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SINTESIS DE UN NUEVO NITROXIDO ANTIOXIDANTE Y METODOS DE USO
EN COMPOSICIONES COSMETICAS Y DERMATOLOGICAS

Descripcidén

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La ©presente invencidn se refiere a compuestos

innovadores antioxidantes fotoabsorbentes, métodos de sintesis
de compuestos antioxidantes fotoabsorbentes vy su uso en
composiciones dermatoldgicas y/o cosméticas. Ademés, la
presente invencién se refiere al uso de metoxicinamato vy
compuestos de nitrdéxido para la preparacidén de una composiciédn
para el tratamiento cosmético y/o dermatoldgico de la piel.
ANTECEDENTES

[0002] Se sabe que entre las formas de cédncer mas comunes due

afectan a humanos el céncer de piel es sin duda uno de los més
extendidos. En particular, en los ultimos veinte afios la
incidencia de céncer de piel ha aumentado de forma remarcable.
Parte de este incremento se debe al hecho de que para una
persona tipica ha aumentado la cantidad de tiempo de
exposicién a la radiacién solar, tanto natural como
artificial. Ademds, la radiacidén solar estd menos filtrada
debido a la reduccidén concomitante de la capa de ozono. La
sobreexposicién de la piel a la radiacién solar ha contribuido
a un aumento del uso de protectores solares. Sin embargo, las
propias cremas solares pueden estar sometidas a reacciones
fotoliticas inducidas por 1la 1luz, dando como resultado la
formacidén de especies de radicales libres que son dafiinas para
la salud de la piel.

[0003] Se sabe que el componente ultravioleta de la radiacién
solar (rayos UV) juega un papel principal en la induccidén de
los tumores de 1la piel, vya que estos rayos UV atacan las
células directamente, dafiando su ADN. Debido a la distribuciédn
espectral del UV solar, ahora se cree que el componente UVA
(380-315 nm) de 1la luz solar es la causa principal del
fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis y es mucho més
eficaz que UVB (315-280 nm) induciendo dafio peroxidativo. Por
consiguiente, 1la mayoria de productos cosméticos actuales
incluyen filtros UVA en sus formulaciones junto con filtros

UVB vy separadamente incluyen antioxidantes como vitamina E
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para desactivar los radicales libres (p. ej., especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen
species), como superdxido, hidroxilo, 6xido nitrico y

peroxilo) generados durante la exposicidén a UVA.

[0004] Los protectores solares modernos deben proporcionar vy
mantener su absorbancia UV inicial y por lo tanto su
proteccién de la piel, a lo largo de todo el periodo de
exposicién a la luz solar. Sin embargo, no todos los filtros
UVA y UVB son 1lo suficientemente fotoestables. Por ejemplo,
ensayos 1in vitro simples muestran que hay una disminucién en
la absorbancia espectral de los filtros UV usados mas
habitualmente y que esto se correlaciona en gran medida con el
incremento de la peroxidacidén de lipidos inducida por UVA. La
magnitud de este efecto estd afectada por el absorbente UV
especifico usado, tanto si se usa solo como en combinacidédn vy
si hay otros antioxidantes presentes.

[0005] La adicién de agentes antioxidantes en protectores
solares es conocida y en muchos casos incluye categorias de
compuestos como vitamina E y acido ascdérbico. Otros compuestos
antioxidantes que se han usado con esta finalidad incluyen la
clase de los radicales mono-nitréxido ciclicos, como por
ejemplo 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxilo (TEMPO) vy 2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-3-hidroxi-1-oxilo (TEMPOL) . Ambos son
nitréoxidos alifaticos ciclicos. Otra clase de antioxidantes
incluye el nitréxido bis(2,2,6,6-tetrametil-l1-oxil-piperidin-
4-il) sebacato, que parece ser un fotoantioxidante méds eficaz
que la vitamina E.

[0006] Damiani y col. (Free Radical Biology and Medicine, Vol.
26, n° 7/8, 1999, paginas 809-816) revela la prevencidédn de
dafios de <ciertos nitrdéxidos en presencia de protectores
solares dibenzoilmetano.

[0007] Damiani y col. (Free Radical Research, Vol. 40, n° 5,
2006, paginas 485-494) revela un compuesto gque tiene una
fraccidén nitréxido de piperidina y una fraccidn metoxicinamato
unidas covalentemente.

[0008] Muchas cremas cosméticas que contienen filtros solares
o cremas cosméticas que estén disponibles actualmente

contienen una pluralidad de agentes antioxidantes y
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coformulantes. Sin embargo, el uso de agentes antioxidantes en
una crema que contiene filtros solares o en una crema con
finalidades dermatoldgicas y/o cosméticas tiene varias
complicaciones y desventajas.

[0009] Una primera desventaja es que una vez aplicados en la
piel, algunos compuestos 1incluyendo antioxidantes pueden
sufrir ellos mismos la degradacidén debida a los rayos solares,
con la posterior formacién de especies reactivas de oxigeno.
Los radicales libres formados son ellos mismos dafiinos para la
piel, las células y los componentes celulares como lipidos,
proteinas y é&cidos nucleicos. Ademéds, los radicales libres
formados pueden reaccionar quimicamente con otros radicales
libres y coformulantes presentes en la crema solar.

[0010] Otra desventaja de los productos existentes es debida
al hecho de que cuando aumenta el nUmero de compuestos o
agentes antioxidantes usados en una crema cosmética, se vuelve
cada vez mas dificil preparar un producto en el cual las
caracteristicas beneficiosas del compuesto sean estables a 1lo
largo del tiempo.

[0011] Otra desventaja méds de los productos existentes es
debida al hecho de gque al aumentar el nuUmero de compuestos o
agentes antioxidantes usados en una crema cosmética, se vuelve
cada vez méas dificil preparar un producto con caracteristicas
de elevada compatibilidad en relacidén con los diferentes tipos
de piel sobre el que se va a aplicar. De hecho, puede suceder
que la aplicacidén toépica de una crema que contiene un filtro
solar, o una crema cosmética, induzca ciertas reacciones
alérgicas debidas a 1la composicién quimica especifica del
producto.

[0012] Ademéds, otra desventaja es que al aumentar el numero de
agentes antioxidantes activos usados en la preparacidén de una
crema que contiene un filtro solar, o una crema cosmética,
aumenta el coste del producto final.

[0013] Por consiguiente, seria altamente deseable disponer de
un nuevo antioxidante o una clase de compuestos antioxidantes
que supere estas desventajas de los productos y métodos
utilizados actualmente. En particular, seria deseable poder

disponer de un Unico compuesto protector solar hipoalergénico
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que posea alta eficacia en la actividad de Dbloqueo de UV vy
actividad antioxidante, pero gque también sea estable a 1lo

largo del tiempo.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0014] La presente invencidén se refiere a una composiciédn

quimica fotoprotectora que comprende una fraccidédn
metoxicinamato absorbente de la energia uv, unida
covalentemente a una fracciédn nitréxido de piperidina
secuestrante de especies reactivas de oxigeno (ROS), la cual
es Util para la preparacidén de una composicidén dermatoldgica o
cosmética para el tratamiento de la piel. La composicién y los
métodos de la presente invencidédn son adecuados para mejorar la
eficacia de formulaciones cosméticas fotoprotectoras. Por
consiguiente, es objeto de la presente invencidén proporcionar
un compuesto para el uso en aplicaciones cosméticas o
dermatoldégicas gque demuestra una estabilidad mejorada y una
eficacia mejorada en la absorcién de UV y el secuestro de ROS.
Como tal, en un aspecto, la presente invencidén se refiere a
una composicién quimica innovadora que sorprendente e
inesperadamente es eficaz en la prevencidén del dafio
fotooxidativo inducido por UV. En una realizacidén preferida,
la invencidén es un compuesto quimico innovador que comprende
una combinacién de un metoxicinamato unido a un nitrdxido
ciclico gque muestra una actividad sinérgica inesperada (es
decir, mayor que la actividad de la mezcla de los respectivos
compuestos) con respecto al blogueo de UV y secuestro de ROS.

[0015] Otro objeto de la presente invencidén es proporcionar un
método para sintetizar un compuesto que demuestra estabilidad
mejorada, mayor absorcidédn de UV y mejor eficacia secuestrando
ROS. Un aspecto de este objeto de la invencidén se refiere a un
método de sintesis de un compuesto, el cual demuestra
estabilidad mejorada, absorcidén de UV y actividad secuestrante
de ROS, gque se puede usar en aplicaciones cosméticas o
dermatoldégicas para el tratamiento de 1la piel. En ciertas
realizaciones preferidas 1los métodos comprenden la unién
covalente de una fraccidén absorbente de UV, por ejemplo OMC

(Figura 1) a una fraccidén de nitrdxido ciclico o fendlico
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capaz de secuestrar radicales libres. En ciertos aspectos, los
métodos de la presente invencidén comprenden una etapa en la
que un grupo alquilo se elimina de un metoxicinamato y es
sustituido por una fraccién de nitrdéxido ciclico o fendlico
que secuestra ROS.

[0016] AUn otro objeto de la presente invencién es
proporcionar un método de uso de la composicidén en una
aplicacién cosmética o dermatoldgica para el tratamiento de la
piel, por ejemplo, para tratar o prevenir el dafio
fotooxidativo en la piel, las células o componentes celulares,
por ejemplo, lipidos, proteinas y &cidos nucleicos de un
organismo, por ejemplo un ser humano. Un aspecto de este
objeto comprende la administracién de una cantidad eficaz de
la composicidén de la invencidén en una forma farmacéuticamente
aceptable a un organismo que lo necesita.

[0017] En ciertos aspectos la composicidén de la invencidn se
puede administrar Jjunto con cualquier carga, excipiente vy/o
ingrediente bioldgicamente activo o inactivo farmacéuticamente
aceptable. La administracién de la composiciédn de la invencidn
puede hacerse mediante cualquier forma de dosificacidn
adecuada, incluyendo por ejemplo, cremas, lociones, polvos,
sprays, geles, pomadas, una suspensién o emulsidébn, espumas,
aerosoles, o cualquiera de la variedad de dispositivos
transdérmicos para el uso en la administracidén en continuo de
fadrmacos activos sistemdticamente por absorcidén a través de 1la
piel.

[0018] Los excipientes farmacéuticamente apropiados incluyen,
por ejemplo, aquellos gque mejoran o prolongan la liberacién,
biodisponibilidad, absorcién o captacién, vida atil,
estabilidad, solubilidad, eficacia, viscosidad, que reducen la
toxicidad, mejoran el gusto o el olor, y combinaciones de los
mismos. En cualquiera de las realizaciones preferidas, 1la
composicién de la invencién puede incluir opcionalmente, por
ejemplo, agentes de composicién farmacéutica, como uno o
varios agentes espesantes como aceites de parafina, ésteres
como miristato de isopropilo, etanol, aceites de silicona vy
aceites vegetales, agentes espesantes celulédsicos,

etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
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hidroxipropilmetilcelulosa, povidona, acidos poliacrilicos
como carbopol, Sepigel® (poliacrilamida/isoparafina/lauril
éter 7), las series Gantrez® de copolimeros polimetil wvinil
éter/anhidrido maleico, como el éster butilico del copolimero
PVM/MA Gantrez® A-425 vy cualquier agente espesante conocido
por la técnica qgue tenga buena compatibilidad con 1liquidos
volatiles; un conservante, por ejemplo, ésteres de
hidroxibenzoato; un glicol; agua; un surfactante, como
alcoholes grasos etoxilados, monoestearato de glicerol,
ésteres de fosfato, vy otros emulsionantes vy surfactantes
usados habitualmente; un potenciador de la penetracién
dérmica, por ejemplo, salicilato de octilo o DMSO; un agente
reductor; un emulsionante; un disolvente orgéanico, por
ejemplo, un éter, un éster, un alcohol o un alcano; un
triglicérido; un lipido o fosfolipido; un aceite; una grasa;
un carbohidrato o sacadrido; una proteina; un nucledétido; un
liposoma; una sal o mineral; un extracto de planta, y
similares. Ademéds, también se contempla gque en cualgquiera de
las realizaciones preferidas la composicién de la invencidn se
pueda combinar opcionalmente con al menos otro principio
activo que incluye otro compuesto absorbente de UV, un
farmaco, por ejemplo una hormona, un compuesto antimicrobiano,
un antiinflamatorio, un antioxidante, y similares.

[0019] Otro objeto de la presente invencidén es proporcionar un
método de sintesis de una composicién cosmética y/o
dermatoldégica que incluye al menos una fraccidén absorbente de
UV y al menos una fraccién capaz de secuestrar o reducir
especies reactivas de radicales libres, por ejemplo ROS como
superdéxido, hidroxilo, éxido nitrico, peroxilo y combinaciones
de las mismas.

[0020] Los expertos en la materia entenderdn estas y otras
ventajas y objetos de la presente invencién a partir de 1la
siguiente descripcién detallada vy los ejemplos de 1las

realizaciones preferidas.

DESCRIPCION DE LAS IMAGENES DE LA INVENCION

[0021] Figura 1. Foérmula gquimica de los compuestos 2-

etilhexil-4-metoxicinamato (OMC) ; 2,2,6,6-tetrametil-
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piperidin-3-hidroxi-1-oxilo (TEMPOL) ; 2,2,6,6-tetrametil-
piperidin-4-il-p-metoxi cinamiloxi-l-oxilo (MC-NO). ESQUEMA 1:
Ejemplo del método de wuna realizacién preferida para la
generacién del compuesto innovador absorbente de UV vy
secuestrante de ROS de la invenciédn.

[0022] Figura 2. Espectro de absorcidén de compuestos 50 uM en
acetonitrilo. Como se puede observar, MC-NO tiene el mismo
perfil espectral y coeficiente de extincidén que OMC.

[0023] Figura 3. Espectro de absorcién de compuestos 100 uM
antes (lineas gruesas) vy después (lineas delgadas) de la
exposicién a 275 KJ/m? UVA. Véase la Descripcién Detallada para
los detalles experimentales.

[0024] Figura 4. Absorbancia de TBARS determinada en liposomas
multilamelares de PC (3,5 mM) en PBS, EDTA 0,1 mM, tras
exposicién a 275 KJ/m? UVA. Barra blanca = sin exposicién UVA,
barra negra = con exposicidén UVA, barras restantes =
exposicién UVA en presencia de compuestos 100 upuM y varias
combinaciones a la concentracién anteriormente mencionada.
[0025] Figura 5. Absorbancia de TBARS determinada en liposomas
multilamelares de PC (3,5 mM) en PBS, EDTA 0,1 mM, tras
exposicién a 275 KJ/m? UVA. Barra blanca = sin exposicién UVA,
barra negra = con exposicidén UVA, barras restantes =
exposicién UVA en presencia de compuestos 100 upuM vy varias

combinaciones a la concentracidén anteriormente mencionada.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

[0026] La composicidén de la presente invencidédn comprende un

compuesto eficaz para la absorciédn de energia UV y el
secuestro de especies reactivas de oxigeno para la prevencidn
del dafio fotooxidativo inducido por UV a la piel, las células,
los componentes celulares, por ejemplo, proteinas, lipidos,
acidos nucleicos y combinaciones de los mismos.
Sorprendentemente, el compuesto antioxidante-absorbente de UV
unico es més eficaz en la reduccidén de los efectos
perjudiciales de la radiacién UV y los radicales libres del

oxigeno gque sus componentes respectivos en una mezcla simple.
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[0027] La invencidén comprende una combinacién de un compuesto
absorbente de UV, por ejemplo, 2-etilhexil-4-metoxicinamato
(OMC) vy un compuesto antioxidante, por ejemplo, TEMPOL (4-
hidroxi TEMPO) (Esquema 1; Figura 1). La composiciédén
resultante de la invencidén, 2,2,6,6-tetrametil-piperidin-4-il-
p-metoxi cinamiloxi-l-oxil (MC-NO), mantiene el grupo 4-
metoxicinamato responsable de la capacidad absorbente de UV,
mientras que el grupo 2-etilhexilo responsable de su
viscosidad ha sido sustituido por un nitréxido de piperidina,
el cual tiene propiedades secuestrantes de radicales libres.
El nuevo compuesto puede ser considerado un nitrdéxido
absorbente de UV: un protector solar antioxidante innovador.
[0028] El1 Esquema 1 resume una realizacidén de los métodos de
la invencidén para la sintesis del antioxidante absorbente de
UV. En resumen, el método comprende las etapas de proporcionar
una cantidad adecuada de un metoxicinamato, disolverlo en
metanol en presencia de una cantidad catalitica de monohidrato
de A&cido p-toluensulfdénico. El metoximetilcinamato resultante
se disuelve con cantidades estequiométricas de un nitréxido,
por ejemplo, TEMPOL, en tolueno con una solucidén metandlica
(8%) de metdxido sbdbdico. E1 producto resultante comprende una
fracciédn metoxicinamato absorbente de UV y una fraccidn
nitréxido antioxidante, la cual, como se ha demostrado aqui,
muestra estabilidad mejorada y mayor eficacia absorbiendo UV vy
secuestrando ROS.

[0029] En cualgquiera de las realizaciones preferidas 1la
composicién de la invencidén se puede administrar en cualquier
forma apropiada, Jjunto con cualquier soporte farmacéuticamente
aceptable, excipientes u otros ingredientes bioldgicamente
activos o inactivos. Las formas de dosificacién apropiadas
incluyen, por ejemplo, cremas, lociones, polvos, sprays,
geles, pomadas, suspensiones o emulsiones, espumas, aerosoles
o cualqgquier variedad de dispositivos transdérmicos para el uso
en la administracién en continuo de agentes activos por
absorcién a través de la piel.

[0030] Los excipientes farmacéuticamente apropiados incluyen,
por ejemplo, aquellos gque mejoran o prolongan la liberacién,

biodisponibilidad, absorcién o) captacién, vida atil,
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estabilidad, solubilidad, eficacia, viscosidad, que reducen la
toxicidad, mejoran el gusto o el olor, y combinaciones de 1los
mismos. En cualquiera de las realizaciones preferidas, 1la
composicién de la invencién puede incluir opcionalmente, por
ejemplo, agentes de composicién farmacéutica, como uno o
varios agentes espesantes como aceites de parafina, ésteres
como miristato de isopropilo, etanol, aceites de silicona vy
aceites vegetales, agentes espesantes celulédsicos,
etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, povidona, acidos poliacrilicos
como carbopol, Sepigel® (poliacrilamida/isoparafina/lauril
éter 7), las series Gantrez® de copolimeros polimetil wvinil
éter/anhidrido maleico, como el éster butilico del copolimero
PVM/MA Gantrez® A-425 vy cualquier agente espesante conocido
por la técnica que tenga buena compatibilidad con 1liquidos
volatiles; un conservante, por ejemplo, ésteres de
hidroxibenzoato; un glicol; agua; un surfactante, como
alcoholes grasos etoxilados, monoestearato de glicerol,

ésteres de fosfato, vy otros emulsionantes vy surfactantes

usados habitualmente; un potenciador de la penetracién
dérmica, por ejemplo, salicilato de octilo; un agente
reductor; un emulsionante; un disolvente orgéanico, por

ejemplo, un éter, un éster, un alcohol o un alcano; un
triglicérido; un lipido o fosfolipido; un aceite; una grasa;
un carbohidrato o sacadrido; una proteina; un nucledétido; un
liposoma; una sal o mineral; un extracto de planta, y
similares.

[0031] En cualquiera de las realizaciones preferidas el
compuesto de la invencidén se puede liberar en una composicién
cosmética o dermatoldgica en combinacidén con al menos otro
principio activo, incluyendo otro compuesto absorbente de UV,
un farmaco, por ejemplo una hormona, un agente antimicrobiano,
un antiinflamatorio, un antioxidante y similares.

[0032] Se entiende que los ejemplos y realizaciones aqui
descritos sélo tienen finalidad ilustrativa y los expertos en
la materia sugerirdn varias modificaciones o cambios a la luz
de los mismos y se incluyen en el espiritu y éambito de esta

solicitud 'y se consideran dentro del alcance de las

10
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reivindicaciones subordinadas. Todas las publicaciones,
patentes y solicitudes de patente citadas aqui y en las listas
de referencias proporcionadas se incorporan por referencia en
su totalidad para cualquier fin.

[0033] En los ejemplos de las realizaciones preferidas se
describe la Util vy ventajosa sintesis de un antioxidante
absorbente de UV. Los siguientes ejemplos detallados se
presentan a modo de ejemplo de las realizaciones preferidas vy
no deben considerarse limitantes de la invencidén. Por ejemplo,
pueden variar las cantidades relativas de los ingredientes, se
pueden afiadir ingredientes adicionales y/o se pueden sustituir
ingredientes similares por uno o varios de los ingredientes
descritos.

[0034] Las caracteristicas y  funcionalidades ventajosas
adicionales asociadas con los sistemas, métodos y procesos de
la presente invencidén se ponen de manifiesto a partir de 1la

descripcidén detallada siguiente.

Ejemplo #1

Sintesis de 2,2,6,6-tetrametil-piperidin-4-il-p-metoxi

cinamiloxi-1-oxilo (MC-NO).

[0035] El1 Esquema I muestra, de forma simplificada, un ejemplo
de una realizacién de los métodos de la invencidén para la
sintesis de uno de los antioxidantes fotoabsorbentes de la
invencidén. En este ejemplo, se disuelven 0,4 mmol de 2-
etilhexil-4-metoxicinamato (OMC) en 10 ml de metanol en
presencia de una cantidad cataliticas de monohidrato de acido
p-toluensulfénico. La mezcla de reaccidén se calienta a reflujo
durante aproximadamente 9 horas, se neutraliza con NaHCO030,5 M,
se lava con agua y se extrae con acetato de etilo. La capa
organica se seca sobre Na,S0O; anhidro y el disolvente se
elimina a presién reducida. Se obtiene un aceite Dblanco,
compuesto de p-metoximetilcinamato que cristaliza en reposo.
En el ejemplo anterior, 4 mmol de OMC rinden aproximadamente

0,5 g (2,5 mmol) de p-metoximetilcinamato.

11
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[0036] Después, cantidades estequiométricas de TEMPOL, por
ejemplo 1 mmol (172 mg) y p-metoximetilcinamato (1 mmol, 204
mg) se disolvieron en 5 ml de tolueno junto con 0,1 ml de una
solucidén metandlica (8%) de metdHxido sdbdbdico. La mezcla de
reaccién se calentdé a reflujo durante 5 horas y se lavd
repetidamente con agua para eliminar el TEMPOL no reaccionado,
parcialmente soluble en agua. La purificacién cromatogréafica
(S10,, 80:20 éter de petrbleo/éter dietilico) rindid
aproximadamente 230 mg (70%) de MC-NO.

[0037] La Figura 2 muestra el perfil espectral de soluciones
de acetonitrilo 50 uM de OMC y MC-NO. Como se puede observar,
el nuevo compuesto tiene el mismo perfil espectral vy
coeficiente de extincidén que OMC.

[0038] La Figura 3 muestra el espectro de MC-NO y OMC antes y
después de la exposicién a 275 kJ/m? UVA en tampdén y tras
extraccién con disolvente. La razdén de usar tampdn ha sido
mantener el mismo medio que los experimentos de peroxidaciédn,
de manera qgque las comparaciones entre los experimentos de
absorcién optica y de peroxidacién de lipidos puedan ser
significativas.

[0039] Como se puede observar, hay una gran disminucidén en la
absorcién espectral para OMC tras la exposicién a UV. De
hecho, este filtro UVB ha demostrado ser sensible a la luz vy
se tiene que informar de una reduccidén en la eficacia de
absorcién de UV tras la exposicidén a la luz, lo que resulta de
la fotoisomerizacidn cis/trans y posiblemente la cicloadicidn
[2+42] a longitudes de onda de aproximadamente 300 nm. EIL
isbmero cis resultante absorbe a la misma longitud de onda,
pero tiene una extincidén reducida, dando asi valores
espectrométricos inferiores gque pueden explicar el resultado
observado aqui. Sorprendentemente, como se puede observar en
la Figura 3, la disminucién en la absorbancia de MC-NO no es
tan remarcable como la de OMC solo, implicando que el nuevo
compuesto mantiene gran parte de su absorbancia original tras
la irradiacidén con UVA. Parece dque la presencia del grupo
nitréxido, de forma inesperada pero ventajosa, estabiliza el

protector solar.
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[0040] En el ensayo descrito, los presentes inventores
investigaron las propiedades espectrales de un nuevo protector
solar antioxidante, su capacidad de prevenir la generacidn de
ROS inducida por UVA, medida como dafio fotooxidativo reducido
en lipidos y su efecto en la presencia del filtro UVA comun,
Parsol 1789.

[0041] Los resultados en la peroxidacidén de 1lipidos inducida
por UVA se obtuvieron evaluando el grado de formacidén de TBARS
(sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico), que se forman
principalmente de la reaccién de productos de descomposicidn
de perdxidos de lipidos, principalmente malondialdehido (MDA)
con TBA (4&cido tiobarbiturico). En muchos casos MDA es el
aldehido individual mé&s abundante cuya formacidén se cree dgue
estd involucrada en 1la formacién de perdxidos ciclicos vy
endoperdxidos que sufren fragmentacidén durante la peroxidaciédn
de 1lipidos. Muchos otros compuestos (p. ej., desoxirribosa,
metionina, prolina, adenosina, ADN), Dbajo 1las condiciones
apropiadas forman también complejos de TBA rosas, aungue en
nuestro sistema liposomial aislado las TBARS pueden derivar
sb6lo de la descomposicidén de los perdxidos formados durante la
peroxidacibén de PC.

[0042] Se sabe que, comparado con UVB, UVA genera mas estrés
oxidativo y a los niveles encontrados en la luz solar, es diez
veces mas eficaz que UVB causando la peroxidacidén de lipidos
que conduce al darfio en la membrana plasmatica. Por
consiguiente, los efectos de MC-NO, OMC, TEMPOL vy los dos
ultimos combinados en este evento oxidativo se han estudiado
in vitro usando liposomas como modelos de membrana. La
extensién del ©proceso oxidativo se determindé mediante el
método popular de evaluacidén de productos de descomposicidn
aldehidicos (TBERS) producidos durante 1la peroxidacién de
lipidos que absorben a 535 nm, usando el ensayo del TBA. La
Figura 4 muestra el nivel de absorbancia de TBARS medido en
suspensiones liposomiales antes y después de la exposicidén a
275 kJ/m* UVA en ausencia y presencia de los compuestos

ensayados.
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[0043] UVA induce el triple de incremento de peroxidacidén de
lipidos en este sistema experimental. OMC parece proteger la
peroxidacidén de lipidos inducida por UVA aunque no absorbe en
UVA, excepto una fraccidén muy pequefia entre 320 y 330 nm. Su
comportamiento espectral (Figura 3) muestra gque hay una
reduccién de su absorbancia gque no implica necesariamente
fotoinestabilidad. OMC sufre isomerizacidn cis/trans dgue se
puede considerar un modo muy eficaz de dispersidén de 1la
energia absorbida y ©puede explicar la proteccidén aqui
observada: parte de la energia UVA es atenuada por OMC, de
modo gque se oxidan menos lipidos. La presencia de TEMPOL solo,
inhibe la peroxidacién de lipidos inducida por UVA en casi un
60%. Esto no se debe a su capacidad de filtracién, ya gque no
absorbe en el intervalo UVA, sino méas bien a su capacidad de
reaccionar con ROS inducidas por la exposicidén UVA. Con la
combinacién OMC/TEMPOL, la reduccidn en el nivel de TBARS es
la misma gque la observada con TEMPOL. Sin embargo, en las
muestras que contienen el nuevo compuesto MC-NO, el nivel de
peroxidacién de lipidos se reduce enormemente, casi a niveles
control (control no iluminado) y esto puede deberse al hecho
de que el compuesto es mas fotoestable, como se observa en la
Figura 2, por consiguiente se potenciard su capacidad
protectora, ademéds del hecho de que secuestra radicales libres
inducidos por UVA. Es significativo el hecho de que MC-NO 100
puM es mas eficaz que la combinacién de OMC 100 puM con TEMPOL
100 pM.

[0044] Como el espectro de proteccidén frente a UV de una
formulacién de protector solar se obtiene normalmente mediante
una mezcla de filtros UV, es importante la compatibilidad
entre diferentes filtros UV. Por tanto, un estudio similar al
descrito anteriormente se 1llevé a cabo utilizando el filtro
UVA mas comUn presente en el mercado, 4-terc-butil-4’-
metoxidibenzoilmetano (conocido comercialmente como Parsol
1789 o Avobenzona), el cual tiene una elevada capacidad de
absorcién en casi todo el intervalo UVA. Sin embargo, este
compuesto tiene un inconveniente importante, porgque produce
radicales libres cuando se activa por UVA, lo que conduce a

una reduccidén en el poder fotoprotector y a un aumento del
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potencial de dafiar bioldgicamente moléculas relevantes, como
proteinas, ADN plasmidico y mas recientemente, queratinocitos
de cultivo. Por tanto, la fotodescomposicidn de los
protectores solares puede afectar a su proteccién frente al
dafio en la piel inducido por UV, vya gque su descomposicién
reduce la capacidad de absorcién de UVA, dando como resultado
un incremento del dafio directo en la piel inducido por UVA.
Como se puede observar en la Figura 5, la presencia de Parsol
1789 conduce a un aumento significativo en el nivel de
absorbancia en el nivel de absorbancia de TBARS comparado con
el control iluminado, y este resultado confirma una vez mas
que los radicales libres se producen durante la iluminacién
con UVA de este filtro, lo que contribuye a la exacerbacidén de
la reaccién en cadena de los radicales 1libres de la
peroxidaciédn de 1lipidos. En los liposomas que contienen
Parsol/OMC no hubo una diferencia significativa en los niveles
de peroxidacidén de lipidos con respecto a Parsol solo.

[0045] Con la combinacidén Parsol/TEMPOL se reduce ligeramente
el nivel de peroxidacidén comparado con Parsol 1789 solo, sin
embargo, el nivel de TBARS alcanzado es mayor comparado con
cuando TEMPOL estd presente solo (Figura 4). Esto significa
posiblemente que se producen méds radicales cuando esté
presente Parsol, conduciendo a mas lipidos que se oxidan, de
modo que TEMPOL tiene gque secuestrar no sélo los radicales
generados por la exposiciédn a UVA, sino también los inducidos
por la fotodescomposicidédn de Parsol 1789. E1l resultado més
sorprendente es el qgue se obtiene con la combinacidn
Parsol/MC-NO. La presencia de 100 uM del nuevo compuesto es
capaz de reducir enormemente la peroxidacién de lipidos a
niveles casi del control, cuando estd presente 100 uM del
filtro UVA Parsol 1789. Se cree que este resultado se debe a
las propiedades de protector solar antioxidante del nuevo
compuesto.

[0046] El1 dafio inmediato e importante infligido por la luz UVA
a las células se produce a partir de los radicales libres vy
otras especies oxidativas que también pueden ser responsables
directa o indirectamente de la reaccidén eritematdgena. Es util

entender los efectos de los absorbentes UVA/UVB %
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antioxidantes al nivel de las ROS inducidas por UV, generadas
bajo la exposicidén UVA y en luz solar natural, para comprender
la eficacia de las formulaciones cosméticas para el cuidado de
la piel y puede conducir a una mejora de la fotoproteccidn.
Esto es especialmente importante, considerando 1los numerosos
informes en la bibliografia que muestran que los espectros de
absorcién UV de los agentes protectores solares después de la
irradiacién UVA cambian en muchos casos debido a
fotoinestabilidad. Ni la combinacidén de varios filtros
organicos ni la adicién de filtros inorgadnicos parece
garantizar la fotoestabilidad. Una investigacidén reciente
hecha por Haywood vy col. (2003) indica también que los
usuarios de protectores solares estadn poco protegidos contra
la produccién de radicales 1libres por UVA y los efectos
dafiinos de UVA.

CONCLUSIONES

[0047] El1 nuevo compuesto nitrdéxido absorbente de UVB conduce

a una reduccidén significativa de la peroxidacidén de lipidos
(Figura 4). En primer lugar, esto se debe a las excelentes
propiedades secuestrantes de radicales de los radicales
nitréxido. Estos son un grupo de compuestos cuyos efectos
protectores en una variedad de sistemas bioldégicos a nivel
molecular, celular, organico y del cuerpo entero contra el
estrés oxidativo han sido establecidos ampliamente. Las
razones subyacentes de su éxito son que los nitrdéxidos son
moduladores extremadamente eficaces de 1los procesos mediados
por especies paramagnéticas (radicales % metales de
transicién), lo que los hace Utiles para probar reacciones vy
procesos asociados con los radicales libres. En la presente
descripcidén se muestra gque estos compuestos también son
extremadamente eficaces reduciendo el dafio fotooxidativo,
incluso en combinacidén con absorbentes de UV fotolébiles.
Merece la pena recordar que los nitréxidos son derivados de
fotoestabilizadores de aminas impedidas (HALs, por sus siglas
en inglés de “hindered amine light stabilizers”). Estos HALs
se utilizan ampliamente en polimeros ©para prevenir la

fotooxidacién y su efecto estabilizador se atribuye a 1la
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actividad del radical nitréoxido derivada de la amina
principal, como ha sido descrito previamente por nosotros.
Bernstein y col. han demostrado también que el nitrdxido
Tempol permite proteccién frente a la radiacién UV en un
modelo de <cultivo de fibroblastos murinos transgénicos de
fotoenvejecimiento cutéaneo, y recientemente también en
fibroblastos dérmicos humanos. Por consiguiente, estos
resultados apoyan la idea de que los antioxidantes, como 1los
nitrbéxidos, pueden proporcionar un suplemento util a 1la
proteccidn de los protectores solares frente a la
fotocarcinogénesis y el fotoenvejecimiento en la piel. Sin
embargo, la novedad del nuevo nitrdéxido descrito aquili es que
también tiene fuertes propiedades absorbentes de UVB.

[0048] Este compuesto es 0Util en particular porque la
proteccién frente a radicales libres/UVA proporcionada
actualmente por los filtros solares parece ser 1inadecuada.
Existe 1la constante necesidad de composiciones cosméticas vy
dermatoldégicas mejoradas, que sean Dblogqueantes de UV vy
antioxidantes eficaces. Esto es especialmente cierto, dado el
hecho de que la exposicién humana a UV estd aumentando debido
a la destruccidén de la capa de ozono y el uso de equipos de
bronceado modernos (soldrium y lamparas solares). El protector
solar antioxidante innovador aqui descrito es ideal para
reducir los problemas asociados con el dafio fotoinducido en la

piel.

Métodos detallados
[0049] L-oa-fosfatidilcolina (P2772: tipo XI-E), TEMPOL, 2-

etilhexil 4-metoxicinamato (octilmetoxicinamato; abreviado

agqui como OMC), asi como todos los otros reactivos y solventes
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Chemical Co. (Milan,
Italia). 4-terc-butil-4’'-metoxidibenzoilmetano (aqui abreviado
como Parsol) fue obtenido en forma de Eusolex 9020 de Merck
(Darmstadt, Alemania) y su identidad fue confirmada por RMN.

[0050] El espectro RMN 'H se registrd a temperatura ambiente en
solucidén de CDCl; en un espectrdédmetro Varian Gemini 200 (8 en
ppm referido a tetrametilsilano). Los espectros ESR se

registraron en un espectrbémetro Brucker EMX ESR equipado con
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un contador de frecuencia XL Microondas, Modelo 3120 para la
determinacién de los factores g.

[0051] Como fuente de irradiacidédn UVA se empled una lampara
solar comercial, Philips Original Home Solarium (modelo HB
406/A; Philips, Groningen, Holanda) equipada con una lampara
HPA Philips 1libre de ozono de 400 wvatios, UV tipo 3, que
proporciona un flujo de 23 mW/cm® entre 300 y 400 nm, a una
distancia de 20 cm. Siempre hay un funcionamiento previo de 15
min para permitir que se estabilice la potencia. La dosis de
UVA se mididé con un Radidémetro Power Pack UV (EIT Inc.).

[0052] RMN-'H (200 MHz, CDCls, 25°C, tras reduccién con
fenilhidrazina): & = 1,34 (s, 6H), 1,41 (s, 6H), 1,75-1,91 (m,
2"), 2,00-2,12 (m, 2H), 5,14-5,28 (m, 1H), 6,27 (d, 1H, J = 16
Hz), 6,91 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 7,48 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 7,63
(d, 1H, J = 16 Hz).

[0053] E1 -espectro ESR se registrdé en acetato de etilo
(Esquema 1): triplete con ay = 15,47 G, g = 2,00625.

Espectros de absorcidn oOptica

[0054] Se prepararon soluciones madre 10 mM de TEMPOL y 1los
ingredientes fotoactivos en acetonitrilo. Después se afiadieron
cantidades apropiadas a tampdén fosfato 5 mM, NaCl 0,9%, EDTA
0,1 mM, pH 7,4 (acetonitrilo < 2% v/v) y se mezcld
cuidadosamente hasta alcanzar concentraciones finales de 100 uM
en un volumen final de 3 ml. Las soluciones se transfirieron a
una placa de 24 pocillos para cultivos celulares (Orange
Scientific, Cambrex BioScience, Walkerville, Inc.) gque se
colocd sobre un bloque metdlico introducido en hielo a wuna
distancia de 20 cm de la fuente de luz. La placa multi-pocillo
se cubridé con una lamina de cuarzo de 2 mm de Jgrosor para
evitar la evaporacién. La dosis de UVA incidente recibida
desde arriba por las muestras fue 275 kJ/m’. Tras la
iluminacidén se tomaron 2,4 ml de muestra de cada pocillo y se
extrajeron con el mismo volumen de acetato de etilo. Se separd
la fase organica y se registrd su espectro de absorcidén en un
espectrofotémetro UV Kontron 941. Para la muestras no
iluminadas se siguidé el mismo procedimiento durante el mismo

periodo de tiempo, excepto en que las muestras fueron
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expuestas a luz artificial directa de trabajo en el

laboratorio.

Peroxidacién inducida por UVA de liposomas multilamelares de
fosfatidilcolina (PC)

[0055] Los liposomas multilamelares de PCse prepararon como
sigue. Se afiadié 1la cantidad deseada de PC de huevo en
cloroformo a un tubo de ensayo de vidrio mantenido en un barfio
de hielo y el solvente se elimindé completamente bajo corriente
de nitrégeno. Cuando se tuvieron gque analizar los compuestos,
bien solos o en combinacién, se introdujo la cantidad deseada
de una solucidén de acetonitrilo del/de los compuesto/s en otro
tubo de ensayo de vidrio y tras la evaporacidén del solvente se
afiadié PC de huevo y se sometié al mismo procedimiento
descrito anteriormente. Cada pelicula de lipido preparada se
dispersdé en 1,5 ml de tampdén fosfato 5 mM, NaCl 0,9%, EDTA 0,1
mM, pH 7,4 y se agitaron en vdértex durante 2 min hasta obtener
una suspensioén opalescente, homogénea y blanca. La
concentracién final de PC en la dispersién liposomial
multilamelar resultante fue 3,5 mM. Después cada muestra se
alicuotd en 2 partes (de 700 pl cada una) y se transfirid a una
placa multi-pocillo, cubierta con una lamina de cuarzo de 2 mm
de grosor para evitar cualquier evaporacidén y se expuso a UVA
como se describe arriba. La dosis de UVA incidente recibida
desde arriba por las muestras fue 275 kJ/m?. Al finalizar la
exposicién UVA se evalud el grado de peroxidacién de 1los
lipidos wusando un método modificado del ensayo del Aacido
tiobarbiturico (TBA).[14] En este procedimiento, 2 ml de TBA-
TCA-HC1 (TBA 0,375% p/v, TCA 15% p/v, HCl1l 0,2 M) se afiadieron
a 600 pl de muestra que contenia BHT 0,3 mM para prevenir la
posible peroxidacidén de los liposomas durante el ensayo del
TBA. Las muestras se calentaron durante 15 min a 95°C y a
continuacién se enfriaron vy centrifugaron. Se mididé 1la
absorbancia a 535 nm del croméforo rosa del sobrenadante
formado al calentar.

[0056] Se sintetizdé 2,2,6,60-tetrametil-piperidin-4-il-p-metoxi
cinamiloxi-l-oxilo (aquli abreviado MC-NO) a partir de 4-

hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-piperidin-1-oxilo (TEMPOL)
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comercial y el éster metilico del &cido p-metoxicinédmico. E1
procedimiento tipico (Esquema 1) requiere que se calienten a
reflujo los reactivos en tolueno durante 4-5 horas en
presencia de metdéxido sbédico como catalizador, como indica la
bibliografia (I. Dragutan, Free Rad. Res. Comms. 1990, 9, 379-
382) .

[0057] Se llevaron a cabo controles apropiados a lo largo de
todos los experimentos descritos arriba vy los resultados
presentados son un promedio de al menos tres experimentos
independientes, realizados cada uno por duplicado.

[0058] En los ejemplos de las realizaciones preferidas, se
describe un método para la generacidén de un compuesto novedoso
y Util para la absorcién de UV y el secuestro de ROS. Las
cantidades relativas de los ingredientes pueden variarse para
optimizar los efectos deseados, se pueden afladir ingredientes
adicionales y/o se pueden sustituir ingredientes similares por
uno o varios de los ingredientes descritos. Las
caracteristicas y funcionalidades ventajosas adicionales
asociadas con los sistemas, métodos y procesos de la presente
invencidén resultardn obvias a ©partir de la descripcidn
detallada.
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REIVINDICACIONES

Una composicién gquimica antioxidante fotoprotectora que
comprende una fraccién metoxicinamato absorbente de 1la
energia UV, unida covalentemente a una fraccién nitrdxido
de ©piperidina secuestrante de especies reactivas de

oxigeno (ROS).

La composicién de la reivindicacién 1, en la que el

metoxicinamato comprende 2-etilhexil-4-metoxicinamato.

La composicién de la reivindicacién 1, en la que el
compuesto nitrdéxido comprende 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-
4-hidroxi-1l-oxilo (TEMPO).

La composicién de la reivindicacién 1, en la que la
fraccidén absorbente de UV  comprende 2-etilhexil-4-
metoxicinamato (OMC), la fraccidn secuestrante de ROS
comprende 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-3-hidroxi-1-oxilo
(TEMPOL) y el compuesto antioxidante fotoprotector
generado segun el método comprende 2,2,6,60-tetrametil-

piperidin-4-il-p-metoxi cinamiloxi-l-oxilo (MC-NO) .

La composicién de la reivindicacién 1, en la que la

composicién gquimica tiene la férmula general:

Ri  R2
Z
0 N—O
MeO R3 R4

en la que Z representa un oxigeno o un grupo NR, con R;
representando un grupo alquilo, alcoxilo, arilo o fenilo;
y Rl1, R2, R3 y R4 pueden ser idénticos o diferentes,
representando independientemente entre si un hidrdbdgeno, un
arilo, un alquilo, un algquenilo, un alcoxi o —-COOR5 con R5

representando un alquilo, alguenilo, arilo, arilalquilo,
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un fenilo o un resto Dbenceno sustituido, un resto

bencilico o bencilico sustituido, o un resto arilico.

Una composicién dermatoldégica o cosmética antioxidante
fotoprotectora que comprende la composicién de la

reivindicacién 5 y un soporte.

Un método cosmético de tratamiento y/o proteccidén de la
piel, células, componentes celulares, lipidos, proteinas,
adcidos nucleicos, y combinaciones de los mismos frente a
los efectos dafiinos de UV, ROS o ambos, gque comprende:
administracién de una cantidad eficaz de la composicidédn de
la reivindicacién 6 a un individuo, siendo la composicién
eficaz para el tratamiento vy/o proteccidén de la piel,
células, componentes celulares, lipidos, proteinas, &acidos
nucleicos, y combinaciones de los mismos frente a 1los

efectos dafiinos de UV, ROS o ambos.
La composicién de la reivindicacién 6, en la que el

antioxidante fotoprotector comprende 2,2,6,6-tetrametil-

piperidin-4-il-p-metoxi cinamiloxi-l-oxilo (MC-NO) .
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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