat6logos se enfrentan, en las zonas
urbanas, a un recrudecimiento de las pieles irritadas y sensibles y a un agravamiento de ciertas dermatosis.

Numerosos estudios han demostrado el potencial irritante de los agentes contaminantes cuando estan en contacto
con la piel. Ejercen una accioén en la modificacién de la composicion en lipidos de la piel y acidifican su pH. Estas
diferentes modificaciones conllevan una perturbaciéon de la funcion de barrera de la piel y una induccién de
reacciones de naturaleza oxidativa e inflamatoria, en las capas vivas de la epidermis con expresion de proteinas de
estrés, de citocinas proinflamatorias y de metaloproteinasas.

Las ondas electromagnéticas son una forma de energia constituida por vibraciones de campos eléctricos y
magnéticos. No las vemos ni las percibimos, pero estan cada vez mas presentes en nuestro entorno domeéstico.

En nuestras habitaciones, estamos expuestos a los campos magnéticos generados por los aparatos y por las
instalaciones eléctricas domésticas (hornos de microondas, television, radio, movil).

A partir de un umbral mas o menos elevado, de acuerdo con las sensibilidades individuales, estos campos
electromagnéticos pueden influir en nuestro metabolismo.

Las consecuencias de las ondas electromagnéticas en la piel son menos conocidas. Para evaluar sus efectos en el
nivel cutaneo, el Solicitante ha puesto a punto un modelo original que permite exponer una epidermis reconstruida in
vitro a ondas electromagnéticas de una frecuencia dada. Los trabajos del Solicitante han permitido poner de relieve
un aumento de la producciéon de proteinas de choques térmicos como respuesta al estrés, un descenso de la
sintesis de B-defensina I, un descenso de la sintesis de filagrina y de loricrina, y asi pues, principalmente un
descenso de la diferenciacion epidérmica.

La diferenciacién terminal de la epidermis es un proceso vectorizado, en el curso del cual el queratinocito -obtenido
de la capa basal germinativa del epitelio- experimenta remodelaciones progresivas metabdlicas y estructurales que
lo transforman finalmente en corneocito. El apilamiento de estos corneocitos constituye la capa cérnea, la parte mas
externa de la epidermis que asegura -por su gran resistencia- la proteccién mecanica del organismo y constituye una
barrera entre el individuo y su entorno que se opone a las pérdidas hidricas y a la penetracion de moléculas
exodgenas. La capa cornea asi formada, resistente e impermeable, permite limitar la pérdida insensible en agua vy,
por tanto, conferir a la epidermis una buena hidratacién de sus capas superiores que da a la piel la flexibilidad y la
elasticidad de las pieles calificadas de 'pieles normales’.

Un descenso de la diferenciacion epidérmica conlleva una mala arquitectura del estrato cérneo. Esta arquitectura
perturbada tiene como consecuencia una cohesidn reducida de la barrera cutanea, que se hace menos
impermeable, protege con menos eficacia la piel de los ataques exteriores. En consecuencia se produce un
descenso de la hidratacion cutéanea, un descenso de la flexibilidad y de la elasticidad de |a piel.

Los efectos de las ondas en el modelo epidérmico se traducen en un descenso de la filagrina y de la loricrina. El
marcador conservado para seguir el efecto del descenso de la diferenciacién epidérmica es la loricrina. En efecto,
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esta proteina es el constituyente principal del 66 % de la membrana de corneocitos (The journal of biological
chemistry, vol. 270, n® 30, pag. 17702 — 17711, 1995). Un descenso de la loricrina en el estrato cérneo tiene como
consecuencia una desorganizacion importante de su arquitectura y, con ello, una mala cohesion de la barrera
epidérmica.

La presente invencién se refiere asi al uso de al menos un activador de la diferenciacion epidérmica para luchar
contra los efectos en la piel de las ondas electromagnéticas generadas por los teléfonos moviles, siendo dicho
activador un extracto de origen vegetal o marino elegido entre un extracto de Rhodiola rosea, un extracto de
Thermus thermophillus, un extracto de Cedrelopsis grevei, un extracto de Salicomia herbacea, un extracto peptidico
de avellana o butirato de caprililo, y aplicandose dicho activador de la diferenciacion epidérmica en la piel en la forma
de una composicion cosmética.

Se entiende por activador de la diferenciacion epidérmica un activo que permite aumentar significativamente la
diferenciacion epidérmica con respecto al testigo de acuerdo con la técnica de inmunomarcado de la citoqueratina y
de la filagrina descrita mas precisamente en la parte de ejemplo. Se analiza el efecto de un activo en la sintesis de la
citoqueratina 10 y de la filagrina, que representan marcadores de diferenciacién epidérmica, en cultivos de
queratinocitos humanos en monocapa. Los 2 marcadores de la diferenciacién son revelados por inmunocitoquimica.
La intensidad de la fluorescencia permite localizar la presencia o no de los marcadores.

El activador de la diferenciacion epidérmica de acuerdo con la invencion es de origen vegetal o marino. Los
activadores de la diferenciacion epidérmica son elegidos entre un extracto de Salicornia herbacea, como, por
ejemplo, el comercializado por la compafia Codif con la denominacién 'aceite de Salicornia’, un extracto peptidico
de avellana, como, por ejemplo, el comercializado por la compafia Solabia con la denominacion ’Nutelina C’,
butirato de caprililo. De forma preferente se elige un extracto de Rhodiola rosea, como, por ejemplo, el
comercializado por la compafia Arch Personal Care con la denominacion *Rhodiola rosea extract’, un extracto de
Thermus thermophillus, como, por ejemplo, el comercializado por la compafiia Sederma con la denominacion
'Vénucéane®' y un extracto de Cedrelopsis grevei, como, por ejemplo, el comercializado por la compania Bayer
Healthcare con la denominacion ’extracto de Cedrelopsis grevei’.

Rhodiola rosea es una planta vivaz originaria de las altas regiones antarticas del este de Siberia: prospera en un
suelo arenoso, rocoso, frio y seco. Tiene una gran capacidad para resistir las tensiones quimicas, bioldgicas o
fisicas. Esta planta es rica en compuestos fendlicos que tienen un fuerte poder antioxidante pero también en
flavonoides, salidrosida, rosavina, rosina y rosarina.

De forma ventajosa, el extracto utilizable en el marco de la presente invencion se obtiene de las raices de la planta
y, preferentemente, se trata de un extracto hidroglicélico. Después del secado, las raices de Rhodiola rosea se
maceran en una mezcla de disolventes de agua y pentilenglicol y se calientan a una temperatura de 50 °C
aproximadamente. Una filtracion adecuada produce el extracto que se presenta en la forma de un liquido de color
ambarino y de olor caracteristico. Presenta las caracteristicas analiticas siguientes:

-pH:4,0-6,0
- porcentaje de materia activa: 0,6 % — 1,2 %

De forma ventajosa, el extracto utilizable en el marco de la presente invencién puede ser asimismo un extracto
obtenido por microcultivo de un organismo marino: Thermus thermophillus. Este microorganismo vive en las
profundidades submarinas a 2000 m de profundidad, en la bahia de Guayamas en el golfo de California, a 75 °C, a
una presién de 200 bares y en concentraciones importantes de azufre y metales pesados: condiciones extremas de
temperatura y un entorno muy prooxidante.

De forma ventajosa, el extracto utilizable en el marco de la presente invencion se obtiene por biotecnologia. Se
cultivan bacterias Thermus thermophillus en un medio estandar de fermentacién, y el filtrado asi obtenido se
concentra por ultrafiliracion tangencial y finalmente se filtra. El extracto se presenta en la forma de un liquido amarillo
oscuro limpido ligeramente opalescente, de olor caracteristico. Presenta las caracteristicas siguientes:

-pH:7,0-8,0
- densidad: 1,010 — 1,030
- indice de refraccién: 1,335 — 1,355

Finalmente, de forma ventajosa, el extracto utilizable en el marco de la presente invencién puede asimismo ser un
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extracto de Cedrelopsis grevei. Cedrelopsis grevei es un arbol de 5 m a 22 m endémico de Madagascar y de la
familia de las pteroxilaceas. Se localiza sobre todo en los bosques densos y secos entre 100 m y 800 m de altitud.

De forma ventajosa el extracto de Cedrelopsis grevei usado de acuerdo con la invencidén es un extracto de corteza
del arbol, y preferentemente, se trata de un extracto hidroglicélico o hidroglicerinado. Después de secada, la corteza
triturada se macera en una mezcla de alcohol y agua. Después de la evaporacién del alcohol y del reajuste con
butilenglicol, el extracto se filtra en condiciones estériles. El extracto de Cedrelopsis grevei se presenta en la forma
de un liquido ambarino de olor caracteristico.

La composicion de acuerdo con la invencion puede contener uno o varios extractos vegetales o marinos activadores
de la diferenciacion epidérmica. Mas en particular, la composicion de acuerdo con la invencién puede contener uno o
varios activadores elegidos entre un extracto de Salicornia herbacea, un extracto peptidico de avellana o butirato de
caprililo. Y muy preferentemente la composicion de acuerdo con la invenciéon puede contener uno o varios extractos
elegidos entre un extracto de Rhodiola rosea, un extracto de Thermus thermophillus y un extracto de Cedrelopsis
grevei.

La composicién de acuerdo con la invencion contiene:

- del orden del 0,01 % al 10 % en peso, y preferentemente del 0,01 % al 5 % en peso de extracto de Rhodiola rosea
y/o

- del orden del 0,01 % al 10 % en peso, preferentemente del 0,01 % al 5 % en peso de extracto de Thermus
thermophillus y/o

- del orden del 0,01 % al 10 % en peso, preferentemente del 0,01 % al 5 % en peso de extracto de Cedrelopsis
grevei.

La composicion cosmética de la presente invencién de aplicacion tépica puede constituir especialmente una
composicion de proteccion, de tratamiento o de cuidado cosmético o dermatoldgico para la cara, para el cuello, para
las manos o para el cuerpo, como, por ejemplo, cremas de dia, cremas de noche, cremas o aceites solares, leches
corporales, una composicion capilar (por ejemplo, locion capilar), una composicién de maquillaje (por ejemplo, base
de magquillaje) o una composicion autobronceante. La composicion cosmética de la presente invencion es, en una
forma de implementacion preferida, para cuidados de dia.

La composicion cosmética de acuerdo con la presente invencién puede contener uno o varios entre otros
componentes conocidos por el experto en la materia, como agentes de formulaciéon o aditivos de uso conocido y
clasico en las composiciones cosméticas. A modo de ejemplo y de forma no limitativa, dichos agentes de
formulacion y aditivos pueden ser gelificantes hidréfilos o lipéfilos, suavizantes, colorantes, agentes de solubilizacion,
agentes de textura, perfumes, cargas, absorbentes de olor, activos filmégenos, conservantes, tensioactivos,
emulsionantes, aceites, glicoles, vitaminas, filiros solares. Gracias a sus conocimientos en materia de cosméticos, el
experto en la materia sabrd qué agentes de formulacion afadir a la composicién cosmética de acuerdo con la
invencion y en qué cantidades en funcion de las propiedades buscadas.

Ademas, la composicién cosmética de acuerdo con la presente invencién puede presentarse en cualquier forma
conocida por el experto en la materia en el campo de la cosmética sin ninguna otra restriccion galénica particular
que la de la aplicacion en la piel. Asi, la composicion cosmética de acuerdo con la invencion puede tener la forma de
una solucién o suspension acuosa, alcohdlica o de una suspensién oleosa o de una solucién o de una dispersion de
tipo locién o suero, de una emulsion de consistencia liquida o semiliquida de tipo leche, obtenidas por dispersion de
una fase grasa en una fase acuosa (emulsion aceite en agua: Ac/Ag) o a la inversa (agua en aceite: Ag/Ac), o de
una emulsién del tipo crema Ac/Ag o Ag/Ac o de un gel, una locién, una méascara. Asimismo se pueden plantear las
formulaciones cosméticas de acuerdo con la invencién en la forma de una espuma o incluso en forma de
composiciones para aerosol que comprenden asimismo un agente propulsor a presion.

La presente invencion se refiere igualmente a un procedimiento de tratamiento cosmético para luchar contra los
efectos en la piel de las ondas electromagnéticas generadas por los teléfonos méviles, que comprende la aplicacion,
en la piel o las faneras, de una composicion cosmética que comprende al menos un activador de la diferenciacién
epidérmica, siendo dicho activador un extracto de origen vegetal o marino elegido entre un extracto de Rhodiola
rosea, un extracto de Thermus thermophillus, un extracto de Cedrelopsis grevei, un extracto de Salicornia herbacea,
un extracto peptidico de avellana o butirato de caprililo. Dicho activador se elige preferentemente entre un extracto
de Rhodiola rosea, un extracto de Thermus thermophillus y un extracto de Cedrelopsis grevei.
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Los ejemplos mostrados a continuacion se refieren, por una parte, a la evaluaciéon de una actividad prodiferenciacion
epidérmica, y por otra parte a la evaluacion del efecto de las ondas electromagnéticas en la piel, asi como a la
evaluacion de la proteccién aportada por el uso de un extracto de Rhodiola rosea y de Thermus thermophillus. Se
refiere asimismo a composiciones objeto de la presente invencion.

Los ejemplos hacen referencia a las figuras siguientes, en las cuales:

- La fig. 1 representa una fotografia del testigo no expuesto, control sin antiloricrina.

- La fig. 2 representa una fotografia del testigo no expuesto, con marcado de la loricrina.

- La fig. 3 representa una fotografia del testigo expuesto a las ondas con marcado de la loricrina 18 horas después
de la exposicion.

- La fig. 4 representa el testigo 18 horas después de la exposicion.

- La fig. 5 representa la epidermis tratada por la mezcla del extracto de Thermus thermophillus y del extracto de
Rhodiola roseay expuesta a las ondas, con marcado de la loricrina 18 horas después de la exposicién.

l. EVALUACION DE UNA ACTIVIDAD PRODIFERENCIACION EPIDERMICA

El protocolo permite analizar el efecto de un activo en la sintesis de la citoqueratina 10 y de la filagrina, que
representan marcadores de la diferenciacion epidérmica, en cultivos de queratinocitos humanos en monocapa.

Después de tratamientos en medios nutritivos durante 4 dias, los 2 marcadores de la diferenciacion se revelan por
inmunocitoquimica.

A. Material y procedimientos.

1. Células usadas

- Tipo: queratinocitos epidérmicos humanos

- Cultivo: 37 °C, 5 % CO2

- Medio: medio DMEM (Dulbecco Modified Essential Medium) + STF al 10 % (suero de ternera fetal)

2. Protocolo

Las células son aclaradas e incubadas durante 24 horas en un medio DMEM que contiene 2 mM de L-glutamina y el
10 % de STF, medio nutritivo usado para el estudio. Las células son aclaradas e incubadas 96 horas con el activo
para ensayo en las diferentes concentraciones elegidas.

A continuacion se aclara cada capa celular, se fija al metanol (-20 °C) antes de proceder a la obtencion de la filagrina
y de la citoqueratina 10 por inmunofluorescencia.

B. Resultados.

Observada en luz ultravioleta, la fluoresceina fijada en los marcadores emite fluorescencia en verde y permite
localizarlos.

Il. EVALUACION DEL EFECTO DE LAS ONDAS ELECTROMAGNETICAS DE FRECUENCIA 900 MHZ EN
EPIDERMIS RECONSTRUIDAS.

A. Material y procedimientos.

1. Exposicién a las ondas electromagnéticas.

Se ha expuesto un modelo de epidermis reconstruida durante 6 horas a ondas de 900 MHz en una camara aislada
con el fin de no tener ninguna otra onda electromagnética que la de la frecuencia deseada. Las ondas de 900 MHz
elegidas para la experimentacion corresponden a las ondas mas frecuentes de los teléfonos méviles.

Después de la exposicion, las epidermis se incuban a 37 °C con el fin de evaluar las perturbaciones engendradas
por la exposicién. Una epidermis se incuba durante 18 horas: se compara con una epidermis testigo no expuesta.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2385927 T3

Para determinar los efectos de las ondas electromagnéticas de frecuencia 900 MHz en la epidermis reconstruida in
vitro, se ha usado la técnica del chip de ADN. Esta técnica reciente permite determinar la posible activacion o
represion de la expresion de los genes. El chip elegido permite seguir la expresion de 600 genes mayores de la
epidermis. A continuacion se ha realizado una confirmacion por la técnica RT-PCR, o PCR por transcripcion inversa.

2. Muestras usadas.

a) Muestras para chip de ADN y RT-PCR.

-T1 (6 h) y T2 (6 h): testigos no expuestos, tomados después de 6 h ( = testigos 6 h).

- EXP1 (6 h) y EXP2 (6 h): expuestos durante 6 h y tomados inmediatamente después ( = expuestos 6 h).

-T3 (6 h+18h)y T4 (6 h + 18 h): testigos no expuestos durante 6 h y tomados después de 18 h de incubacién
suplementaria ( = testigos 6 h + 18 h).

- EXP3 (6 h + 18 h) y EXP4 (6 h + 18 h): expuestos durante 6 h y tomados después de 18 h de incubacion
suplementaria ( = expuestos 6 h + 18 h).

b) Muestras para inmunohistoguimica

Lotes de epidermis expuestos durante 6 h y tomados después de 18 h de incubacién.

- lote de epidermis no expuestas (controles)

- lote de epidermis expuestas (testigos expuestos)

- lote de epidermis tratadas con un extracto de Rhodiola roseay un extracto de Thermus thermophillus y expuestas

3. Efectos en la expresién de los genes - chip de ADN

El andlisis de la expresién de los genes por chip de ADN se ha realizado en membranas “Custom ATLAS BA600/1”
seleccionadas por su importancia en la fisiologia cutanea.

La metodologia usada es la propuesta por Clontech (Palo Alto, EE.UU. protocolo n° PT3140-1 version n° PR0OX591 -
http://www.clontech.com/clontech/techinfo/manuals/PDF/PT3140-1.pdf). La extraccion/purificacion del ARN de cada
muestra ha conducido al aislamiento de cantidades de ARN total adecuadas.

Las soluciones de ARN total, que contienen todas la enzima ARNasa OUT con el fin de inhibir las eventuales
ARNasas, han sido tratadas con ADNasa | de acuerdo con el procedimiento propuesto por Ambion (ref. 1906 —
versién manual 0503 (http://www.ambion.com/techlib/prot/op 1906.pdf), para eliminar cualquier traza de ADN que
contamine el ARN.

A continuacién se ha verificado la calidad del ARN en gel de agarosa para verificacion de la calidad, de la cantidad y
de la ausencia de ADN.

Los ARN que provienen de muestras que hayan experimentado el mismo tratamiento se han conservado en reserva.

La etapa siguiente ha sido la purificacién de las reservas de ARN mensajeros (ARNm) por hibridacion de los
extremos poli(A) de los ARNm en cebadores oligo(dT) biotinilados y captura selectiva en bolas de estreptavidina, de
acuerdo con el protocolo AtlasPure (Clontech). Las sondas ADN muiltiples marcadas con **P han sido realizadas por
transcripcion inversa de los ARNm ligados en bolas de poli(dT), con ayuda de un lote de primarios especificos de las
secuencias inmovilizadas en los chips, en presencia de [a*°P]-dATP. Esta etapa ha usado los reactivos y el
protocolo propuesto por Clontech. Las sondas marcadas han sido purificadas por cromatografia en columnas de
exclusién, la calidad y la equivalencia de las sondas marcadas ha sido evaluada por recuento en centelleo liquido.

Se han pretratado dos series de dos membranas “Custom ATLAS BA600/1” y después se han hibridado los ADNc
inmovilizados en cada membrana (68C, una noche) con las sondas marcadas correspondientes; a continuacion se
han lavado los filtros extensamente (68C) y se han colocado en bolsas de plastico individuales para analisis.

- Serie n°1: membrana n° 1 - Testigos no expuestos, tomados después de 6 h = testigos 6 h.

membrana n° 2 - Expuestos durante 6 h y tomados inmediatamente después = expuestos 6 h.

- Serie n° 2: membrana n° 1 - Testigos no expuestos durante 6 h y tomados después de 18 h de incubacién
suplementaria = testigos 6 h + 18 h
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membrana n° 2 - Expuestos durante 6 h y tomados después de 18 h de incubacion suplementaria = expuestos 6 h +
18 h.

El andlisis ha tenido lugar por cuantificacion directa de la radioactividad de puntos con ayuda de un aparato
Phosphorlmager Cyclone (Packard instruments; 3 h, y después 72 h de adquisicién) y del software BD Atlasimage™
2.7 (BD Biosciences Clontech).

4. Efectos en la expresion de la loricrina RT-PCR.

La confirmacion de la expresion del marcador seleccionado, la loricrina, ha sido evaluada por RT-Q-PCR.

a) Transcripcién inversa.

Realizacion de la reaccion de transcripcion inversa de ARNm, en presencia del cebador oligo(dT) y de la enzima
Superscript Il (Gibco). Después cuantificacién, por fluorescencia, del ADNc sintetizado y ajuste de las
concentraciones. Se realiza una nueva cuantificacion de cada ADNc, después de dilucién final, antes de la reaccién
de PCR.

b) PCR cuantitativa.

Las reacciones de PCR o ACP (amplificacion en cadena por polimerasa) se han realizado mediante PCR cuantitativa
con el sistema “Light Cycler” (Roche Molecular Systems Inc.) y de acuerdo con los procedimientos recomendados
por el proveedor.

Este sistema de analisis permite realizar reacciones de PCR rapidas y eficientes, mediante una puesta a punto
previa de las condiciones de analisis de los diferentes primarios. Estd formado por dos componentes principales:

- un termociclador. optimizado gracias al uso de capilares de vidrio y a transferencias térmicas extremadamente
rapidas,

- un fluorimetro: que permite medir de forma continua la intensidad de fluorescencia incorporada en el ADN
(deteccion a 521 nm).

La mezcla de reaccion (10 ul final) introducida en los capilares para cada muestra es la siguiente:

- 2,5 pl de ADNc diluido a la 1/102.

- cebadores de los diferentes marcadores usados

- Mezcla de reaccién (Roche) que contiene la enzima taq ADN polimerasa, el marcador SYBR Green | (fluor6foro
que se intercala en el ADN bicatenario, en el curso de la etapa de elongacién) y del MgCls.

Las condiciones de PCR son las siguientes:

- Activacién: 10 min a 95 °C

- Reacciones de PCR: [10 seg a 95 °C, 5 seg a 64 °C y 35 seg a 72 °C] 40 ciclos.
- Fusion: 5 seg a 95 °C y después 5 seg a 60 °C.

¢) Andlisis de Q-PCR.

La incorporacién de fluorescencia en el ADN amplificado se mide en continuo en el curso de los ciclos de PCR. Este
sistema permite obtener curvas de medida de la fluorescencia en funcién de los ciclos de PCR y evaluar asi un valor
de expresion relativa para cada marcador.

El valor de RE (expresion relativa) se expresa en unidades arbitrarias de acuerdo con la férmula siguiente:

(1 / 2nL’1mer0 de ciclos ) %1 06

5. Efectos en la expresidn de la loricrina-inmunohistoguimica

Se han realizado cortes transversales de las epidermis en el micré6tomo (grosor 5 um, 2 laminas por epidermis,
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varios cortes por laminas) y después se mantienen a temperatura ambiente hasta la realizacion de los marcados.

Los cortes se han desparafinado en acetona glacial durante 10 minutos a -20 °C y después se han aclarado en agua
destilada. Los marcados inmunohistoquimicos se han realizado con ayuda del autémata Austostainer
(DakoCytomation) y del kit LSAB + (DakoCytomation KO67911). Brevemente, las laminas se han tratado con agua
oxigenada con el fin de bloquear las peroxidasas endégenas, se han aclarado y después se han incubado durante
30 minutos a temperatura ambiente en la solucion de anticuerpos primaria, anti-loricrina. Después de los lavados, se
han incubado los cortes durante 15 minutos a temperatura ambiente con la solucién de anticuerpos secundarios
acoplados a la biotina, de nuevo se ha aclarado y después incubado durante 15 minutos con la solucion de
peroxidasa acoplada a la estreptavidina. El revelado enzimético se ha realizado con ayuda de la mezcla
sustrato/cromogeno del kit LSAB + . A continuacion las laminas se han lavado, contracoloreado con una solucion de
hematoxilina (DakoCytomation S3309), aclarado con agua destilada y después montado en medio acuoso Glycergel
(DakoCytomation C0563).

Los cortes se han observado con ayuda de un microscopio invertido NIKON Diaphot 300 (objetivo x40). Las capturas
de imagenes se han realizado con ayuda de una camara COHU controlada por un software Lucia 7.0.

B. Resultados.

1. Expresién del gen de la loricrina - chip de ADN

Los resultados se expresan en unidades relativas de expresion (RE). Estos niveles se someten a correccion de ruido
de fondo medio presente en cada membrana y de las diferencias de intensidad de marcado de las diferentes sondas
usadas (esta correccion se realiza en la base de las diferencias de intensidad de marcado de los genes de
referencia).

En esta experiencia, la exposicién de las epidermis a las ondas reducia el 38 % el nivel de expresién de la loricrina 2
horas después de la exposicion y de 28 % 18 horas después de la exposicion. Estas variaciones, de baja intensidad,
necesitaban ser verificadas por RT-PCR cuantitativa.

2. Expresion del gen de Ia loricrina -RT-PCR

El analisis cuantitativo de la tasa de ARNm correspondiente a la loricrina se ha realizado mediante RT-PCR
cuantitativa. La exposicién de las epidermis a las ondas reducia el 20 % el nivel de expresion de la loricrina 2 horas
después de la exposicion y lo aumentaba el 20 % 18 horas después de la exposicion.

3. Expresion del gen de la loricrina-Inmunohistoquimica

a) Control de anticuerpo secundario en solitario (fig. 1)

De acuerdo con lo que se esperaba, no se ha observado ninguna senal en el seno de la epidermis cuando se ha
realizado el marcado en presencia del anticuerpo secundario en solitario (sin anticuerpo primario anti-loricrina).

b) Efecto de la exposicién a las ondas (fig. 2 y 3)

El marcado anti-loricrina estaba localizado principalmente en el nivel de la capa granulosa. El marcado era menos
intenso y discontinuo en las epidermis expuesto a las ondas telefénicas.

c) Efecto del extracto de Rhodiola rosea y del extracto de Thermus thermophillus (fig. 4 y 5)

En estas condiciones experimentales, el tratamiento de epidermis expuestas a las ondas por el producto “Activo A +
B” ha aumentado la intensidad del marcado con respecto al testigo expuesto. EI marcado podria ser superior al del
testigo no expuesto.

C. Conclusién.
La técnica del chip de ADN es poderosa para detectar los efectos de los tratamientos en el nivel de expresion de

numerosos genes en un Unico ensayo, nos ha permitido hacer asi un primer cribado. Por el contrario, presenta el
inconveniente de no ser cuantitativa y de ser fiable s6lo para amplitudes de variacion de expresion importante.
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Inversamente, la técnica RT-PCR cuantitativa presenta la ventaja de medir con precision la tasa de ARN mensajero
de un gen dado. En los ensayos realizados, el andlisis mediante el chip de ADN indicaba una disminucién de
expresion de la loricrina después de la exposicion de las epidermis a las ondas, mientras que la RT-PCR ha
mostrado una disminucion del 20 % del nivel de expresion de la loricrina 2 horas después de la exposicion y un
aumento del 20 % 18 horas después de la exposicion. El analisis por inmunomarcado de cortes de epidermis ha
confirmado una disminucién de la loricrina 18 horas después de la exposicion. Esta aparente contradiccién podria
explicarse por el hecho de que la disminucion de ARNm a 2 horas sélo se traduce en el nivel proteico mas
tardiamente.

Los extractos de Rhodiola rosea y de Thermus thermophillus han mostrado una clara proteccion contra este efecto
inhibidor de las ondas en la expresion de la loricrina y, por tanto, de la diferenciacion epidérmica.

. EJEMPLOS

A. GEL CREMA ANTI-ONDAS

%

AGUA DESMINERALIZADA g.s.p 100
PEMULENO TR1 0,5
GLICERINA 5,0
SEPIGEL 305 1,0
EXTRACTO DE RHODIOLA ROSEA 2,0
EXTRACTO DE THERMUS THERMOPHILLUS 2,0
ISONONANOATO DE ISONONILO 7,0
BENZOATO DE ALQUILO C12 - C15 3,0
ACEITE DE SILICONA 2,0
HIDROXIDO DE SODIO 0,2
AROMATIZANTE 0,3
COLORANTES AL 1 % 0,12
CONSERVANTES 1,0

B. CREMA ANTI-ONDAS

%

AGUA DESMINERALIZADA g.s.p 100
GLUCOSIDO DE CETEARILO 5,0
TRIGLICERIDOS C8-C10 10
ACEITE DE SILICONA 2,0
SILICONA VOLATIL 5,0
CARBOMERO 0,2
GLICERINA 5,0
EXTRACTO DE RHODIOLA ROSEA 2,0
EXTRACTO DE THERMUS THERMOPHILLUS 2,0
AROMATIZANTE 0,3
CONSERVANTES 1,0

C. LOCION PARA LA PIEL ANTI-ONDAS

%

AGUA DESMINERALIZADA g.s.p 100
EDTA DISODICO 0,2
CLORURO DE SODIO 1,0
EXTRACTO DE RHODIOLA ROSEA 2,0
EXTRACTO DE THERMUS THERMOPHILLUS 2,0
EXTRACTO DE CEDRELOPSIS GREVEI 2,0
AGUA DE ROMERO 4,0
GLICOL 1,0
CONSERVANTES 1,0
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D. LOCION CAPILAR ANTI-ONDAS

%

DIMETICONA 8,00
SOLUCION DE COLORANTE 0,60
ACEITES ESENCIALES 0,40
ALCOHOL 96,2° NO DESNATURALIZADO 25,00
EXTRACTO DE CEDRELOPSIS GREVEI 2,00
EXTRACTO DE RHODIOLA ROSEA 2,00
EXTRACTO DE THERMUS THERMOPHILLUS 2,00
AROMATIZANTE 1,00
AGUA DESMINERALIZADA Q.s.P 100
E. BASE DE MAQUILLAJE ANTI-ONDAS

%
EXTRACTO DE CEDRELOPSIS GREVEI 2,00
EXTRACTO DE RHODIOLA ROSEA 2,00
EXTRACTO DE THERMUS THERMOPHILLUS 2,00
EMULSIONANTE DE SILICONA 5,00
CO-EMULSIONANTE 0,50
ACIDO SORBICO 0,05
METOXICINAMATO DE OCTILO 5,00
CERA DE SILICONA 3,00
SILICONA VOLATIL 10,50
GEL DE BENTONA 2,00
OXIDOS DE HIERRO 13,40
ELASTOMERO DE SILICONA 2,00
SILICONA EN POLVO 0,90
AROMATIZANTE 0,50
CLORURO DE SODIO PURO 2,00
EDTA 0,10
CONSERVANTE 1,00
SERICITA 0,20
MICA / TITANIO 0,20
PROPILENGLICOL 4,10
AGUA DESMINERALIZADA Q.s.P 100
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REIVINDICACIONES

1. Uso de al menos un activador de la diferenciacion epidérmica para luchar contra los efectos en la piel
de las ondas electromagnéticas generadas por los teléfonos méviles, siendo dicho activador un extracto de origen
vegetal o marino elegido entre un extracto de Rhodiola rosea, un extracto de Thermus thermophillus, un extracto de
Cedrelopsis grevei, un extracto de Salicornia herbacea, un extracto peptidico de avellana o butirato de caprililo, y
aplicandose dicho activador de la diferenciacion epidérmica en la piel en la forma de una composicién cosmética.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque dicho activador es elegido entre un
extracto de Rhodiola rosea, un extracto de Thermus thermophillus y un extracto de Cedrelopsis grevei.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque el extracto de Rhodiola rosea es un
extracto obtenido de las raices de la planta.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado porque el extracto de raices de Rhodiola rosea
es un extracto hidroglicélico.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque el extracto de Thermus
thermophillus es un extracto de bacterias Thermus thermophillus obtenido por biotecnologia.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1 é 2, caracterizado porque el extracto de Cedrelopsis grevei
es un extracto obtenido de la corteza del arbol.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado porque el extracto de corteza de Cedrelopsis
grevei es un extracto hidroglicélico o hidroglicerinado.

8. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la
composicion contiene:

- del orden del 0,01 % al 10 % en peso, y preferentemente del 0,01 % al 5 % en peso de extracto de Rhodiola rosea
y/o

- del orden del 0,01 % al 10 % en peso, preferentemente del 0,01 % al 5 % en peso de exiracto de Thermus
thermophillus y/o

- del orden del 0,01 % al 10 % en peso, preferentemente del 0,01 % al 5 % en peso de extracto de Cedrelopsis
grevei.

9. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para luchar contra los efectos
de las ondas de frecuencia 900 MHz.

10. Procedimiento de tratamiento cosmético para luchar contra los efectos en la piel de las ondas
electromagnéticas generadas por los teléfonos moéviles, que comprende la aplicacion, en la piel o las faneras, de una
composicién cosmética que comprende al menos un activador de la diferenciacion epidérmica, siendo dicho
activador un extracto de origen vegetal o marino elegido entre un extracto de Rhodiola rosea, un extracto de
Thermus thermophillus, un extracto de Cedrelopsis grevei, un extracto de Salicornia herbacea, un extracto peptidico
de avellana o butirato de caprililo.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado porque dicho activador es elegido
entre un extracto de Rhodiola rosea, un extracto de Thermus thermophillus y un extracto de Cedrelopsis grevei.
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Figura 1
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Figura 3:
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Figura 5:
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