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DESCRIPCION
Composicion que comprende rutin y acido graso poliinsaturado con una actividad inhibidora sobre 5-alfa-reductasa.
La presente invencion se refiere a una composicién con actividad inhibidora sobre 5-a-reductasa.

En particular, la invencién se refiere a una composicién adecuada para su utilizacion en la normalizacion del sebo y
en el trofismo de los bulbos capilares, para combatir el adelgazamiento del cabello y la pérdida de cabello y en la
alopecia.

La presente invencion procede del campo de los productos farmacéuticos, dietéticos o cosméticos adecuados para
estimular el crecimiento del cabello y regular la produccién cutanea de sebo.

La presente invencion procede del campo del campo de las preparaciones adecuadas para combatir la pérdida de
cabello y estimular el crecimiento del cabello y restablecer las condiciones fisiolégicas en los bulbos capilares y
glandulas sebaceas.

Es sabido que la alopecia androgénica es el tipo de calvicie que afecta a la mayoria de las personas que padecen la
pérdida de cabello. Esta consiste en una miniaturizacion progresiva y un afloramiento de los foliculos capilares.
Existe una predisposicion genética hacia la alopecia androgénica. Lo mas probable es que se transmitan las
enzimas implicadas en la conversion y recogida de hormonas androgénicas, es decir, las dos formas isoenzimaticas
de 5-alfa-reductasa (tipo 1y tipo 2), P 450 aromatasa y el receptor citosdlico de andrégenos. Esta enzima que se
expresa principalmente en las células foliculares, actia transformando la testosterona, la principal hormona
masculina, en su derivado activo dihidrotestosterona o DHT, uno de los factores responsables de la alopecia
androgénica, del efluvio telégeno y de la seborrea.

DHT es perjudicial para los foliculos capilares genéticamente predispuestos del cuero cabelludo. Esta hormona esta
implicada en la transformacién de la pelambre en cabello terminal en adolescentes y en seborrea. La enzima 5-alfa-
reductasa es abundante en el cuero cabelludo para favorecer la acumulacion de DHT.

Ademas, es especificamente en las estructuras foliculares del cuero cabelludo donde se producen grades
cantidades de 5-alfa-reductasa y por consiguiente grandes cantidades de DHT, que, al interferir con el trofismo de
los foliculos produce el adelgazamiento del cabello.

Se han estudiado por lo tanto sustancias activas que, al bloquear o reducir la actividad de 5-alfa-reductasa,
producen una disminucién en las concentraciones de DHT y por consiguiente una reduccion en los efectos
perjudiciales sobre el cabello.

Es también sabido que el tipo 1 de 5-alfa-reductasa esta principalmente localizado en las glandulas sebaceas, en el
higado, secundariamente en los queratinocitos de la piel y en el foliculo, en las papillas dérmicas, en las glandulas
sudoriparas. El tipo 2 de la 5-alfa-reductasa esté situado en el epididimo, en las vesiculas seminales, la préstata y la
piel genital del feto, en la vaina epitelial de los foliculos capilares, en los fibroblastos de la piel genital.

Entre las sustancias mas ampliamente utilizadas para combatir la pérdida del cabello estan los inhibidores de 5-alfa-
reductasa, entre los que la finasterida, que ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de la alopecia y la excesiva
produccion de sebo.

La utilizacion de esta molécula, sin embargo, estd acompafiada de efectos secundarios entre los que estan la
reduccion de la libido, la impotencia, agresién cutanea, reducciéon en el volumen de esperma asi como una
contraindicacién general en caso de embarazo.

Para superar estos inconvenientes, se ha recurrido a la utilizaciéon de sustancias alternativas de origen natural con
pocos efectos secundarios.

Los estudios sobre una planta originaria de Japon, Boehmeria nivea var. nipononivea perteneciente a la familia de
las Urticaceas ha demostrado que los extractos tienen una accién significativa para estimular el crecimiento del
cabello.

Los estudios clinicos efectuados por el mismo solicitante han comprobado que el extracto acuoso de Boehmeria
produce efectos terapéuticos sumamente significativos. El extracto vegetal de Boehmeria se ha aplicado por
consiguiente como agente regulador del trofismo capilar en formulaciones para uso oral o topico.

Las urticaceas son responsables de reacciones alérgicas, también graves, y por consiguiente estan contraindicadas
particularmente en personas expuestas al riesgo de asma atopica. Ya que es probable que el fitocomplejo
extractado de la planta en si mismo contenga sustancias responsables de estas reacciones alérgicas, es por
consiguiente también necesario contraindicar el uso de productos que contienen el extracto de Brohemeria en
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personas expuestas al riesgo de alergias, en particular personas asmaticas.
Esto representa una causa grave de preocupacidon que ademas desanima a todos los potenciales usuarios de
adoptar el producto.

Por consiguiente se siente necesidad en el estado actual de aprovecharse de los preparados de origen vegetal
alternativos a Boehmeria nipononivea cuya utilizacion sin embargo minimiza los riesgos de reacciones alérgicas.

Uno de los objetivos de la presente invencién por consiguiente consiste en proporcionar una composicién a base de
principios activos de origen natural que, aunque presentan actividad en el bulbo capilar y regulacién del sebo,
minimiza o elimina los riesgos de desarrollar las reacciones alérgicas tipicas de las urticaceas.

A la vista de estos objetivos segun el primer aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion
segun la reivindicacion 1. Segun otras formas de realizacion de la presente invencion, se proporcionan las
combinaciones segun las reivindicaciones 5y 6.

El solicitante procedié a examinar los constituyentes conocidos de Bohemeria nipononivea y a verificar los efectos
fisiolégicos ejercidos a escala experimental. A partir de este estudio, se descubrié que ninguno de los constituyentes
conocidos solo permite que se obtengan resultados que sean comparables al extracto completo. Durante esta
investigacion, sin embargo, el solicitante consiguidé efectuar la invencién en cuestién lo que sorprendentemente
permite obtener efectos que son comparables o superiores a los que pueden obtenerse con el extracto completo,
utilizando una combinacién apropiada de solo dos de sus constituyentes. Existen sustancias puras de origen natural
y estan disponibles en el mercado: rutin y acidos grasos poliinsaturados.

Rutin es un principio activo que pertenece a la familia de los flavonoides, grupo de sustancias polifuncionales con
actividad de interés funcional en el campo nutritivo y terapéutico. Desde un punto de vista de quimico, los
flavonoides son difenilpropanoides divididos en varios grupos en funcién del grado de oxidacion del anillo
heterociclico. La naturaleza de los grupos funcionales determina la actividad de los flavonoides como agentes
antioxidantes y antiinflamatorios.

El solicitante ha descubierto que al asociar rutin con acidos poliinsaturados omega 6, en una composicion, no
solamente se obtiene un gran actividad sino que el riesgo de desarrollar reacciones alérgicas asociadas a la
utilizaciéon de extractos de Bohemeria nipononivea se reduce o elimina considerablemente.

Ademas de una accion sobre 5-alfa-reductasa, los acidos poliinsaturados utilizados dentro del alcance de la
invencion ejercen otras funciones importantes tanto de tipo estructural, ya que son componentes fundamentales de
las membranas celulares de todos los tejidos, como también metabdlico, ya que toman parte en una serie de
reacciones de oxidacion y ciclacion para la formacion de prostaglandinas y leucotrienos que participan en la
regulacion de numerosas funciones del organismo.

Segun una forma de realizacion de la invencién, los acidos poliinsaturados omega-6 (PUFA) que pueden utilizarse
dentro del alcance de la invencion se seleccionan de entre el grupo que comprende:

Denominacion corriente Denominacién quimica
Acido linoleico 18:2 (n-6) | Acido 9,12-octadecadenoico
Acido gamma-linolénico 18:3 (n-6) | Acido 6,9,12-octadecatrienoico
Acido eicosadienoico 20:2 (n-6) | Acido 11,14-eicosadienoico
Acido dihomogammalinolénico 20:3 (n-6) | Acido 8,11,14-eicosatrienoico
Acido araquidénico 20:4 (n-6) | Acido 5,8,11,14-eicosatetranoico
Acido docosadienoico 22:2 (n-6) | Acido 13,16-docosadienoico
Acido adrénico 22:4 (n-6) | Acido 7,10,13,16-docosatetraenoico
Acido docosapentanoico 22:5 (n-6) | Acido 4,7,10,13,16-docosapentaenoico

Entre estos acidos poliinsaturados omega-6, los acidos gamma-linolénicos, identificados con la abreviatura AGL, y el
acido linoleico han demostrado ser los mas eficaces en la regulacién de la actividad de la enzima 5-alfa-reductasa.

Una composicion preferida de la invencién por lo tanto comprende la asociacion de acido gamma-linolénico, acido
linoleico y rutin en un excipiente farmacéuticamente o fisiolégicamente aceptable.

AGL es un acido graso esencial (AGE) de la familia omega-6. Los AGE son esenciales para la salud y no se
producen en el cuerpo pero deben administrarse con los alimentos. Los AGE son necesarios para las funciones
cerebrales normales, el crecimiento, el desarrollo, la nutricibn 6sea, la regulacion del metabolismo y el
mantenimiento de los procesos reproductivos. AGL ejerce también un accién antiinflamatoria ademas de actuar
sobre el crecimiento de los queratinocitos, normalizando las caracteristicas lipidicas.

El &cido linoleico es otro acido graso de la familia omega-6 que se convierte en AGL en el organismo.
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El solicitante ha descubierto ademas una fuente natural muy rica en acidos grasos poliinsaturados y en particular
acido linoleico y acido linolénico en aceite de borraja (Borago officinalis L.).

En particular, el aceite de borraja tiene la composicion siguiente:

Denominacion corriente Isbmeros | Especificaciones | Procedimiento
Acido oleico C18:1 > =150 mg/g GLC
Acido linoleico C18:2 > = 360 mglg GLC
Acido gamma-linolénico (GLA) C18:3 >=225,4 mg/g GLC
Acidos grasos saturados > =120 mg/g AOAC
Acidos grasos insaturados > =220 mg/g AOAC
Acidos grasos poliinsaturados > =566 mg/g AOAC

Segun una forma de realizacion de la invencion, el aceite de borraja se aplica como ingrediente rico en AGL y acido
linoleico, en la composicion de la invencion.

La composicion de la invencion se aplica en el campo farmacéutico o dietético para la regulacién de la produccion de
sebo en la piel y/o el trofismo de los foliculos capilares. En particular la composicion de uso en atrofia bulbar, efluvio
telégeno y alopecia androgénica.

Con respecto a la utilizacion del extracto de Bohemeria nipononivea, la utilizacion de la composicion de la invencién
también proporciona una serie de ventajas sumamente significativas entre las que se encuentran:

- la utilizaciéon de principios activos de origen natural que son puros, bien controlados y con una calidad
constante; el extracto por el contrario presenta una variabilidad tipica de productos de este tipo;

- la ausencia de problemas asociados al suministro estacional de plantas cuyo extracto se produce y la falta de
disponibilidad periédica consiguiente de materias primas; el extracto de Boehmeria se prepara de hecho solo
una vez al afio, cuando la planta se recoge, y debe adquirirse en cantidades enormes con los consiguientes
problemas de almacenamiento y conservacion;

- bajos costes de los principios activos naturales;

- ningan problema de polucion microbioloégica observada frecuentemente en el extracto de Boehmeria que,
como todos los extractos de farmacos, esta caracterizado normalmente por cargas microbianas mucho
mayores que las de las sustancias puras;

- como ya se ha mencionado, una reducciéon considerable en la verificacion de las respuestas alérgicas
atribuida a algunos de los componentes presentes en los extractos vegetales de las urticaceas (Boehmeria
nipononivea).

La utilizacién de la composicion de la invencion también da lugar a una reduccién de la secrecion de sebo con
efectos beneficiosos sobre el acné y la seborrea y una regulacion del crecimiento fisiolégico del cabello, con un
efecto favorable sobre la alopecia androgénica y el efluvio telégeno.

Las composiciones de la invencién para uso general o topico pueden producirse en forma de comprimidos, pildoras,
capsulas, solucion, suspension, jarabe, locién, espuma, crema y en formas adecuadas para la liberacion controlada
de los principios activos.

Los preparados para la administracion de la invencion se efectlian segun técnicas de preparacién habituales de
productos dietéticos y/o farmacéuticos, afladiendo uno 0 mas excipientes fisiol6gicamente aceptables a los principios
activos sinérgicos.

Se utilizan por lo tanto, excipientes fisiologicamente aceptables, mezclados con conservantes, estabilizantes,
excipientes, vehiculos y agentes aromatizantes.

Una composicién tipica para uso oral, por ejemplo, estd en forma de comprimido con un nucleo que contiene los
principios activos descritos anteriormente, dentro de una pelicula de recubrimiento. El recubrimiento comprende por
lo general una o mas sustancias seleccionadas de entre metilhidroxipropil celulosa, celulosa microcristalina, acido
estearico y pigmentos adecuados tales como dioxido de titanio, 6xido de hierro y similares.

En la composicion de la invencion, los principios activos de la invencion estan presente por lo general en cantidades
variables, oscilando por lo general entre 0,1% en peso al 15% en peso, mas preferentemente entre 1y 10% en peso.
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Segun otra forma de realizacion, se proporciona un procedimiento para regular la produccion de sebo en la piel y el
trofismo de los foliculos capilares que comprende la administracion o aplicacion de una preparacion del tipo descrito
anteriormente a una persona que necesita el tratamiento.

Segun otro aspecto de la invencion, se proporciona la utilizacion de un acido graso poliinsaturado omega-6 y rutin
para la produccién de una composicion destinada a regular la actividad de 5-alfa-reductasa, particularmente
adecuada para regular la produccion de sebo de la piel y/o el trofismo de los foliculos capilares.

Los ejemplos siguientes se proporcionan a titulo puramente ilustrativo de la presente invencién y de ninguna manera
debe considerarse que limitan el alcance de la proteccion segun las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1

Comprimido recubierto para uso oral como integrador alimenticio indicado como Util para el trofismo de los bulbos
capilares y durante la menopausia.

Fosfato calcico dibasico dihidratado ..................ccoee v, 186 mg
Celulosa microcristalina ..........c..oviveviiie i, 170 mg
Aceite de borraja (acido graso poliinsat. omega-6 .............. 60 mg
Extracto émblico anhidro ............coooviiiiiiiiii 100 mg
Isoflavonas de soja .......ccoovvvi i, 100 mg
Hidroxipropilmetilcelulosa ............cccooiiiiiiiii i, 70 mg
Quelato de aminoAcido CoNCiNC ........cccoveiiiii i, 37,5mg
Quelato de aminoacido con cobre al 10% .............coeeneeeee. 12 mg
Mono- y di-glicéridos de 4cidos grasos ................coueenenee. 11 mg
RULIN Lo e e e 10 mg
d-pantotenato de CalCio ..........coooiiiiiiiiiii e, 9,9 mg
Didxido de silicio (silice colidal) ...........cooviiiiiiiii e 7,5mg
Triclorhidrato de espermidina .............cooooviiieiiiie i, 0,55 mg
ACIHO FOlICO ..o e e 0,33 mg
[2710) 11 = 0,165 mg
RESVEIALrol ... 0,05 mg
SepifilmM LPO30 ..ot 25 mg
Sepifilm TM lipido 770 blanco .............cocooviiiiiiiiien 24,575 mg
Oxido de hierro amarillo (E 172) .......covvveeeeeeeeeeiieeaennn. 0,25 mg
Oxido de hierro r0jo (E 172) ...ovvvve e eee e, 0,175 mg
Ejemplo 2

Comprimido para uso oral.

L1-MEtIONING ...ee et e e e e 300 mg
Aceite de borraja (acido graso poliinsat. omega-6) ............. 40-100 mg
RULIN Lo e e e 3-12mg
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ACIHO @SCOIDICO ... vveieecii e e 90 mg
Acetato de vitamina E (d1-alfa tocoferol) ................coeeni. 15 mg
Vitamina B6 (PiridOXiNg) ..........oeviuiiiiiiiiiieiiie i, 2,7 mg
Triclorohidrato de espermidinga ...........cccooveiiiii i, 0,5mg
d-pantotenato CAICICO ..........cccvvviie i, 9 mg
d-bIotina ... 0,15 mg
Quelato de aminoAcido CoONCiNC ........c.cooveiiiii i, 37,5mg
Quelato de aminoacido con cobre .............cooee i, 12,5mg
ACIHO FOlICO .oovvv e 0,33 mg
Celulosa microcristalina ..........ocvevieiiiiiiiiice e 50-150 mg
Hidroxipropilmetilcelulosa ..., 40-60 mg
D211 o - 5-15mg
DioXido de SIlICIO .....vevvie i 5-7 mg
Fosfato dicalcico dibasico dihidratado ............................ 50-120 mg
Estearato de magnesio ..........coivviiiiiiiii i 5-8 mg
Ejemplo 3

Comprimido de uso oral con actividad reqguladora del sebo para combatir la caspa.

Lactobacillus rhamnosus ..o 1x10° ufc/cpr
Aceite de borraja (acido graso poliinsat. omega-6) ............. 40-100 mg
RULIN L. e e e 3-12 mg
Y= (o] T - USSR 200 mg
Vit. B5 (Pantotenato CAICICO) ......ccovcvvevieeiiiiiiece e 9 mg

Vit. B6 (PiridOXiNa) .......eeeveeeiiieiiiaeeeiiiieie e 2mg
[2710) 11 7= T 0,23 mg
[21=] = B o= [ (0] (=] o Lo TN 7,2mg
Vit. B2 (RIboflavina) .........ccooviiiiiiiiiiiie e, 1,6 mg
Extracto de ajuga anhidro .............occvvveiiiiiiiieee e 2,5mg
Quelato de aminoAcido CON CINC .......ccceeeeeeiiiiieceeeiiieeeee s 37,5 mg
VIEAMING C .ot 60 mg
Vitamina E (acetato de d1-alfa tocoferol) .................c.oviie 15 mg
Levadura con SEIeNI0 ........cevveiiiiiiiie e 0,2 mg
Quelato de aminoAcido con cobre .........cccccveeeeiiiiiiieee e, 12,5mg
Celulosa microcristaling ..........cc.eeeeriiiiiiieiieniee e 50-150 mg
Hidroxipropilmetilcelulosa ..........ccccoevviiiiiieecciiiee e 40-60 mg
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Fosfato dicalcico dibasico dihidratado ........................... 50-120 mg
Estearato de Magnesio .........c.cceevviiiiiiieiiiiiie e 5-10 mg
[DJ10) (e [0 Jo (=T 11T o TS 5-10 mg
Ejemplo 4

Comprimido de uso oral para la prevencién de la alopecia androgénica en adultos jévenes.

Triclorohidrato de espermiding ............ccccceeriiieneeenniieeeeenn. 0,5mg
d-pantotenato CAICICO .......ccovcveeiieieriiiee e 9mg
-DIOtINA ..o .0,15 mg

(O 18 1=T (o1 (] - N 0,9 mg
Aceite de borraja (acido graso poliinsat. omega-6) ............. 40-100 mg
RULIN < 3-12mg
Clorhidrato de L-arginina ..........ccceeevviviieeeiiiiiiiee s esiieeee e 242 mg
Extracto de Ajuga reptans anhidro .............ccccceeiiiiieneeennen 5mg

Cinc (como quelato de aminoAacido) ............ccoeveieeieevennnn. 7,5 mg
Cobre (como quelato de aminodcido) ............c.cevvveiiennanns 1,2mg
Dextrina de tapioCa .........cocvvreeeiiiiiiiieeeeciiir e 40-100 mg
Celulosa microcristalina ..........ccveeeeeiviiieeeeeiiiiiiee e 130-200 mg
Ejemplo 5

Céapsulas para uso oral con una accién estimulante sobre los bulbos capilares y normalizadora del sebo.

Acidos gamma-linilénico y linoleico .............ccoeevvviininnn... 20-50 mg

Dextrina de tapioCa .........ccovvrieeeiiiiiiie e 40-100 mg

RULIN e 3-12mg

Celulosa microcristaling ...........c..eeevieiiiiiiiieiiiiiie e 50-150 mg
Fosfato dicélcico dibasico dihidratado ...................c.coo..ie 50-150 mg
Estearato de Magnesio ........cccceevevviiiie e 3-8 mg

DidXido de SIlICIO ..vvveeviiiiiiiieiiiiee e 3-6 mg

Gelatina natural (recubrimiento externo) ........................... cantidad suficiente
Ejemplo 6

Locién para uso tépico con una accion tréfica sobre los bulbos capilares y normalizadora del suero.

ACIHO CItHICO ..t 0,04-0,052 mg
EDTA diISOAICO v 0,03-0,06 mg
AICONOL ... 15-20 mg
Aceite de ricino hidrogenado con PEG-40 .................c.... ... 0,5-3mg
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TWEEN 20 . woiiiiiiiiiiiieiei e 0,5-1,0 mg

Perfume ... 0,10 mg

Acido grasos poliinsaturados omega-6 ............................ 0,5-1,8 mg

RULIN e 0,2-0,5 mg

AGQUA .ttt e e complemento a 100 mi
Ejemplo 7

Champu anticaspa

EDTA diSOAICO ...vvvvveeiiiiiiiiie ittt 0,1-0,3 mg
Polyquaternium-10 .........ccccveeiiiiiiiiee et 0,1-0,3 mg
Polyquaternium-55 ... 0,1-0,5 mg
ACIHO CIEFICO e e 0,6-0,8 mg
ATGININGA i 0,05-0,1 mg
Proteina de trigo hidrolizada con undecilonail potasico ........ 3,6 mg
Lauroil sarcosinato SOAICO .........ccoeveeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeee e 1,5mg
COoCAMIAA MIPA ...eeviieieei e e 1-3mg
Piroctona olamina ........cccceeeeiiiiiiie e 0,1-0,5 mg
Eter laurilico sulfosuccinato dis6dico ...............ccoevvvvvnnnnn.. 1-5mg
Capriloil glutamato diSOdICO ........cceeeruieeiiiieeiie e 0,4-1 mg
Coceth sulfato de CINC .....oceeeiiiiii e 1-8 mg
Gliceril palmato hidrogenado con Peg-200 ........................ 0,5-3mg
Gliceril cocoato CoN Pet-7 ......cccvvviiiiiiiiieiieecee e 0,5-2 mg
LAUMEN-2 ..oeeeie e 0,05-2 mg
Aceite de ricino hidrogenado con Peg-40 .............c.c..ccunes 0,2-1 mg
Fenil trimeticona ..........ooiivvei e 0,05-3 mg
Silicona quaternium-15 ..ot 0,005-1 mg
LaUreth-4 ..o 0,01-0,5mg
Aceite de borraja (acido graso poliinsat. Omega-6) ............ 0,5-1,8 mg
RULIN e e e e 0,2-0,5 mg
Perfume ......ocoiiiie cantidad suficiente
AGQUA .ttt raea e e complemento a 100 mi

Se efectud un estudio sobre la composicion del ejemplo 1 para evaluar la capacidad de los principios activos
contenidos en la misma de modular la actividad de la enzima 5-alfa-reductasa in vitro, después del tratamiento de
hasta 72 horas con el material ensayado en una estirpe celular de fibroblastos murinos. Esta enzima esta presente
en la piel, en los melanocitos, fibroblastos, queratinocitos, convierte la testosterona en dihidrotestosterona (DHT) y
ejerce una funcién clave en muchos trastornos de la piel tales como el acné comun, hirsutismo, seborrea y alopecia.
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En la prueba en cuestion, los fibroblastos se trataron con testosterona para aumentar la producciéon basal de 5-alfa-
reductasa, y a continuacion con el material en estudio a diferentes concentraciones durante un periodo de hasta 48
horas.

El contenido de DHT producida por las células tratadas se en diferentes criterios de valoracion (en este caso
especifico a las 24 y 48 horas) por el método ELISA y, por comparacion con las células sin tratar, puede estimarse el
porcentaje de inhibicién de la actividad enzimatica especifica.

Un extracto valorado de Serenoa Repens (palmito enano), planta muy conocida en farmacopea por su capacidad de
inhibir la 5-alfa-reductasa y utilizarse con esta finalidad en el tratamiento de la hiperplasia prostatica en el hombre, se
utilizé como referencia positiva.
Como material comparativo se utilizaron los siguientes productos:

Extracto anhidro de Boehmeria nipononivea

Aceite de borraja en polvo (omega-6)

Rutin

Procedimiento experimental

Procedimiento de ensayo:

Modelo experimental

El modelo celular utilizado para el ensayo in vitro esta representado por:

fibroblastos murinos (células 3T3). La estirpe celular procede de fibroblastos de la cepa Swiss de ratones
albinos estabilizada por embriones.

Preparacién de la muestra de ensayo

Las muestras se disolvieron en una solucién de etanol absoluto y agua (1:1) y a continuacién se diluyeron en el
medio a las concentraciones siguientes:

- Extracto anhidro de Boehmeria nipononivea 10 ug/ml

- Aceite de borraja en polvo (omega-6) 6 pg/mi

- Rutin 0,5 pg/mi

- Mezcla de aceite de borraja en polvo (omega-6) y Rutin de la invencién: 6,5 pg/mi

Referencia positiva

Se utilizé Serenoa repens a una concentracion final de 10 yg/ml como referencia positiva, en presencia de 1 ug/l de
testosterona.

Procedimiento de ensayo

Fase de preincubacién

Las células se plantan en matraces de 25 cm® (T25) en un medio de cultivo DMEM (medio esencial minimo de
Dulbecco) con adiciéon de 10% de SBF (suero bovino fetal). Una vez se ha alcanzado la confluencia, los cultivos se
tratan durante 24 horas con 10 ng/ml de testosterona.

Fase de tratamiento

Después de la fase de preincubacion, los cultivos celulares se tratan con los materiales de partida indicados a la
concentracion final prevista. Como referencia positiva se utiliza el extracto de Serenoa repens a 0,1 mg/ml, mientras
que la referencia negativa consiste en placas tratadas con el disolvente. La exposicion se prolonga durante 24 a 48
horas en una incubadora a 37°C, 5% de CO,, renovando el medio cada 24 horas. Cada muestra se prueba por
duplicado. Al final del experimento, se efectla un recuento celular para evaluar posibles efectos citotoxicos. La
determinacion de la cantidad de DHT y testosterona presentes se efectla por ensayos de inmunodiagndstico
(ELISA) en los compartimentos extracelular (medios de cultivo acondicionados) e intracelular (extractos celulares).
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Preparacion de los extractos celulares

Al final del experimento, se recoge el medio de cultivo de cada matraz y se prepara un extracto celular. Este se
prepara en cuatro fases:

- tripsinizacion de la capa celular in situ en el matraz
- centrifugacion y recogida de las células en granulos
- extraccion con Triton X-100 (1% en medio basal)

- bafio de ultrasonidos durante 30 minutos

Determinacién de DHT

Se extrajeron 50 uyl de medio de cultivo de cada cavidad, para utilizar en la determinacion de DHT mediante el
ensayo ELISA, llevado a cabo a temperatura ambiente a cada criterio de valoracién (24-48 horas). El procedimiento
comprende el tratamiento de una curva patrén, calculada en un intervalo de concentraciones apropiadas. El ensayo
ELISA utiliza un anticuerpo especifico dirigido contra DHT humana inmovilizada en un sustrato solido y un reactivo
(DHT conjugada con peroxidasa de réabanp picante) que compite por la union con el anticuerpo. La reaccion se
revela por medio de una solucién del sustrato y desarrolla un compuesto coloreado, inversamente proporcional a la
concentracion de DHT. La absorbancia a 450 nm se lee para cada muestra.

Las muestras se leen a una longitud de onda de 450 nm.

Calculo de los resultados

Determinacién de la dihidrotestosterona (DHT) final

Como se especifico anteriormente, la concentracion real de DHT se calcula segin la formula:

[DHT medida] — [suero bovino con DHT] — [reticulacion de testosteronal

en la que la cantidad de DHT presente en el medio (procedente del suero bovino) es igual a 0,1 ng/ml.
La reticulacion de testosterona se calcula segun la férmula: [concentracién de testosterona] x 8,7/100.

En este punto, es posible calcular el porcentaje de inhibicién de 5-alfa-reductasa. El resultado se expresa como la
media experimental medida. El error experimental total se estima que no es superior al 10%.

El % de actividad de 5-alfa-reductasa se calcula con respecto a la referencia sin tratar con la sustancia que se esta
examinando:

% de reduccién = [absorbancia media de referencia — absorbancia media del producto tratado] / absorbancia
media de referencia x 100

Resultados
24 horas 48 horas
DHT, pg/ml Inhibicién, % DHT, pg/ml Inhibicién, %
Referencia negativa 99,0 35,1
Referencia positiva:
Serenoa repens 10 ug/ml 98,2 0,8 27,8 20,8
Extracto seco de 95,0 4,0 26,6 24,2
Boehmeria, 10 yg/ml
Mezcla de omega-6 y 95,2 3,8 23,6 32,8
Rutin, 6 yg/ml

Los resultados demuestran que entre las sustancias ensayadas, la mezcla de acidos grasos poliinsaturados omega-
6 con rutin resulta ser mas eficaz que el extracto de Boehmeria en la inhibicién de la actividad de la enzima 5-alfa-
reductasa con una actividad maxima a las 48 horas (-32,8%).

El efecto de Boehmeria y de la mezcla de acidos grasos poliinsaturados omega-6 con rutin se demuestra mas
rapidamente con respecto a la referencia positiva, que consiste en Serenoa repens.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion para regular el trofismo de los foliculos capilares y/o la producciéon de sebo en la piel para su
utilizacion en el tratamiento de la atrofia bulbar, el efluvio telégeno, la alopecia androgénica, el acné y la seborrea
gue comprende acido gamma-linolénico, acido linoleico y rutin en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

2. Composicion para su utilizacion segun la reivindicacion 1, caracterizada porque dicho acido gamma-linolénico y
acido linoleico estan presentes en una cantidad comprendida entre 0,01 y 10% en peso y dicho rutin esta presente
en una cantidad comprendida entre 0,001 y 10% en peso con respecto al peso total de la composicion.

3. Composicion para su utilizacion segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizada porque la
composicion comprende ademas uno o mas entre los componentes siguientes: extracto émblico anhidro, isoflavonas
de soja, quelato de aminoécido y cinc, quelato de aminoacido y cobre, d-pantotenato de calcio, triclorhidrato de
espermidina, acido folico, biotina y resveratrol.

4. Composicién para su utilizacion segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque
comprende aceite de borraja y rutin.

5. Combinacién de acido gamma-linolénico, acido linoleico y rutin para regular el trofismo de los foliculos capilares
y/o la produccion de sebo en la piel para su utilizacion en el tratamiento de la atrofia bulbar, el efluvio telégeno, la
alopecia androgénica, el acné y la seborrea.

6. Combinacion de aceite de borraja y rutin para su utilizacién en la regulaciéon de la produccién de sebo en la piel
y/o del trofismo de los foliculos capilares.

7. Combinacién para su utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, en la que dicha composicion es un
integrador alimenticio o un producto dietético para uso oral.

8. Combinacién para su utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, en la que dicha composicién es un
producto farmacéutico para aplicacion tépica.
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