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DESCRIPCION
Pterostilbeno (PTER) para uso en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades, dafios o lesiones cutaneas

Campo de la invencién

La presente invencién puede entrar dentro del campo técnico farmacéutico.

Estado de |la técnica

Una elevada ingesta de frutas y hortalizas se asocia con un estilo de vida saludable. Esta asociacion se debe a la
presencia en los alimentos de antioxidantes naturales, principalmente compuestos polifenélicos. Uno de los polifeno-
les que ha levantado mas interés en la comunidad cientifica es el resveratrol (3,4',5-trihidroxi-trans-estilbeno; RESV),
un pequefio polifenol presente en cantidades significativas en el vino, al que se le han atribuido posibles efectos
beneficiosos en diferentes enfermedades cronicas (especialmente cancer, enfermedad cardiovascular, diabetes de
tipo 1l y enfermedades neurodegenerativas). Las propiedades anticancerosas del RESV fueron propuestas por pri-
mera vez por Jang et al. (Jang M, Cai L, Udeani GO, Slowing KV, Thomas CF, Beecher CW, Fong HH, Farnsworth
NR, Kinghorn AD, Mehta RG, Moon RC, Pezzuto JM. (1997) Science 275(5297):218-20), con efectos sobre las tres
etapas del desarrollo del cancer (inicio, estimulacion y progresion). Los efectos anticancerosos del RESV estan muy
limitados por su baja biodisponibilidad (Asensi M, Medina I, Ortega A, Carretero J, Bano MC, Obrador E, Estrela JM.
(2002) Free adic Biol Metal. 33(3): 387-98). Debido a este inconveniente, se analizaron algunos otros polifenoles con
mejor biodisponibilidad para el tratamiento del cancer. Se ha demostrado que la combinacién de PTER (3,5-
dimetoxi-4 ‘'-hidroxi-trans-resveratrol, PTER, un derivado del RESV) y QUER (3,3, 4 '5,6-pentahidroxiflavona;
QUER), dos pequefios polifenoles naturales que tienen la férmula siguiente

OH
H5CO. O N O

OCH3;

PTER

QUER

era eficaz para inhibir el crecimiento metastatico de un melanoma maligno altamente agresivo (Ferrer P, Asensi M,
Segarra R, Ortega A, Benlloch M, Obrador E, Varea MT, Asensio G, Jorda L, Estrela JM. (2005) Neoplasia. 7(1):37-
47). Ademas, la asociacion de PTER y QUER, al potenciar los efectos antitumorales de la quimioterapia més radiote-
rapia, facilita la eliminacién de cancer colorrectal humano resistente xenoinjertado en ratones inmunodeficientes
(Priego S, Feddi F, Ferrer P, Mena S, Benlloch M, Ortega A, Carretero J, Obrador E, Asensi M, Estrela JM. (2008)
Mol Cancer Ther. 7(10): 3330-42). PTER y QUER se administraron por via intravenosa y/u oral.

En recientes estudios epidemioldgicos se ha demostrado que mas del 90% de todos los canceres de piel se deben a
una exposicion excesiva al sol, especialmente ultravioleta B (UVB). La incidencia de estos canceres, tanto de tipo
melanoma como no melanoma, esta creciendo de un modo espectacular (las muertes por cancer de piel se han
duplicado en los ultimos 20 afios).

Por consiguiente, hace mucho que en la técnica existe la necesidad de composiciones capaces de prevenir y/o tratar
enfermedades (incluyendo el cancer de piel), lesiones o dafios cutaneos causados por la prolongacion excesiva a la
radiacion, en particular a UVB (rayos ultravioleta B).
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No obstante, las enfermedades, lesiones o dafios cutaneos se pueden deber, no solo a la exposicién a la radiacion,
sino también a otros factores como factores inmunolégicos. La mayoria de las enfermedades, lesiones o dafios
cutaneos comparten la presencia de procesos inflamatorios asociados con patologias cutaneas. Ademas, la exposi-
cion de la piel a la radiacion o a procesos inflamatorios en la piel asociados con dicha exposicion a la radiacion o con
otras causas, como enfermedades cutaneas autoinmunitarias o enfermedades cutaneas alérgicas, tales como pso-
riasis, dermatitis de contacto alérgica o dermatitis atépica, también comparte un incremento del estrés oxidativo de la
piel, mediante la produccion de radicales de oxigeno y otras especies oxidativas como el 6xido de nitrdgeno (NO) de
peroxinitrilo, a modo de ejemplo.

Las anomalias asociadas con inflamaciéon comprenden un grupo grande y no relacionado de trastornos que subya-
cen a una vasta variedad de enfermedades humanas. No obstante, el objetivo de la presente invencién no se centra
en la prevencién/tratamiento de la inflamacion especificamente, sino en un grupo particularmente seleccionado de
indicaciones, todas ellas relacionadas con la piel, que se tratan aplicando formulaciones tépicas, mas particularmen-
te las enfermedades cutaneas causadas por la exposicién a la radiacion. Ademas, el estado de la técnica ha divul-
gado farmacos administrados por via oral que podrian ser Utiles para el tratamiento de enfermedades inflamatorias,
aunque estos farmacos administrados por via oral nunca ejercerian sus potenciales efectos terapéuticos en un tejido
diana lejano como la piel.

Se ha divulgado (Rubia Casagrande, Sandra R. Georgetti, Waldiceu A. Verri Jr., Daniel J. Dorta, Antdnio C. dos
Santos, Maria J. V. Fonseca_[2006]; J. Photochem Photobiol B: Biology 84: 21-27 y Alena Svobodova, Jitka Pso-
tova, Daniela Walterovéa [2003]; Biomed. Papers 147(2): 137-145) que la QUER es eficaz en la prevencién de efec-
tos perjudiciales de la radiacion UV sobre la piel. No obstante, el espectro de absorcién de QUER muestra la
mayoria de sus picos maximos a longitudes de onda en el intervalo de UVA (320-400 nm), no en el intervalo de UVB
(290-320 nm), precisamente en el que el espectro de absorcion de PTER tiene su area maxima.

En el estado de la técnica (documento WO01/43705 A2), para el cuidado de la piel se usa una combinacion de algu-
nos miembros de la familia quimica del estilbeno, no especificamente PTER, con retinoides.

La presente invencion da un nuevo paso hacia delante, hacia la solucion de los problemas anteriores, desarrollando
composiciones centradas en la prevencion y/o en el tratamiento de enfermedades, lesiones o dafios cutaneos, ba-
sadas en PTER, como compuesto activo principal y, mas particularmente, en combinaciones de PTER y QUER.
Ademas, la presente invencién también se aplica a la piel de mamiferos (humanos) con una formulacién, particular-
mente formulaciones de proteccion solar, locion para después del sol, antienvejecimiento, antiarrugas, formulaciones
con fines fotoprotectores, antes de que pueda producirse ninguna enfermedad, dafio o lesion cutanea.

Descripcién de lainvenciéon

La presente invencion se refiere principalmente al uso de PTER, o cualquier sal aceptable del mismo, opcionalmente
en combinacién con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para la fabricacion de composiciones farmacéuti-
cas para prevenir y/o tratar enfermedades, dafios o lesiones cutdneas. Los procedimientos terapéuticos de preven-
cion y/o tratamiento de enfermedades, dafios o lesiones cutaneas comprenden la administracion de una cantidad
eficaz de una composicién que comprende PTER como compuesto activo, o cualquier sal aceptable del mismo,
opcionalmente en combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, a un sujeto que lo necesite. La
presente invencion también se refiere a las composiciones farmacéuticas, per se, que comprenden PTER como
compuesto activo o cualquier sal aceptable del mismo, opcionalmente en combinacion con QUER, estando preferen-
temente en forma de formulaciones tépicas y, mas preferentemente, en forma de liposomas, la invencion también
cubre el procedimiento de preparar dichas formulaciones liposémicas.

QUER se puede sustituir por cualquier otro polifenol, siempre que la combinacién con PTER muestre un efecto
sinérgico.

A efectos de la presente invencion, los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas que pueden encontrarse en
plantas, aunque no exclusivamente, y se caracterizan por la presencia de mas de una unidad fenol o bloque compo-
nente por molécula. En general, los polifenoles se dividen en taninos hidrolizables (ésteres de acido gélico de gluco-
say otros azucares) y fenilpropanoides, tales como ligninas, flavonoides y taninos condensados.

La accion de PTER y, opcionalmente, también su combinacién con QUER, se ejerceria de muchas formas:
a) como filtro de UV porque ambos polifenoles tienen estructuras quimicas que permiten la absorcion de la ra-
diacion.
b) como secuestrantes de radicales libres de oxigeno de especies reactivas de oxigeno (ROS) producidos du-

rante la irradiacién y/o durante procesos inflamatorios.
¢) como agentes antiinflamatorios e inmunomoduladores.

En una realizacion preferida, las composiciones de la invencién comprenden una combinacién de los dos compues-
tos activos PTER y QUER, o cualquier sal aceptable de los mismos. Por tanto, los métodos de prevencion y/o trata-
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miento comprenden la administracién de una cantidad eficaz de una composicion que comprende PTER y QUER, o
cualquier sal aceptable de los mismos, a un sujeto que lo necesite.

Un “sujeto”, como se define en la presente memoria descriptiva, es un mamifero, por ejemplo un ser humano.

Procesos inflamatorios, como se define en la presente invencion, comprenden procesos de inflamaciéon aguda o
crénica iniciados por células ya presentes en todos los tejidos, principalmente macréfagos residentes, células dendri-
ticas, histiocitos, células de Kuppfer y mastocitos. Al inicio de una infeccién, quemadura u otra lesién, estas células
sufren activacion y liberacién de mediadores inflamatorios responsables de los signos clinicos de inflamacion. La
vasodilataciéon y su incremento de flujo sanguineo resultante producen enrojecimiento e incremento de calor. El
incremento de la permeabilidad de los vasos sanguineos tiene como resultado una exudacion (salida) de proteinas
plasmaticas y fluido en el tejido (edema), que se manifiesta como hinchazén. Algunos de los mediadores liberados,
tal como la bradiquinina, aumentan la sensibilidad al dolor (hiperalgesia). Las moléculas mediadoras también alteran
los vasos sanguineos para permitir la migracion de leucocitos, principalmente neutréfilos, fuera de los vasos sangui-
neos (extravasacion) en el tejido. Los neutréfilos migran a lo largo de un gradiente quimiotactico creado por las célu-
las locales para alcanzar el lugar de la lesion. La pérdida de funcion es, probablemente, el resultado de un reflejo
neuroldgico en respuesta al dolor.

Ademas de los mediadores derivados de células, varios sistemas de cascadas bioquimicas celulares que consisten
en proteinas plasmaticas preformadas actian en paralelo para iniciar y propagar la respuesta inflamatoria. Estos
incluyen el sistema del complemento activado por las bacterias y los sistemas de fibrinolisis de coagulacion activa-
dos por necrosis, por ejemplo una quemadura o un traumatismo. La respuesta inflamatoria aguda requiere mantener
una estimulacion constante. Los mediadores inflamatorios tienen semividas cortas y se degradan rapidamente en el
tejido. Por tanto, la inflamacion cesa cuando se retira el estimulo.

Las composiciones de la invencién pueden comprender cualquier “sal aceptable” de los compuestos activos inclui-
dos en las mismas. Como se usa en el presente documento, dicha expresion significa las sales de compuestos de la
invencién cuyo uso en mamiferos, como sustancias farmacéuticas, es seguro y eficaz, y que poseen la actividad
bioldgica deseada. Sales ilustrativas incluyen, entre otras, las sales sulfato, citrato, acetato, oxalato, cloruro, bromu-
ro, yoduro, nitrato, bisulfato, fosfato, fosfato acido, isonicotinato, lactato, salicilato, citrato &cido, tartrato, oleato, tan-
nato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato, maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucuronato, sacarato,
formiato benzoato, glutamato, metanosulfonato, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato.
Las “sales aceptables” de la presente invencién se preparan, preferentemente, a partir de un compuesto de polifenol
gue tiene un grupo funcional acido, tal como un grupo funcional &cido carboxilico y una base inorganica u organica
aceptable. Bases adecuadas para formar sales farmacéuticamente aceptables con grupos funcionales &cidos o
profdrmacos de la presente invencion incluyen, entre oreos, hidréxidos de metales alcalinos tales como sodio, pota-
sio y litio, hidréxidos de metales alcalino térreos tales como hidroxidos de calcio y magnesio, hidréxidos de otros
metales, tales como aluminio y cinc, amoniaco y aminas organicas, tales como mono, di o trialquilaminas insustitui-
das o hidroxisustituidas; diciclohexilamina; tributilamina; piridina; N-metil-N-etilamina; dietilamina; trietilamina; mono,
bis o tris-(2-hidroxialquilaminas menores sustituidas), tales como mono, bis o tris-(2-hidroxietil)amina, 2-hidroxi-terc-
butilamina o tris(hidroximetil)metilamina, N,N-dialquilo menor-N-(hidroxi-alquilo menor)aminas, tales como NO,N-
dimetil-N-(2-hidroxietil)amina o tri-(2-hidroxietil)amina, o N-metil-D-glucamina; y aminoacidos tales como arginina,
lisina y similares. La expresion “sal aceptable” también incluye un hidrato de un compuesto polifenol.

Un excipiente, como se define en la presente memoria descriptiva, es una sustancia activa usada como excipiente o
vehiculo para los compuestos activos (PTER y/o QUER) comprendidos en la composicion. Las compaosiciones de la
invencién pueden comprender cualquier excipiente, preferentemente adecuado para su inclusion en las composicio-
nes topicas (es decir, excipiente dermatolégico aceptable). Los siguientes agentes auxiliares que se mencionan mas
adelante pueden estar, independientes uno de otros, presentes en la composicién de la invencion. Agentes gelifican-
tes, aceites, Ceras, agentes espesantes, polimeros hidréfilos o hidr6fobos, agentes emulsionantes, emolientes, aci-
dos grasos, disolventes organicos, antioxidantes, estabilizantes, agentes secuestrantes, agentes acidificantes o
basificantes, emulsionantes, emolientes, tensioactivos, formadores de peliculas, aditivos biolégicos para potenciar el
rendimiento y/o atraer al consumidor, tales como amino&cidos, proteinas, vainilla, extracto de aloe o bioflavonoides,
agentes tampdn, agentes quelantes tales como acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o acido oxalico, colorantes,
pigmentos, propelentes, agentes antiespumantes, agentes humectantes, vitaminas, estabilizantes de la emulsion,
ajustadores del pH, agentes espesantes, fragancias, conservantes, agentes opacificantes, agua y/o alcoholes. Los
agentes auxiliares mencionados anteriormente para la composicién de la invencion se usan en las cantidades habi-
tuales conocidas por los expertos en la técnica.

Aceites adecuados para las composiciones de la invencion se seleccionan de aceites animales o vegetales o sintéti-
cos. Aceites particularmente preferidos se seleccionan del grupo que comprende vaselina liquida, parafina liquida,
aceites de silicona volatiles y no volatiles, isoparafinas, polialfaolefinas, aceites fluorados o perfluorados.

Estabilizantes adecuados para las composiciones de la invencién pueden ser de naturaleza no iénica, anionica,
catidnica y anfifilica. Estabilizantes preferidos se seleccionan del grupo que comprende polietilenglicol (PEG) y deri-
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vados del mismo, tweens, tritones, espans, poliglicerinas, polialquilglicéridos, sulfonatos de alquilo, sulfonatos de
arilo, fosfatos de alquilo, derivados alquil-betaina y fosfatidilglicerol.

Los emulsionantes se usan, preferentemente, en las composiciones de la presente invencion en cantidades eficaces
para proporcionar un mezclado uniforme de los ingredientes en dichas composiciones. Emulsionantes adecuados
incluyen anionicos tales como jabones de acidos grasos, por ejemplo estearato de potasio, estearato de sodio, es-
tearato amonico y estearato de trietanolamina, monoésteres de acido graso de poliol que contienen jabones de acido
graso, por ejemplo monoestearato de glicerol que contiene sal de potasio o sal de sodio; ésteres sulfuricos (sales de
sodio), por ejemplo laurilsulfato sédico y acetilsulfato sodico, y monoésteres de acido graso de poliol que contienen
ésteres sulfdricos, por ejemplo monoestearato de glicerilo que contienen laurilsulfato sédico; (ii) cloruro de cationes
tales como N(estearoilcolaminoformilmetil)piridio; etosulfato de N-soja-N-etilmorfolinio; cloruro alquildimetilbenci-
laménico; cloruro diisobutilfenoxiteoxietildimetilbencilaménico y cloruro de acetilpiridio; y (iii) no i6nicos tales como
éteres de alcohol graso de polioxietileno, por ejemplo monoestearato, alcohol polioxietilenolaurilico; éteres de acido
graso de sorbitano, por ejemplo sorbitano; ésteres de acido graso de polioxietilenglicol, por ejemplo monoestearato
de polioxietilenglicol; y ésteres de acido graso de poliol, por ejemplo monoestearato de glicerilo y monoestearato de
propilenglicol; y derivados etoxilados de lanolina, por ejemplo lanolinas etoxiladas, alcoholes de lanolina etoxilada
y/o colesterol etoxilado.

También se pueden usar emolientes en las composiciones de la invencion en cantidades tales que prevengan o
alivien la sequedad. Emolientes adecuados incluyen, sin limitaciones, aceites de hidrocarburos y ceras; aceites de
silicona; ésteres de triglicéridos, ésteres de acetoglicérido, glicérido etoxilado, ésteres de alquilo, ésteres de alqueni-
lo, acidos grasos, alcoholes grasos, éteres de alcohol graso, éterésteres, lanolina y derivados, alcoholes polihidricos
(polioles) y derivados de poliéter, alcohol polihidrico, ésteres de polioles, ésteres de ceras, derivados de cera de
abeja, ceras vegetales, fosfolipidos, ésteres y/o amidas.

También se pueden usar tensioactivos en las composiciones de la presente invencién. Tensioactivos adecuados
son, por ejemplo, los tensioactivos agrupados generalmente como agentes de limpieza, agentes emulsionantes,
refuerzos de espuma, hidrotropos, agentes solubilizantes, agentes de suspensién y no tensioactivos, que facilitan la
dispersioén de solidos en liquidos.

Los formadores de pelicula que se pueden usar, preferentemente, en las composiciones de la presente invencién
deberan mantener la composicién lisa y uniforme y son, preferentemente, sin limitaciones: Formadores de pelicula
adecuados se seleccionan del grupo que comprende copolimero de acrilamida/acrilato sédico, copolimero de acrila-
tos y amoniaco, balsamo de Per(, goma de celulosa, copolimero de etileno/anhidrido maleico, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, poliacrilamida, polietileno, alcohol polivinilico, copolimero de pvm/MA (copolimero de metiléter
vinilico/anhidrido maleico), PVP (polivinilpirrolidona), polimero de anhidrido maleico, copolimero de viilpirrolido-
na/hexadeceno, copolimero de acrilacrilato y similares.

En las composiciones de la presente invencion también pueden usarse ajustadores del pH. Estos ajustadores del pH
se seleccionan, preferentemente, de: hidréxido amonico, trietanolamina o &cido citrico.

Agentes espesantes usados para las composiciones de la invencién se seleccionan, preferentemente, de: Ceras de
candelilla, carnauba y microcristalinas, polimeros de &cido acrilico reticulados, carbdmero, metilhidroxietilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa o hidroxietilcelulosa y espesantes de polietileno.

Ejemplos de disolventes organicos preferidos para las composiciones de la presente invencion incluyen alcoholes
alifaticos menores y polioles.

Antioxidantes adecuados para las composiciones usadas en la presente invencio se seleccionan, preferentemente,
del grupo que comprende acido ascérbico (vitamina C), L-ascorbato sédico, L-ascorbato calcico, palmitato de ascor-
bilo, butilhidroxianisol, butilhidroxitolueno, EDTA disédico calcico, acido isoascorbico, lecitina, acido lactico, polifosfa-
to, tocoferol (vitamina E), de tipo [alfa]-tocoferol, [gamma]-tocoferol, [delta]-tocoferol, propilgalato, octilgalato,
dodecilgalato, isoascorbato sddico, acido citrico, citrato sodico, citrato potasico y 11-cloruro de estafio.

Agentes gelificantes que se usan preferentemente en las composiciones de la invencidén pueden ser polimeros natu-
rales o sintéticos. Los polimeros naturales se seleccionan, preferentemente, de: agar-agar, alginato, pectina, carb6-
mero, carragenina, caseina, dextrina, gelatina, goma arabiga, queratina, goma garrofin, goma xantana y similares.
Polimeros sintéticos preferidos que se pueden usar en las composiciones de la invencién se seleccionan de: polime-
ros de acido acilico, amidas de poliacrilo y polimeros de 6xido de alquileno.

Se puede usar cualquier via de administracién para administrar la composicidn de la invencion al sujeto, prefiriéndo-
se las vias de administracién intravenosa, oral y topica. En una realizacion preferida, la composicién de la invencion
es una formulacion tépica que se puede formular en forma liquida o semisélida, preferentemente como un liquido,
fluido, espuma, crema, gel, pasta, balsamo, pulverizador, pomada, locién, acondicionador, tdnico, leche, mousse,
emulsion, suero, aceite, barra, champu, gelatina, suspension, dispersion, laca, pintura, elixir, gotas o aerosol. En una
forma de realizacion concreta, los compuestos activos de la invenciéon se administraron por via topica en una prepa-
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racion liposémica. Como se usa en la presente invencion, un “liposoma” es una vesicula artificial que esta compues-
ta por una 0 mas capas concéntricas y se usa especialmente para liberar sustancias (es decir, PTER y/o QUER) en
las células del cuerpo.

La administracién tépica de la composicion de la invencién conduce a una elevada biodisponibilidad de los compues-
tos activos PTER y/o QUER, disminuyendo la cantidad de las composiciones de la invencion que produce una res-
puesta terapéutica en el 50% de los sujetos a los que se administra, es decir disminuyendo la dosis eficaz (DE50).
En farmacologia, la biodisponibilidad se usa para describir la fraccion de una dosis administrada de farmaco sin
modificar que alcanza la circulacién sistémica, una de las principales propiedades farmacocinéticas de los farmacos.
Por tanto, la biodisponibilidad es una de las herramientas esenciales en farmacocinética y se debe considerar cuan-
do se calculan las dosis para las vias de administracion que no son intravenosas.

Cualquier enfermedad, dafio o lesion cutanea, incluido el cancer de piel, se puede prevenir y/o tratar con las compo-
siciones de la invencion. En una realizacion preferida de la invencion, las enfermedades, dafios o lesiones cutaneas
se asocian con procesos inflamatorios. Por tanto, la invencion, en una realizacién preferida, se centra en la preven-
cion y/o tratamiento de sujetos predispuestos o afectados por dermatosis inflamatoria, que comprenden la adminis-
tracion de la composicion de la invencién en el area de piel afectada (labios, cara o piel en general) y/o mediante
cualquier otro modo alternativo de administracién. La expresion “dermatosis inflamatoria” incluye una gama de tras-
tornos cutdneos, incluyendo, entre otros, trastornos de las glandulas sebaceas, dermatosis papuloescamosa, derma-
tosis alérgica, dermatosis pruritica, dermatosis vascular, dermatosis bacteriana, dermatosis viral, infecciones
micdlicas de la piel, dermatosis granulomatosa, dermatosis cutanea parasitaria, dermatitis exfoliativa, dermatosis
ampollosa, dermatosis pigmentada, dermatosis fotosensible, dermatosis causada por enfermedades del colageno y
dermatosis por enfermedades internas. La dermatosis inflamatoria también se puede asociar con una afeccion auto-
inmunitaria, en cuyo caso se denomina en el presente documento “dermatosis autoinmunitaria”.

En una realizacion preferida de la invencion, la dermatosis inflamatoria es un trastorno de las glandulas sebéaceas,
por ejemplo un trastorno acneiforme tal como acné vulgar, acné conglombata, hidradenitis supurativa, acné rosacea,
seborrea, dermatitis seborreica, foliculitis gramnegativa, piodermia facial, esteatocistoma multiplex, hiperplasia sebéa-
cea o rinofima. En una realizacién més preferida de la invencién, la composicién/formulacion que comprende PTER
o cualquier sal del mismo aceptable, opcionalmente en combinacion con QUER o cualquier sal aceptable del mismo,
se usa para tratar el acné vulgar. Como es bien conocido, el acné vulgar es una afeccién cutanea crénica que se
caracteriza por comedones y papulas, y puede ser bastante grave: en los casos particularmente graves se pueden
producir pustulas, quistes y cicatrizacion permanente.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, la dermatosis inflamatoria prevenida y/o tratada es una der-
matosis papuloescamosa tal como, psoriasis, Pityriasis rosea, tifia versicolor o liquen plano. El procedimiento y for-
mulaciones de la invencién son particularmente Utiles en el tratamiento de la psoriasis, un trastorno inflamatorio
autoinmunitario que se ha demostrado que es dificil de trata con los agentes convencionales.

En otra realizacion preferida adicional de la presente invencion, la dermatosis inflamatoria tratada es una dermatosis
autoinmunitaria que puede ser, a modo de ejemplo, dermatitis atopica, enfermedad de los mastocitos, penfigoide
ampolloso, pénfigo vulgar, vasculitis necrotizante, lupus eritematoso discoide, lupus eritematoso sistémico o dermati-
tis herpetiforme.

En otras realizaciones, ejemplos de los diversos tipos de dermatosis inflamatoria con los que el procedimiento y la
formulacion de la invencién son eficaces son los siguientes:

. dermatosis alérgica: dermatitis de contacto, dermatitis fotoalérgica, dermatosis industrial causada por la ex-
posicion a diversos compuestos usados por la industrial que son irritantes de contacto; eccema atopico (infan-
til y adulto), y dermatosis causada por farmacos y eccema numular.

. dermatosis pruritica: prurito del invierno, senil y esencial, prurito anual, otitis eterna, prurito hiemalis, prurito
de la vulvar y prurito del escroto.
. dermatosis vascular: eritema multiforme, eritema nodoso, dermatitis por estasis, dermatosis purpurica tales

como las asociadas con purpura trombocitopénica, purpura no trombocitopénica, purpura disproteinémica,
purpura actinica, purpura escorbutica y purpura de Henochs, equimosis, pdrpura por estasis, telangiectasia
primaria y secundaria.

. dermatosis bacteriana: piodermia tal como impétigo, estima, foliculitis, for(nculos, orzuelos, carbinculos,
infecciones en las glandulas sudoriparas, erisipelas, eritrasma, Ulceras infectadas y dermatitis eccematoide
infectada y dermatosis bacteriana asociada con infecciones bacterianas sistémicas tales como fiebre escarla-
ta, granuloma inguinal, chancro blando, tuberculosis, lepra, gonorrea, ricketsiosis, actinomicosis y sifilis.

. dermatosis viral: Tales como las causadas por el virus del herpes simple, erupcién variceliforme de Kaposi,
zOster, varicela, viruela, virus vacunal, molusco contagioso, linfogranuloma venéreo, enfermedades exante-
matosas tales como rubéola, roséola y eritema infeccioso.
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. infecciones cutaneas micolicas: tifia crural (infecciones fangicas superficiales de la piel en varios sitios del
cuerpo), pie de atleta (dermatofitosis de los pies causada por infecciéon con trichophyton mentagrophytes); ti-
fla ungueal (onicomicosis), esporotricosis, coccidiomicosis, histoplasmosis y blastomicosis norteamericana.

. dermatosis granulomatosa: sarcoidosis; granuloma anular; reticulohistiocitoma y granulomas inducidas por
silice.

. infecciones cutaneas parasitarias: sarna, dermatitis por cheyletiella, demodicosis, pediculosis

. dermatosis pigmentada: cloasma (melasma) y vitiligo.

. enfermedades del colageno: esclerodermia y dermatomiositisl

. dermatosis por enfermedades internas: piodermia grangrenoso asociado con colitis ulcerosa y Ulceras por
diabetes.

. dermatosis fotosensible: Tipos exdégenos como la fotodermatitis inducida por farmacos y dermatitis de contac-
to con componentes fotoalérgicos, y tipos endégenos como los asociados con porfirias y erupciones ligeras
polimorfas.

En una realizacion preferida, las enfermedades, dafios o lesiones cutaneas se deben a la exposicién a radiacion,
bien aguda o bien cronica. Después, la enfermedad se selecciona entre: cancer de piel, melanoma, erupcion ligera
polimorfa, queratosis actinica, urticaria solar, xerodermia pigmentoso, fotoenvejecimiento, dermatitis actinica cronica
0 quemaduras solares. El término “radiacion” comprende cualquier tipo de radiacion capaz de producir lesiones o
dafios en la piel, por ejemplo la radioterapia usada para tratar el cancer o radiacion ultravioleta /UV), preferentemen-
te UVB emitida por el sol.

El término “prevencién” como se usa en la presente invencion significa evitar completa o parcialmente el aspecto de
los procesos patofisiolégicos de la piel asociados con estrés oxidativo, exposicion excesiva a radiacion, en particular
a la radiacién UV relacionada con el bronceado del cuerpo, en particular a la radiacién UVB atribuida al bronceado
solar, alergia, respuestas inmunitarias y procesos inflamatorios.

Como se usa en la presente invencion, el término “fotoproteccion” hace referencia a la administracion de la composi-
cion de la invencion antes de que el sujeto se exponga a radiacién, principalmente radiacion UVB, disminuyendo o
mitigando el riesgo de sufrir dafios. Por tanto, el término "fotoproteccion” se entiende en la presente invencion que
esta comprendido dentro del término "prevencion”.

Por otro lado, el término “tratamiento” esta ligado a la administracion de la composicién de la invencidn después de
que el sujeto ha sufrido los sintomas de enfermedad, dafio o lesién cutdnea. A modo de ejemplo, el término "trata-
miento" se aplica, preferentemente, a la administracién de cualquiera de las composiciones divulgadas en la presen-
te invencién a una persona que ha estado expuesta a radiacion, principalmente a radiacion UVB, reparando las
partes dafiadas de la piel y restableciendo su funcion e integridad originales. Ademas, el término “tratamiento” esta
ligado a la administracién de la composicion de la invencion después de que un sujeto que sufre enfermedad, dafios
o lesiones cutaneos asociados a procesos inflamatorios.

PTER, opcionalmente QTER, o cualquier sal aceptable de los mismos, se puede formular en combinacion con otros
compuestos activos. Entre estos otros compuestos activos se prefieren los analgésicos, agentes antiinflamatorios,
antialérgicos, inmunomoduladores, agentes de cicatrizacion y filtros de radiacion. Para la lista de filtros UV adecua-
dos como ingredientes de las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién que acompafian a PTER vy,
opcionalmente, a QUER, o cualquier sal aceptable de los mismos, los autores hacen referencia a las sustancias de
absorcion de UV (A y/o B) divulgadas en el documento WO 2008067928. Los filtros UV mas preferidos se seleccio-
nan de:
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Tabla 1l

Filtro UV Otras denominaciones

Acido p-aminobenzoico PABA

Padimato O OD-PABA, octlldimetil-PABA, c-PABA

Acido fenilbencimidazol sulfénico Ensulizole, Eusolex 232, PBSA, Parsol HS

Cinoxato 2-etoxietil-p-metoxicinamato

Dioxibenzona Benzofenona-8

Oxibenzona Benzofenona-3, Eusolex 4360, Escalol 567

Homosalato Homometilsalicilato, HMS

Antranilato de mentilo Meradimato

Octocrileno Eusolex OCR, acido 2-ciano-3,3-difenilacrilico, 2-etilhexiléster

Metoxicinnamato de octilo Octinoxato, EMC, OMC, Etilmetoxicinnamato, Escalol 557, 2-etilhexil-
parametoxicinnamato, Parsol MCX

Salicilato de octilo Octisalato, salicilato de 2-etilhexilo, Escalol 587,

Sulisobenzona Acido 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona-5-sulfénico, acido 3-benzoil-4-
hidroxi-6-metoxibencenosulfénico, benzofenona-4, Escalol 577

Salicilato de trolamina Salicilato de trietanolamina

Avobenzona 1-(4-metoxifenil)-3-(4-terc-butilfenil)propano-1,3-diona, butiimetoxidiben-
zoilmetano, BMDBM, Parsol 1789, Eusolex 9020

Ecamsule Mexoryl SX, &cido tereftalidenodicanforsulfénico

Di6xido de titanio C177891

Oxido de cinc

4-metilbencilidenalcanfor Enzacamene, Parsol 5000, Eusolex 6300, MBC

Tinosorb M Bisoctrizol, metilen-bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol, MBBT

Tinosorb S Bis-etilhexiloxifenol metoxifenol triazina, Bemotrizinol, BEMT, anisotriazina

Neo Heliopan AP Bisdisulizol disédico, tetrasulfonato de fenildibencimidazol disédico, bisi-
midacilato, DPDT

Mexorvl XL Drometrizol trisiloxano

Benzofenona-9 Uvinul DS 49, CAS 3121-60-6, Sodio
Dihidroxidimetoxi
Disulfobenzofenona

Uvinul T 150 QOctiltriazona, etilhexil triazona, ET

Uvinul A Plus Benzoato de dietilaminohidroxibenzoilhexilo

Uvasorb HEB Iscotrizino Dietilhexil butamido triazona, DBT

Parsol SLX Dimetico-dietilbenzalmalonato, polisilicona-15

Isopentenil-4-metoxicinnamato

En la presente invencion se llevaron a cabo varias técnicas, tales como la determinacién del grosor de los pliegues
cutaneos o la epidermis, tanto antes como después de la exposicidn a radiacion, con el fin de aclarar la eficacia o la
eficiencia de las composiciones de la invencidn en la prevencién y/o tratamiento de enfermedades, lesiones o dafios
cutaneos. Todas estas técnicas son bien conocidas en la materia y pertenecen al conocimiento general habitual.
Ademas, ambas técnicas se usan de forma rutinaria para analizar la capacidad de diferentes compuestos para pre-
venir o tratar enfermedades, dafios o lesiones cutdneas. Cuanto menor es el grosor o los pliegues de la epidermis,
mas eficaz es el tratamiento. Como se puede ver en los ejemplos se puede usar el compuesto activo PTER, o cual-
quier sal aceptable del mismo, para la fabricacion de una composicién topica para prevenir y/o tratar enfermedades,
dafios o lesiones cutaneas. Ademas, la combinacion de los compuestos activos PTER y QUER o cualquier sal acep-
table de los mismos muestra un efecto sinérgico que mejora la funcién de cada compuesto activo tomado por sepa-
rado en algunos de los ensayos como se explica mas adelante. Por tanto, el término “sinérgico”, cuando se usa en
relacion con la presente invencion, significa que el efecto terapéutico global de una combinacion de PTER y QUER,
o cualquier sal aceptable de los mismos, cuando se administra como terapia de combinacién para prevenir y/o tratar
enfermedades, dafios o lesiones cutaneas causadas por la exposicion a radiacion, es mayor que los efectos terap-
éuticos de estos compuestos activos cuando cada uno se administra de forma independiente.

Como se muestra en los ejemplos, se llevo a cabo la determinacion del grosor de los pliegues de la piel. La Figura 1
muestra que la combinacién de PTER + QUER, y también PTER por separado, es mas eficiente como fotoprotector
cuando se aplica antes de la exposicion a UVB, que la cremas comerciales: Vichy (VICHY Capital Soleil 50+
UVB+UVA), Heliocare (Heliocare ultra 90 UVB/UVA) e Isdin (ISDIN Extrem 40 proteccion alta frente a UVA y UVB),
la combinacién de PTER + QUER que muestra resultados ligeramente mejores. Las 3 cremas comerciales se usan
para efectos de comparacion a lo largo de la presente memoria descriptiva. Asimismo, a lo largo de la presente soli-
citud, RESV también se compara, en el ensayo con las mismas condiciones, con PTER y PTER+QUER. RESV se
ha divulgado previamente como agente quimioprotector del cancer de piel (Moammir Hasan Aziz, Shannon Reagan-
Shaw, Jianquiang Wu, B. Jack Longley and Nihal Ahmad; FASEB J. express article 10.1096 (2005): 1-18). En la
Figura 1, PTER solo o la combinacion de PTER+QUER muestran mas eficacia para la fotoproteccion de la piel des-
pués o antes de la exposicion a UVB que RESV.
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Por tanto, la combinacion de PTER + QUER, o PTER por separado se podria usar de forma eficaz en la prevencion
de enfermedades cutaneas inducidas por la exposicién a la radiacién solar. PTER absorbe particularmente el com-
ponente de UVB de dicha radiacion, pero también QUER (véase la Figura 13) que, adicionalmente, también tiene un
espectro de absorcién en la longitud de onda correspondiente al componente UV de la radiacion solar, parcialmente
responsable también de la carcinogénesis debido a la exposicién a la radiacion (solar). Por tanto, el efecto sinérgico
observado en algunos de los ensayos de la presente memoria de la combinacion PTER+QUER.

Ademas, la Figura 1 también muestra que la combinacion PTER + QUER es mas eficiente en el tratamiento de
enfermedades, lesiones o dafios cutaneos causados por radiacion, cuando se aplica después de la exposicién a
UVB, que las cremas comerciales ((Vichy, Heliocare e Isdin), y también que PTER solo. Por tanto, la combinacion de
PTER + QUER podria usarse de forma eficiente en el tratamiento de enfermedades, lesiones o dafios cutaneos
inducidos por la radiacién ultravioleta.

Como se muestra en los ejemplos, se llevo a cabo la determinacion del grosor de la epidermis antes de la irradiacion
(24 horas). La Figura 2 muestra que el uso de PTER por separado o en combinacion con QUER es mas eficiente
como fotoprotector cuando se aplica antes de la exposicion a UVB, que la cremas comerciales (Vichy, Heliocare e
Isdin). Por tanto, PTER por separado o en combinacién con QUER se podria usar de forma eficaz en la prevencion
de enfermedades cutaneas inducidas por radiacion ultravioleta B.

Ademas, la Figura 2 también muestra que la combinacion DE PTER + QUER o PTER por separado es mas eficiente
en el tratamiento de enfermedades, lesiones o dafios cutdneos causados por radiacién, cuando se aplica después
de la exposicién a UVB, que las cremas comerciales (Vichy, Heliocare e Isdin), mostrando la combinacién de PTER
+ QUER resultados ligeramente mejores. Por tanto, la combinacién de PTER + QUER, asi como PTER por separa-
do, podria usarse de forma eficiente en el tratamiento de enfermedades, lesiones o dafios cutaneos inducidos por la
radiacion ultravioleta B.

Como se muestra en los ejemplos, se llevo a cabo la determinacion del grosor de la epidermis antes de la irradiacion
(1 semana). La Figura 3 muestra que el uso de PTER por separado es mas eficiente como fotoprotector cuando se
aplica antes de la exposicién a UVB, que la cremas comerciales (Vichy, Heliocare e Isdin). Por tanto, PTER por
separado se podria usar de forma eficaz en la prevencién de enfermedades, dafios o lesiones cutaneas inducidas
por radiacion ultravioleta B.

Ademas, la Figura 3 también muestra que la combinacion DE PTER + QUER o PTER por separado es mas eficiente
en el tratamiento de enfermedades, lesiones o dafos cutdneos causados por radiacion, cuando se aplica después
de la exposicion a UVB, que las cremas comerciales (Vichy, Heliocare e Isdin), mostrando la combinacion de PTER
+ QUER resultados ligeramente mejores. Por tanto, la combinacién de PTER + QUER, asi como PTER por separa-
do, podria usarse de forma eficiente en el tratamiento de enfermedades, lesiones o dafios cutaneos inducidos por la
radiacion ultravioleta B.

Por tanto, la primera realizacion de la presente invencion se refiere a PTER, opcionalmente en combinacién con
QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para usar en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades, dafios o
lesiones cutaneas. En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere también a PTER, opcionalmente en
combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para usar en la prevencion y/o tratamiento del cancer
de piel. Otra realizacion preferida de la invencion se refiere a PTER en combinacion con QUER, o cualquier sal
aceptable del mismo, para usar en la prevencién y/o tratamiento de enfermedades, dafios o lesiones cutaneas. Otra
realizacién preferida de la invencion se refiere a PTER en combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable del
mismo, para usar en la prevencion y/o tratamiento del cancer de piel. Otra realizacién preferida de la invencion se
refiere a PTER en combinacién con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para usar en la prevencion y/o
tratamiento de enfermedades cutaneas producidas por la exposicion a radiacion. Otra realizacion preferida de la
invencion se refiere a PTER en combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para usar en la pre-
vencion y/o tratamiento de dermatosis o psoriasis. El uso anterior se prefiere mediante administracion topica.

La segunda realizacion de la presente invencion se refiere al uso de PTER, opcionalmente en combinacién con
QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para la fabricacion de una composicién farmacéutica para la prevencion
y/o tratamiento de enfermedades, dafios o lesiones cutdneas. En una realizacion preferida de la presente invencion
se refiere al uso de PTER, opcionalmente en combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para la
fabricacion de una composicién farmacéutica para la prevencion y/o tratamiento del cancer de piel. En una realiza-
cion preferida, la presente invencion se refiere al uso de PTER, en combinacién con QUER, o cualquier sal acepta-
ble del mismo, para la fabricacion de una composicion farmacéutica para la prevenciéon y/o tratamiento de
enfermedades, dafos o lesiones cutaneas. En una realizacion preferida de la presente invencioén se refiere al uso de
PTER, en combinaciéon con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para la fabricacion de una compaosicién
farmacéutica para la prevencion y/o tratamiento del cancer de piel. En una realizacion preferida, la presente inven-
cion se refiere al uso de PTER, en combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para la fabricacion
de una composicién farmacéutica para el tratamiento de enfermedades cutaneas causadas por la exposicion a ra-
diacién. En una realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de PTER, en combinaciéon con QUER,
o cualquier sal aceptable del mismo, para la fabricacion de una composicién farmacéutica para la prevencion y/o

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2432236 T3

tratamiento de dermatosis o psoriasis. Las composiciones farmacéuticas fabricadas preferidas son las que se van a
administrar por via tépica.

La tercera realizacién de la presente invencién hace referencia a una composiciéon farmacéutica que comprende
PTER para administracion tdpica y, mas preferentemente, formulada en forma de liposomas. En una realizacién
preferida, la composicién farmacéutica comprende PTER formulado en combinaciéon con QUER. En una realizacion
preferida, la composicién farmacéutica se formula en forma de formulaciones de proteccion solar o crema para des-
pués del sol.

La cuarta realizaciéon de la presente invencion hace referencia a un procedimiento para fabricar formulaciones de
liposomas, que comprende: Disolver el compuesto activo PTER, o cualquier sal aceptable del mismo, y lecitina en un
disolvente organico, evaporar el disolvente, afiadir el tampén PBS, recoger y someter a ultrasonidos los liposomas
formados, diluir a 1:1 con una emulsién de estabilizante, preferentemente un carbémero y, mas preferentemente,
Carbopol, afadir opcionalmente un conservante, preferentemente Phenonip. En una realizacion preferida, el proce-
dimiento para fabricar formulaciones en liposomas también comprende la disolucién de QUER, o cualquier sal acep-
table del mismo, en combinacion con PTER en la primera etapa. Carbopol es un carbémero. El carbdmero también
es un nombre genérico para polimeros sintéticos de acido acrilico usados como estabilizantes de emulsiéon o agen-
tes espesantes en sustancias farmacéuticas y productos cosméticos. Pueden ser homopolimeros de &cido acrilico,
reticulados con un aliléter de pentaeritritol, aliléter de sacarosa o aliléter de propileno.

Phenonip es un liquido transparente conservante que funciona en muchas aplicaciones. Es Unico en cuanto a que es
soluble en aceite y se puede dispersar en agua. Este conservante es especialmente eficaz cuando se usa junto con
productos basados en aceite pero también funciona extremadamente bien en soluciones acuosas. Esto significa que
también funciona en productos, como balsamos y pomadas que solo contienen aceites. Phenonip también puede
resistir un intervalo de temperaturas mas amplio. Los ensayos muestran que se puede calentar a temperaturas de
esterilizacion sin degradar la calidad de sus efectos conservantes. Funciona en un amplio intervalo de pH de 3-8. La
tasa de uso varia del 1% al 3% del peso de la férmula total (en funcién de la aplicacién). Phenonip estd compuesto
por y se marcara como: fenoxietanol, metilparaben, etilparaben, butilparaben, propilparaben.

La quinta realizacion de la presente invencién se refiere a un procedimiento para la prevencion y/o tratamiento de
enfermedades, dafios o lesiones cutdneas, que comprende la administracién de PTER, opcionalmente en combina-
cion con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo. En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a
un procedimiento para la prevencion y/o tratamiento del cancer de piel, que comprende la administracion de PTER,
opcionalmente en combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo. En una realizacion preferida, la
presente invencion se refiere a un procedimiento para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades, dafios o le-
siones cutaneas, que comprende la administracion de PTER, en combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable
del mismo. En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la prevencion y/o
tratamiento del cancer de piel, que comprende la administracion de PTER, en combinacién con QUER, o cualquier
sal aceptable del mismo. En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento para el
tratamiento de enfermedades cutdneas provocadas por la exposicion a radiacion, que comprende la administracion
de PTER, en combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo. En una realizacion preferida, la presente
invencion se refiere a un procedimiento para la prevencion y/o tratamiento de la dermatosis o psoriasis, que com-
prende la administracion de PTER, en combinacion con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo. Mas preferen-
temente, el procedimiento de la invencion se aplica topicamente.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Muestra el grosor de los pliegues de la piel (%) de ratones tratados con diferentes composiciones antes
(columna de la izquierda) o después (columna de la derecha) de la exposicién a UVB. Cremas comerciales (Vi-
chy, Heliocare -Helio- e Isdin). C+UVB= Control irradiado sin tratamiento alguno; C Lipo+UVB= Control irradiado
en el que solo se aplican liposomas (sin contener compuesto activo alguno). RESV= Resveratrol; P+Q=
PTER+QUER.

Figura 2. Muestra el grosor (um) de la epidermis tratada con diferentes composiciones antes (columna de la iz-
quierda) o después (columna de la derecha) de la exposicion a la irradiacion (24 horas). Cremas comerciales (Vi-
chy, Heliocare -Helio- e Isdin). Control= Sin irradiacion, sin tratamiento; C + UVB= Control irradiado sin
tratamiento alguno; C Lipo+UVB= Control irradiado en el que solo se aplican liposomas (sin contener compuesto
activo alguno). RESV= Resveratrol; P+Q= PTER+QUER.

Figura 3. Muestra el grosor (um) de la epidermis tratada con diferentes composiciones antes (columna de la iz-
quierda) o después (columna de la derecha) de la exposicion a la irradiacion (1 semana). Cremas comerciales
(Vichy, Heliocare -Helio- e Isdin). C Lipo+UVB= Control irradiado en el que solo se aplican liposomas (sin conte-
ner compuesto activo alguno). RESV= Resveratrol; P+Q= PTER+QLTER.

En las figuras 1-3, el asterisco* mostrado en el histograma de barras representa una diferencia estadisticamente
significativa (P < 0,05), cuando se comparan con los valores control.
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Figura 4. Muestra el incremento de los pliegues con respecto al dia 0 (1 semana después de la pre-exposicion a
TNCB vy el inicio de la exposicion continuada en dias alternos) en el ensayo con respecto a la induccién de der-
matitis atopica experimental con TNCB.

Figura 5. Muestra la pérdida de fluido transepidérmico 24 horas después de la 42 exposicion a TNCB en el ensa-
yo con respecto a la induccion de dermatitis atopica experimental con TNCB.

Figura 6. Muestra las lesiones 24 horas después de la 42 exposicion a TNCB en el ensayo con respecto a la in-
duccion de dermatitis atdpica experimental con TNCB.

Figura 7. llustra el protocolo desarrollado en el ensayo sobre la induccion de dermatitis atépica experimental con
TNCB.

Figura 8. Muestra el incremento de los pliegues cutaneos en referencia al dia 0 del tratamiento con TPA en el
ensayo con respecto a la induccion de psoriasis experimental con TPA

Figura 9. Muestra la pérdida de fluido transepidérmico (TEWL) 24 horas después de la 72 exposicion a TPA en el
ensayo concerniente a la induccién de psoriasis experimental con TPA.

Figura 10. Muestra la evolucién de las lesiones con la exposicién a TPA en el ensayo concerniente a la induc-
cion de psoriasis experimental con TPA.

A. Imagen de un ratén 24 horas después de 3 exposiciones diarias de 2 nmoles de TPA,;

B. Imagen del mismo ratén 24 horas después de 6 exposiciones diarias de 2 nmoles de TPA;

C. Imagen de psoriasis real en el dedo de un paciente (Imagen del Dermatology Image Atlas);

D. Iméagenes de psoriasis real en la rodilla de un paciente (Imagen del Dermatology Image Atlas).

Figura 11. Muestra el protocolo desarrollado en el ensayo concerniente a la induccién de psoriasis experimental
con TPA.

Figura 12. Muestra el protocolo desarrollado en el ensayo concerniente a la induccion de hipersensibilidad expe-
rimental por contacto con oxazolona.

Figura 13. Muestra la absorcion de polifenoles, especificamente el espectro de absorcion de diferentes solucio-
nes de 1 mM de cada uno de los polifenoles (PTER, Resveratrol y QUER), en etanol puro, en el ensayo sobre la
evaluacion de la capacidad del filtro mecanico de los polifenoles.

Figura 14. Muestra el estado de los ratones tras la exposicion crénica a UV-B en el ensayo sobre la evaluacion
del papel fotoprotector de los polifenoles. Es una fotografia de los diferentes grupos experimentales después de
25 semanas de exposicion cronica a 180 mJ/cm? (tres veces a la semana). Tanto los compuestos de referencia
como los sujetos de este estudio (10 pmoles/ratén de polifenoles o 200 pl de cada fotoprotector) se aplicaron en
la parte dorsal de los ratones durante 20 minutos antes de su exposicién a UV-B.

Figura 15. Muestra la evolucion del desarrollo de las lesiones en el ensayo sobre la evaluacion del papel fotopro-
tector de los polifenoles. Los primeros signos de lesiones precancerosas de mas de 1 mm de didmetro en los di-
ferentes grupos experimentales después de 30 semanas de exposicion crénica a 180 mJ/icm? (tres veces a la
semana). Tanto los compuestos de referencia como los sujetos de este estudio (10 pmoles/raton de polifenoles o
200 pl de cada fotoprotector) se aplicaron en la parte dorsal de los ratones durante 20 minutos antes de su expo-
sicion a UV-B.

Figura 16. Muestra el estudio anatomopatoldgico de la piel tras la exposicién crénica a UV-B. Evaluacion anato-
mopatolégica de secciones histolégicas de ratones tras 30 semanas de exposicion crénica a 180 mJ/cm? (tres
veces a la semana). Tanto los compuestos de referencia como los sujetos de este estudio (10 pumoles/ratdén de
polifenoles o0 200 ul de cada fotoprotector) se aplicaron en la parte dorsal de los ratones durante 20 minutos an-
tes de su exposicion a UV-B.

Figura 17. Muestra los pliegues de la piel después de la administraciéon continua del tratamiento en el ensayo
sobre la evaluacién del efecto de los diferentes polifenoles sobre la dermatitis La aplicacion de los tratamientos
10 pmoles/raton de polifenoles y de 0,5 pmoles/raton de dexametasona se realizé a diario en un tercio de la zona
dorsal de los ratones durante 6 dias consecutivos. El pliegue de la piel se midié con la ayuda de un compas ver-
nier. * p>0,001 con respecto al control. ANOVA seguido por un test Tukey.

Figura 18. Muestra las secciones histologicas que representan las diferentes condiciones de experimentacion en

el ensayo sobre la evaluacion de la proteccion frente a una exposicion grave a la radiaciéon UV-B. La aplicacion
de tratamientos (10 pmoles/ratén de polifenoles o 200 pl de cada fotoprotector) se realizé 20 minutos antes o

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2432236 T3

después de la irradiacién con 360mJ/cm? de UV-B. Se sacrificé a los ratones 24 horas después de la irradiacion
con UV-B. Esta figura indica los cambios en el grosor de la epidermis.

Figura 19. Muestra el incremento de los pliegues cutaneos 24 horas después de la primera administracion de
TNCB en el ensayo con respecto a la proteccion en un modelo experimental de dermatitis atdpica inducida por
TNCB. La aplicacién de tratamientos (10 umoles/raton de polifenoles, 0,5 pumoles/raton de dexametasona) se
realiz6 24 horas antes (dia 0) de la aplicaciéon de 100 ul de 1% de TNCB en ratones ya sensibilizados a 1 TNCB.
El pliegue cutaneo se midié con un calibrador y se calcul6 el incremento con respecto al dia 0. * p>0,05 con res-
pecto al control; ‘p>0,05 con respecto al control tratado con TNCB. ANOVA seguido por un test Tukey.

Figura 20. Muestra la evolucién de las lesiones en el modelo de dermatitis atdpica en el ensayo sobre la evalua-
cién macroscopica de las lesiones. La aplicacion de tratamientos (10 umoles/raton de polifenoles, 0,5 pmo-
les/raton de dexametasona) se realiz6 24 horas antes de la aplicacion de 100 pl de 1% de TNCB en ratones ya
sensibilizados a 1 TNCB. La medicién de la pérdida de agua para transmisién epidémica (TEWL) se evalu6 con
el sistema Tewameter TM 210 (CK electronics, Alemania). * p>0,05 con respecto al control; “p>0,05 con respecto
al control tratado con liposomas vacios. ANOVA seguido por un test Tukey.

Figura 21. Muestra la evaluacién de los ratones en el modelo de dermatitis atdpica en el ensayo sobre la evalua-
ciobn macroscopica de las lesiones. La aplicacion de tratamientos (10 pumoles/ratéon de polifenoles, 0,5 pmo-
les/ratén de dexametasona) se realizd 24 horas antes de la aplicacion de 100 pl de 1% de TNCB cada 2 dias en
ratones ya sensibilizados a 1 TNCB. Y hasta 4 aplicaciones de TNCB.

Figura 22. Muestra el incremento de los pliegues cutaneos 24 horas después de la administraclon de oxazolona,
en el ensayo con respecto a la proteccion contra un modelo de hipersensibilidad por contacto inducida por oxazo-
lona. La aplicacion de tratamientos (1 pmoles/raton de polifenoles, 20 mg de diprosona) se realizé 24 horas antes
(dia 0) de la aplicacion de 20 pl de 2,5% de oxazolona en etanol en los oidos de los ratones, sensibilizados pre-
viamente a oxazolona. El pliegue cutaneo se midié con un calibrador y se calcul6 el incremento con respecto al
dia 0. * p>0,05 con respecto al control tratado con oxazolona; ‘p>0,05 con respecto al control tratado con dipro-
sona antes de la aplicacion de oxazolona. ANOVA seguido por un test Tukey.

Figura 23. Muestra la evolucion del incremento de los pliegues cutaneos en la referencia al dia 0 mediante e
procedimiento en el ensayo sobre la proteccion contra un modelo de psoriasis inducida por TPA. La aplicacion
de los tratamientos (10 pmoles/raton de polifenoles, 0,5 pmoles/raton de dexametasona) se realizé 30 minutos
antes de la aplicacion de 2 nmol/raton de TPA. Esta guia de administracion se repitié durante 6 dias consecuti-
vos. El pliegue cutdneo se midié con un calibrador y se calcul6 el incremento con respecto al dia 0.

Figura 24. Muestra el incremento de los pliegues cutaneos 24 horas después de la primera administracion de
TPA en el ensayo con respecto a la proteccion en un modelo de psoriasis inducida por TPA. La aplicacion de los
tratamientos (10 umoles/ratén de polifenoles, 0,5 umoles/ratdn de dexametasona) se realizé 30 minutos antes de
la aplicacion de 2 nmol/raton de TPA. El pliegue cutaneo se midié con un calibrador y se calcul6 el incremento
con respecto al dia 0. * p>0,05 con respecto al control. ANOVA seguido por un test Tukey.

Figura 25. Muestra el pliegue cutaneo 24 horas después de la tercera administracion de TPA en el ensayo con
respecto a la proteccion en un modelo de psoriasis inducida por TPA. La aplicacion de los tratamientos (10 umo-
les/ratén de polifenoles, 0,5 pumoles/ratdon de dexametasona) se realizé 30 minutos antes de la aplicacion de 2
nmol/ratdon de TPA. El pliegue cutaneo se midié con un calibrador y se calculé el incremento con respecto al dia
0. * p>0,05 con respecto al control; "p>0,05 con respecto al grupo tratado con TNCB. ANOVA seguido por un test
Tukey.

Figura 26. Muestra la vista macroscépica de los ratones en el modelo de psoriasis en el ensayo con respecto a
la proteccion en un modelo de psoriasis inducida por TPA. Las fotos se tomaron (A) 24 horas después de la ad-
ministracion de TPA y (B) 24 horas después de la 72 administracion de TPA. La aplicacion de los tratamientos
(10 umoles/ratén de polifenoles, 0,5 pmoles/ratdn de dexametasona) se realizé 30 minutos antes de la aplicacion
de 2 nmol/raton de TPA.

Figura 27. Muestra la evaluacién del descamado 24 horas después de siete administraciones de TPA en el en-
sayo con respecto a la proteccién en un modelo de psoriasis inducida por TPA. La aplicacién de los tratamientos
(10 pmoles/ratdn de polifenoles, 0,5 pmoles/ratdon de dexametasona) se realizé 30 minutos antes de la aplicacion
de 2 nmol/ratén de TPA. El aspecto del descamado de la piel se cuantifico en una escala de 0-3, siendo 0 nada,
1, leve; 2, moderado, 3, grave. Y el medio de cada grupo indicé el grado de inflamacién.

Figura 28. Muestra el andlisis histolégico del procedimiento en la psoriasis. La aplicacion de los tratamientos (10
pmoles/ratén de polifenoles, 0,5 pmoles/raton de dexametasona) se realizé 30 minutos antes de la aplicacion de
2 nmol/ratén de TPA. Imagen de una vista microscépica de un corte de 5 um con tinciéon de hematoxilina-eosina
de los ratones a las 24 horas (A) y 72 horas (B) después de su tratamiento con 2 nmoles de TPA a dia durante 7
dias.
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Descripcidn detallada de la invencién

Se llevaron a cabo estudios para evaluar la capacidad de las composiciones de la invencién para prevenir enferme-
dades cutaneas (tal como el cancer de piel) inducidas por radiacién con ultravioleta B mediante irradiacion aguda a
una dosis de 360 mJ/cm?.

Protocolo para la exposicion aradiacion UVB.

Para realizar la exposicion a UVB se us6 una camara actualizada especialmente (Crosslinker equipada con 5 tubos
que emite 80% de la radiacién como UVB, con una emisién maxima a 312 nm).

Se usaron protocolos de exposicién aguda a UVB: Los ratones fueron sometidos a una Unica exposicion de 0
mJ/cm2. El estudio se realizé a las 24 horas de la exposicion. Este protocolo se usé para evaluar el efecto fotopro-
tector de los compuestos estudiados. Con el mismo protocolo de fase aguda, se irradio a los ratones de todos los
grupos. Después, los ratones permanecieron en el area de almacenamiento animal durante una semana para ver la
evolucion de la respuesta inflamatoria y el edema.

Administraciéon y dosis de los compuestos en estudio.

Para los estudios de exposicion a UVB (crénica o aguda) se realiz6 una administracion topica en la parte dorsal del
ratdn. Los protectores solares comerciales se aplicaron directamente en el ratén. Los polifenoles en el estudio se
administraron en una preparacion de liposomas diluidos a 1:1 con el polimero Carbopol que ser& el vehiculo para
estos liposomas Cada dosis de polifenol administrada fue de 10 pmol/ratén, como acido libre.

Parametros indicadores de dafios cutaneos.

1. Formacion de edema: el grosor de los pliegues cutaneos se determind con un compas 24 horas después de
la primera exposicion.

2. Estudio del grosor de la epidermis tras la exposicién a irradiacién aguda (360mj/cm2 24 horas y 7 dias des-
pués de la irradiacion).

3. Estudios histoldgicos: Mediciéon en las imagenes obtenidas de las secciones histoldgicas del grosor de la
epidermis.

Estudios histoldgicos.

Para los estudios de la exposicion aguda se tomaron muestras de piel de la parte dorsal del raton. Estas muestras
se fijaron con 4% de paraformaldehido (24 horas) y se incluyeron en parafina. Después de cortar las muestras, éstas
se tifieron con hematoxilina y eosina.

Estudio del espectro de absorcion de los diferentes compuestos.

Se preparé una solucion de 1 mM de cada polifenol (PTER, Resveratrol y QUER) en etanol absoluto (calidad HPLC;
Quima) y el espectro de absorcion se estudié entre 200 y 800 nm usando un Multiskan Spectrum (ThermoScientific).

Procedimientos de fotocarcinogénesis (exposicién cronica a radiacion UV-B).

El papel de la radiacion UV-B en la formacion de tumores es bien conocido. La exposicion continua a UV-B estimula
la formacion de estrés oxidativo//nitrosativo junto con alteraciones en el ADN, proteinas etc. que activa varios facto-
res de transcripcion (entre ellos NF-kB y AP-1), incremento de la actividad de la telomerasa, estrés etc., que a su vez
induce carcinogénesis,

Ademas, la exposicidon a UV-B incrementa la expresién y los niveles de proteinas antiapoptoéticas, que se correlacio-
nan con el incremento de la proliferacion y determinados marcadores de inflamacion.

Los ratones elegidos para este estudio fueron SKH-1. Estos ratones tienen un mayor riesgo de desarrollar tumores
tras la exposicion cronica a dosis bajas de radiacion UV (comparable a la exposicion a la que podria estar sometido
un ser humano a diario).

El protocolo usado fue el protocolo normalizado, en el que se irradié a varios ratones tres veces a la semana con
una dosis de 180 mJ/cm? con exposiciones durante 24 semanas; no obstante, durante el ensayo el protocolo se
modificé alargando el tiempo de exposicion hasta 28 semanas, con el fin de obtener mas pruebas del efecto fotopro-
tector sobre los diferentes tratamientos usados.
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La dosis de exposicién fue 180 mJ/cm2, ya que se ha determinado en ensayos anteriores que esta era la dosis
eritémica minima (DEM) para este tipo de roedor.

En este estudio se incluyeron una serie de diferentes fotoprotectores comerciales:
. Vichy: Capital Soleil SPF-50+ (Vichy Laboratoires).

. Isdin: Photoprotector Isdin Extrem (SPF-40 (Isdin SA)

. Heliocare: Heliocare gel Protection Ultra 90 (Difa Cooper S.P.A.)

Tanto los compuestos de referencia como los sujetos de este estudio se aplicaron en la parte dorsal de los ratones
durante 20 minutos antes de su exposicién a UV-B.

Los grupos, de 20 ratones, para esta evaluacion fueron:
. No tratados.

. Compuesto de referencia Vichy anterior: 200 pl de Isdin aplicado 20 minutos antes de la irradiacion.

o Compuesto de referencia Isdin previo: 200 pl de Isdin aplicado 20 minutos antes de la irradiacion.
. Compuesto de referencia Heliocare anterior: 200 pl de Heliocare aplicado 20 minutos antes de la irradiacion.
. Medio anterior: 200 pl de liposomas sometidos al vacio aplicados 20 minutos antes de la irradiacion.

. Resveratrol anterior: 200 pl de liposomas de Resveratrol (10 pumol en total) aplicados 20 minutos antes de la
irradiacion.

. PTER anterior: 200 pl de liposomas de PTER (10 pmol en total) aplicados 20 minutos antes de la irradiacion.
. QUER anterior: 200 pl de liposomas de QUER (10 pmol en total) aplicados 20 minutos antes de la irradiacion.

. PTER + QLTER anterior: 200 pl de liposomas de PTER + QUER (10 umol en total) aplicados 20 minutos antes
de la irradiacion.

UV-B induce edema y eritema a corto plazo. Esta inflamacion es crucial para el proceso de hiperproliferacion.
Las células de la piel expuestas a UV tienen niveles mas altos del factor de transcripcién nuclear NF-kB, este factor
controla el resultado de COX-2 y iNOS, entre otras, una razén por la cual la UV-B es una clara causa de inflamacion

cutanea.

Con el objetivo de evaluar los efectos de los compuestos fotoprotectores estudiados, ratones SKH-1 hembra de
entre 6 y 8 semanas de edad se sometieron a una Unica exposicion de 360 mJ/cm.

Para la exposicion a irradiacion ultravioleta B (UVB) se us6é una camara especificamente preparada, disponible en el
laboratorio de los inventores (Crosslinker; Bio-Link BLX 254) equipada con 5 tubos que emite 80% de la radiacion
como UVB, con una emision méaxima a 312 nm.

Los dos protocoles de exposicion a UV-B usados fueron:

o Exposicién intensa después de una tnica exposicion de 360 0 md/cm?. El estudio se realizé a 24 horas des-
pués de la exposicién. Este protocolo se usé para evaluar el efecto fotoprotector de los compuestos estudia-
dos.

o Exposicién intensa después de una tnica exposicién de 360 0 mJ/cm?. El estudio se realizé a 1 semana des-

pués de la exposicién. Los ratones permanecieron en las jaulas durante una semana para ver la evolucion de
la respuesta inflamatoria y edematosa.

Como referencia se usaron varios productos fotoprotectores comerciales (Vichy, Isdin y Heliocare). Los compuestos
de referencia, ademas de los productos objeto de este estudio, se aplicaron en la parte dorsal de los ratones durante
20 minutos después o 20 minutos antes de la irradiacién con UV-B, para determinar si la reaccioén observada se
debia a un efecto del filtro solar o no.

Los grupos, de 5 ratones, para esta evaluacion fueron:

. No tratados.
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Compuesto de referencia Vichy anterior: 200 pl de Isdin aplicados 20 minutos antes de la irradiacion.

Compuesto de referencia Vichy posterior: 200 pl de Isdin aplicados 20 minutos después de la irradiacion.

Compuesto de referencia Isdin previo: 200 pl de Isdin aplicados 20 minutos antes de la irradiacion.

Compuesto de referencia Isdin posterior: 200 pl de Isdin aplicados 20 minutos después de la irradiacién.

Compuesto de referencia Heliocare anterior: 200 ul de Heliocare aplicado 20 minutos antes de la irradiacion.

Compuesto de referencia Heliocare posterior: 200 ul de Heliocare aplicados 20 minutos después de la irradia-

cion.

Medio anterior: 200 pl de liposomas sometidos al vacio aplicados 20 minutos antes de la irradiacion.

. Medio posterior: 200 pl de liposomas al vacio aplicados 20 minutos después de la irradiacion.

. Resveratrol anterior: 200 pl de liposomas de Resveratrol (10 umol en total) aplicados 20 minutos antes de la
irradiacion.

. Resveratrol posterior: 200 pl de liposomas de Resveratrol (10 pmol en total) aplicados 20 minutos después de
la irradiacion.

. PTER anterior: 200 ul de liposomas de PTER (10 umol en total) aplicados 20 minutos antes de la irradiacion.

. PTER posterior: 200 pl de liposomas de PTER (10 pmol en total) aplicados 20 minutos después de la irradia-
cion.

o QUER anterior: 200 pl de liposomas de QUER (10 pmol en total) aplicados 20 minutos antes de la irradiacion.

. QUER posterior: 200 pl de liposomas de QUER (10 pumol en total) aplicados 20 minutos después de la irradia-
cioén.

o PTER + QLTER anterior: 200 pl de liposomas de PTER + QUER (10 umol en total) aplicados 20 minutos antes
de la irradiacion.

. PTER + QUER posterior: 200 pl de liposomas de PTER + QUER (10 pmol en total) aplicados 20 minutos des-

pués de la irradiacion.

A las 24 horas o0 1 semana de la administracion de los diferentes tratamientos se sacrifico a los ratones y su piel se
fij6 con 4% de PFA.

Grosor de la oreja

El edema se calcul6 como la diferencia entre el grosor que se produjo en las orejas, antes de los resultados de la
reaccion, y su grosor 24 horas después, y se midi6é con un calibrador.

El cambio se expres6 como el incremento relativo en relacion con el dia 0.
Evaluacion macroscopica de la piel.
Los ratones se observaron a diario para detectar cualquier cambio de aspecto de la piel o cualquier cambio general.

Asimismo, en determinados dias especificos antes de su sacrificio, los ratones fueron evaluados por un veterinario
gue analizo las lesiones cutaneas y las cuantificé en funcion de:

. Eritema: enrojecimiento de la piel condicionado por la inflamacién debido al exceso de irrigacion sanguinea por
la dilatacion de los vasos sanguineos.

. Excoriacion: o irritacién de la piel con un aspecto hojaldrado, incremento del descamado de la piel que podria
tener como resultado hiperqueratosis.

o La profundidad de la lesién que podria alcanzar la dermis y producir llagas o Ulceras.

Cada variable se evalu6 en una escala de 0-4, o para ninguna, 2 para moderada, 3 marcada y 4 muy marcada. La
adicion de los 3 valores de cada ratén indic6 el grado de inflamacion.

Durante el proceso de fotocarcinogénesis, la presencia de diferentes tumores se siguié y cuantificé durante e proce-
s0. Cualquier lesién de méas de 1 mm de diametro se considerd una lesion.

Analisis microscoépico.

Se usaron técnicas histoquimicas para estudiar los tejidos cutaneos de los diferentes procedimientos a nivel mi-
croscopico.

Los tejidos se fijaron en 4% de formaldehido en PBS durante 24 horas a 22 °C. Después de fijar los tejidos, se les
tuvo que deshidratar en cantidades elevadas de etanol y se colocaron en una mezcla hidréfoba y de xileno para
permitir que la parafina entre en los tejidos para proporcionar una consistencia suficiente para cortarla muy fina en
un microtomo.
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Las muestras en parafina se procesaron con el microtomo y se obtuvieron cortes de aproximadamente 5-10 um. Las
muestras se expandieron sobre una gota de gelatina a 37°C y se recogieron en diapositivas de informacion generali-
zadas,

Para otros procedimientos fue necesario eliminar la paradina a temperaturas superiores a 60 °C, seguido de lavado
de las muestras con xileno, y rehidratando con etanol.

La hematoxilina es un colorante catiénico, mientras que la eosina es un colorante aniénico que pertenece a los
xantenos. Por tanto, el nicleo se tifie de azul y el citoplasma en rosa.

El protocolo usado para la tincién de las muestras fue:

. Incubacién con hematoxilina de Mayer durante 10-15 minutos.
. Lavar con agua corriente hasta que tome un color azulado.

. Incubar con eosina (1% y durante 2-4 minutos.

. Eliminar la eosina restante en etanol 70.

. Deshidratacion.

. Aclarar con xilol durante 3 minutos.

. Dejar que las bacterias se secan en el horno a 37 °C.

~No b~ WNBRE

Analisis estadistico.

Todos los resultados se expresaron como desviacion estandar + medias. La desviacion estandar se representd en
forma de barras de error, en alguno casos solo se mostraron las semibarras positivas para simplificar los gréaficos.

Los datos se analizaron en base a las variaciones (ANOVA) de uno o mas factores o ensayos, segun sea adecuado.
La homogeneidad de las variantes se analizd con la prueba de Levene. La hip6tesis nula se aceptd para todos los
valores de los ensayos en los que el valor F no fue significativo con un valor de p superior a 0,05. Los datos, para los
cuales el valor de F fue significativo, se analizaron con la prueba de Turkey con un valor p de 0,05.

Los programas informaticos usados fueron Excel para los calculos y los gréaficos, y para la estadistica se us6 SPSS
version 14.0 para Windows (SPSS Inc), la Universidad de Valencia tiene una licencia de usuario para este.

Ejemplos

Ejemplo 1. Modelo experimental de animales.

Como modelos de experimentacion se usaron ratones de la cepa SKH-1 proporcionados por Charles River Compa-
ny. Son ratones inmunocompetentes sin pelo. Los grupos experimentales se formaron con ratones hembra de 3 a 4

semanas de edad como se muestra en la Tabla 2. Cada grupo experimental de fotoproteccion estaba compuesto
por entre 5 y 6 animales. En estos estudios, cada grupo experimental estaba compuesto por 20 ratones.

Tabla 2

GRUPO NOMBRE TRATAMIENTO EXPOSICION A UVB
| Control negati- | Vehiculo liposémico No

Vo
It UVBa Vehiculo liposémico 20 min tras el tto.
lla UVBb Vehiculo liposémico 20 min antes del tto
It RESa Liposomas de RES 20 min tras el tto.
llla RESb Liposomas de RES 20 min antes del tto
IVt PTERa Liposomas de PTER 20 min tras el tto.
IVa PTERb Liposomas de PTER 20 min antes del tto
Vit QUERa Liposomas de QUER 20 min tras el tto.
Va QUERD Liposomas de QUER 20 min antes del tto
Vit (PTER+QUER)® | Liposomas de PTER+QUER | 20 min tras el tto.
Via (PTER+QUER)” | Liposomas de PTER+QUER | 20 min antes del tto.
VIt ISDINa 20 min tras el tto.
Vila ISDINDb 20 min antes del tto.
VIt HELICAREa 20 min tras el tto.
Villa HELIOCAREbD 20 min antes del tto.
IXt VICHYa 20 min tras el tto.
IXa VICHYb 20 min antes del tto.
® hace referencia a "antes"
® hace referencia a "después"
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Ademas, se realizaron ensayos in vivo en ratones SKH1-E hembra desnudas de 4 semanas de edad de Charles
River, o en ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad.

Los estudios se realizaron en la Universidad de Valencia, Central Support Service of Experimental Research
(CSSER) en el area de experimentacion animal del servicio de produccion de animales, a excepcion de los estudios
realizados por TNO Quality of Life (Leiden, Paises Bajos), de hipersensibilidad a la oxazolona.

Una vez que los animales se aclimataron tras un periodo de 2 semanas, los experimentos se realizaron en cuartos
equipados con barreras de proteccién en condiciones controladas con temperaturas de: 22 + 2 °C, humedad relativa:
65-80%, 12 cambios de aire/hora y un fotoperiodo de 12/12 horas, de conformidad con el reglamento internacional
actual [Directiva del Consejo de la Comunidad Europea (86/609, OJ L 358. 1, 12 de diciembre de 1987), Instituto
Nacional de Salud (Guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorio, Publ. Del NIH N° 85-23, 1985, USA)].

Se sacrifico a los animales mediante dislocacion cervical. Las muestras se tomaron de los cuartos traseros para
andlisis histoldgico y se fijaron en 4% de formaldehido durante la noche. Las partes de las muestras se conservaron
en N; liquido para los procedimientos de exposicién a UV-B intensa y para la posterior evaluacion de la inflamacién y
el estrés oxidativo/nitrosativo.

Posteriormente se tomaron 20 pl de sangre y se afiadieron a 80 pl of de N-etilmaleimida (NEM).

Tras la incubacion durante aproximadamente 10 minutos se afiadieron 100 pl de acido perclérico (APC). Las mues-
tras se conservaron en hielo después de agitar enérgicamente. Por Ultimo, todas las muestras se centrifugaron a
13.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se recogieron y almacenaron a -20°C hasta el andlisis d
la proporcion GSH (forma reducida del glutation) / GSSG (forma oxidada del glutation). La proporcion GSH/GSSG es
un parametro que refleja el estado rédox intracelular y en concreto el estado rédox del tiol intracelular. Por tanto, se
usan los cambios en esta proporcidn para evaluar el estrés oxidativo.

Se tomaron cuatro muestras de la piel de los cuartos traseros. Una para analisis histoldgico (se fijo durante la noche
en 4% de formaldehido) y 3 se congelaron con nitrégeno liquido para el analisis bioquimico.

Ejemplo 2 - Preparacion de liposomas.

Con independencia del o los polifenoles, la metodologia de preparacion de liposomas se us6 de igual forma: lecitina
de soja, diclorometano como disolvente organico en el caso de PTER y/p QUER vy éter etilico como disolvente orga-
nico para resveratrol debido a su incapacidad para disolverse en diclorometano. La evaporacion del disolvente orgéa-
nico se realiz6 usando un evaporador rotatorio conectado al vacio y una temperatura de 40 °C. Después de eliminar
el disolvente orgénico, los liposomas se resuspendieron en BS diluido a 1 mM. En la concentracion final de los lipo-
somas, antes de afiadir Carbopol, la concentracion de cada polifenol fue polifenoles 20 uM determinada mediante
HPLC/EM-EM.

Las etapas para preparar los liposomas se pueden resumir del siguiente modo:

1. Pesar los polifenoles y la lecitina

PTER | QUER | RESV | LECITINA
05129 | 0,676g | 0,4589 | 2,376

2. Disolver el polifenol y la lecitina en 40 ml de diclorometano (en el caso de PTER y/o QUER) o 140 ml de éter etili-
co (en el caso del resveratrol).

3. Introducir la solucién en un matraz evaporador rotatorio y se fij6 al dispositivo. Una vez que todo el disolvente se
ha evaporado, cortar el vacio previsto y esperar durante 15 minutos, para eliminar todos los restos de disolvente que
puedan haber aparecido.

4. Afiadir 20 ml de PBS diluido (ImM) en el matraz evaporador rotatorio volver a fijar el dispositivo, pero esta vez sin
vacio.

5. Los liposomas formados se recogen en un tubo de 50 ml.

6. Sonicacién de liposomas (6 segundos, 25 ciclos, con un intervalo de 3 segundos entre cada ciclo; alta intensidad).
7. Dilucién 1:1 con Carbopol (concentracion final de 10 pmoles/200 pl)

8. Para evitar la posible contaminacién se afiade Phenonip (6 ml de Phenonip por 1000 ml de preparacion).

Los liposomas control se prepararon del mismo modo que los de PTER y QUER pero solo contienen lecitina (2,376
9)-

Los procedimientos para obtener liposomas se realizaron en nuestros laboratorios en colaboracion con la Colloids
Research Unit (Dept. of Chemistry and Physics; Univ. de Valencia).
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Los liposomas se pueden cargar con diversos principios activos, tales como polifenoles. Debido a su capacidad para
penetrar en la piel, pueden portar estos principios activos a través de largas distancias en la piel y detenerse en un
punto determinado. Esta es la razon por la cual los liposomas se pueden usar en terapia dermatoldgica. Existen
diversos productos que contienen polifenoles que proceden del té verde (Replenix; Kaplan cosmetic Surgery Cen-
ters), y resveratrol que procede de uvas (Resveraderm; SesDERMA Laboratorios).

Se us6 una mezcla de lecitina de soja para obtener liposomas; esta es una mezcla natural de aproximadamente un
90% de fosfatidilcolina y otros acidos grasos. GUINAMA S.L (Valencia, Espafia) proporciond la lecitina de soja (pu-
reza del 99%).

Se usaron disolventes organicos polares para solubilidad, tal como diclorometano (Sigma) para el PTER ((CML Eu-
rope BV) Y QUER (Sigma) y éter (Sigma) para el Resveratrol (Sigma)

La mezcla ideal para obtener liposomas contenia:

. 5,9 (p/v) de lecitina, 1,28 (w/v) de PTER y 1,69 (p/v) de QUER, disueltos en diclorometano.
. 1,69 (p/v) de lecitina y 1,15 (p/v) de PTER de Resveratrol disueltos en éter.

El empaquetamiento microscépico de los diferentes polifenoles se consiguié mediante la deshidratacién de la lecitina
de soja a 40 °C en un evaporador rotatorio de vacio, que después se hidratdé con una solucién de fosfato 1 mM a pH
7 a 20 °C para una concentracion final de 0,1 mM por compuesto en la solucion final.

Los liposomas se normalizaron en relacion con el tamafio de las particulas observando la morfologia con un micros-
copio. La concentracion de los polifenoles en la suspension de liposomas se cuantificé mediante HPLC-EM/EM.

La solucion era Carbopol 940 (Guinama) estabilizado en una dilucién 1:1, afiadiendo 0,6% (v/v) del conservante
antimicrobiano Phenonip (Guinama), que obtuvo una solucion de liposomas con 10 umoles para cada polifenol / 200

pl.

La administracién de los liposomas se realiz6 aplicando y suavizando una pelicula homogénea de la crema en la
parte dorsal del ratdn con una micropipeta automatica.

Los compuestos se aplicaron de acuerdo con el protocolo de administracion descrito en cada procedimiento en el
que:

. Liposomas vacio: liposomas sin carga.

. Liposomas de PTER: 1 pmol/ 20 ul de crema.

. Liposomas de QUER: 1 pmol/ 20 pl de crema.

. Liposomas de PTER + QUER: 1 pumol de cada compuesto/ 20 pl de crema.
. Liposomas de Resveratrol: 1 umol/ 20 pl de crema.

Ejemplo 3. Determinacion del pliegue cutaneo 24 horas después de la irradiacion.

El pliegue cutaneo se midid realizando un pliegue sobre la piel de la parte dorsal de los ratones, desde la axila a las
caderas; el pliegue se midié con un calibrador (compas pie de rey).

El incremento del pliegue se calculé6 mediante la diferencia entre el punto inicial, antes de los efectos de la reaccion,
y el grosor en cada punto.

La Fig. 1 muestra los resultados obtenidos en la medicion del grosor de la piel de los cuatros traseros de los ratones
(en los que se han aplicado varios tratamientos). Los resultados se analizaron estadisticamente mediante ANOVA y
se contrastaron con el test de Tukey y se agruparon de acuerdo con las diferencias significativas. Las desviaciones
estandar se incorporan en la Fig. 1. Como se muestra en la Fig. 1, la combinacién de PTER + QUER, y también
PTER por separado, es mas eficiente como fotoprotector cuando se aplica antes de la exposicion a UVB, que las
cremas comerciales (Vichy, Heliocare e Isdin) y que RESV. Por tanto, la combinacién de PTER + QUER, o PTER
por separado se podria usar de forma eficaz en la prevencion de enfermedades cutdneas inducidas por radiacion a
ultravioleta B.

Ademas, la Figura 1 también muestra que la combinacion PTER + QUER o PTER por separado es mas eficiente en
el tratamiento de enfermedades, lesiones o dafios cutdneos causados por radiacion, cuando se aplica después de la
exposicion a UVB, que las cremas comerciales (Vichy, Heliocare e Isdin), y que RESV. Por tanto, la combinacién de
PTER + QUER podria usarse de forma eficiente en el tratamiento de enfermedades, lesiones o dafios cutaneos
inducidos por la radiacion ultravioleta.
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Ejemplo 4. Medicién del grosor de la epidermis después de irradiacion (24 horas)

Para medir el grosor de la epidermis para evaluar la posible hiperplasia se us6 un programa de ordenador, Image J,
calibrado con la ayuda de una cdmara Neubauer que permitié la medicion de la epidermis. Los resultados obtenidos
se analizaron estadisticamente mediante ANOVA y se contrastaron con el test de Tukey y se agruparon de acuerdo
con las diferencias significativas. Como se muestra en la Fig. 2, el uso de PTER solo es mas eficiente como fotopro-
tector cuando se aplica antes de la exposicién a UVB, que la cremas comerciales (Vichy, Heliocare e Isdin). Por
tanto, PTER solo se podria usar de forma eficaz en la prevencion de enfermedades, dafos o lesiones cutaneas
inducidas por radiacion ultravioleta B.

Ademas, la Fig. 2 también muestra que la combinacion PTER + QUER es mas eficiente en el tratamiento de enfer-
medades, lesiones o dafios cutdneos causados por radiacion, cuando se aplica después de la exposicién a UVB,
que las cremas comerciales ((Vichy, Heliocare e Isdin), y que RESV. Por tanto, la combinacion de PTER + QUER,
asi como PTER por separado, podria usarse de forma eficiente en el tratamiento de enfermedades, lesiones o dafios
cutidneos inducidos por la radiacion ultravioleta B. En este experimento, control significa ausencia de radiacién y
ausencia de tratamiento.

Ejemplo 5. Medicién del grosor de la epidermis después de irradiacion (1 semana)

La evaluacién del grosor de la piel se llevo a cabo usando un software informético (IMAGE J). Los resultados obteni-
dos mediante ANOVA se contrastaron con el test de Tukey y se agruparon de acuerdo con las diferencias significati-
vas. Como se muestra en la Figura 3, el uso de PTER por separado es mas eficiente como fotoprotector cuando se
aplica antes de la exposicién a UVB, que las cremas comerciales (Vichy, Heliocare e Isdin). Por tanto, PTER por
separado se podria usar de forma eficaz en la prevenciéon de enfermedades, dafios o lesiones cutaneas inducidas
por radiacion ultravioleta B.

Ademas, la Figura 3 también muestra que la combinaciéon PTER + QUER es mas eficiente en el tratamiento de
enfermedades, lesiones o dafios cutaneos causados por radiacion, cuando se aplica después de la exposicion a
UVB, que las cremas comerciales ((Vichy, Heliocare e Isdin), y que RESV. Por tanto, la combinacién de PTER +
QUER, asi como PTER por separado, podria usarse de forma eficiente en el tratamiento de enfermedades cutaneas
inducidas por la radiacién ultravioleta B.

Ejemplo 6. Induccién de dermatitis atdpica experimental con TNCB.

Con respecto al agente “2-cloro-1,3,5-trinitrobenceno o 2,4,6-trinitroclorobenceno” (TNCB), también conocido habi-
tualmente como cloruro de Pycrill, este es un agente quimico que induce un proceso alérgico combinado con la
inflamacién de la piel de los ratones. Ademas, la administracién continua de pomada de TNCB aument6 la produc-
cion de linfocitos T, mastocitos e IgE en suero, como se produce entre pacientes humanos con dermatitis atépica.

Para producir lesiones de dermatitis atopica, se usoé el protocolo descrito por Matsumoto, aplicando 100 pl de una
solucién de 1% de TNCB en acetona [3 aplicaciones de 33 pl (con la ayuda de un dispensador de una micropipeta
automatica) para prevenir que se extienda el volumen y para mantener el area de la lesion méas localizada] en la
parte dorsal de los ratones SKH-1.

En contraste con el protocolo propuesto por Matsumoto, en el que el tratamiento con TNCB duré 32 dias tras un
periodo de prueba previo con TNCB, se desarrolldé un protocolo que consiste en una prueba con TNCB y una sema-
na después 4 dosis seguidas de TNCB cada 2 dias. Protocolos méas cortos produjeron un incremento del pliegue
cutaneo como se muestra en la Figura 4, como en la pérdida de fluido transepidérmico como se muestra en la Figu-
ra 5, siendo estas lesiones obvias a nivel macroscopico como se muestra en la Figura 6.

Por tanto, el protocolo desarrollado en este procedimiento fue el mostrado en la Figura 7. Como tratamiento estan-
dar, se us6 dexametasona (de Sigma, solucién 25 mM en acetona). La administracion de los productos a analizar y
el tratamiento estandar se administraron en dias alternos, comenzando 24 horas antes de la primera aplicacion con-
tinua de TNCB y después de exponer a los ratones a TNCB (1 semana antes).

Los grupos, de 5 ratones, para esta evaluacion fueron:

No tratados.

Compuesto de referencia: 0,5 umoles de dexametasona (20 pl de una solucion 25mM en acetona).
Medio: 200 pl de liposomas sometidos a vacio.

Resveratrol: 200 pl de liposomas de Resveratrol (10 pmol en total).

PTER: 200 pl de liposomas de PTER (10 pmol en total).

QUER: 200 pl de liposomas de QUER (10 umol en total).

PTER + QUER: 200 pl de liposomas de QUER (10 umol en total).
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A las 24 horas (Dia 9) después de la Gltima administracion de los diferentes tratamientos se sacrifico a los ratones y
su piel se fijo con 4% de PFA.

Ejemplo 7. Induccién experimental de psoriasis con TPA.

Para la induccién de la psoriasis se uso el agente "acetato de 12-O-tetradecanoilforbol-13" (TPA). En relacién con el
agente, "acetato de 12-O-tetradecanoilforbol-13" (TPA), también conocido habitualmente como”13-acetato de forbol
12-miristato” (PMA), es decir el diéster de forbol y un promotor fuerte de los tumores usados habitualmente en inves-
tigacion biomédica para activar la transduccién de sefiales mediante la enzima quinasa de la proteina C (PKC).

En referencia a la dosis de TPA necesaria para desarrollar la enfermedad en ratones SKH-1 sin pelo, algunos auto-
res han usado dosis elevadas de 10-17 nmoles/ratén, la reproduccion conseguida de la hiperplasia es similar a como
se produce en ratones Balb/C, previamente afeitados, con psoriasis, y este modelo se usa ampliamente en los estu-
dios de psoriasis. No obstante, estos modelos se usaron para evaluar los parametros bioquimicos o moleculares
después de solo una administracion de TPA. Dado que nuestro objetivo era evaluar el progreso de las lesiones cau-
sadas por psoriasis en combinacién con el uso de polifenoles, se us6 un modelo d exposicién continua y una con-
centracion mas débil de TPA a una dosis diaria de 2 nmoles de TPA durante un periodo de una semana, lo que
permitié a los inventores observar el progreso de la psoriasis.

La induccién se realizé con 2 nmol es de TPA/ratén en un area de 1 cm?® aplicando 10 pl de la solucién 200 pM en
acetona. Este protocolo de aplicacion se llevé a cabo teniendo en cuenta que cuando se aplican 20 pl como se indi-
ca en el modelo, el volumen aumenté considerablemente y perdié su concentracion, por lo que se decidié concen-
trarlo mas.

Protocolos mas cortos produjeron un incremento del pliegue cutaneo como se muestra en la Figura 8, como en la
pérdida de fluido transepidérmico (TEWL= como se muestra en la Figura 9, siendo estas lesiones obvias a nivel
macroscopico como se muestra en la Figura 10.

Por tanto, el protocolo desarrollado en este procedimiento fue el mostrado en la Figura 11. Como tratamiento estan-
dar, se us6 dexametasona (de Sigma, solucidon 25 mM en acetona). La administracién del tratamiento estandar y los
productos a analizar se administraron 30 minutos antes de la aplicacién de TPA, comenzando ambos el mismo dia.

Los grupos, de 6 ratones, para esta evaluacion fueron:

o No tratados.

. Compuesto de referencia: 0,5 umoles de dexametasona (20 pl de una solucién 25mM en acetona).
o Medio: 200 pl de liposomas sometidos a vacio.

. Resveratrol: 200 pl de liposomas de Resveratrol (10 pmol en total).

. PTER: 200 pl de liposomas de PTER (10 pmol en total).

. QUER: 200 pl de liposomas de QUER (10 pmol en total).

. PTER + QUER: 200 pl de liposomas de PTER + QUER (10 pumol en total).

A las 24 horas (Dia 7) después de la ultima administracion de los diferentes tratamientos y TPA, se sacrifico a 3
ratones de cada grupo y su piel se fijo con 4% de PFA. Los ratones restantes se mantuvieron en tratamiento sin
exposicion a TPA, para verificar si la piel se recuperaba mas rapida con el tratamiento que por si sola. A las 24 horas
(Dia 9) después de la ultima administracion de los diferentes tratamientos se sacrificd al resto de los ratones y su
piel se fijo con 4% de PFA.

Ejemplo 8. Induccién experimental de hipersensibilidad por contacto a oxazolona.

La aplicacion de oxazolona tras la sensibilizacién a la misma sustancia produce una reaccion de hipersensibilidad
por contacto que aparece como una reaccion eccematosa con infiltracion de linfocitos y macroéfagos, con edema de
la epidermis.

Los ratones BALB/c se sensibilizan el dia 0 mediante la aplicacion, en el abdomen afeitado, de 100 pl de oxazolona
al 1,5% en acetona (peso/v). Antes de la induccidn de hipersensibilizacion se midié el grosor de la oreja con la ayuda
de un calibrador (o compas pie de rey) (micrometro Mitutoyo). La reaccion se produjo el dia 7 aplicando 20 pl de
oxazolona al 2,5% en etanol (10 pl en cada lado de la oreja derecha).

Por tanto, el protocolo desarrollado en este procedimiento fue el mostrado en la Figura 12. Como medida de control
se uso la oreja izquierda a la que se aplicaron 20 ul de etanol. Y se usé un tratamiento estandar, crema Diprosone®
(Schering Plough B.V., Utrecht, Paises Bajos), que contiene 0,5 mg de betametasona/ g.

Los grupos, de 8 ratones, para esta evaluacion fueron:
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. No tratados.

. Compuesto de referencia: 10 mg de crema Diprosone® en cada lado de la oreja, aplicados 30 minutos des-
pués de aplicar oxazolona el dia 7.

. Medio: 10 pl de liposomas vacios en cada lado de la oreja, aplicados 30 minutos antes de aplicar oxazolona
eldia 7.

. Resveratrol anterior: 10 pl de liposomas de Resveratrol en cada lado de la oreja (1 pmol en total) aplicados
30 minutos antes de aplicar oxazolona el dia 7.

. Resveratrol posterior: 10 pl de liposomas de Resveratrol en cada lado de la oreja (1 pumol en total) aplicados
3-4 horas después de aplicar oxazolona el dia 7.

. PTER anterior: 10 pl de liposomas de PTER en cada lado de la oreja (1 pumol en total) aplicados 30 minutos
antes de aplicar oxazolona el dia 7.

. PTER posterior: 10 pl de liposomas de PTER en cada lado de la oreja (1 pmol en total) aplicados 3-4 horas
después de aplicar oxazolona el dia 7.

o QUER anterior: 10 pl de liposomas de QUER en cada lado de la oreja (1 pmol en total) aplicados 30 minutos
antes de aplicar oxazolona el dia 7.

. QUER posterior: 10 pl de liposomas de QUER en cada lado de la oreja (1 pmol en total) aplicados 3-4 horas
después de aplicar oxazolona el dia 7.

. PTER + QUER anterior: 10 pl de liposomas de PTER + QUER en cada lado de la oreja (1 pmol en total) apli-
cados 30 minutos antes de aplicar oxazolona el dia 7.

o PTER + QUER posterior: 10 pl de liposomas de PTER + QUER en cada lado de la oreja (1 pmol en total)

aplicados 3-4 horas después de aplicar oxazolona el dia 7.

A las 24 horas de la administracion de la oxazolona dia 1), se sacrificd a los ratones y ambas orejas se fijaron con
4% de PFA.

Ejemplo 9. Pérdida de agua transdérmica.

Algunas afecciones de la piel se caracterizan por un compromiso de las propiedades mecanicas de la piel, tal como
en la esclerodermia y la psoriasis.

Sin embargo, la evaluacién objetiva de estas caracteristicas es compleja y la determinacién de la pérdida de agua
transepidérmica (PTEA o TEWL) evaluada mediante el sistema Tewameter TM 210 (CK electronics, Alemania) se
considera un indicador de las funciones de las “barreras” cutaneas (g/h/cm?).

El fundamente fisico de este tipo de medicién se basa en la ley de difusion establecida por Adolf Fick en 1885:

dm e . L @
— = —D x4 x =
QI -a.-.-x

en la que:

A = superficie en m?

m = transporte de agua (en g)

t = tiempo (h)

D = constante de difusion (= 0,0877 g/m-h-mm Hg)
p = presién de vapor atmosférico (mm Hg)

x = distancia de la piel al punto de medicion (m)

La ley de difusion dm/dt indica la masa por cm? transportado en un intervalo de tiempo que se proporcional al area A
y la variacién de la concentracién por la distancia dc/dx. D representa el coeficiente de difusion de vapor de agua en
el aire. Esta ley es valida Unicamente dentro de una zona de difusién homogénea, que tiene la forma aproximada de
un cilindro vacio. La densidad de gradiente resultante se registra indirectamente mediante dos equipos de detectores
(temperatura y humedad relativa) analizados mediante un microprocesador.

En la sonda del sistema Tewameter TM 210 , los detectores de temperatura e hidratacion, asi como el circuito para
medir y los datos para calibracién, se localizan en el interior del sensor. El cabezal del sensor esta hecho de un
cilindro hueco y estrecho (diametros= 100 mm, longitud= 20 mm) y su funcién es reducir la turbulencia del agua en el
sensor.

Después de inmovilizar a los ratones, la sonda se coloco en su parte dorsal, en la misma area tratada con diferentes

agentes quimicos. Las lecturas de la TEWL se realizaron de forma continua hasta que se estabilizaron las métricas,
que pueden producir entre 30-60 segundos de lectura.
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Ejemplo 10. Efecto fotoprotector y anticarcinogénico durante la exposicién crénica airradiacién UV-B.
Capacidad de filtro mecéanico de los polifenoles.

Con el fin de estudiar la capacidad de los polifenoles usados en este estudio, los inventores decidieron evaluar la
absorcion de la luz a través del espectro de luz ultravioleta como se muestra en la Figura 13.

Se confirmé que Resveratrol, asi como PTER, tienen picos o0 maximos de absorcién en el intervalo de la luz ultravio-
leta B, por el contrario QUER se absorbe en una proporcién mayor en las longitudes de onda de la luz UV-A.

Funcion fotoprotectora de los polifenoles.

La siguiente fase del estudio era evaluar el componente fotoprotector (afiadiendo los polifenoles antes de la exposi-
cion a UV-B) contra la posible capacidad de reparacion de los polifenoles contra la fotocarcinogénesis (afiadiendo
polifenoles tras la exposicion a UV-B).

Para este fin se evalud la capacidad fotoprotectora después de la exposicion crénica a UV-B como se muestra en la
Figura 14. Se sometio a los ratones a 3 exposiciones a la semana durante 28 semanas hasta una dosis de 180
mJ/cm? de UV-B por exposicion. Con este protocolo se inducen neoplasias que comienzan a mostrarse a partir de la
semana doce. A lo largo del procedimiento, las lesiones precancerosas se evaluaron y se cuantificaron como se
muestra en la Figura 15.

Si se comparan los efectos de los diferentes tratamientos en relacién con los signos de lesiones, los inventores
seran capaces de apreciar que en el grupo control, asi como el tratado con liposomas vacios, a partir de la semana
12 de exposicion continua a UV-B, mas del 50% de los ratones tenian tumores. Por el contrario, el tratamiento con
polifenoles retrasé la manifestacién de los tumores hasta aproximadamente la semana 20 en el caso de Resv y
QUER. No obstante, con PTER y tras 30 semanas de exposicion crénica a UV-B, solo el 10% de los ratones pre-
sentd lesiones, con PTER solo o en combinacion con QUER. Este efecto protector fue superior al hallado en los
fotoprotectores comerciales.

En relacion con el nimero de lesiones por ratén, PTER y el combinado con QUER fueron los que proporcionaron la
mayor proteccion, ya que el numero de lesiones por ratdén era nulo en comparacion con cualquiera de los demas
tratamientos. La Tabla 3 que figura a continuacion muestra las lesiones por ratén: primeros signos de lesiones pre-
cancerosas de mas de 1 mm de diametro en los diferentes grupos experimentales después de 30 semanas de expo-
sicion cronica a 180 md/cm? (tres veces a la semana). Tanto los compuestos de referencia como los sujetos de este
estudio (10 umoles/ratén de polifenoles o 200 ul de cada fotoprotector) se aplicaron en la parte dorsal de los ratones
durante 20 minutos antes de su exposicion a UV-B. Grupo de 20 ratones.

Tabla 3
n°de grupo (media) | tumor/raton X

semanas 20 24 30
Control 4.4 9,2 13,8
Liposomas libres 5,7 8,2 12,9
Liposomas con PTER 0,0 0,1 0,0
Liposomas con QUER 0,3 2,2 4,6
Liposomas con resveratrol 0,3 1,2 3,8
Liposomas con PTER + QUER 0,0 0,1 0,1
Vichy: 0,0 0,3 0,7
Heliocare: 0,0 0,5 1,06
Isdin: 0,1 0,5 0,6

Estudios anatomopatoldgicos.

En relacion con el analisis histopatoldgico de los tumores inducidos por irradiacion crénica de UV en ratones SKH1,
se confirmé que el tratamiento con UV-B producia una fuerte acantosis debido, principalmente, al proceso inflamato-
rio; esto dio paso los primeros signos de tumores, principalmente de tipo carcinoma y no melanoma.

La gran mayoria de los dos canceres de piel no melanoma son: carcinoma de células basales y carcinoma de célu-
las escamosas.

El uso de fotoprotectores comerciales protegi principalmente frente a la inflamacién, aunque solo Vichy disminuyo el
posible desarrollo de tumores.
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El uso de polifenoles tenia efectos antiinflamatorios y anti-formacién de tumores; PTER fue el compuesto que pro-
porcioné los mayores beneficios. No obstante, en comparacion con su homaélogo resveratrol se observé una gran
diferencia a nivel del efecto antiinflamatorio y de anti-formaciéon de tumores. También presentd mejores resultados
cuando se comparé con diferentes fotoprotectores comerciales.

Sobre la combinacion de PTER y QUER, no se encontraron diferencias entre los usos de PTER solo o combinado
en relacién con su efecto fotoprotector, pero habia una diferencia respecto a su efecto antiinflamatorio, como se
comentara mas adelante. Como se representa en la Figura 16, la Tabla 4 siguiente muestra el estudio anatomopa-
tolégico de la piel tras la exposicion cronica a UV-B, especificamente tras 30 semanas de exposicion cronica a 180
mJ/cm? (tres veces a la semana). Tanto los compuestos de referencia como los sujetos de este estudio (10 umo-
les/raton de polifenoles o 200 pl de cada fotoprotector) se aplicaron en la parte dorsal de los ratones durante 20
minutos antes de su exposicion a UV-B. Grupos de 20 ratones. Cada parametro se midié de acuerdo con el grado de
gravedad (+) leve -(+++) grave

Tabla 4
uv PQ+ Resv+ Isdin+ UV Heliocare +
uv uv uv
Tumor (n° ratones x grupo) 13,8 0,1 3,8 0,7 11
Estroma | Displasia + ++ ++ ++
Fibrosis Reactivo
Acantosis [+/+++ +++/++  ++ +++[++
Acantolisis
Paraqueratosis  +++ + +
Inflamacioén +++ ++ ++ ++

Ejemplo 11. Efecto sobre la dermatitis.

Antes de evaluar los resultados de diferentes tratamientos en diferentes modelos de dermatitis, tenian que evaluarse
los posibles efectos secundarios de la administracion continua de polifenoles sobre la piel de los ratones como se
muestra en la Figura 17. Con este fin, la dosis para esta evaluacion diaria se administré durante 6 dias consecuti-
VOS.

Como se puede observar, el tratamiento solo no afect6 a los pliegues cutaneos después de un tratamiento cronico,
no obstante, el uso crénico de corticoides (tal como dexametasona) si tuvo efectos secundarios sobre la estructura
de la piel.

Proteccion frente a la exposicién aguda a radiacion UV-B.

Habiendo visto la caracteristica antiinflamatoria de los polifenoles como proteccion frente a la fotocarcinogénesis, la
funcién antiinflamatoria se estudio tras una exposicion intensa a UV-B. Los resultados obtenidos con medidas del
grosor de la piel de las regiones dorsales de los cuatro ratones se muestran en la Figura 1.

Los polifenoles PTER y RESV individualmente y la combinacién con PTER+QUER mostré un efecto beneficioso tras
la exposicion a irradiacion UVB dado que se redujo la formacién de edema.

Este incremento del grosor de la piel podria deberse al volumen causado principalmente por algin proceso inflama-
torio o por la hiperproliferacion de las células de la epidermis. Por tanto, fue necesario medir el grosor de la epider-
mis, como se muestra en la Figura 2.

Se observé una diferencia significativa en el grosor de la epidermis de os ratones tratados con polifenoles con res-
pecto al grupo tratado Unicamente con UV-B. De hecho, el tratamiento con PTER con o sin QUER produjo resulta-
dos mejores incluso que los fotoprotectores comerciales y Resveratrol.

En relacion con el tiempo de aplicacion del tratamiento no se observaron diferencias importantes entre las aplicacio-
nes antes o después de la exposicién a UV-B, a excepcion de Resveratrol, que mostré un resultado diferente en
relacién con el tiempo de aplicacion con respecto a su buen efecto de fotoproteccién pero no como reparador.

Asimismo, cuando el grosor de la epidermis se analiz6 una semana después de la irradiacion de 360 mJ/cm? de UV-
B, se observé que los ratones tratados con polifenoles antes de la exposicion a UV-B estaban protegidos frente al
dafio producido por la UV-B, mantuvieron los mismos resultados del grosor de la epidermis obtenidos 24 horas des-
pués de la irradiacién, no hubo diferencias estadisticas. Si los polifenoles se aplicaron tras la irradiacion se obtuvie-
ron los mismos resultados, a excepcion del QUER, que dio un peor prondstico si se aplica tras la exposiciéon a UV-B,
los resultados fueron similares a los resultados observados en fotoprotectores comerciales, como se muestra en la
Figura 3y la Figura 18.
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Proteccion en un modelo experimental de dermatitis atdpica inducida por TNCB.

El incremento de los pliegues cutaneos 24 horas después de la primera administracion de TNCB se estudié como se
muestra en la Figura 19.

En este modelo fue imposible medir el pliegue cutaneo, ya que habia lesiones producidas a lo largo del proceso que
no permitieron la correcta medicién del grosor de la piel. No obstante, se observé que habia incrementos del pliegue
cutaneo 254 horas después de la primera exposicion a TCNB, 1 semana después de la sensibilizacion previa con
TNCB. Como se puede observar en la figura, la dexametasona as6é como el PTER (solo o combinado con QUER)
disminuyé su efecto inflamatorio debido al agente TNCB.

También deberia observarse que los liposomas vacios no tenian efecto sobre los pliegues cutaneos, lo que muestra
gue los liposomas por si solos no funcionan como filtros mecanicos, lo que no permite que el TNCB alcance su obje-
tivo produciendo las lesiones esperadas.

Evaluacion macroscopica de las lesiones.

Las lesiones se evaluaron con el fin de cuantificar las diferencias entre los diferentes tratamientos, como se muestra
en laFigura 20y la Figura 21.

Se observo que desde el principio de la primera aplicacion continua de TNCB, se producian cambios en el aspecto
de la piel, cambios en el nivel de hidratacion desde el principio de la primera exposicion a TNCB y a lo largo del
proceso.

A corto plazo, el andlisis de los valores de TEWL mostré que para el tratamiento con TNCBA, asi como para el pre-
tratamiento con dexametasona o con liposomas vacios se produjo un incremento estadistico significativo de la hidra-
tacién de la epidermis en relacién con los valores basales.

No obstante, lo que también mostré el andlisis de los resultados fue que en el caso de los tratamientos con polifeno-
les, especialmente en la combinacién PTER-QUER, no se observaron diferencias estadisticas significativas en rela-
cion con la piel sin tratar (valor basal). Esto muestra que los polifenoles tienen un efecto hidratante sobre la
epidermis, méas que el agua sola, o un efecto protector frente a la agresion producida por TNCB.

En este momento, las diferencias dejaron de ser estadisticamente significativas en relacion con los valores obteni-
dos con TNCB, posiblemente porque habia lesiones en todos los grupos, incluido el grupo tratado con dexametaso-
na.

En relacion con las lesiones existe una indicacion de que los niveles bajos del grado de la lesion fueron en contraste
con otros modelos, el protocolo para administrar el TNCB fue de una dosis menor, que también produjo lesiones
menores pero mas parecidas a las lesiones reales.

El hecho més importante que cabe destacar se refiere a la posible prevencion o curacion de la dermatitis atopica, la
dexametasona no produjo ningun efecto beneficioso en relacion con el indice de lesiones o en relacion con el incre-
mento del pliegue cutaneo. El PTER produjo lesiones menos graves que con el uso de dexametasona o con respec-
to a la falta de tratamiento.

Proteccion contra un modelo de hipersensibilidad por contacto inducida por oxazolona.

Los trastornos de la piel, tales como la hipersensibilidad de contacto, la dermatitis atopica y la psoriasis, se caracte-
rizan por trastornos hiperproliferativos e inflamatorios de la piel.

El tratamiento actual de los trastornos de la piel incluye el uso de agentes antiinflamatorios, tales como glucocorti-
coides y agentes antiproliferativos. En este estudio se afirma que el uso de polifenoles naturales produce una mejora
clinica de la dermatitis como se muestra en la Figura 22.

Los efectos de PTER sobre los trastornos de la piel se establecieron de acuerdo con procedimientos realizados en
animales que mostraron una hipersensibilidad similar al contacto con la inflamacién de la dermis, medido mediante
el uso de oxazolona en la prevencion del edema de la oreja.

Los resultados de este ensayo farmacol6gico in vivo que emularon los trastornos inflamatorios cutaneos relaciona-
dos con el sistema inmunitario indica que los polifenoles, en particular PTER, aplicados a la lesion (aplicados tras la
administracion de oxazolona) podia prevenir los cambios inflamatorios como resultado de la inflamacién inducida por
oxazolona. Se pueden observar resultados similares con diprosona.
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Ejemplo 12. Efecto sobre la psoriasis inducida por TPA.
Estudio del edema en la psoriasis

Dado que la aplicacién de TPA sobre la piel produce vasodilatacion, infiltracion de leucocitos y edema, es interesan-
te medir no solo la variacion del pliegue cutaneo como el peso del tejido sino como perimetro de la inflamacién cuta-
nea, como se muestra en la Figura 23.

A la hora de evaluar el incremento del pliegue cutaneo durante el procedimiento (6 dias consecutivos) se observaron
3 grupos diferentes. El primer grupo corresponde al grupo control y el tratado con dexametasona (0,5 pmoles/raton
30 minutos antes de administrar TPA), no habia diferencias entre estos durante el tratamiento, lo que indica que la
dexametasona prevenia el desarrollo de psoriasis. El segundo grupo seria el formado por TPA, liposomas vacios y
Resv, en el que al menos durante la primera mirad del procedimiento la evolucion fue similar con un incremento en
la formacién de edema.

Y, por ultimo, el tercer grupo formado por el grupo de PTER, QUER y PTER + QUER, en el que se observé una
importante disminucion del incremento de los pliegues cutaneos, en el grupo de TPA, y significativamente diferente
al menos 24 horas después de la primera administracion como se muestra en la Figura 24.

Como se puede observar mediante el incremento del pliegue cutaneo, la aplicacién de TPA sobre la piel de los rato-
nes produce edema, una fuerte inflamacion significativa, 24 horas después de la administracion. La aplicacion del
producto de referencia, la dexametasona (0,5 pmoles/raton) 30 minutos antes de la administracion tépica de TPA,
redujo significativamente el incremento del pliegue cuténeo.

Al mismo tiempo, los tratamientos con PTER, QUER vy la combinacion de ambos también disminuyeron significati-
vamente la aparicion de edema. Es importante observar que el uso de liposomas vacios (no cargados) no tuvo
ningun efecto sobre la apariciéon de edema., lo que indica que el efecto observado para PTER. QUER o PTER +
QUER, no se debia a la composicion de los liposomas sino que se debia a un efecto especificos de los polifenoles.
Este efecto se corroboré en comparaciones con liposomas cargados con el polifenol en cuestidon, resveratrol; esto no
produjo ningun efecto sobre el incremento del pliegue cutdneo en comparacion con el grupo de TPA.

Si el pliegue cutdneo se compara con 3 administraciones de TPA, en las que las lesiones a nivel macroscépico son
obvias, se obtiene la Figura 25.

En este momento, fue obvio que el uso de PTER, QUER y una combinacién de ambos producen un efecto de dismi-
nucion sobre la inflamacién producida por TPA.

Evaluacion macroscopica de las lesiones.

Las lesiones se evaluaron con el fin de cuantificar las diferencias entre los diferentes tratamientos, como se muestra
en la Figura 26.

Se da un valor numérico a las lesiones de acuerdo con la excoriacion de las lesiones 24 horas después de las 7
administraciones de TPA, ya que esta fue la Unica alteracion observada, no aparecieron indicaciones de eritema o
Ulceras.

El aspecto escamoso de la piel se cuantificd en una escala de 0-3, siendo 0 nada, 1, leve; 2, moderado, 3, grave. Y
el medio de cada grupo indic6 el grado de inflamacién, como se muestra en la Figura 2.

Se puede observar que solo los grupos con PTER solo o en combinacion con QUER eran los grupos con menos
indices de excoriacién o escamacion.

Andlisis histoldgico de las lesiones.
Este analisis se ilustra en la Figura 28.

Histoldgicamente, existe elongacién de las crestas de Rete, con un grosor de la parte inferior (hiperplasia psoriasi-
forme), elongacién y edema de las papilas, atrofia epidérmica suprapapilar con pustulas intracorneanas espongifor-
mes (de Kogoj), falta de estrato granular de hipogranulosis, paraqueratosis, microabsceso intraepidérmico de Munro,
capilares papilares tortuosos y dilatados, infiltracion linfohistiocitica perivascular y pocos eosinéfilos y plasmocitos.

La psoriasis es una dermatosis inflamatoria crénica que se caracteriza clinicamente por lesiones en forma de papu-
las y eritema de escamacion con abundantes escamas de color blanco perla. Su evolucion es fastidiosa, aunque
generalmente tiene una evolucidon cronica con periodos de exacerbacion y remision. Ha habido diferentes descrip-
ciones clinicas, aunque generalmente no es un marco fijo ya que puede haber variaciones dentro del mismo pacien-
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te. Los inventores pueden ver muchas de estas durante los examenes o durante las diferentes etapas de la evolu-
cion de la enfermedad.

Durante afos se ha sabido que la hiperplasia de la epidermis en la psoriasis es secundaria a la hiperproliferacion de
los queratinocitos, que se caracteriza por el nimero de células en germinacion en la etapa de proliferacion y de la
fragmentacion del crecimiento en la epidermis. Se ha detectado un incremento del indice de mitosis y del nimero de
células durante la fase clinica.

La caracteristica histopatologica tipica de una lesion psoriasica estable es la “hiperplasia psoriasiforme epidérmica”
(Lever's Histopathology of the Skin. Décima edicién). Se caracteriza por una acantosis epidérmica regular con cres-
tas de Rete anchas en la base y estrechas en la parte superior, en la que normalmente se produce un adelgaza-
miento de la epidermis suprapapilar.

En el modelo de los inventores con induccion de psoriasis en el grupo con TPA, se observé esta papilomatosis; no
obstante, no habia estrechamiento de la epidermis suprapapilar. También se observd paraqueratosis hiperquerato-
sis,

Cuando se realizaron cortes en los ratones que se retiraron del tratamiento no se pusieron de manifiesto lesiones
claras a nivel macroscépico; por tanto, no analizaron el nivel de excoriacion ya que podria haber conducido a erro-
res. No obstante, el analisis histolégico indicé que la piel no era una piel sana. Por tanto, cuando se analiz6 exten-
samente, se confirmd que cuando las lesiones psoriasicas entran en un periodo de involucién, la cronificacion
normal tiende a recuperarse, la paraqueratosis comienza a desaparecer y la epidermis comienza a adelgazarse.
Asimismo, la papilomatosis desaparece aunque la morfologia no alcanzé el nivel de la piel normal.

Comparando los diferentes grupos de tratamiento, se observé que el grupo tratado con dexametasona presentaba
una epidermis muy fina sin papilomatosis o hiperqueratosis. En algunos puntos tampoco hubo indicios de lesiones
en las glandulas sebéaceas.

En referencia al grupo tratado con PTER, la diferencia mas importante fue que no habia signos de papilomatosis,
pero habia acantosis debido a una proliferacién masiva. Y si los inventores compararon con el grupo de tratamiento
Unicamente con TPA o con liposomas vacios, la acantosis fue menos pronunciada, igual que con la paraqueratosis.

Esto no se produjo con el grupo tratado con resveratrol, una estructura similar de PTER, ya que en este grupo la
proliferacion y la acantosis fueron menos agudas que en el grupo tratado con PTER. Ademas, comparando los dife-
rentes tratamientos, el grupo tratado con resveratrol se asemeja mas al grupo tratado con TPA, que el grupo con
PTER.

Asimismo, la combinacion de PTER con QUER encontré un fenotipo similar al hallado con PTER solo.
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REIVINDICACIONES

1. PTER, 3,5-dimetoxi-4'-hidroxi-trans-resveratrol opcionalmente en combinaciéon con QUER, 3,3,,4' 5,6-pentahidroxi
flavona, o cualquier sal aceptable de los mismos, para usar en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades, da-
flos o lesiones cutaneas mediante administracion topica.

2. PTER, opcionalmente en combinaciéon con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para usar de acuerdo con
la reivindicacion 1, en la prevencion y/o tratamiento del cancer de piel.

3. PTER en combinacién con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para usar de acuerdo con la reivindicacién
1, en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades, dafios o lesiones cutaneas.

4. PTER en combinacién con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para usar de acuerdo con la reivindicacion
1, en la prevencion y/o tratamiento del cancer de piel.

5. PTER en combinacién con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para usar de acuerdo con la reivindicacion
1, en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades cutdneas provocadas por la exposicion a la radiacion.

6. PTER en combinacién con QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, para usar de acuerdo con la reivindicacion
1, en la prevencion y/o tratamiento de la dermatosis, preferentemente la psoriasis.

7. Composicion farmacéutica que comprende PTER, opcionalmente en combinacion con QUER, para administracion
tépica.

8. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que PTER se formula en combinacion con
QUER.

9. Composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, formulada en forma de crema de proteccion solar o
crema para después del sol.

10. Composicion farmacéutica que comprende PTER, de acuerdo con la reivindicacién 7, formulada en forma de
liposomas.

11. Procedimiento para fabricar formulaciones liposémicas, que comprende:

a) Disolver el compuesto activo PTER, o cualquier sal aceptable del mismo, y lecitina en un disolvente orgéani-
co.

b) Evaporar el disolvente.

¢) Afadir tampdn PBS.

d) Recoger y someter a ultrasonidos los liposomas formados.

e) Diluir en una proporcién 1:1 con un estabilizante de emulsion, preferentemente un carbémero y, més prefe-
rentemente, Carbopol

f) Opcionalmente, afiadir un conservante, preferentemente Phenonip

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que QUER, o cualquier sal aceptable del mismo, tam-
bién se disuelve en la etapa (a).
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 26
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FIGURA 27
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FIGURA 28
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