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DESCRIPCION
Procedimiento de regeneracion intracelular del acido hialurénico y composicién cosmética asociada

La presente invencion se refiere a un procedimiento cosmético para la regeneracion del acido hialurénico en células
de tejidos conectivos, comenzando desde los precursores del acido hialurénico, acido D-glucurénico y N-acetil-D-
glucosamina, o sus derivados. Mas especificamente, la invenciéon proporciona una composicion cosmética que
contiene liposomas cargados con acido D-glucurénico y N-acetil-D-glucosamina, o sus derivados, en combinacién
con un transportador fisioldgicamente aceptable.

Antecedentes de la invencién

El uso de liposomas para la administracion del acido hialurénico se describe en varios documentos de patente. Por
citar algunos ejemplos, el documento WO02006122638 desvela un material de carga para su uso en
dermocosmeética, que contiene acido hialurénico o sus derivados estructurados en liposomas fosfolipidicos. Los
documentos WO03000190 y WO03000191 desvelan un procedimiento para la administracién intraarticular del acido
hialurénico encapsulado en liposomas para el tratamiento de la osteoartritis. EI documento W09813024 desvela una
formulacién farmacéutica que contiene una mezcla de acido hialurénico y liposomas.

El documento EP-A- 295 092 desvela preparaciones cosméticas que contienen vesiculas liposomales cargadas con
fragmentos de acido hialurénico.

El documento US2007/077292 desvela preparaciones cosméticas que contienen vesiculas liposomales cargadas
con &cido hialurénico.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de un procedimiento eficaz para la regeneracion del acido
hialurénico dentro de las células administrando, a un sujeto que lo necesite, una preparacion liposomal que contiene
por separado - es decir, sin unién mediante enlace quimico- los precursores del acido hialurénico, acido D-
glucurénico (GA) y N-acetil-D-glucosamina (GIcNH2), o sus derivados. La regeneracién del acido hialurénico dentro
de las células permite la reconstruccion del tejido conectivo dafiado por procesos degenerativos relacionados con la
edad. Tal efecto regenerador es particularmente Util en dermatologia, especialmente para el tratamiento de arrugas y
envejecimiento de la piel.

Por consiguiente, en una primera realizacién, la invencién proporciona una preparacion cosmética que contiene
vesiculas liposomales cargadas con acido D-glucurénico y N-acetil-D-glucosamina, o sus derivados, en combinacion
con un transportador cosméticamente aceptable. Como se usa en el presente documento, el término “derivado”
indica una forma activada del acido D-glucurénico y la N-acetil-D-glucosamina, los derivados uridin difosfo del acido
UDP-D-glucurénico y UDP-N-acetil-D-glucosamina. Los dos principios activos (GA y GIcNH2 o sus derivados)
pueden cargarse en las mismas vesiculas liposomales 0 en una mezcla de vesiculas que encapsulan cualquiera de
uno o los otros principios activos que pueden usarse de acuerdo con la invencién. La composicion también puede
contener otros principios que facilitan la regeneracion del acido hialurénico dentro de las células, por ejemplo,
inhibiendo su degradacién por la hialuronidasa. Preferentemente, el inhibidor de la hialuronidasa es un extracto de
Echinacia angustifolia.

Las vesiculas liposomales pueden ser vesiculas unilaminares (VUL) o multilaminares (VML) de diverso tamafio
(pequeiio, mediano, grande, gigante) y pueden estar formadas por fosfolipidos o esfingolipidos, preferentemente por
fosfatidilcolina; las vesiculas también pueden contener principios que modulen su resistencia, viscosidad o
estabilidad.

Para cargar vesiculas liposomales con acido D-glucurénico y/o N-acetil-D-glucosamina, o sus derivados, pueden
usarse procedimientos conocidos en la técnica; por ejemplo, los fosfolipidos pueden afiadirse a una mezcla de los
dos componentes, o por separado a cada componente individual disuelto en un medio adecuado, con agitacién
constante, seguido de homogeneizacion en turbina. En los casos en los que los componentes activos se afiaden por
separado a las vesiculas liposomales, estos se mezclan posteriormente para formar una mezcla liposomal de ambos
principios activos. Una vez terminado el proceso, los liposomas pueden dispersarse en una base o en una
preparacion cosmeética, para formar una crema, emulsion, microemulsién, pomada, gel, locion y aceite.

En una realizacion preferida, la preparacion liposomal se dispersa en una base cosmética que contiene agua y
glicerol, preferentemente en presencia de principios adicionales tales como EDTA, piroglutamato sédico, lactato
sédico, goma xantano o agentes espesantes similares, en condiciones adecuadas para formar un concentrado en
gel.

En una realizacion adicional la invenciéon proporciona el uso de las composiciones, desveladas en el presente
documento, para tratamientos dermatologicos, particularmente para el tratamiento de elementos antiestéticos tales
como arrugas, pliegues cutaneos, cicatrices producidas por acné, cicatrices post-traumaticas, cicatrices por
rinoplastia, por levantamiento de labios o rostro (mejillas y menton).
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Descripcion de la Figura 1

Electroforesis PAGEFS de cultivos de células; la flecha indica la banda de disacaridos correspondiente al acido
hialurénico;

S: solucién de disacéaridos indicativa de acido hialurénico;

A-B: placas control;

C: placa tratada con liposomas placebo 15 mg/ml;

D: placa tratada con liposomas placebo 60 mg/ml;

E-F: placas tratadas con liposomas cargados con GA y GIcNH2 a concentraciones de 0,5 y 10 mM,
respectivamente;

G-H: placas tratadas con liposomas cargados con GA y GIcNH2 a concentraciones de 5 y 50 mM,
respectivamente.

Ejemplo 1 — Preparacion de sistemas liposomales basados en fosfatidilcolina para la administracion del acido D-
glucurénico (GA) y de la N-acetil-D-glucosamina (GIcNH2) y analisis del contenido de los principios activos.

Materiales

Fosfatidilcolina usada: FosFo LCN-DS, lecitina de soja, pureza minima del 62%, Fancor; fosfatidilcolina del huevo
(PC), de tipo XI-E, pureza del 99%, Sigma.

Sal sédica monohidrato del acido D-glucurénico, N-acetil-L-glucosamina, Aldrich; Colesterol, Carlo Erba.
Los liposomas se prepararon con dos procedimientos para aumentar la encapsulacion del GA y GIcNH2.

Se introdujeron las siguientes variables:

. procedimiento de preparacion (hidratacion directa o hidratacion después de la formacion de una pelicula
lipidica)

. cantidad y tipo de fosfatidilcolina

. uso del colesterol

. concentraciones de soluciones del GA y GIcNH2.

Procedimiento A (hidratacién directa):

Para los lotes de 'placebo’ y ‘cargados' se realiz6 el siguiente procedimiento:

. pesar la fase lipéfila y afiadir la fase hidréfila (volumen final de 200 pl a 1 ml);

. hacer circular en un agitador vorticial hasta la dispersién completa del fosfolipido y posteriormente en una
mezcladora térmica durante 15 minutos a 25 °C, 1400 rpm;

. en algunos casos mantener la dispersion a 4 °C durante 24 horas;

. centrifugar las muestras durante 60 minutos a 4 °C, 16400 rpm para eliminar el principio activo que no se
haya encapsulado;

. separar el sobrenadante del sedimento y mantener las dos partes congeladas por separado a -20 °C para

dosificacion especifica posterior de los principios activos.

Mediante este procedimiento, se produjeron lotes formados por fosfatidilcolina FosFo LCN-DS; la composicion de
estos lotes se indica en la Tabla 1. A menos que se especifique de otra manera, el volumen de la fase hidréfila se
mantuvo a 1 ml. Los lotes marcados con * se hidrataron durante 24 horas en un frigorifico antes de la centrifugacion.

Tabla 1l
Lote Cantidad de fosfatidilcolina Fase hidrdfila Concentracion del principio activo
(umol/ml)
JALU 3,7 70 mg Agua -
JALU 20-22 60 mg Agua -
JALU 35 600 mg Agua (10 pl) -
JALU 42 15mg Agua (200 pl) -
JALU 14-16 15 mg Agua -
JALU 8-10 7 mg Agua -
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(continuacion)

Lote Cantidad de fosfatidilcolina Fase hidrdfila Concentracion  del  principio  activo
(umol/ml)

JALU 4-6 70 mg GA 1,5mg 6,4
JALU 23-25 60 mg GA 0,3 mg 1,3
JALU17-19 [15mg GA 0,3 mg 1,3
JALU 11-13 7 mg GA 0,3 mg 1,3

JALU 36-38 15 mg GA1lmg 4,3
JALU 39-41 15 mg GA 1 mg (200 pl) 21,5
JALU56-58  [15mg GA 5 mg (200 pl) 105
JALU 63 75 mg GA 25 mg 105
JALU 32-34 60 mg GIcNH2 0,3 mg 1,35
JALU 29-31 15 mg GIcNH2 0,3 mg 1,35
JALU 26-28 7 mg GIcNH2 0,3 mg 1,35
JALU 50-52 15 mg GIcNH2 5 mg 22,6
JALU59-61 [15mg GIcNH2 5 mg (200 wl) ~ [113
JALU 64-66* |15 mg GA 5 mg (200 pl) 105
JALU 67-69* |30 mg GA 5 mg (200 pl) 105
JALU 71-73* |15 mg GIcNH2 5 mg (200 pl) ~ [113
JALU 74-76* |30 mg GIcNH2 5 mg (200 pl) ~ [113
JALU 77-79* |15 mg GIcNH2 10 mg (400 pl) 226

Procedimiento B

Se produjeron lotes de liposomas usando tanto la fosfatidilcolina FosFo LCN-DS como la PC. También en este caso
se produjeron lotes de placebo y cargados, de acuerdo con el siguiente procedimiento:

. pesar la fosfatidilcolina en un matraz de fondo redondo

afiadir CHCI3 500 u que contiene colesterol 10 mg/ml

secar en un evaporador rotativo a presion reducida a 40 °C durante 10 min

rehidratar con 1 ml de fase hidrdéfila

someter a agitacion vorticial durante 10 minutos, centrifugar durante 60 minutos a 4 °C, 16400 rpm
separar el sobrenadante y el sedimento y congelar a -20 °C.

La Tabla 2 indica los lotes de liposomas producidos con el procedimiento B

Tabla 2
Lotes Fosfatidilcolina Fase hidrdfila Concentraci(c')unmdotT/rﬁ)qui)ncipio activo
JALU 43-45 |FosFo LCNDS (15 mg) GA1lmg 4,3
JALU 46-48 |PC (10 mg) GA 1mg 4,3
JALU 49 PC (10 mg) Agua -
JALU 62 FosFo LCNDS (15 mg) Agua -
JALU 53-55 [FosFo LCNDS 15 mg GA5mg 21
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Determinacion del tamafio

Se realizé un analisis dimensional de los sistemas liposomales usando un aparato de difraccién laser Mastersizer
2000 (Malvern), que funciona en un intervalo de tamafio que varia de 20 nm a 2 nm. El aparato esta equipado con
una unidad de dispersion conectada a una bomba para agitar la muestra durante el andlisis. Cada muestra se
analizo por triplicado y los resultados se expresaron como dio, dso Y deo, €S decir, el didmetro del 10%, 50% y 90%
de la muestra analizada.

La Tabla 3 indica el analisis realizado en lotes placebo a diferentes concentraciones de fosfatidilcolina, preparados
de acuerdo con cada procedimiento.

Tabla 3
Lote Cantidad de fosfatidilcolina | Dige (UM) | Dsow (UM) | Dgoss (UM)

JALU 8-10 FosFo LCNDS 7 mg 1,199 5,443 52,251
JALU 14-16 | FosFo LCNDS 15 mg 1,598 8,766 52,908
JALU 20-22 | FosFo LCNDS 60 mg 1,612 26,459 102,922
JALU 49* | PC (10 mg) 2,639 6,359 14,602
JALU 62* | FosFo LCNDS (15 mg) 2,903 14,162 47,823

** indica los lotes preparados con el procedimiento B

Los resultados confirman la formacién de vesiculas de tamafio micrométrico, en lo que respecta a FosFo LCNDS, el
tamafio es constante usando cualquiera de los dos procedimientos con la misma cantidad de fosfolipidos; el
resultado de la muestra Jalu 49 indica que el tamafio depende de la pureza del fosfolipido de partida.

Ejemplo 2 — preparacién de gel
Fase A (Formacion de liposomas)

Los siguientes componentes se pesaron de manera precisa y se colocaron en un reactor de acero inoxidable
equipado con una turbina a velocidad variable (0-3000 vueltas/minuto) y con un agitador de pala, en el siguiente
orden:

- AGUA DESMINERALIZADA 56,400%
- GA 0,100%
- GIcNH2 1,100%

los componentes se mezclaron hasta obtener una disolucién completa.
La Fase A’ se afiadi6é lentamente en la turbina (2.500 vueltas/min):
- LECITINA 1,500%

la homogeneizacion se realizdé durante 15 min. La turbina se detuvo y la mezcla continué con el agitador de pala
durante 10 minutos mas.

Fase B
En un reactor de acero distinto equipado con calentamiento, agitacion y turbina, se preparé la siguiente solucion:

- AGUA DESMINERALIZADA 30,000%
- EDTA DISODICA 0,500%

- GLICEROL 8,000%

- PIROGLUTAMATO SODICO 1,000%
- LACTATO SODICO 1,000%

la solucién se agit6 hasta que se hizo homogénea y la masa se calenté a 70 °C, después se afadio la Fase B’
lentamente en la turbina (1.500 vueltas/min):

- GOMA XANTANO 0,400%
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la homogeneizacion se realizé hasta la dispersion completa de la goma xantano con formacién de un gel compacto y
homogéneo. La mezcla se enfrio a 25 °C y la Fase A se vertié con agitacidon. La agitacion continu6é durante 20
minutos hasta obtener una masa homogénea y compacta.

Ejemplo 3 — preparacion de gel (alternativa 1)

Fase A (1° liposoma)

Los siguientes componentes se pesaron de manera precisa y se colocaron en un reactor de acero inoxidable
equipado con una turbina a velocidad variable (0-3000 vueltas/min) y con un agitador de pala, en el siguiente orden:

- AGUA DESMINERALIZADA 18,800%
- ACIDO GLUCURONICO 0,100%

los componentes se mezclaron hasta la disolucién completa. Se afiadié LECITINA (0,500%) lentamente en la turbina
(2.500 vueltas/min). La homogeneizaciéon continu6é durante 15 minutos. La turbina se detuvo y la mezcla continué
con el agitador de pala durante 10 minutos mas.

Fase A’ (2° liposoma)

Los siguientes componentes se pesaron de manera precisa y se colocaron en un reactor de acero inoxidable
equipado con una turbina a velocidad variable (0-3000 vueltas/min) y con un agitador de pala, en el siguiente orden:

- AGUA DESMINERALIZADA 18,800%
- N-ACETIL-L-GLUCOSAMINA 1,100%

los componente se mezclaron hasta la disolucidon completa. Se afadié LECITINA (0,500%) lentamente en la turbina
(2.500 vueltas/min). La homogeneizacion continué durante 15 minutos. La turbina se detuvo y la mezcla continu6
con el agitador de pala durante 10 minutos mas.

Fase A” (3% liposoma)

Los siguientes componentes se pesaron de manera precisa y se colocaron en un reactor de acero inoxidable
equipado con una turbina a velocidad variable (0-3000 vueltas/min) y un agitador de pala, en el siguiente orden:

- AGUA DESMINERALIZADA 18,800%
- Echinacea angustifolia (extracto seco) 0,200%

los componente se mezclaron hasta la disolucidon completa. Se afadié LECITINA (0,500%) lentamente en la turbina
(2.500 vueltas/min). La homogeneizacion continué durante 15 minutos. La turbina se detuvo y la mezcla continu6
con el agitador de pala durante 10 minutos mas.

Preparacion de liposomas

En un reactor de acero inoxidable equipado con agitador, se mezclaron lentamente las tres fases, A, A’y A” durante
10 minutos hasta obtener una homogeneizacion completa.

Fase B
En un reactor de acero inoxidable equipado con calentamiento, agitacion y turbina se preparoé la siguiente solucion:

- AGUA DESMINERALIZADA 29,800%
- EDTA DISODICA 0,500%

- GLICEROL 8,000%

- PIROGLUTAMATO SODICO 1,000%
- LACTATO SODICO 1,000%

La mezcla se agitdé hasta la homogeneidad y se calent6 a 70 °C. Una vez alcanzada la temperatura, la Fase B’ se
afiadio lentamente en la turbina (1.500 vueltas/min):

- GOMA XANTANO 0,400%

La homogeneizacién continué hasta la dispersion completa de la goma xantano y se obtuvo un gel compacto y
homogéneo. La temperatura se enfrio a 25 °C y a la preparacién de liposomas se afiadi6é la masa con agitacién. La
agitacion continu6 durante 20 minutos hasta obtener una masa homogénea y compacta.

Ejemplo 4 — preparacion de gel (alternativa 2)
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Fase A (1° liposoma)

Los siguientes componentes se pesaron de manera precisa y se colocaron en un reactor de acero inoxidable
equipado con una turbina a velocidad variable (0-3000 vueltas/min) y con un agitador de pala, en el siguiente orden:

- AGUA DESMINERALIZADA 18,800%
- ACIDO UDP-D-GLUCURONICO 0,100%

los componente se mezclaron hasta la disolucion completa. Se afiadid LECITINA (0,500%) lentamente en la turbina
(2.500 vueltas/min). La homogeneizacién se realizdé durante 15 minutos. La turbina se detuvo y la mezcla continu6
con el agitador de pala durante 10 minutos mas.

Fase A’ (2° liposoma)

Los siguientes componentes se pesaron de manera precisa y se colocaron en un reactor de acero inoxidable
equipado con una turbina a velocidad variable (0-3000 vueltas/min) y con un agitador de pala, en el siguiente orden:

- AGUA DESMINERALIZADA 18,800%
- UDP-N-ACETIL-L-GLUCOSAMINA 1,100%

los componente se mezclaron hasta la disolucion completa. Se afiadid LECITINA (0,500%) lentamente en la turbina
(2.500 vueltas/min). La homogeneizaciéon continu6é durante 15 minutos. La turbina se detuvo y la mezcla continué
con el agitador de pala durante 10 minutos mas.

Fase A” (3% liposoma)

Los siguientes componentes se pesaron de manera precisa y se colocaron en un reactor de acero inoxidable
equipado con una turbina a velocidad variable (0-3000 vueltas/min) y con un agitador de pala, en el siguiente orden:

- AGUA DESMINERALIZADA 18,800%
- Echinacea angustifolia (extracto seco) 0,200%

los componentes se mezclaron hasta la disolucion completa. Se afiadié LECITINA (0,500%) lentamente en la turbina
(2.500 vueltas/min). La homogeneizaciéon continu6é durante 15 minutos. La turbina se detuvo y la mezcla continué
con el agitador de pala durante 10 minutos mas.

Preparacion de liposomas

En un reactor de acero inoxidable equipado con agitador, se mezclaron lentamente las tres fases, A, A’y A” durante
10 minutos hasta obtener una homogeneizacion completa.

Fase B
En un reactor de acero inoxidable equipado con calentamiento, agitacion y turbina se prepar6 la siguiente solucion:

- AGUA DESMINERALIZADA 29,800%
- EDTA DISODICA 0,500%

- GLICEROL 8,000%

- PIROGLUTAMATO SODICO 1,000%
- LACTATO SODICO 1,000%

La mezcla se agitdé hasta la homogeneidad y se calent6é a 70 °C. Una vez alcanzada la temperatura, la Fase B’ se
afnadio lentamente en la turbina (1.500 vueltas/min):

- GOMA XANTANO 0,400%

La homogeneizacion continu6 hasta completar la dispersion de la goma xantano y se obtuvo un gel homogéneo y
compacto. La temperatura se enfrio a 25 °C y a la preparacion de liposomas se afiadié la masa con agitacion. La
agitacion continud durante 20 minutos hasta obtener una masa homogénea y compacta.

Ejemplo 5 — establecimiento de un sistema celular pa  ra la evaluaciéon in vitro de los sistemas liposomales.

Los estudios de los efectos celulares se realizaron con células NHDF (Fibroblastos Dérmicos Normales Humanos), 6
pases en DMEM, FBS al 10%, PenStrep al 1%, glutamina al 1%, en placas multipocillo (area de cultivo para un solo
pocillo = 9,6 sz)_ Cada pocillo contenia 300.000 células confluentes.

Las muestras se inocularon de acuerdo con el siguiente esquema, en condiciones estériles y con flujo laminar a 37
°C colocando 2 ml de medio en cada pocillo y los pocillos se incubaron a 37 °C durante 60 horas, CO2 al 5%,
humedad al 97%.
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Esquema de las muestras inoculadas en 8 placas:

» A-B placa de control;

» placa C tratada con liposomas (control) 15 mg/ml;

» placa D tratada con liposomas (control) 60 mg/ml;

» placas E-F tratadas con liposomas cargados con GA y GIcNH2 a concentraciones de 0,5 y 10 mM,
respectivamente;

» placas G-H tratadas con liposomas cargados con GA y GIcNH2 y concentraciones de 5 y 50 mM,
respectivamente;

Al final del periodo de tiempo programado, las placas se analizaron con microscopia Optica de contraste de fase,
mediante la cual se observé muerte celular en las placas D, E, F, G, H. Los sobrenadantes se recuperaron, se
centrifugaron y se examinaron para determinar su contenido en acido hialurénico. En resumen, se liofilizé 1 ml de
medio aclarado, se extrajo con 300 ml de acetato de amonio, pH 7,0 y se precipitdé con 4 volimenes de etanol frio y
se dej6 a -20 °C durante 16-18 horas, se centrifugd y se recuper6 el sedimento; esta etapa se repitié una segunda
vez. Al final de la segunda precipitacion, el sedimento se secé completamente y se digiri6 con 100 mU/ml de
hialuronidasa SD a 37 °C durante 1 hora y con 100 mU/ml de Condroitinasa ABC a 37 °C durante 3 h. Después las
muestras se liofilizaron y se derivatizaron con 2-aminoacridona (AMAC).

A cada muestra se afiadieron alicuotas de 40 pl de solucion de AMAC 12,5 mM en &cido acético/DMSO (3:17, viv) y
se incubd durante 10-15 minutos a temperatura ambiente; después se afiadieron 40 pl de solucion recién preparada
de NaBH3CN 1,25 M y las muestras se incubaron durante 16-18 horas a 37 °C. Después de la derivatizacion, las
muestras se separaron por PAGEFS.

La Figura 1 muestra que la banda de disacaridos, que es indicativa de la sintesis de acido hialurénico, esta presente
en muestras que contienen liposomas y resulta particularmente gruesa, lo que significa que, en las muestras que
contienen una mayor concentracion de precursores de GA y GIcNH2, se forma una mayor concentraciéon de acido
hialurénico.

En la Figura 2 los resultados se expresan como produccion en % de acido hialurénico con respecto al control,
suponiendo el 100%.

Conclusiones
El tiempo de incubacién en este experimento (60 horas) resulté demasiado largo para la supervivencia celular.

La electroforesis muestra que las muestras tratadas con concentraciones fosfolipidicas de 15 y 60 mg/ml no
presentan efecto inhibidor en la biosintesis del acido hialurénico.

El inéculo de liposomas que contiene GA 'y GIcNH2 a concentraciones de 5 y 50 mM, respectivamente, induce un
aumento de la banda de disacaridos que es indicativa de la sintesis del acido hialurénico.

Ejemplo 6 — Estudio de eficacia in vitro

Basandose en los resultados previos, se realiz6 el siguiente método: células NHDF (Fibroblastos Dérmicos
Normales Humanos), 6 pasos en DMEM, FBS al 10%, PenStrep al 1%, glutamina 1%, en 6 placas multipocillo (area
de cultivo de cada pocillo = 9,6 sz)_ Cada pocillo se carg6 con 300.000 células confluentes.

Las muestras se inocularon en condiciones estériles, a 37 °C afiadiéndose 2 ml de medio a cada pocillo y se incubd
a 37 °C durante 48 6 72 horas, CO2 al 5%, humedad al 97%. 12 horas después del indculo se afiadié medio recién
preparado.

Las muestras se inocularon en 12 placas:

- 2 placas de control 48 h;

- Las placas B-C se trataron durante 48 horas con liposomas cargados con GA y GIcNH2 a concentraciones
de 0,25y 5 mM, respectivamente;

- Las placas H-I se trataron durante 48 horas con liposomas cargados con GA y GIcNH2 a concentraciones
de 0,5y 10 mM, respectivamente;

- 2 placas de control 72 h;

- Las placas D-E se trataron durante 72 horas con liposomas cargados con GA y GIcNH2 a concentraciones
de 0,25y 5 mM, respectivamente;

- Las placas F-G se trataron durante 72 horas con liposomas cargados con GA y GIcNH2 a concentraciones
de 0,5y 10 mM, respectivamente;

Al final del periodo de tiempo programado, las placas se analizaron con microscopia Optica de contraste de fase y se
contaron las células vivas.
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El analisis del acido hialurénico producido por las células se realiz6 en el medio tratado con enzimas especificas
(hialuronidasa y condrotinasa) mediante un analisis cromatografico especifico para proteinas (FPLC). La separacion
se realizé en una columna Superdex 200HR 10/30 previamente rellenada a temperatura ambiente, con un caudal de
0,35 ml/min; como tampdn se us6 acetato amoénico 0,1 M, pH 7, que contenia Tween 20 al 0,005%. El detector UV-
Vis se ajusto a 280 nm.

Los resultados de viabilidad celular, expresados como porcentaje de células vitales se compararon con los controles,
se indican en la Figura 3. Se obtuvieron resultados particularmente positivos con las placas B-C y D-E en las que la
viabilidad resulté ser mayor del 80%.

Los resultados, en cuanto a produccion de acido hialurénico, a las 48 y 72 horas se indican en la Figura 4. Los
resultados se expresan como % de AH determinado como la proporcién de la cantidad de AH encontrado en las
células tratadas con liposomas con respecto a la cantidad producida por las células control.

Los resultados demuestran que la produccion de acido hialurénico muy superior en las placas tratadas que en los
controles; esto indica que los sistemas liposomales administran eficazmente los dos precursores del acido
hialurénico en los fibroblastos, conduciendo a la (re)constitucion de su componente esencial de la estructura de la
dermis y la piel.

Ejemplo 7 — estudio de eficacia in vivo usando procedimientos no invasivos para bioingenie ria cutanea

Poblacion: basandose en los siguientes criterios de exclusion generales se seleccionaron 20 voluntarios sanos
(hombres y mujeres):

individuos que presentaban, en el area cutanea investigada, sintomas que podian interferir con los
resultados del ensayo; hipersensibilidad o tolerancia conocida a productos cosméticos y/o a productos para
la limpieza/higiene corporal, incluyendo protectores solares; susceptibilidad a exposicion solar; sujetos
tratados con farmacos fotosensibles menos de un mes antes; individuos tratados con radiaciones UVA y/o
UVB menos de un mes antes.

Formulaciones sometidas a ensayo

Formulacion A: acido glucurénico al 0,1%, acetil glucosamina al 1,1%, fosfo LCN-DS al 1,5%, EDTA 2Na al 0,5%,
glicerol al 8%, PCA Na al 1%, lactato Na al 1%, Sepiplus 400 al 2,3%, agua desmineralizada c.s. hasta 100.

Formulacion B, usada como placebo: fosfo LCN-DS al 1,5%, EDTA 2Na al 0,5%, glicerol al 8%, PCA Na al 1%,
lactato Na al 1%, Sepiplus 400 al 2,3%, agua desmineralizada c.s. hasta 100.

Area anatémica de aplicacion

A los sujetos, divididos en grupos A y B, se les solicité aplicar la formulacién A o B, respectivamente, en el antebrazo
izquierdo, mientras que el antebrazo derecho se usé como control.

Dosis y administracion

Las formulaciones se aplicaron una vez al dia
Periodo de tratamiento: 2 meses
Evaluacién biométrica

En este estudio se consideraron los siguientes parametros: contenido acuoso de la capa cornea, firmeza cutanea
(RO), elasticidad total (R2) y buena (R5), grado de eritema, sensacion dérmica. La medicién de parametros cutaneos
se realiz6 al inicio del experimento (t0) y 15 (t1), 30 (t2) y 60 (t3) dias después mediante la multi-sonda Cutometer®
MPA 580 (CK electronic GmbH, G. F. Secchi, CO), de acuerdo con las directrices internacionales.

Aplicacion simultanea de diferentes productos

Para evitar resultados ambiguos se solicitd a los sujetos no aplicar otros productos cosméticos en las areas tratadas,
3 dias antes y durante el periodo del estudio.

Resultados
indice de eritema

Para determinar la tolerabilidad de las formulaciones aplicadas sobre la piel, en todos los periodos de tiempo
comprobados durante el estudio se evalud el nivel de eritema en los sitios tratados y de control. Se sabe que un
aumento del nivel de eritema después de la aplicacion de una formulacién indica escasa tolerabilidad de la propia
formulacion.

Los resultados obtenidos en este estudio se describen en el presente documento como indices de eritema, es decir,
como la proporcion entre el nivel de eritema a tiempo t y el nivel de eritema basico para cada sitio examinado.
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Cuando para cada periodo de tiempo se compara el histograma haciendo referencia al sitio de aplicacion con el
control (Figura 5), no pueden observarse diferencias significativas; por lo tanto, ningin aumento del nivel de eritema
puede asociarse con la aplicacion de las dos formulaciones.

Adicionalmente, cuando a lo largo del tiempo se observan los gréaficos obtenidos para cada formulacién, se observa
que los indices de eritema se mantienen cercanos a la unidad en todos los tiempos considerados: la aplicacion de
las dos formulaciones no produce ningin cambio en el nivel de eritema incluso después de una aplicacion
prolongada.

Por lo tanto, las dos formulaciones usadas en este estudio se toleran bien y la no irritacién puede atribuirse al
vehiculo, a los liposomas o a los principios activos a las concentraciones estudiadas.

Hidratacion de la piel

La siguiente tabla 4 describe los valores de hidratacién promedio de la poblacion a examen obtenidos con un
cornedmetro asi como el cambio con respecto al antebrazo usado como control en cada momento.

Tabla 4
Formulaciones T15 dias T30 dias Teo0 dias
Formulacién A promedio + d.t. 43,74 +7,62 47,52 +9,70 44,09 + 7,10
% frente a (+34,05) (+38,18) (+28,96)
control
Formulacion B promedio + d.t. 46,47 +7,4 43,18 +5,15 44,25 + 6,94
% frente a (+35,88) (+22,88) (+24,08)

control

Comparando los valores de corneometria de los antebrazos tratados con los controles correspondientes, se observa
gue aparece un aumento significativo muy similar después de 15 dias de aplicacién (34,05% y 35,88%). A partir de
los datos anteriores, es evidente que la aplicacién de ambas formulaciones viene acompafada por un aumento de
contenido de agua en la capa cornea, en la que tal mejora de hidratacion puede atribuirse a la composicion de las
formulaciones y a la presencia de liposomas, independientemente de los principios activos contenidos en su interior.

Después de aplicaciones repetidas de la formulacion A durante 30 dias, se obtuvo un aumento del 66,87% superior
al aumento debido a la aplicacion de la formulacion B. El mayor aumento de la hidratacion de la superficie después
de la aplicacién repetida de la formulacién A se debe probablemente a la presencia de principios activos dentro de
los liposomas.

Tal aumento de hidratacion en sujetos que pertenecen al grupo A no se mantiene como tal después de 60 dias de
aplicacion diaria (28,96% frente al 24,08% del grupo B). Este resultado puede deberse a un problema de estabilidad
de los principios activos contenidos en las estructuras liposomales.

En la Figura 6, los resultados del estudio se indican como indices de hidratacion, es decir, como la proporcién entre
los valores obtenidos a diferentes tiempos t y los valores iniciales (T0).

Incluso comparando los resultados con los valores iniciales, el aumento de hidratacién de la piel después de la
aplicacion de las formulaciones puede observarse en todos los tiempos evaluados en este estudio.

Elasticidad de la piel

Después de la aplicacion de las formulaciones, el cambio de elasticidad y firmeza de la piel se sometié a ensayo por
medio de un programa informatico para realizar diversas operaciones obteniéndose curvas después de medir el area
analizada. Las curvas ejemplares obtenidas durante el estudio se indican en la Figura 7.

A partir de tales curvas pueden obtenerse los siguientes parametros, aprobados internacionalmente, para la
evaluacion de la elasticidad y firmeza:

RO = punto mas elevado de la primera curva; indice de firmeza de la piel;

R2 = parte de la curva comprendida entre la anchura maxima y la capacidad de la piel a la redeformacion.
Este parametro es muy importante ya que indica la elasticidad total de la piel.

R5 = Este parametro indica la elasticidad real, que es la elasticidad total menos la parte viscoelastica de la
piel.

10
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Los resultados relacionados con estos tres parametros se analizaran por separado.

En cuanto a firmeza de la piel, la Figura 8 indica la variacion del indice RO con respecto al valor de partida, para las
dos formulaciones sometidas a ensayo, en las areas tratadas y de control.

Los resultados demuestran que después de 15 dias de tratamiento, las dos formulaciones tienen un indice
definitivamente mas elevado con respecto a las areas no tratadas, mostrando una clara mejora en cuanto a la
firmeza de la piel; después de 30 dias o mas de tratamiento, solo se manifiesta mejora para la formulacion A, que
contiene los principios activos.

Estos resultados estan perfectamente en consonancia con los resultados relacionados con la hidratacion de la piel.

En cuanto a los parametros de elasticidad de la piel, la Figura 9 muestra el porcentaje de variacion de los indices R2
y R5 en comparacion con el area no tratada, para las dos formulaciones sometidas a ensayo.

Los resultados estan en linea con los indicados anteriormente: después de 15 dias de tratamiento, puede
observarse un efecto positivo debido a la aplicacién de las formulaciones que contienen los liposomas, mientras que,
en caso de prolongar la aplicacion, la accion especifica del acido glucurénico y de la glucosamina contenidos en los
sistemas liposomales puede dar como resultado un aumento constante de la elasticidad de la piel.

Conclusiones

1. los liposomas que contienen acido glucurénico y acetil-glucosamina tienen caracteristicas idoneas de
tamafio y contenido de principios activos.

2. los resultados in vitro demuestran claramente un aumento en la cantidad de acido hialurénico producido por
las células después de la incubacion los liposomas que contienen precursor, indicando de esta manera la
capacidad de los sistemas liposomales para administrar principios activos dentro de los fibroblastos.

3. la formulacién que contiene acido glucurénico y acetil-glucosamina demostré tolerarse bien después de un
uso continuado dos meses; tal formulacion también demostr6 ser capaz de mejorar notablemente los
parametros de hidratacion, firmeza y elasticidad de la piel después de 30 dias de tratamiento con respecto a
la formulacion que contenia liposomas placebo.
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REIVINDICACIONES
1. Una preparacién cosmética que contiene vesiculas liposomales cargadas con
i) &cido D-glucurénico o acido UDP-D-glucurénico, y
i) N-acetil-D-glucosamina o UDP-N-acetil-D-glucosamina, mezclado con un transportador cosméticamente
aceptable.

2. Una preparacion de acuerdo con la reivindicacion 1, que adicionalmente contiene un inhibidor de hialuronidasa.

3. Una preparacion de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que dicho inhibidor de hialuronidasa es un extracto de
Echinacea angustifolia.

4. Una preparacién de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, en la que las vesiculas consnisten esencialmente en
fosfatidilcolina.

5. Una preparacion de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, que esta en forma de crema, emulsién, microemulsién,
pomada, gel, locién o aceite.

6. Una preparacion de acuerdo con la reivindicacion 5, que esta en forma de un gel que contiene agua y glicerol.

7. Una preparacion de acuerdo con la reivindicacion 6, que adicionalmente contiene EDTA, piroglutamato sédico,
lactato sédico y un agente espesante, preferentemente goma xantano.

8. El uso de liposomas de encapsulacién

i) de acido D-glucurénico o de acido UDP-D-glucurénico, y
ii) de N-acetil-D-glucosamina o de UDP-N-acetil-D-glucosamina, en una composicién cosmética.

9. El uso de una preparacion de acuerdo con las reivindicaciones 1-7, para el tratamiento cosmético no terapéutico
de arrugas, pliegues cutaneos, cicatrices por acné, cicatrices post-traumaticas, cicatrices por rinoplastia, por
levantamiento de labios, mejillas o mentén.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 6

2,50

2,30 .
2,10
9

128

S 15 dias
060 dias

ugloejeIplYy 8p a21pu}

w.v\“

7 i
(/7

-

1,10
0,90

control B

control A

tratado con

tratado con
B

ijones

Formulac

18



ES 2389 788 T3

- Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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