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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica o cosmética o dietética para promover un efecto de pigmentacion capilar.

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién se refiere a la pigmentacion del pelo en un hombre.

TECNICA ANTECEDENTE

[0002] El foliculo piloso humano es un érgano complejo en el que hay interacciones del poblaciones celulares
epiteliales (por ejemplo, diferentes lineas de queratinocitos, endotelio), mesenquimales (por ejemplo, fibroblastos de
la dermis papilar, fibroblastos de la envoltura del tejido conectivo), neuroectodérmicas (nervios, melanocitos) y
células migratorias transitorias (células inmunes, mastocitos).

[0003] El crecimiento y la pigmentacién de las fibras capilares se ve afectado por varios factores intrinsecos que
comprenden cambios dependiendo del ciclo capilar, la distribucién del cuerpo, diferencias de edad y género,
sensibilidad hormonal variable, defectos genéticos y cambios relacionados con la edad. El estudio del crecimiento
del pelo también se complica por los efectos de las variables extrinsecas que comprenden el clima y las estaciones,
las sustancias contaminantes, las toxinas y la exposicion a productos quimicos. Las diferencias descubiertas entre la
regulacién de la pigmentacion en la epidermis y en los foliculos pilosos reflejan la division en compartimentos del
sistema de pigmentacion de la piel de los mamiferos.

[0004] Los melanocitos de la epidermis, del bulbo del foliculo piloso y de la envoltura de la raiz exterior del foliculo
piloso son muy diferentes entre si, a pesar del hecho de que la pigmentacién de la piel en los mamiferos debe
entenderse como un sistema abierto. Las diferencias principales son las de la naturaleza de sus unidades
funcionales melanocitos-queratinocitos respectivas. La unidad de melanina del bulbo capilar se encuentra en el
bulbo anageno proximal, que es una region inmunolégicamente distinta de la piel y en general, esta formada por un
melanocito cada 5 queratinocitos en el bulbo piloso y de un melanocitos por cada queratinocito en la capa basal de
la matriz del bulbo capilar. Por el contrario, cada melanocito epidérmico se asocia a 36 queratinocitos vitales en la
unidad de melanina epidérmica inmunocompetente.

[0005] Sin embargo, la diferencia mas obvia entre estas dos poblaciones cutaneas de melanocitos y con
considerables implicaciones en la regulacién de la pigmentacion del pelo, es la observacion de que la actividad de
los melanocitos del bulbo capilar esta sujeta a un control ciclico y de que la melanogénesis estd estrictamente
relacionada con el ciclo de crecimiento del cabello. Por otro lado, la melanogénesis cutanea parece ser continua.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0006] Actualmente se ha descubierto de forma sorprendente, y éste es el objeto de la presente invencién, que el
compuesto de espermidina, es decir N-(3-aminopropil)butan-1,4-diamina, tal cual o en forma de un derivado
farmacéuticamente aceptable, tal como una sal, se proporciona con una actividad de melanogénesis hacia el cabello
y, por lo tanto, puede usarse de forma eficaz para promover su pigmentacion, en particular la pigmentacién del tallo.

[0007] Dicha actividad permite configurar el uso del compuesto activo en el hombre como un agente de
pigmentacién natural sin efectos secundarios negativos, por ejemplo los tipicos tintes para el pelo.

[0008] El objeto de la invencién es ademas una composicion farmacéutica o cosmética o dietética adecuada para
promover dicho efecto de pigmentacion y, por lo tanto, que contiene espermidina como principio activo, tal cual o en
forma de un derivado farmacéuticamente aceptable, tal como una sal, para su administracién tépica u oral.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0009] Una sal preferida de acuerdo con la invencidén es triclorhidrato de espermidina, concretamente N-(3-
aminopropil)butan-1,4-diamina-3HCI.

[0010] Una composicién de la invencién comprende preferiblemente triclorhidrato de espermidina es una solucion
formulada para su uso topico. Formas adecuadas para su uso tdpico son, por ejemplo, una locién, un
acondicionador, un champu, una mascarilla.

[0011] Una composicion diferente de la invencién comprende preferiblemente triclorhidrato de espermidina en una
unidad de administracion formulada para su uso oral. Formas adecuadas para su uso oral son, por ejemplo, un
comprimido o una capsula, recubierta o no, o un granulado para dispersar en agua u otro liquido.
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[0012] La espermidina, tal cual o en forma de un derivado farmacéuticamente aceptable, en forma de una sal, esta
contenida en una composicion de la invenciéon de acuerdo con una cantidad comprendida preferiblemente dentro de
los siguientes intervalos:

-107 a1 /100 ml, que corresponde a 0,004 a 4-10* uM
-10®° a 1 g/100 ml, que corresponde a 0,4 a 4:10* uM
-10*a2,4-10% g/100 ml, que corresponde a 4 a 9-10% uM.

[0013] Son intervalos de concentracion adicionalmente preferidos los que se indican a continuacién:

-10%a 10" g/100 ml
-10°a 102 g/100 ml
-10*a 10 g/100 ml
-107a10° g/100 ml
-10%a10° g/100 ml
-10°a 10" g/100 ml
-10*a10% g/100 ml
-10%a 102 g/100 ml
-10%a 10" g/100 ml
-10" a1 .g/100 ml

[0014] Los siguientes ejemplos de formulacion ilustran la invencién, pero no pretenden ser limitantes de ningun
modo. Las cantidades de componentes se expresan en gramos o0 miligramos y en el caso de los ejemplos 1 a 4, por
intervalos de concentracién.

Ejemplo 1

Champu

[0015]
Composicién para una solucién de 100 ml
Componente (Nomenclatura INCI)
Lauret sulfato de magnesio 2-10 g
Lauroil sarcosinato sodico 2-10 g
Lauret sulfosuccinato disédico 0,5-5 g
Gliceril palmato hidrogenado PEG-200 0,5-5 g
Cocamida MIPA 0,5-5 g
Diestearato de glicol 0,5-5 g
Glicerina 0,5-5 g
Lauret-7 0,1-3 g
Cocoato de glicerilo PEG-7 0,1-3 g
Cloruro de lauril metil glucet-10 hidroxipropildiamonio 0,1-3 g
Policuatemio-10 0,1-3 g
Proteina de trigo undecilenoil potasio 0,1-3 g
Pantenol 0,1-3 g
EDTA tetrasédico 0,1-3 g
Triclorhidrato de espermidina 1071 g
Conservante C.S.
Corrector del pH (a un pH final de 5,0-5,5) C.S.
Perfume C.S.
Agua c.s.a100 ml
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Ejemplo 2

Mascarilla capilar

[0016]

Ejemplo 3
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Acondicionador capilar

[0017]

Composicion para una solucién de 100 ml
Componente (INCI)
Glicerina 1-10 g
Taurato de acriloil-dimetil aménico/Copolimero VP 1-10 g
Ciclopentasiloxano 1-10 g
Silicona cuaternario-15 0,1-3 g
Acetato de tocoferilo 0,1-3 g
Dimeticona 0,1-3 g
Sericina 0,1-3 g
Metil parabeno 0,05-0,1 g
C11-15 paret-5 0,05-0,1 g
C11-15 paret-9 0,05-0,1 g
Tridecet-12 0,05-0,1 g
Decil glucoésido 0,01-0,5 g
Pantenil etil éter 0,01-0,5 g
EDTA disédico 0,01-0,5 g
Etil hexil metoxicinnamato 0,01-0,5 g
Acido lactico C.S.
Conservante C.S.
Triclorhidrato de espermidina 1071 g
Perfume C.S. g
Agua c.s.a100 ml
Composicion para una solucién de 100 ml
Componente (INCI)
Alcohol cetearilico 1-10 g
Estearato de glicerilo 1-10 g
Dimeticona 1-10 g
Lactato de alquilo C12-13 0,5-5 g
Cloruro de cetrimonio 0,5-5 g
Estearato PEG-100 0,5-5 g
Ciclopentasiloxano 0,5-5 g
Hidroxietilcelulosa 0,1-3 g
Dimeticonol 0,1-3 g
Pantenol 0,1-3 g
Bis-isobutil Peg/Ppg-20/35/copolimero amodimeticona 0,05-2 g
Fitantriol 0,05-2 g
Etilhexanoato de cetilo 0,05-2 g
Butilenglicol 0,05-2 g
EDTA disédico 0,05-2 g
Polisorbato 80 0,05-2 g
Sericina 0,05-2 g
Triclorhidrato de espermidina 1071 g
Conservante C.s. g
Perfume C.S. g
Agua c.s.a100 ml
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Ejemplo 4
Locion capilar

[0018]

Ejemplo 5

Cépsulas de gelatina dura

[0019]

Ejemplo 6
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Composicién para una solucién de 100 ml

Componente (INCI)

Cépsulas de gelatina blanda

[0020]

Ejemplo 7
Comprimido

[0021]

Alcohol 10-20 g
Aceite de ricino hidrogenado PEG-40 0,2-2 g
EDTA disédico 0,01-0,5 g
Perfume C.S.
Triclorhidrato de espermidina 1071 g
Agua c.s.a100 ml
Composicion para una Unica capsula
Componente
Lactosa monohidrato 85 | mg
Almiddén de maiz 25 | mg
Talco 5 mg
Triclorhidrato de espermidina 1,25 | mg
Estearato de magnesio 1,5 | mg
Capsula de gelatina dura cubierta N° 4 1 n.
Composicién para una Unica capsula
Componente
Aceite de soja 263,07 | mg
Gelatina 129,7 | mg
Glicerina 36,5 mg
Sorbitol al 70% 24,2 mg
Agua 23,274 | mg
Cera de color amarillo 22 mg
Mono-diglicéridos de acidos grasos 20 mg
Lecitina de soja 10 mg
Dioxido de titanio 0,686 | mg
Triclorhidrato de espermidina 0,25 | mg
Composicién para un Unico comprimido
Componente
Celulosa microcristalina 168,97 | mg
Lactosa 150 mg
Metilcelulosa 45 mg
Mono- y diglicéridos de acidos grasos 9 mg
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Diéxido de silicio coloidal 8 mg
Estearato de magnesio 2 mg
Triclorhidrato de espermidina 1,0 mg

Ejemplo 8

Comprimido recubierto de liberacién lenta

[0022]
Composicion para un unico comprimido
Componente
Celulosa microcristalina 105 | mg
Fosfato célcico dihidrato bibasico 85 | mg
Hidroxipropilmetilcelulosa K100 45 | mg
Sepifilm TM LP 770 blanco 15 | mg
Estearato de magnesio 8 mg
Hidroxipropilmetilcelulosa 6 mg
Dioxido de silicio coloidal 3,5 | mg
Triclorhidrato de espermidina 0,55 | mg
Ejemplo 9

Granulado efervescente en sobres para hacer una solucion espontanea

[0023]

Composicion para un unico sobre
Componente

Manitol 960 | mg
Acido tartarico 530 | mg
Bicarbonato sédico anhidro 280 | mg
Saporifero 130 | mg
Polivinilpirrolidona 45 | mg
Trometamol 32 | mg
Aspartamo 20 | mg
Triclorhidrato de espermidina 1,25 | mg
Silicio coloidal anhidro 2 mg

[0024] A continuacidn se encuentra la descripcidn de un estudio experimental con respecto a la actividad en el uso
de espermidina de acuerdo con la presente invencion.

ESTUDIO DE ACTIVIDAD

Muestras de tejido

[0025] Se tomé la piel de un cuero cabelludo humano normal de una mujer que se habia sometido a una cirugia de
estiramiento facial de rutina después de recibir el consentimiento informado. Todos los experimentos se realizaron
de acuerdo con los principios de Helsinki, con la aprobacion del comité ético.

Cultivo de érgano cutdneo con espesor completo

[0026] Los tejidos sometidos a biopsia con un bisturi cilindrico de 3-4 mm se cultivaron a 37 °C durante 6 dias en
medio E de Williams (Biochrom, Cambridge, Reino Unido), integrado con 100 IU mI"" de penicilina, 10 ug mI™" de
estreptomicina (Gibco, Karlsruhe, Alemania), 10 pg ml” de insulina (Sigma, Taukfirchen, Alemania), 10 ng ml” de
hidrocortisona (Sigma) y 2 mmol I" de L-glutamina (Invitrogen, Paisley, Reino Unido).

[0027] Después, se administré ftriclorhidrato de espermidina, o el vehiculo en forma de una sustancia de
referencia, a una concentracion de 0,1 uM, una vez cada cambio de medio (es decir, cada 48 horas).

Micro-diseccion de los foliculos pilosos y el cultivo de érgano
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[0028] Los foliculos pilosos (FP) en fase anagena VI con pigmentacion normal (los foliculos pilosos de color
gris/blanco se excluyeron del estudio) se micro-diseccionaron de la piel del cuero cabelludo humano normal y se
sometieron a un cultivo de 6rgano en base al modelo Philpott. Se administraron espermidina o el vehiculo una vez
en cada cambio de medio (es decir, cada 48 horas).

Medicién de LDH

[0029] La actividad de LDH en el sobrenadante sirvi6 como un indicador de citotoxicidad y se midi6 cada dia de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Cytotoxicity Detection Kit; Roche, Mannheim, Alemania). La
absorbancia de la muestra se midié a 490 nm usando un lector de placas ELISA.

Elongacién del tallo piloso

[0030] Las mediciones de la longitud del tallo de los foliculos pilosos se tomaron cada dos dias sobre los foliculos
pilosos individuales usando un microscopio binocular invertido Zeiss con una reticula de medicion ocular.

Determinacién de la fase del ciclo del foliculo piloso

[0031] La determinacion de la fase del foliculo piloso se realizd en base a los criterios morfolégicos que se han
definido anteriormente, y se determind el porcentaje de foliculos pilosos en fase anagena y en fase catagena
temprana, intermedia o tardia.

Pigmentacién del pelo

[0032] La tincion de Masson-Fontana se realiz6 para la visualizacion histoquimica de melanina sobre cortes
congelados. La melanina se tifid en forma de granulos de color pardo y el nivel de pigmentacion se determind a
través de la técnica cuantitativa de Masson-Fontana (lto N., Ito T., Kromminga A., Bettermann A., Takigawa M., Kees
F., Straub R. H., y Paus R. (2005): Human hair follicles display a functional equivalent of the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis and synthesize Cortisol. FASEB J 19, 1332-4).

[0033] Este procedimiento es un indicador particularmente sensible y fiable de las variaciones de la sintesis de
melanina, como se demostr6 mediante ensayos de la actividad enzimatica y la expresion de la tirosinasa
convencional (Kauser S., Slominski A., Wei E. T., y Tobin D. J. (2006): Modulation of the human hair follicle
pigmentary unit by corticotropin-releasing hormone and urocortin peptides. FASEB J 20, 882-95).

[0034] La intensidad de la tincién se analizd en una region de referencia definida de la unidad de pigmentacién del
foliculo piloso usando el software Imaged (National Institute of Health).

Medicion de la proliferacién y la apoptosis

[0035] Para evaluar las células apoptéticas en co-ubicacion con un marcador de proliferacién Ki-67, se usé el
procedimiento de tincién dual TUNEL (marcado del extremo libre por dUTP) con Ki-67. Los cortes criostaticos se
fijaron en paraformaldehido y acido etanolacético (2:1) y se marcaron con digoxigenina-desoxi-UTP (kit para la
identificacion de apoptosis in situ con fluoresceina ApopTag; Intergen, Purchase, NY) en presencia de
desoxinucleotidil transferasa terminal seguido de incubacién con un antisuero murino anti-Ki-67 (1:20 en PBS
durante una noche a 4 °C; Dako, Glostrup, Dinamarca). Las células positivas a TUNEL se visualizaron por un
anticuerpo conjugado con fluoresceina isotiocianato anti-digoxigenina (kit ApopTag), mientras que se detectd Ki-67
mediante un anticuerpo de cabra anti-ratén marcado con rodamina (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Se
realizaron controles negativos omitiendo la desoxinucleotidil transferasa terminal y el anticuerpo Ki-67. La contra-
tincion se realizd con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Roche Molecular Biochemicals GmbH, Mannheim,
Alemania). Se realiz6 la evaluacion cuantitativa histomorfométrica; se contaron las células positivas Ki-67, TUNEL o
DAPI en una regién de referencia definida previamente del foliculo piloso y la matriz cutanea, y se determin6 el
porcentaje de células Ki-67/TUNEL positivas.

Inmunohistoquimica cuantitativa de K15

[0036] Se usd el procedimiento de amplificacion de sefales de tiramida que se ha descrito anteriormente para
examinar la expresion de la queratina K15 (Kloepper y col., 2008). En resumen, las criosecciones fijadas con
acetona se lavaron tres veces durante 5 minutos usando el tampén TNT (tris-HCI-NaCl-Tween) (Tris-HCI 0,1 mol/l,
pH 7.,5; que contenia NaCl 0,15 mol/l y Tween 20 al 0,05%). Después, la peroxidasa de rdbano se bloque6 a través
de lavado con HO: al 3% en un tampén fosfato isotdnico (PBS) durante 15 minutos. La incubacion previa se realizé
con la incubacion de avidina y biotina durante 15 minutos y con suero de cabra normal al 5% en TNT durante 30
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minutos con etapas de lavado intermedias. Se diluyé K15 murina anti-humana (clon LHK15, Chemicon, Billerica,
Estados Unidos) en TNT y se incubd durante una noche a 4 °C seguido de un anticuerpo biotinilado de cabra anti-
raton secundario (1:200 en TNT) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Después, se administrd
estreptavidina-peroxidasa de rabano (kitTSA; Perkin-Elmer, Boston, MA, Estados Unidos) (1:100 en TNT) durante 30
minutos a temperatura ambiente. La reacciéon se amplific6 con un agente de amplificacion de FITC-tiramida a
temperatura ambiente durante 5 minutos (1:50 es un diluyente de amplificacion suministrado con el kit). La
intensidad de esta inmunotincién se cuantificé mediante el software Imaged (National Institutes of Health). La
intensidad de la tincién de las regiones de referencia definidas en los foliculos pilosos se midi6é y se compar6 entre
los grupos de control tratados con el vehiculo Unicamente y los grupos tratados con espermidina.

Andlisis estadistico

[0037] El analisis estadistico se realizé usando una prueba t de Student bilateral para muestras no pareadas.
Resultados
[0038] Las figuras de los dibujos adjuntos muestran los resultados del estudio experimental descrito.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0039]

La figura 1 muestra un diagrama que se refiere a la intensidad de la pigmentacién en los foliculos pilosos
segun se mide y se compara entre el grupo de control tratado Unicamente con vehiculo y el grupo tratado
con espermidina 3HCI en una concentracién de 0,1 uM.

La figura 2 muestra las imagenes correspondientes tomadas de |a visualizacién histoquimica de la melanina
a través de tincion de Masson-Fontana.

[0040] El aumento de melanina es evidente en ambas figuras en el caso de tratamiento con espermidina y, por lo
tanto, una actividad de melanogénesis significativa hacia el pelo tratado con dicho compuesto en comparacién con el
vehiculo de referencia.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de espermidina, tal cual o en forma de un derivado farmacéuticamente aceptable, en forma de un principio
activo para promover pigmentacién del pelo, en particular la pigmentacién del tallo piloso.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la espermidina esta en forma de triclorhidrato de espermidina,
concretamente N-(3-aminopropil) butan-1,4-diamina-3HCI.

3. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la espermidina se formula en una composicién con cualquier
excipiente adecuado para su administracién tépica sobre el cuero cabelludo.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la espermidina se formula en forma de una locion o un balsamo
0 un champu o una mascarilla capilar.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la espermidina se formula en una composicién con cualquier
excipiente adecuado para su administracién oral.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la espermidina se formula en forma de un comprimido recubierto
0 no recubierto, 0 una capsula dura o blanda, o un granulado.

7. Uso de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 y 3, en el que la espermidina se formula en una composicion en una
cantidad en el intervalo entre 0,004 a 4-10* uM, que corresponde a una cantidad de triclorhidrato de espermidina en
el intervalo de 107 a 1 g/100 ml.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la espermidina se formula en una cantidad en el intervalo entre
0,4 a 4-10* uM, que corresponde a una cantidad de triclorhidrato de espermidina en el intervalo de 10°a1 g/100 ml.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la espermidina se formula en una cantidad en el intervalo entre
3,9 a 9,4-10° UM, que corresponde a una cantidad de triclorhidrato de espermidina en el intervalo de 10* a2,4-10?
g/100 ml.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la espermidina se formula en una composicion para su
administracién oral en una cantidad en el intervalo entre 0,14 y 0,71 mg por unidad de administracion.

11. Uso de acuerdo con las reivindicaciones 2 y 5, en el que el triclorhidrato de espermidina se formula en una
composicién para su administracion oral en una cantidad en el intervalo entre 0,25 a 1,25 mg por unidad de
administracion.
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