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DESCRIPCION
Agente para suprimir la formacién de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un agente para suprimir la formacién de células de la piel anormales causada por
la exposicion a la luz.

Antecedentes de la técnica

En afios recientes el efecto sobre la piel de la exposicion a la luz, tal como la irradiacion solar, se esta convirtiendo
en un grave problema mundial. En particular, en los Estados Unidos, Europa y Australia, el incremento de la
incidencia del cancer de piel se ha convertido en un problema serio. Uno de los factores del incremento del cancer
de piel es un incremento continuo del grado de exposicién a la luz ultravioleta en la vida diaria debido a la
destruccion de la capa de ozona por los clorofluorocarbonos. En el mundo actual resulta imposible evitar el riesgo de
formacion de células de la piel anormales causada por la exposicién a la luz, concretamente el riesgo de
fotocarcinogénesis (es decir, cancer de piel inducido por la exposicién a la luz, tal como la luz ultravioleta).

Convencionalmente se combinan el tratamiento quirlrgico, la quimioterapia y la terapia de radiacion en el
tratamiento del cancer de piel. Sin embargo, dependiendo del momento de la deteccion y el grado de los sintomas
del cancer de piel, es habitual que el cancer de piel no sea tratado eficazmente y que el tratamiento pueda crear una
carga considerable sobre la vida diaria. Estos problemas degradan significativamente la calidad de vida (CdV) de los
individuos. Por lo tanto, existe una fuerte demanda de establecimiento de un método para la prevenciéon de la
incidencia del cancer de piel.

Convencionalmente la prevencién del cancer de piel causado por la luz ultravioleta se lleva a cabo mediante un
método conocido en el que la piel se protege de la luz ultravioleta utilizando un farmaco aplicado externamente que
contiene un agente absorbente de la luz ultravioleta, tal como el metoxicinamato de octilo, el butil-
metoxidibenzoilmetano y la benzofenona, y un agente dispersante de la luz ultravioleta, tal como el 6xido de titanio y
el 6xido de cinc.

Sin embargo, aunque los agentes absorbentes de la luz ultravioleta y los agentes dispersantes de la luz ultravioleta
evitan la exposicién a la luz ultravioleta, se ha informado de que estos agentes presentan efectos adversos, tales
como la irritacion de la piel. En otras palabras, aunque estos agentes inhiben la formacién de células de la piel
anormales causadas por la exposicién a la luz, estos agentes presentan el potencial de causar trastornos debido al
estimulo de contacto y similares.

Ademas, dichos farmacos que contienen los ingredientes anteriormente indicados deben aplicarse en la piel antes
de la exposicion a la luz ultravioleta, debido a que el objetivo es evitar la exposicion de la piel a la luz ultravioleta. De
acuerdo con lo anterior, en el caso de los agentes absorbentes de la luz ultravioleta y los agentes dispersantes de la
luz ultravioleta, no puede evitar la exposiciéon de la piel a la luz ultravioleta en el caso de que el usuario olvide
aplicarse dichos agentes en la piel o en el caso de que estos agentes sean eliminados de la piel por la sudoracién o
similares, conduciendo a la induccién de dafio al ADN. Como resultado, no puede evitarse el riesgo de formacion de
células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en el caso de que resulte posible inhibir la formacién de células
anormales en el tejido de la piel con un ingrediente que no afecte adversamente a la piel, incluso cuando la piel es
expuesta directamente a luz solar, tal como luz ultravioleta, resultard una medida preventiva eficaz frente a la
formacion de células de la piel anormales, lo que no puede conseguirse con los agentes absorbentes de la luz
ultravioleta o los agentes dispersantes de la luz ultravioleta. Bajo estas circunstancias existe una fuerte demanda de
desarrollo de un agente preventivo capaz de suprimir la formacion de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz del tejido de la piel, que no cause irritaciones en la piel y similares.

Ademas, los acidos nucleicos de purina, tales como los adenosin-fosfatos, presentan los efectos siguientes:
retencion de la humedad y prevencion o mejora de las arrugas (ver la literatura de patentes n° 1), la prevencion o
mejora de la pigmentacion (ver la literatura de patentes n° 2), la estimulacién de la produccion de colageno (ver la
literatura de patentes n° 3), y similares, y han atraido la atencién como ingredientes con efectos cosmética y
farmacéuticamente beneficiosos sobre la piel.

Ademas, existen documentos conocidos, respecto al efecto anticancer de los acidos nucleicos de purina, en los que
se investiga la supresién del crecimiento de las células de cancer inducido por sustancias quimicas (ver la literatura
no de patentes n° 1 y n° 2). Sin embargo, estas investigaciones no han confirmado realmente el efecto de los acidos
nucleicos de purina sobre las células de cancer causado por la luz solar, tal como la luz ultravioleta. El efecto se ha
investigado meramente mediante la administracion en la cavidad abdominal, o que no resulta facilmente disponible
para el usuario.
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Tal como se ha indicado anteriormente, no se ha realizado ninguna investigacion sobre la relacion entre la
fotocarcinogénesis y la aplicacion externa (dérmica) de los acidos nucleicos de purina y es completamente
desconocido como los acidos nucleicos de purina afectan a la supresion de la formacion de células de la piel
anormales causada por la exposicion a la luz, o la prevencion o el tratamiento de la fotocarcinogénesis al aplicarlos
externamente.

Lista de referencias
Literatura de patentes

LTP 1: publicacién de patente japonesa no examinada n° de publicacién 2006-225271
LTP 2: publicacién de patente japonesa no examinada n° de publicacién 2006-206575
LTP 3: WO2005/34902

Literatura no de patentes

LNP 1: Cancer Letters 6:291-300, 1979.
LNP 2: Euro. J. Cancer Clin. Oncol. 24:1491-1497, 1988.

El documento JP 2007-238588 A se refiere a una crema mixta obtenida mediante la mezcla de polvo de granada con
colageno en polvo y levadura de panaderia o AMP y pigmento melanina, que se afirma que presenta un efecto de
prevencion o mejora de la reduccion de la belleza de la piel y la capacidad de retencion de la humedad, las venas
varicosas de las extremidades inferiores y el cancer de piel causado por cambios relacionados con la edad.

El documento JP 2007-161693 A se refiere a una crema mixta que comprende polvo de granada, colageno en polvo,
levadura de panaderia o AMP y pigmento melanina, que se afirma que resulta eficaz para trastornos climactéricos,
deficiencia en la secrecion hormonal tras la menopausia, enfermedad de Parkinson, etc.

El documento n° JP 2006-096730 A se refiere a un agente mejorador de las arrugas que se caracteriza por que
comprende (A) por lo menos una fraccién de proteinas soluble extraida de las semillas de Hibiscus esculentus y (B)
un ingrediente activador celular.

El documento JP 2009-227632 A se refiere a una preparacion externa para la piel que contiene un glucégeno
sintetizado enzimaticamente como componente activo y que contiene ademas una 0 mas sustancias seleccionadas
de entre vitaminas, azlcares, derivados de azlcares, aminoacidos, alcoholes polihidricos, colagenos, acidos
organicos, extractos vegetales, extractos de hierbas, extractos naturales, urea y otros componentes utilizables en
absorbentes de luz ultravioleta, agentes antiinflamatorios, agentes activadores celulares, agentes antioxidantes,
agentes hidratantes, agentes blanqueadores de la piel, etc.

Sumario de la invencion

Problema técnico

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar un agente de supresion de la formacion de células de la piel
anormales (concretamente el desarrollo del cancer de piel) inducida por la exposicién a la luz, tal como la luz

ultravioleta.

Solucién al problema

Se han realizado estudios exhaustivos en el contexto de la presente memoria en un intento de conseguir el objetivo
anteriormente indicado y se ha descubierto que los acidos nucleicos de purina, tales como los adenosin-fosfatos,
pueden reducir la mutaciéon del ADN en las células de la piel causada por la exposicion a la luz, y ejercen un efecto
de supresion de la formacion de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz, concretamente un
efecto de prevencion de la fotocarcinogénesis, mediante la induccion de apoptosis en las células mutadas, y que los
acidos nucleicos de purina pueden inhibir o prevenir eficazmente la formacion de células de la piel anormales
causada por la exposicion a la luz, concretamente el desarrollo de cancer de piel, al aplicarlos en la piel no sélo
antes sino también después de la exposicién a la luz. La presente invencion se ha completado mediante estudios
adicionales basados en los resultados anteriormente indicados.

Concretamente, la presente invencion proporciona las invenciones descritas a continuacion.

ftem 1. Un &cido nucleico de purina para la utilizacion en la supresion de la formacion de células de la piel anormales
causada por la exposicion a la luz, en la que el acido nucleico de purina se aplica externamente, y en el que el acido
nucleico de purina es por lo menos un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste de adenosin
monofosfatos y sales de los mismos.
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item 2. El acido nucleico de purina segun el item 1, en el que la supresion de la formacion de células de la piel
anormales se acompafia de reparacion del ADN o supresion de la mutacion del ADN.

ftem 3. El &cido nucleico de purina segin el item 1 o0 2, en el que la supresion de la formacién de células de la piel
anormales se acompafia de la induccion de apoptosis.

item 4. El &cido nucleico de purina segun cualquiera de los items 1 a 3, en el que la supresion de la formacién de
células de la piel anormales es la prevencion de tumores de la piel.

ftem 5. El &cido nucleico de purina segun el item 4, en el que la prevencion de tumores de la piel se acompafia de la
supresion del inicio de los tumores de la piel.

ftem 6. El 4cido nucleico de purina segin el item 4 o 5, en el que la prevencion de los tumores de la piel esta
destinada a la prevencioén del cancer de piel.

ftem 7. Una composicion para la utilizacion en la supresion de la formacion de células de la piel anormales causada
por la exposicion a la luz, que comprende por lo menos un elemento de entre el grupo que consiste de adenosin
monofosfatos y sales de los mismos a modo de ingrediente activo.

ftem 8. La composicion segin el item 7, que comprende por lo menos un elemento seleccionado de entre el grupo
gue consiste de adenosin monofosfatos y sales de los mismos en una cantidad de entre 0,5% y 20% en peso
basada en el peso total de la composicion.

item 9. La composicién segin el item 7 u 8 para la utilizacion en la reparacién del dafio al ADN inducido por la
exposicion a la luz.

ftem 10. La composicién segun el item 7 u 8 para la utilizacion en la supresion de la formacién de células de la piel
anormales.

Efectos ventajosos de la invencién

Segun la presente invencion, resulta posible reducir la cantidad de mutantes del ADN en las células de la piel
generada por la exposicion a la luz, e inhibir o prevenir eficazmente la formacién de células de la piel anormales
causada por la exposicion a la luz, concretamente la fotocarcinogénesis. Por lo tanto, la presente invencién
proporciona una medida preventiva eficaz para reducir el riesgo de formacion de células de la piel anormales
causada por la exposicion a la luz, concretamente el riesgo de desarrollar cancer de piel. Ademas, debido a que el
agente de la presente invencion para suprimir la formacion de células de la piel anormales presenta una accion de
reparacion del ADN y una accion de supresion de mutaciones, puede esperarse la supresiéon o la prevencion de la
formacion de células de la piel anormales causada por la exposiciéon a la luz, tal como la fotocarcinogénesis, al
aplicar el agente en la piel antes o después de la exposicion a la luz. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la
utilizacién regular del agente permite suprimir o prevenir la formacién de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz sin requerir esencialmente la utilizacion del agente antes de salir al exterior, y sin causar
irritaciones en la piel.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1a] La figura 1a muestra los resultados de la evaluacion del efecto del adenosin monofosfato sobre la
actividad de la caspasa en queratinocitos epidérmicos humanos normales en el Ejemplo 1.

[Figura 1b] La figura 1b muestra los resultados de la evaluaciéon del efecto del adenosin monofosfato sobre la
actividad de la caspasa en queratinocitos epidérmicos humanos irradiados con luz ultravioleta en el Ejemplo 1.

[Figura 2] La figura 2 muestra los resultados de la evaluacion del efecto de la adenosin monofosfato sobre la
mutacién del ADN (CPD) en queratinocitos epidérmicos de ratén irradiados con luz ultravioleta en el Ejemplo 2.

[Figura 3] La figura 3 muestra los resultados de imagenes que muestran el lomo de los ratones en cada grupo del
Ejemplo 3, en el que los ratones irradiados con luz ultravioleta en el lomo fueron alimentados en grupos
separados: un grupo de aplicacion de solucidon de ensayo, en el que se habia aplicado una solucién acuosa de
etanol que contenia adenosin monofosfato; un grupo de aplicacién de una base, en el que se habia aplicado una
solucién acuosa de etanol, y un grupo sin aplicacién, en el que no se habia realizado ninguna aplicacién.

[Figura 4] La figura 4 muestra los resultados obtenidos mediante la medicién de la proporcion de la poblacién de
ratones en la que se habia observado un tumor (incidencia de tumor: %) en cada grupo del Ejemplo 3, en el que
los ratones irradiados con luz ultravioleta en el lomo fueron alimentados en grupos separados: un grupo de
aplicacion de solucion de ensayo, en el que se habia aplicado una solucién acuosa de etanol que contenia
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adenosin monofsfato; un grupo de aplicacion de una base, en el que se habia aplicado una solucién acuosa de
etanol; y un grupo sin aplicacion, en el que no se habia realizado ninguna aplicacion.

Descripcion de las formas de realizacion

En la presente invencion se utilizan acidos nucleicos de purina para suprimir la formacion de células de la piel
anormales causada por la exposicién a la luz.

En otras palabras, se utiliza un acido nucleico de purina como agente para suprimir la formacién de células de la piel
anormales causada por la exposicion a la luz en la presente invencion. El agente en ocasiones se denomina en la
presente memoria "el agente de la presente invencion”.

Ademas, la composicidn de la presente invencion utilizada para suprimir la formacion de células de la piel anormales
causada por la exposicion a la luz contiene un acido nucleico de purina como principio activo.

En la memoria, entre los ejemplos de la formacién de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz
se incluyen los tumores en la piel.

En la memoria, los términos "supresion” y "prevencién", tal como en la supresién y prevencion de la formacién de
células de la piel anormales causada por la exposicién a la luz puede interpretarse que presentan un significado
similar.

Entre los ejemplos de "supresion de la formacién de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz”
se incluyen la "prevencion del cancer de piel".

En la memoria, la expresion "se acompafia de" se refiere a la incidencia de un suceso asociada a la incidencia de
otro suceso. No importa qué suceso es la causa o0 la consecuencia, y no es necesario que estos sucesos se
produzcan simultaneamente.

En la presente invencion, el acido nucleico de purina es por lo menos un elemento seleccionado de entre adenosin
monofosfatos tales como adenosin-2'-monofosfato, adenosin-3'-monofosfato y adenosin-5'-monofosfato y sales de
los mismos, preferentemente adenosin-5'-monofosfato (AMP).

Ademas, la forma sal no se encuentra particularmente limitada en la medida de que sea farmacéutica o
cosméticamente aceptable. Entre los ejemplos concretos de la misma se incluyen sales de metal alcalino, tales
como sales sodicas y sales potasicas; sales de metal alcalino-térreo, tales como sales de magnesio, sales de calcio
y sales de bario; sales de aminoéacido basico, tales como arginina y lisina; amonio y sales amonicas, tales como sal
de triciclohexilamonio; y diversas sales de alcanolamina, tales como monoetanolamina, dietanolamina,
trietanolamina, monoisopropanolamina, diisopropanolamina y triisopropanolamina. De entre ellos, resultan
preferibles las sales de metal alcalino y resultan adicionalmente preferibles las sales sddicas.

Dichos acidos nucleicos de purina pueden utilizarse solos, o en cualquier combinaciéon de dos 0 mas como principios
activos del agente de supresion de la formacién de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz.

El contenido de &cido nucleico de purina en la composiciéon de la presente invencion, que comprende un acido
nucleico de purina como principio activo y se utiliza para suprimir la formaciéon de células de la piel anormales
causada por la exposicién a la luz, puede determinarse convenientemente segun el tipo de acidos nucleicos de
purina, forma de la formulacion, efecto deseado y similares. Concretamente, el contenido de acido nucleico de
purina en la composicion es de entre 0,5% y 20% en peso, preferentemente de entre 0,5% y 10% en peso, mas
preferentemente de entre 1% y 10% en peso, todavia mas preferentemente de entre 1% y 7% en peso, y
particularmente preferentemente de entre 2% y 5% en peso, basado en el peso total de la composicion. La
formacion de células de la piel anormales puede inhibirse o prevenirse mas eficazmente en el caso de que satisfaga
el intervalo de contenidos anterior.

El agente de la presente invencién para suprimir la formacién de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz puede prepararse en diversas formas mediante la combinacién de una base o vehiculo
farmacéutica o cosméticamente aceptable, ademas del acido nucleico de purina. Cualquier base o vehiculo conocido
utilizado convencionalmente en preparaciones externas para la piel puede utilizarse como la base y vehiculo
farmacéutica o cosméticamente aceptable.

Ademas, en caso necesario, pueden afiadirse diversos aditivos utilizables para preparaciones externas para la piel al
agente de la presente invencion para la supresién de la formacion de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz. Entre los ejemplos de dichos aditivos se incluyen surfactantes, materiales colorantes (tintes y
pigmentos), materiales saborizantes, antisépticos, bactericidas (antibacterianos), espesantes, antioxidantes, agentes
secuestrantes, agentes de enfriamiento, desodorizantes, humectantes, agentes absorbentes de la luz ultravioleta,
agentes dispersantes de la luz ultravioleta, vitaminas, extractos vegetales, astringentes, agentes antiinflamatorios
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(agentes antiflogisticos), blanqueadores, activadores celulares, vasodilatadores, aceleradores de la circulacion
sanguinea, aceleradores de la funcién de la piel, y similares.

El agente de la presente invencién para suprimir la formacién de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz ejerce una accidn preventiva frente a la formacion de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz al aplicarlo externamente en un area de la piel que ha sido expuesta o puede resultar expuesta a
luz, tal como luz ultravioleta. De acuerdo con lo anterior, el agente de la presente invencién para suprimir la
formacion de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz se prepara en forma de una preparacion
externa para la piel, que puede utilizarse diariamente, tal como un farmaco de aplicacion externa, un cuasifarmaco
de aplicacion externa, o un producto cosmético (por ejemplo un producto para el cuidado de la piel).

La forma de dosificacion del agente de la presente invencion para suprimir la formacién de células de la piel
anormales causada por la exposicion a la luz no se encuentra particularmente limitada en la medida en que sea
aplicable en la piel. Entre los ejemplos de la misma se incluyen pastas, espumas, geles blandos, liquidos,
emulsiones, suspensiones, cremas, pomadas, geles, laminas, aerosoles, esprays, linimentos y similares. De entre
estas formas de dosificacion resultan preferibles los liquidos, emulsiones y geles. Estas formas de dosificacién se
preparan segun un método habitual en el campo comercial relevante.

El agente de la presente invencion para suprimir la formaciéon de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz se utiliza concretamente con el objetivo de prevenir los tumores de la piel o el cancer de piel
inducidos por la exposicién a la luz. En la presente invencion, el tipo de luz que induce la formacién de células de la
piel anormales que debe inhibirse o prevenirse por la presente invencién no se encuentra particularmente limitado.
Entre los ejemplos del mismo se incluyen la luz solar natural, la luz y la radiacién ultravioleta, resultando preferible la
luz ultravioleta, y resultando mas preferible la luz UV-B. Concretamente, el agente de la presente invencion para
suprimir la formacion de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz se utiliza particularmente
convenientemente para la prevencion de la fotocarcinogénesis inducida por la exposicién a la luz ultravioleta
(particularmente UV-B) contenida en la luz solar.

Ademas, en el caso de que el agente de la presente invenciéon para suprimir la formaciéon de células de la piel
anormales causada por la exposicion a la luz se utilice para la prevencion de la fotocarcinogénesis, el tipo de cancer
de piel que debe prevenirse mediante la presente invencién no se encuentra particularmente limitado en la medida
en que resulta inducido en asociacion con la exposicién a la luz. Entre los ejemplos concretos del mismo se incluyen
el melanoma maligno, el carcinoma de células basales y el carcinoma de células escamosas.

El agente de la presente invencion para suprimir la formaciéon de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz se aplica en una zona de la piel que ha sido expuesta o puede resultar expuesta a la luz. En otras
palabras, el agente de la presente invencion para suprimir la formacién de células de la piel anormales causada por
la exposicion a la luz puede aplicarse en una zona de la piel que ha sido expuesta a la luz, o aplicarse en una zona
de la piel que puede resultar expuesta a la luz antes de que se exponga en efecto a la luz.

Al aplicar en la piel el agente de la presente invencion para suprimir la formacién de células de la piel anormales
causada por la exposicion a la luz, puede determinarse la dosis y frecuencia del mismo de manera que se aplique
una cantidad adecuada en la piel una vez al dia o con una frecuencia de 2 a 5 veces al dia, segun el tipo y
concentracion de acido nucleico de purina, edad y sexo del sujeto, area de piel aplicada, cantidad de luz a la que se
ha expuesto o podria exponerse la piel, y similares. Ademas, la dosis del agente de la presente invencion para
suprimir la formacién de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz puede fijarse de manera que
la cantidad de éacido nucleico de purina por cm® de area de piel sea de aproximadamente 0,01 a 10 mg,
preferentemente de 0,1 a 5 mg.

Tal como se ha puesto de manifiesto a partir de lo anterior, el acido nucleico de purina puede evitar la
fotocarcinogénesis. De acuerdo con lo anterior, el agente de la presente invencion para suprimir la formacion de
células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz puede servir como agente para prevenir la
fotocarcinogénesis. En el caso de que se utilice el acido nucleico de purina como agente para prevenir la
fotocarcinogénesis, el tipo y la concentracion del acido nucleico de purina, otros ingredientes, la forma de
dosificacion, el sitio de aplicacion, el método de aplicacion y similares son los mismos que los indicados para el
agente para suprimir la formacién de células de la piel anormales causada por la exposicién a la luz.

El &cido nucleico de purina puede inducir la apoptosis de las células de la piel que se han convertido en anormales
debido a la exposicién a la luz. De acuerdo con lo anterior, el agente de la presente invencién para suprimir la
formacion de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz puede servir como agente para inducir
la apoptosis de células de la piel que se han convertido en anormales debido a la exposicién a la luz. En el caso de
que el acido nucleico de purina se utiliza como el agente de induccion de apoptosis de células de la piel que se han
convertido en anormales debido a la exposicion a la luz, el tipo y la concentracion del acido nucleico de purina, otros
ingredientes, la forma de dosificacion, el sitio de aplicacion, el método de aplicacion y similares son los mismos que
los indicados para el agente para suprimir la formacion de células de la piel anormales causada por la exposicion a
la luz.
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El acido nucleico de purina puede inhibir el inicio del cancer de piel. De acuerdo con lo anterior, el agente de la
presente invencion para suprimir la formacién de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz
puede servir como agente para suprimir el inicio del cancer de piel. En el caso de que el acido nucleico de purina se
utilice como el agente para suprimir el inicio del cancer de piel, el tipo y concentracién del acido nucleico de purina,
otros ingredientes, la forma de dosificacion, el sitio de aplicacion, el método de aplicacién y similares son los mismos
que los indicados para el agente para suprimir la formacion de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz.

El &cido nucleico de purina puede inhibir la induccién de cancer de piel. De acuerdo con lo anterior, el agente de la
presente invencion para suprimir la formacién de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz
puede servir como agente para suprimir la estimulacion de cancer de piel. En el caso de que el acido nucleico de
purina se utilice como el agente para suprimir la estimulacion de cancer de piel, el tipo y la concentracion del acido
nucleico de purina, otros ingredientes, la forma de dosificacion, el sitio de aplicacion, el método de aplicaciéon y
similares son los mismos que los indicados para el agente para suprimir la formacién de células de la piel anormales
causada por la exposicion a la luz.

Ademas, el acido nucleico de purina puede reducir la cantidad de ADN mutado en las células de la piel causada por
la exposicion a la luz y estimular la reparacién del ADN. De acuerdo con lo anterior, el agente de la presente
invencion para suprimir la formacion de células de la piel anormales causada por la exposicion a la luz puede actuar
de una manera tal como las indicadas anteriormente, y puede servir como agente para reparar el dafio al ADN,
suprimir las mutaciones del ADN o reducir las mutaciones del ADN. En el caso de que el acido nucleico de purina se
utiliza como agente para reparar el dafio al ADN, suprimir las mutaciones del ADN o reducir las mutaciones del ADN,
el tipo y la concentracion del acido nucleico de purina, otros ingredientes, la forma de dosificacion, el sitio de
aplicacion, el método de aplicacion y similares son los mismos que los indicados para el agente para suprimir la
formacion de células de la piel anormales causada por la exposicién a la luz.

Ejemplos

La presente invencion se describe a continuacion haciendo referencia a los ejemplos de ensayos y ejemplos.
Observar que, en los ejemplos siguientes y similares, los nimeros expresados en "%" que indican el contenido son
en porcentaje en peso, a menos que se indique lo contrario.

Ejemplo 1: accion de inducciéon de apoptosis en célul as mutantes causada por irradiaciéon con luz
ultravioleta

El presente ejemplo examind el cambio de la actividad de la caspasa al irradiar con luz ultravioleta células
epidérmicas humanas tratadas con adenosin-5-monofosfato disédico (AMP2Na).

<Método de ensayo>

Se precultivaron queratinocitos epidérmicos humanos (obtenidos de Kurabo Industries Ltd.) utilizando medio de
cultivo EpiLife-KG2 (producido por Kurabo Industries Ltd.) en placas de Petri recubiertas de colageno de 10 cm
(producidas por Asahi Glass Co., Ltd.) y se sembraron a una densidad de 30.000 células/pocillo en una microplaca
de 96 pocillos recubierta con colageno. Tras el cultivo en el medio de cultivo EpiLife-KG2 durante 8 horas, se
sustituyo el medio de cultivo por medio de cultivo EpiLife (producido por Kurabo Industries Ltd.), seguido del cultivo
durante 16 horas adicionales. A continuacion, se sustituyé el medio de cultivo por medio de cultivo que contenia
AMP2Na ajustado a diversas concentraciones. Tras el tratamiento con el medio durante 2 horas, las células se
lavaron con PBS (solucién salina tamponada con fosfato) y las células lavadas se irradiaron con 30 mJ/cm? de UV-B
utilizando un dispositivo de irradiacion ultravioleta (HN-400, producido por ABE RIKOSHA). Se afiadié nuevamente
medio de cultivo EpiLife, seguido del cultivo durante 6 horas. A continuacion, se midié la actividad de la caspasa-3
expresada en las células utilizando un kit de ensayo de caspasa-3 SensoLyteTM Rh110 (producido por AnaSpec,
Inc.). Las células que no habian sido irradiadas con UV-B ni tratadas con AMP2Na fueron utilizadas como grupo de
control. Ademas, con el fin de examinar el efecto del AMP2Na sobre la actividad de caspasa de las células
normales, se determiné la actividad de la caspasa de las células que no habian sido irradiadas con UV-B pero
tratadas con AMP2Na.

<Resultados>

Las figuras 1a y 1b muestran los resultados obtenidos. Resulta evidente a partir de los resultados que, aunque las
células no irradiadas con luz ultravioleta no mostraron practicamente ningdn incremento de la actividad de caspasa a
pesar del tratamiento con AMP2Na, las células irradiadas con luz ultravioleta mostraron un incremento significativo
de la actividad de la caspasa con el pretratamiento de AMP2Na.

La caspasa es un miembro de la familia de las cisteina proteasas que causa apoptosis de las células. La actividad
de la caspasa se considera generalmente como un indice para medir el nivel de la actividad apoptética.
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Las células disponen de un mecanismo para inducir la apoptosis por si mismas de manera que se autoeliminan,
como mecanismo bioloégico de defensa frente a diversos estimulos que dafian el ADN, tales como los rayos X y la
luz ultravioleta. El presente ensayo demuestra ademas que no se produce ningln cambio de la actividad de la
caspasa en las células no irradiadas con luz ultravioleta con independencia de si las células habian sido tratadas o
no con AMP2Na. Lo anterior indica que AMP2Na no incrementa la actividad de caspasa y no induce apoptosis en las
células normales. En contraste, resulta evidente a partir del incremento de la actividad de caspasa que la apoptosis
resultd inducida en las células irradiadas con luz ultravioleta. Ademas, el presente ensayo muestra un incremento
adicional de la actividad en las células tratadas con AMP2Na antes de la irradiacién ultravioleta, indicando que la
apoptosis habia sido inducida en las células mutantes.

Ejemplo 2: evaluacion de la accién de reduccion de |  as mutaciones del ADN inducida por la irradiacion
ultravioleta

En el presente Ejemplo se irradiaron con luz ultravioleta células epidérmicas de ratén normales y a continuacion se
cultivaron en un medio de cultivo que contenia AMP2Na. Mediante la utilizacion de la cantidad de dimeros de
ciclobutano-pirimidina (CPD) como indice se examiné la accion del AMP2Na sobre la reduccion de las mutaciones
del ADN.

<Método de ensayo>

Se cultivaron células JB6 derivadas de células epidérmicas de ratén normales (obtenidas de la ATCC) en un medio
de cultivo MEM que contenia FBS hasta que alcanzaron la subconfluencia. A continuacién, se sembraron 4x10°
células en cultivo en una placa de 3,5 cm con MEM (medio esencial minimo) que contenia FBS (suero de feto
bovino). El dia después de la siembra se sustituyd el medio de cultivo por un medio de cultivo MEM sin suero para
privarlas de suero. A continuacion se sustituyé el medio de cultivo por PBS, seguido de la irradiacién con 15 mJ/cm?
de UV-B. Tras la irradiacién con luz ultravioleta, se sustituy6é el medio de cultivo por medio de cultivo MEM sin suero
gue contenia 0,01 mM, 0,1 mM 6 1 mM de AMP2Na o medio de cultivo sin AMP2Na (control). Tras la sustitucion del
medio de cultivo, se cultivaron las células con 5% de CO; a 37°C durante 48 horas, y después se recogieron.

Se extrajo el ADN gendémico de las células recogidas, utilizando un kit de ADN FastPure (marca comercial) (Takara
Bio Inc.). La extraccién se llevéd a cabo segun el manual del kit.

La cantidad de CPD en el ADN gendmico extraido de cada célula se midi6 utilizando un ELISA. En particular, el ADN
gendmico extraido se calenté a 100°C durante 10 minutos y se enfrid sobre hielo. A continuacion, se dispensé ADN
gendémico (50 pl/pocillo) en una microplaca de 96 pocillos recubierta con sulfato de protamina, y se sec6. Al dia
siguiente, se lavo cada uno de los pocillos con PBS-T (PBS con Tween-20) y se dispens6 PBS que contenia FBS en
cada uno de los pocillos. A continuacion se mantuvieron los pocillos a 37°C durante 30 minutos. Seguidamente, tras
lavar con PBS-T, se dispens6 anticuerpo de raton anti-CDP (obtenido de Cosmo Bio Co., Ltd.) en cada uno de los
pocillos y a continuacién se mantuvieron los pocillos a 37°C durante 30 minutos. Tras lavar con PBS-T, se distribuyo
anticuerpo anti-IlgG de ratén marcado con biotina (obtenido de Southern Biotech) en cada uno de los pocillos y éstos
se mantuvieron a continuacion a 37°C durante 30 minutos. Tras lavar los pocillos, se dispenso peroxidasa de rabano
picante marcada con estreptavidina en cada uno de los pocillos y estos se mantuvieron a continuacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos. A continuacion, los pocillos se lavaron con PBS-T y soluciéon de tampén de citrato-
fosfato y después se dispensé en cada uno de los pocillos soluciéon de tampdén de citrato-fosfato que contenia
peréxido de hidrégeno y o-fenilendiamina. Se mantuvieron los pocillos a 37°C durante 30 minutos para el desarrollo
de color. A continuacion se afadid soluciéon acuosa 2 M de &cido sulfirico a los pocillos para terminar la reaccion de
desarrollo de color. A continuacion se midieron los valores de absorbancia a 492 nm y se calcul6 la cantidad de CPD
en el ADN gendmico con el fin de determinar la tasa de cambio de CPD (variacion de la cantidad relativa de CPD:
%) bajo cada condicion asignando a la cantidad de CDP en el caso del cultivo en medio de cultivo sin AMP2Na un
valor de 100%.

<Resultados>

La figura 2 muestra los resultados obtenidos. Los resultados muestran que la cantidad relativa de CPD en las células
a las que se habia afiadido AMP2Na tras la irradiacién con luz ultravioleta se redujo en comparacién con el grupo de
control. Por lo tanto, los resultados confirmaron que el AMP2Na reduce las mutaciones del ADN causadas por la
irradiacion con luz ultravioleta. Los resultados demuestran que, al cultivar las células en 0,1 mMy 1 mM de medio de
cultivo que contenia AMP2Na, la reduccién de la cantidad relativa de CPD en comparacién con el grupo de control
era significativa, y que el dafio al ADN causado por la irradiacion con luz ultravioleta se habia suprimido
significativamente. Basandose en lo anterior, se espera que el ingrediente anteriormente indicado presente el efecto
de prevenir, en particular, el inicio de la carcinogénesis.

Debe apreciarse que el ejemplo 1 es un ensayo in vitro llevado a cabo con células. En una aplicacion practica,
considerando las diferencias individuales, la permeabilidad en la piel y la penetrabilidad en las células, debe
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considerarse el ajuste de la concentracion de AMP2Na a aproximadamente 10 a 1.000 veces mas que la
concentracion de AMP2Na utilizada in vitro, tal como se ha indicado anteriormente.

Ejemplo 3: evaluacioén del efecto preventivo del canc  er de piel en ratones irradiados con luz ultraviole  ta

En el presente ejemplo se irradiaron ratones desnudos con luz ultravioleta y se examiné el efecto preventivo del
AMP2Na de la fotocarcinogénesis en los ratones.

<Método de ensayo>

Se obtuvieron ratones Hos:HR-1 hembra de 5 semanas de edad de Japan SLC, Inc. y desde la edad de 7 semanas,
se llevo a cabo la irradiacion con luz ultravioleta (UV-B) del lomo de los animales. La irradiacién con luz ultravioleta
(cantidad de irradiacion por unidad de tiempo: 60 m.]/cmz) se llevd a cabo una vez al dia, 5 dias a la semana durante
12 semanas.

A continuacion, se preparé una solucién acuosa de etanol al 20% que contenia 3% de AMP2Na disuelto en la misma
(solucién de ensayo) y una solucion acuosa de etano al 20% que no contenia AMP2Na (base).

Tras alimentar los ratones irradiados con luz ultravioleta, bajo condiciones normales durante 1 semana, se dividieron
en 3 grupos (6 ratones en cada grupo) bajo las condiciones mostradas en la Tabla 1, y se alimentaron durante 12
semanas.

Tabla 1
Condiciones de ensayo
Grupo de aplicacion de Solucion de ensayo (0,1 ml) aplicada en todo el lomo de los ratones dos veces
solucién de ensayo al dia, 5 dias a la semana durante 12 semanas de alimentacion

Grupo de aplicacién de base Base (0,1 ml) aplicada en todo el lomo de los ratones dos veces al dia, 5 dias a
la semana durante 12 semanas de alimentacion

Grupo sin aplicacién Ratones alimentados durante 12 semanas sin aplicacion de la solucién de
ensayo o base.

<Resultados>

Se observo el estado de la piel del lomo de los ratones en cada grupo en la 6a semana desde el inicio de la
aplicacién de la solucién de ensayo y la base. Se determind el desarrollo de los tumores y se cont6 el niUmero de
tumores. La figura 3 muestra los resultados de imagenes del lomo de los ratones en cada grupo, obtenidos en la 6a
semana desde el inicio de la aplicacion de la solucion de ensayo o la base. La figura 4 muestra la proporcion de la
poblacion de los ratones en que se observd un tumor (incidencia de tumor: %) en cada grupo en la 6a semana
desde el inicio de la aplicacion de la solucion de ensayo o la base.

Tal como se pone de manifiesto a partir de la figura 3, se observo la formacién de tumor en el lomo de los ratones
tras la irradiacion con luz ultravioleta en el grupo de aplicacion de base y en el grupo sin aplicacién, pero no en el
grupo de aplicacién de soluciéon de ensayo. Ademas, tal como se muestra en la figura 4, la incidencia de tumor tras
la irradiacién de luz ultravioleta fue de 67% en el grupo de aplicacion de base y de 83% en el grupo sin aplicacién,
mientras que fue de 0% en el grupo de aplicacion de solucion de ensayo. Se puso de manifiesto que el AMP2Na era
capaz de prevenir eficazmente la incidencia de cancer de piel inducido por la luz ultravioleta.

Debe apreciarse que el nimero medio de tumores desarrollado en cada ratén en cada grupo en la 6a semana desde
el inicio de la aplicacién de la solucién de ensayo o de base era el siguiente: 0 en el grupo de aplicacién de solucién
de ensayo; 2 en el grupo de aplicacion de base y 1,8 en el grupo sin aplicacién. Estos resultados también confirman
gue el AMP2Na presenta un excelente efecto preventivo del cancer de piel inducido por luz ultravioleta.

Ademas, la incidencia de tumor en la 12a semana desde el inicio de la aplicacion de la solucién de ensayo o la base
fue de 83% en el grupo de aplicacién de base, de 100% en el grupo sin aplicacién y de 17% en el grupo de
aplicacion de solucion de ensayo. Lo anterior demuestra que el AMP2Na presenta una accion de fuerte supresién
del desarrollo de tumores causado por la irradiacion con luz ultravioleta. De acuerdo con lo anterior, también se
espera que el ingrediente resulte eficaz en la supresion de la induccién de carcinogénesis.

Ejemplo de prescripcién

Se prepar6 un agente preventivo de la fotocarcinogénesis en forma de emulsidon que presentaba la composicién
siguiente:

Adenosin monofosfato disodico 3 (% en peso)
Etanol
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Glicerina 110
Emulsionante, adyuvante de emulsificacion 10

Espesante C.S.
Antiséptico, ajustador del pH, materiales saborizantes C.S.

Agua purificada equilibrio
Total 100% en peso

10
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico de purina para la utilizacion en la supresion de la formacién de células de la piel anormales
causadas por la exposicién a la luz, en el que el acido nucleico de purina se aplica externamente y en el que el acido
nucleico de purina es por lo menos un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste en adenosin
monofosfatos y sales de los mismos.

2. Acido nucleico de purina para la utilizacion segun la reivindicacion 1, en el que la supresion de la formacion de
células de la piel anormales se acomparfia de la reparacién del ADN o la supresién de las mutaciones del ADN.

3. Acido nucleico de purina para la utilizacion segin la reivindicacion 1 o 2, en el que la supresion de la formacion
de células de la piel anormales se acompafia de la induccién de la apoptosis.

4. Acido nucleico de purina para la utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la supresion
de la formacion de células de la piel anormales es la prevencion de los tumores de la piel.

5. Acido nucleico de purina para la utilizacion segin la reivindicacion 4, en el que la prevencién de los tumores de la
piel se acompafia de la supresion del inicio de tumores.

6. Acido nucleico de purina para la utilizacién segun la reivindicacion 4 o 5, en el que la prevencion de los tumores
de la piel esta destinada a la prevencion del cancer de piel.

7. Composicion para la utilizacion en la supresion de la formacion de células de la piel anormales causada por la
exposicion a la luz, que comprende por lo menos un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste en
adenosin monofosfatos y sales de los mismos como principio activo.

8. Composicién para la utilizacion segun la reivindicacion 7, que comprende por lo menos un elemento
seleccionado de entre el grupo que consiste en adenosin monofosfatos y sales de los mismos en una cantidad de
0,5% a 20% en peso basada en el peso total de la composicion.

9. Composicion para la utilizacién segun la reivindicacién 7 u 8, para la utilizacion en la reparacion de los dafios al
ADN inducidos por la exposicién a la luz.

10. Composicién para la utilizacién segun la reivindicaciéon 7 u 8, para la utilizacién en la supresion de la formacion
de células de la piel anormales.

11
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Fig. 2
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