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DESCRIPCION
Composicion a base de meroterpeno destinada a las pieles grasas, con tendencia acneica o afectadas por acné

Campo de la invencién

La presente invencién tiene por objeto una composicion de uso cosmético o dermatolégico basada en meroterpeno,
asociada de manera ventajosa a un flavonoide y/o un poliol.

En el contexto de la presente invencidn, se ha demostrado que dicha composicién estaba especialmente adaptada
al tratamiento de las pieles grasas o de tendencia acneica, o con acné, dicho de manera correcta.

De manera notable, una composicion de este tipo se caracteriza por un conjunto de acciones complementarias Utiles
para este tipo de tratamiento:

- efecto protector del meroterpeno en la oxidacion del escualeno;

- accioén antimicrobiana, especialmente frente a la bacteria anaerobia gram-positiva Propionibacterium acnes,
mediante un mecanismo directo e indirecto (a través de los acidos grasos de sebo con actividad
antibidtica);

- efecto antiinflamatorio sobre la inflamacién inducida por P acnes;

- aumento de la cantidad de escualeno no oxidado en el sebo;

- aumento de la cantidad de acidos grasos del sebo implicados en la funcién de barrera, contribuyendo
especialmente a limitar la penetracion de los microorganismos y la comedogenia;

- disminucion en la cantidad de acidos grasos del sebo implicados en la comedogenia y la irritacién.

Estado de la técnica

El acné es una patologia inflamatoria crénica que afecta el foliculo pilosebaceo que aqueja al rostro, el térax y la
espalda. Es una enfermedad muy frecuente, ya que afecta aproximadamente a un 80% de los adolescentes.

Existen diferentes formas clinicas del acné vinculadas a las poblaciones afectadas: acné polimorfo juvenil o acné
vulgar que puede ser oclusivo y/o inflamatorio de gravedad y duracion variables; el acné del adulto que aparece en
el hombre o la mujer, habitualmente de tipo inflamatorio; el acné del recién nacido, el lactante y del nifio pequefio;
las formas graves (acné nodular, acné conglobata, acné fulminante).

Desde un punto de vista clinico, el acné es, por definicién, una afeccién polimorfa que combina lesiones oclusivas
(microquistes, comedones), y/o lesiones inflamatorias (papulas, puUstulas o noédulos) que pueden coexistir o
sucederse unas a otras en caso de un brote. Su gravedad varia de formas leves a graves.

La fisiopatologia del acné implica 3 fases que evolucionan con el tiempo:

1) hipersecrecion sebacea, que es el sintoma comuin a todas las formas de acné;

2) la formacion de lesiones oclusivas (la comedogénesis): el canal excretor del foliculo pilosebaceo se
obstruye, debido a una anomalia, y la hiperproduccion de sebo que produce la glandula sebacea ya no
puede salir a la superficie de la epidermis, lo que ocasiona una dilatacion del foliculo pilosebaceo v,
posteriormente, a la formacion de lesiones oclusivas (microcomedones infraclinicos, que evolucionan a un
comedon macroscopico). Los comedones son 2 tipos:

- comedones abiertos (o puntos negros)
- comedones cerrados (o0 microquistes): pequefia elevacion blanquecina de 2 a 3 mm de diametro.

3) formacion de lesiones Inflamatorias donde P acnes, que prolifera en las lesiones oclusivas, desempefia un
papel importante en la produccion de sustancias inflamatorias, especialmente de IL-8 (Nagy y col., 2005) y
de FNT-a (Graham y col., 2004). Esto implica una afluencia de neutréfilos polinucleares responsables de la
destruccion de la pared del foliculo y una difusién de la inflamacion hacia las capas subyacentes. Estas
lesiones inflamatorias pueden ser superficiales (papulas y pustulas) o profundas (noédulos).

Con un grado menor de gravedad, las pieles con tendencia acneica, se caracterizan por la presencia de pocos
comedones diseminados y escasas papulas pequenias.

La piel grasa o hipersebacea es el sintoma comun a todas las formas de acné, y se caracteriza por una produccion
excesiva de sebo que ocasiona un tacto graso, un aspecto brillante con poros cutaneos dilatados, especialmente en
la zona central del rostro.

El sebo es un producto de secrecion graso, rico en acidos grasos y, en particular en escualeno, un hidrocarburo
alifatico de 30 atomos de carbono, precursor del colesterol. El sebo desempefia un papel positivo importante,
especialmente en la proteccion de la piel, pero también se ha establecido que existe una correlacion entre la
cantidad de secrecién de sebo y la gravedad del acné.
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Ademas, los estudios han demostrado que determinados componentes del sebo podrian desempeifiar un papel
activo en el acné.

De este modo, la cantidad de escualeno estd aumentada en pacientes acneicos, donde se encuentra en forma
oxidada. Sin embargo, el escualeno oxidado es el causante del espesamiento del sebo, de la hiperqueratinizacion de
los foliculos pilosebaceos, de la hiperporliferacion de P acnes y de la induccién de la reaccién inflamatoria local
responsable del desarrollo de las lesiones del acné (Saint Léger y col., 1986; Chiba y col., 1999 y 2000; Ottaviani y
col., 2006).

Para limitar los efectos potencialmente negativos del escualeno peroxidado, la piel adopta una estrategia de
autodefensa liberando vitamina E en la superficie de la piel. Sin embargo, y por razones desconocidas, el nivel de
vitamina E esta reducido en los pacientes acnéicos, reforzando de este modo la funcion de la peroxidaciéon del
escualeno en el desarrollo del acné (Thiele y col., 1999; Picardo y col., 2009; Ottaviani y col., 2010).

Ademas, el sebo incluye acidos grasos que tienen actividad antibacteriana, especialmente con respecto a P acnes,
en particular el acido sapiénico, que es el acido graso mas abundante en el sebo (Drake y col., 2008) y el acido
laurico (Nakatsuji y col., 2009). Ademas, se ha demostrado recientemente que el acido laurico estimula
intensamente la sintesis del péptido antimicrobiano HBD-2 en sobrenadantes de sebocitos. Estos datos indican que
el acido laurico tiene una actividad antimicrobiana directa sobre P acnes e indirecta a través del aumento de las
defensas innatas de la piel sobre los sebocitos (Nakatsuji y col., 2010).

El acido linoleico, también presente en el sebo, es un acido graso esencial que contribuye a la integridad de la
barrera cutanea. Sin embargo, se ha descrito en la bibliografia que existe una deficiencia del mismo en las lesiones
del acné. Esta reduccion esta asociada con la gravedad del acné, en la formacién de comedones, la estimulacion de
la lipogénesis y la pérdida de funcién de barrera que puede ocasionar el aumento de la permeabilidad cutanea a los
microorganismos (Horrobin, 1989; Ottaviani y col., 2010).

Otro ejemplo se refiere al acido oleico que es un componente de la pelicula hidrolipidica. En la piel acneica, la
presencia de acido oleico estd aumentada. Sin embargo, este es comeddgeno (Choi y col., 1997; Katsuta y col.,
2009) e irritante (Boelsmay col., 1996).

Un primer enfoque para tratar el acné consiste en controlar la proliferacion bacteriana, especialmente de P acnes.
De este modo, se prevén sustancias activas que incluyen cinc debido a su actividad bactericida directa, a menudo
combinadas con un tratamiento antibidtico oral.

Ademas, el documento WO 2005/004891 describe una asociacion de aplicacién tdpica de agentes antioxidantes que
pueden fluidificar el sebo y, de este modo, reducir los sintomas del acné.

En la actualidad existe una gran oferta de posibles tratamientos, que tienen limitaciones, debidas especialmente a su
eficacia o los efectos adversos asociados. Por consiguiente, existe una necesidad evidente de desarrollar nuevas
soluciones para el tratamiento de las pieles grasas e incluso del acné.

Descripcion de la invencién

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion cosmética o dermatolégica
gue incluye como minimo un meroterpeno asociado a un flavonoide y a un poliol.

De este modo, la presente invencién se dirige a la combinacion de estos tres principios activos, es decir, un
meroterpeno, un flavonoide y un poliol.

Un primer componente de una composicion de ese tipo es meroterpeno. Los meroterpenos son terpenos que
incluyen un ciclo aromatico y que tienen la estructura quimica siguiente:

R |

Ry

Ry
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donde Ri, Rz y R3 se selecciona, cada uno de ellos independientemente, del grupo constituido por H, OH, ORs 0
CH2Rs, donde Rs es un alquilo C1-Cg lineal o ramificado, R4 y Rs cada uno de ellos independientemente es un grupo
alquilo o alquenilo C1-C 4 lineal o ramificado.

Ejemplos destacados de meroterpenos son el bakuchiol, compuesto en el que Ri=R3=H, R,=0OH, R4=CH3 y
Rs=CH,CH,CH=C(CHs)3, y la colirifolina, compuesto en el que R1=R3=H, R,=OH, R4= Rs=CHgs, 0 sus derivados.

Un meroterpeno destacado es el bakuchiol, por ejemplo, el producto Sytenol®A comercializado por la empresa
SYTHEON LTD. En este producto, el principio activo tiene una pureza superior al 95%.

Los meroterpenos se obtienen por lo general a partir de plantas o extractos vegetales, incluso aunque también se
pueden obtener a partir de hongos o producirse de forma sintética. Las plantas o extractos vegetales que sirven
como fuente de meroterpenos son, por ejemplo, Psoralea coryfolia, Psoralea grandulosa y Otholobium Pubescens
(Fabacea). En la practica, el meroterpeno se puede presentar en forma de material aislado o purificado, con una
pureza como minimo igual al 60% en peso, e incluso con una pureza de al menos el 95% en peso, 0 se puede
afiadir en forma de un extracto vegetal purificado incluyendo ventajosamente de 1 a 70% en peso de meroterpeno
con respecto al peso total del extracto.

El meroterpeno aplicado en el marco de la invencién es el bakuchiol. De forma ventajosa, el bakuchiol se aisla a
partir de semillas de Psoralea coryfolia.

De manera ventajosa, el meroterpeno representa de 0,01 al 5% en peso de la composicion, ventajosamente de 0,1 a
2%, ain mas ventajosamente 0,25%.

Como se muestra mas adelante en la invencién, la combinacién de este principio activo con al menos uno, incluso
los otros dos componentes de la composicion potencia el efecto antibacteriano especialmente con respecto a P
acnes del meroterpeno. En la practica, esto permite disminuir su concentraciéon con respecto a su uso como Unico
agente antimicrobiano.

El segundo componente es un flavonoide, que estd ampliamente distribuido en el reino vegetal, especialmente entre
las plantas. En el contexto de la presente invencién, una fuente destacada de flavonoides es un extracto de ginkgo,
especialmente de ginkgo biloba. Se trata ventajosamente de un extracto foliar. De este modo, se puede utilizar en el
marco de la invencion el producto comercializado por Greentech que corresponde a un extracto glicélico de hojas de
ginkgo biloba con un 5% de materia seca.

De forma ventajosa, la composicion comprende un extracto vegetal que incluye el flavonoide, incluyendo dicho
extracto una cantidad de 0,0001 al 20% en peso de la composicion, ventajosamente de 0,001 a 10%, por ejemplo
2%, aln mas ventajosamente 0,1%. En el presente documento, se entidende por "extracto vegetal" la materia seca
que comprende el flavonoide en su disolvente.

Una composicién incluye, ademas, un poliol, ventajosamente manitol. Otro poliol de interés es el sorbitol, incluso el
xilitol.

El manitol aplicado puede ser, por ejemplo manitol en polvo, de origen vegetal (maiz, patata, trigo), con una pureza
superior al 98%, tal como el que comercializa IMCD bajo la denominacién Pearlitol®.

En el contexto de la invencion, el poliol, preferentemente manitol, representa de forma tipica de 0,0001 al 10% en
peso de la composicién, ventajosamente de 0,001 a 2%, ain mas ventajosamente 0,01%.

De manera notable, la composicion de acuerdo con la invencidon se presente en una forma adaptada a la
administracion por via tépica cutdnea: crema, emulsion, directa o inversa, disolucion, suspension, gel, leche, locién,
en particular crema, gel o locion.

En consecuencia, la presente composicion puede incluir cualquier aditivo o excipiente adaptado a su formulacién y a
su aplicaciéon, como, por ejemplo agentes suspensores, emulsionantes, polimeros anionicos, catidnicos o no iénicos,
anféteros, proteinas, vitaminas tensioactivas, aceites minerales o vegetales, ceras, gomas, resinas, agentes
espesantes, acidificantes o alcalinizantes, disolventes, estabilizadores del pH, agentes anti-UV, conservantes,
perfumes, auxiliares convencionales en el campo de la cosmética y la dermatologia.

La composicién también puede incluir ademas de los 3 ingredientes mencionados anteriormente, otros principios
activos tales como un agente antibacteriano, especialmente el cinc.

Ejemplos de formulaciones cosméticas son los siguientes:

Opcidn 1
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Agua 41,23%
Gelificante 0,1%
Polimeros 4.9%
Emulsionante 3%
Glicoles 12%
Gluconato de Cinc 3%
AHA (Acidos de Fruta) 20,5%
Principios activos diversos 2,66%
Bakuchiol 0,25%
Extracto de Ginkgo biloba 0,1%
Manitol 0,01%
Cuerpos Grasos 12%
Perfume 0,25%
Opcién 2

Agua 53,31%
Regulador de pH 3,43%
AHA 17%
Gluconato de Cinc 3%
Gelificante 0,4%

- Siliconas 6%

- Emulsionante 3,5%

- Polimeros diversos 4%

- Principios activos diversos 0,92%

- Glicoles 8%

- Bakuchiol 0,25%

- Extracto de Ginkgo biloba 0,1%

- Manitol 0,01%

- Perfume 0,08%

La presente invencién pone de manifiesto una serie de actividades asociadas a dicha composicién que la hacen util
como:
- agente fluidizador del sebo, especialmente gracias a su efecto sobre el aumento de la cantidad de
escualeno no oxidado en el sebo;
- agente antimicrobiano, especialmente como antibacteriano con respecto a Propionibacterium acnes, por su
efecto bactericida directo y a su efecto indirecto sobre la estimulacién o la conservacion de la cantidad de acidos
grasos del sebo con actividad antimicrobiana (en particular los acidos sapiénico y laurico);
- agente anti-inflamatorio con respecto a la inflamacion inducida por bacterias, especialmente
Propionibacterium particular, por su efecto inhibidor de la produccién de citoquinas inflamatorias (en particular IL-
8 y TNFa);
- agente protector de la funcion de barrera de la piel, por su efecto estimulante de los acidos grasos del sebo
implicados en la integridad de la funcién de barrera tales como el acido linoleico;
- agente inhibidor de la formacién de los comedones (anticomedogénico), especialmente por su efecto
inhibidor sobre los acidos grasos comedogénicos del sebo tales como el acido oleico;
- agente contra la irritacion debida al acné, especialmente por su efecto inhibidor sobre los acidos grasos
irritantes del sebo tales como el acido oleico.

El conjunto de estas propiedades hace que la composicion de acuerdo con la invencion esté adaptada al tratamiento
de enfermedades cutdneas asociadas a la presencia de Propionibacterium acnes, y de forma mas general al
tratamiento de las pieles grasas o con tendencia acneica, y del acné.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de tratamiento cosmético de las pieles grasas o de
tendencia acneica, y del acné que consiste en aplicar a la piel o el cuero cabelludo una composicion tal como se ha
descrito anteriormente.

Descripcion detallada de la invencién

La forma en que la invencion se puede llevar a cabo y los beneficios derivados de la misma seran mas evidentes a
partir de las realizaciones ilustrativas siguientes, que se proporcionan como una indicacién y no como una limitacion,
como respaldo de las figuras anexas.

La figura 1 representa la medicion del indice de proteccion (en %) del escualeno mediante el Sytenol®A (Bakuchiol)
comparado con la vitamina E, en concentracién équimolar.

La figura 2 muestra el crecimiento (en %) de Propionibacterium acnes en presencia de distintas diluciones (J1 a J9)
en diferentes medios:
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- en presencia de S = Sytenol®A

- en presencia de Z = cinc;

- en presencia de S + M + G = Sytenol®A + manitol + flavonoides procedentes de un extracto de ginkgo
biloba;

- enpresenciade S+ M+ G + Z = Sytenol®A + manitol + flavonoides procedentes de un extracto de ginkgo
biloba+ cinc

- en presencia de un control, concretamente, DMSO que se ha utilizado como disolvente para la disolucién
del Sytenol®A en el agua.

La figura 3 muestra A/ la dosificacion de IL-8 (ng/ml) y B/ de TNFa (ng/ml) en los medios de cultivo a J3, en ausencia
o en presencia del ndcleo de principios activos de acuerdo con la invencion (S+M+G).

La figura 4 representa la medida de acido sapiénico: A/ Cantidad de acido sapiénico durante el tratamiento con el
nucleo de principios activos de acuerdo con la invencion (S+M+G) a T0, J28 y J56 con placebo. B/ Variacion de
expresion de acido sapiénico comparado con jO después del tratamiento con el ndcleo de principios activos de
acuerdo con la invenciéon (S+M+G) o placebo (resultados expresados en porcentaje).

La figura 5 representa la medida de acido laurico: A/ Cantidad de &cido laurico durante el tratamiento con el ndcleo
de principios activos de acuerdo con la invencién (S+M+G) a T0, J28 y J56 con placebo. B/ Variacién de expresién
de acido laurico comparado con JO después del tratamiento con el ndcleo de principios activos de acuerdo con la
invencion (S+M+G) o placebo (resultados expresados en porcentaje).

La figura 6 muestra la medida de la variacion de expresion de escualeno no oxidado comparado con JO después del
tratamiento con el ndcleo de principios activos de acuerdo con la invencion (S+M+G) o placebo (resultados
expresados en porcentaje).

La figura 7 representa la medida de la variacion de expresion del acido linoleico comparado con JO después del
tratamiento con el nicleo de principios activos de acuerdo con la invencidon (S+M+G) o placebo (resultados
expresados en porcentaje).

La figura 8 representa la medida de la variacién de expresion de acido oleico comparado con JO después del
tratamiento con el nicleo de principios activos de acuerdo con la invencidon (S+M+G) o placebo (resultados
expresados en porcentaje).

A/ Actividad novedosa de los meroterpenos: efecto protector con respecto a la oxidacién del escualeno

1/ Objeto del estudio:

El objetivo del estudio es evaluar los efectos de un meroterpeno, en este caso el Sytenol®A, sobre la oxidacién del
escualeno inducida por el peréxido de hidrogeno (H205).

2/ Materiales y métodos:

El escualeno (Sigma, ST Quentin Fallavier) se pone en contacto con una cantidad definida de peroxido de hidrégeno
durante 1 hora para inducir la oxidacion, en presencia o ausencia de Sytenol®A al 0,1%, 0,25% o 0,5% (P/V). El
control se realiza con un antiéxidante lipéfilo de referencia, la vitamina E, ensayado a 0,16% (3,8 mM), que
corresponde a una concentracion équimolar de Sytenol®A al 0,1%.

Al finalizar la oxidacion se lleva a cabo una etapa de extracciéon, a continuacion las muestras se analizan por
cromatografia en fase gaseosa acoplada a un analisis por espectrometria de masas (GC-MS). El escualeno se
determina mediante un conjunto de patrones (10 pg/ml a 2500 pg/ml). La cantidad de escualeno oxidado se deduce
de las determinaciones del escualeno. Cuanto mayores son las cantidades de escualeno medidas, menos se ha
oxidado y viceversa.

3/ Resultados

Los resultados se presentan en la tabla siguiente:

indice de proteccion (%)
Muestra oxidada 0,64
Muestra no oxidada 100,00
Sytenol®A al 0,1% (3,9 mM) 30,02
Sytenol®A al 0,25% (3,9 mM) 37,12
Vitamina E al 0,16% (3,8 mM) 15,17

Los resultados muestran que el Sytenol®A permite proteger el escualeno de la oxidacion inducida por H,O; y tiene,
por tanto, un poder protector con respecto a la oxidacién del escualeno. Este efecto es dependiente de la dosis entre
0,1% y 0,25%.

Como se muestra en la figura 1, a la concentracion equimolar de 3,8 mM, el Sytenol®A es 2 veces mas eficaz que la
vitamina E en términos de proteccién del escualeno de la oxidacion.
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B/Actividad del nucleo de los principios activos (S+M+G)

| ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA SOBRE Propionibacterium acnes

1/ Objeto del estudio:

El objetivo de este estudio es determinar la concentracién minima inhibitoria (CIM) de los principios activos y de su
asociacion en medios sélidos, con respecto a Propionibacterium acnes.

2/ Materiales y métodos:

La determinacion de la CIM de principios activos a evaluar con respecto a Propionibacterium acnes consiste, en un
primer momento, en preparar una serie de nueve diluciones de los principios activos a ensayar. Cada dilucién se
siembra a continuacién en una placa Petri y se recubre con gelosa Wilkins-Chalgren. Después de la
homogeneizacién y posterior solidificacion, cada una de las placas se inocula con una suspension calibrada (107
UFC/mI) de P acnes (dep0sito por estria), a continuacion, las placas se incuban durante 18 h a 37C en atmosfera
anaerobia. La cepa utilizada es Propionibacterium acnes CIP Al79 (origen = glandula sebacea (1946), fuente
CRBIP, Institut Pasteur, Paris).

La preparacion de las gelosas se realiza el J1 afiadiendo 2 ml de agua osmotizada estéril a una placa Petri (control
negativo) o 2 ml de cada dilucion de la serie de principios activos 10 veces concentrada y 18 ml de medio con
gelosa. Tras la solidificacion a temperatura ambiente, las placas se secan durante 30 min a 37 y a ¢ ontinuacion se
siembran con la suspension bacteriana calibrada (107 UFC/ml) mediante un hueso calibrado de 10 pl para conseguir
un depdsito correspondiente a unas 10* UFC).

La lectura de las placas se lleva a cabo después 18 horas de cultivo a 37<C para determinar la CIM cor respondiente
a la mas menor concentracion de principio(s) activo(s) que inhibe toda cultivo visible de P acnes. La presencia de 1 a
3 colonias no se tiene en cuenta.

Los productos evaluados fueron S (Sytenol®A, Sytheon), Z (gluconato de cinc, Azelis), solos, y las asociaciones S +
M (manitol, IMCD/SPCI) + G (extracto glicélico de ginkgo bibloba, Greentech)y S+ M+ G + Z.

El Sytenol®A que tiene caracter lipdfilo se diluye en DMSO (disolucién madre al 10%) antes de rediluirse en agua
osmotizada. El cinc, manitol y el extracto de ginkgo se disluyen directamente en agua osmotizada.

Los ensayos también incluyen controles en presencia del disolvente DMSO que se utilizd para disolver el S en el
agua. La eritromicina (2 a 0,007528 ug/ml) y el peréxido de benzoilo (0,0128% a 0,00005%) se utilizaron como
controles positivos.

La serie de diluciones verificadas son:

J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9
0,25% | 0,1% 0,01% 0,002% 0,001% 0,0005% 0,0001% 0,00005% | 0,000025%
0,01% | 0,004% | 0,0004% | 0,00008% | 0,00004% | 0,00002% | 0,000004% | 0,000002% | 0,000001%

0,1% | 0,04% | 0,004% | 0,0008% | 0,0004% | 0,0002% | 0,00004% | 0,00002% | 0,00001%

3% 1,2% 0,12% 0,024% 0,012% 0,006% 0,0012% 0,0006% 0,0003%

NOZ®»

3/ Resultados:

Los resultados de las pruebas de crecimiento se representan en la figura 2 y los valores deCIM en la Tabla
siguiente:

Productos ensayados CIM

S 0,001%

Z 0,12%

S (+G al 0,0002% + M al 0,00002%) 0,0005%

S (+G al 0,0002% + M al 0,00002% + Z al 0,006%) 0,0005%
Peréxido de benzoilo 0,008%
Eritromicina 0,0000125%

Segun las condiciones experimentales de este estudio, parece que:
- el crecimiento no se ve afectado por la presencia del disolvente DMSO a las concentraciones presentes en
las diluciones del Sytenol;
- Los productos Z y S solos tienen capacidad actibacteriana con respecto a P acnes.
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- La accion antibacteriana de S sobre P acnes es mas eficaz que Z (CIM con respecto a 0,001% y 0,12%);

- Laasociacion de G+M con el producto S mejora la eficacia antibacteriana de S;

- La asociacion de Z a la mezcla (G+M+S) no mejora la eficacia antibacteriana con respecto a P acnes de
(S+G+M).

Parece que el efecto bactericida directo de la combinacién de los 3 principios activos (Sytenol®A + ginkgo biloba +
manitol) es mejor que el del Sytenol®A solo, lo que permite reducir la concentracion de Sytenol®A en un factor de
aproximadamente 2 en la composicion antibacteriana.

Il- EFECTO ANTIINFLAMATORIO SOBRE LA INFLAMACION INDUCIDA POR Propinibacterium acnés

1/ Objeto del estudio

El objetivo del estudio es evaluar, en un modelo de explantes de piel humana es decir in vivo, la actividad
antiinflamatoria del ndcleo de principios activos (S + M + G).

2/ Materiales y métodos

El nacleo de principios activos esta formulado en una base neutra en las proporciones masicas siguientes:
- Sytenol®A (S): 0,25%,
- extracto de Ginkgo biloba (extracto glicolico de hojas, Greentech) (G): 0,1%,
- manitol (Pearlitol 060C, IMCD/SPCI) (m): 0,01%,

La composicion de acuerdo con la invencion tiene la siguiente formula:

- Agua 83,70974%

- Cuerpos Grasos 10%

- Emulsionante 3,5%

- Silicona 1%

- Espesante 0,6%

- Gelificante 0,1%

- Conservante 0,65%

- Regulador de pH 0,00026%

- Perfume 0,08%

- Bakuchiol (S) 0,25%

- Extracto de ginkgo biloba (G) 0,1%

- Manitol (M) 0,01%
El placebo tiene la siguiente férmula:

- Agua 84,06974%

- Cuerpos Grasos 10%

- Emulsionante 3,5%

- Silicona 1%

- Espesante 0,6%

- Gelificante 0,1%

- Conservante 0,65%

- Regulador de pH 0,00026%

- Perfume 0,08%

Los explantes de piel humana, procedentes de restos quirdrgicos (11 mm de diametro), se colocan para su
supervivencia en un medio especifico a 37<C.

El dia 0 (J0), los explantes se tratan con la formulacion, con 2 mg/cm2 durante 3 dias.

En los dias J1 y J2, se aplicé por la mafiana un disco de papel de filtro impregnado con 30 pl de liofilizado
reconstituido de P acnes, durante 1 hora, a la superficie de los explantes, Para estimular la sintesis de 2 citoquinas
inflamatorias: TNFa y IL-8. Los explantes testigo, no tratados con P acnes y tratados con P acnes solamente, se
utilizaron como controles del ensayo.

A J3, el medio de cultivo de cada explante se extrajo y se conservl a -80C. Las dosis de TNFa y de IL-8 en los
sobrenadantes se determinan mediante ELISA (ELISA TNFa, Cayman Chemical, y ELISA IL-8, RayBiotech). Al
finalizar la dosis, se leen las DO a 412 nm y 450 nm, respectivamente, y se calculan las concentraciones de las 2
citoquinas a partir de las series de patrones obtenidos a partir de las proteinas recombinantes.

El analisis estadistico se realiza mediante la prueba de Student cuyo umbral de significancia es 0,05.

3/ Resultados
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Como se muestra en la Figura 3A, en presencia del nlcleo de principios activos de acuerdo con la invencion la
sintesis de IL-8 se ve significativamente reducida en un 28% (**, p=0,006).

Como se muestra en Figura 3B, en presencia del nacleo de principios activos de acuerdo con la invencion la sintesis
de TNFa se ve significativamente reducida en un 31% (**, p=0,026).

De este modo, si se reduce al mismo tiempo la sintesis de IL-8 y de TNFa, las citoquinas inflamatorias inducidas por
P acnes, el nuevo nicleo de principios activos de acuerdo con la invencion reduce la inflamacién asociada a las
lesiones del acné.

[l — MODIFICACION DE LA COMPOSICION DEL SEBO

1/ Objeto del estudio

El objetivo del estudio clinico (in vivo) es evaluar los efectos del nuevo nucleo de principios activos de acuerdo con la
invenciéon sobre la composicién cualitativa y cuantitativa de los lipidos sebaceos en comparaciéon con un producto
placebo.

2/ Materiales y métodos

El placebo y la composicién de la invencion tienen las férmulas ya indicadas anteriormente en el punto II-2.

El estudio del efecto del nuevo ndcleo de principios activos se lleva a cabo sobre 2 grupos de 19 sujetos con
tendencia acneica. Un grupo fue tratado con el nuevo ndcleo de principios activos 2 meses, a razon de 2
aplicaciones diarias. El grupo placebo fue tratado en las mismas condiciones con el excipiente correspondiente pero
en ausencia del nicleo de principios activos. Se tomaron muestras de la frente en los dias JO, J28 y J56 con un
material de vidrio adaptado. Los lipidos se recuperaron mediante un disolvente organico inerte y se almacenaron a -
20<T hasta su analisis bioguimico.

La cuantificacion de los lipidos sebaceos se llevo a cabo mediante cromatografia en fase gaseosa acoplada a un
analisis por espectrometria de masas (GC/MS). Se han utilizado diferentes métodos analiticos para determinar los
acidos grasos totales, el escualeno, los esteroles, las ceras, los glicéridos y los acidos grasos libres.

3/ Resultados
1) Modificacién de la expresion de acidos grasos con actividad antimicrobiana:

Entre los acidos grasos cuya expresion se modulara durante el tratamiento con el nicleo de principios activos, se
sabe que 2 tienen potentes propiedades antimicrobianas: el acido sapiénico y el acido laurico,

1.1. El &cido sapiénico

Se observa en la figura 4A que la tasa de acido sapiénico aumenta en un 37% en comparacion con placebo a J28 y
del 10% en J56. De este modo, el tratamiento de los voluntarios con el nuevo nicleo de principios activos permite
preservar la tasa de acido sapiénico comparada con JO, mientras que se reduce en el grupo placebo (Figura 4B). En
consecuencia, el ndcleo de principios activos de acuerdo con la invencion ejerce una accién antibacteriana indirecta,
conservando la tasa de acido sapiénico en el sebo cutaneo.

1.2. El &cido laurico

Se observa en la figura 5A que la tasa de acido laurico es un 36% a J56. De este modo, el tratamiento de los
voluntarios con el nuevo ndcleo de principios activos permite estimular la tasa de acido laurico comparada con JO,
mientras que se reduce en el grupo placebo en J28 y J56 (Figura 5 B). En consecuencia, el nicleo de principios
activos de acuerdo con la invencién ejerce una accion antibacteriana indirecta, al estimular la tasa de acido laurico
en las pieles de tendencia acneica.

El conjunto de estos resultados pone de manifiesto que, ademas de las propiedades antimicrobianas directas sobre
P acnes (véase el punto 1 anterior), el nuevo nuicleo de principios activos de acuerdo con la invencién ejerce una
actividad antimicrobiana indirecta, al estimulo del acido laurico y acido sapiénico, que tienen ambos propiedades
antimicrobianas con respecto a P acnes. Ademas, el acido laurico puede ejercer una actividad antimicrobiana
indirecta estimulando la sintesis de péptidos antimicrobianos (HBD-2) en los cultivos de sebocitos. De este modo, el
ndcleo de principios activos de acuerdo con la invencion y una actividad contra P acnes multifactorial.

2) Modificacion de la expresion del expresion del escualeno
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Se observa en la figura 6 que, tras 56 dias de tratamiento, El escualeno no oxidado aumenté en un 17% en
comparacion con JO y del 27% en comparacion con el placebo. De este modo, al favorecer el escualeno no oxidado,
El nucleo de principios activos de acuerdo con la invencion contribuye in vivo a mejorar las propiedades del sebo
especialmente su fluidez.

3) Modificacion del acido linoleico

Se observa en la figura 7 que, tras 56 dias de tratamiento, el &cido linoleico, que es deficiente, aumenta en un 22,8%
en comparacion con JO y un 37% en comparacion con el placebo. Al estimular el acido linoleico, el ndcleo de
principios activos de acuerdo con la invencién contribuye in vivo a fortalecer la funcion de barrera de la epidermis y a
limitar la comedogenia.

4) Modificacion de la expresion de acido oleico

Se observa en la figura 8 que, tras 28 dias de tratamiento, el acido oleico se reduce en un 12% en comparacion con
JO y en un 40% en comparacion con el placebo. Al reducir el acido oleico, el nicleo de principios activos de acuerdo
con la invencidn contribuye in vivo a limitar la comedogenia y la irritaciéon cutanea asociada con el acné.

Diferentes marcadores tales como el acido laurico, acido sapiénico, acido linolénico, acido oleico y escualeno no
oxidado se modularan favorablemente después del tratamiento de voluntarios de piel grasa con el ndcleo de
principios activos de acuerdo con la invencion. Estos resultados obtenidos in vivo muestran que el ndcleo de
principios activos de acuerdo con la invencién cambia la calidad y la cantidad de sebo conducente a una reduccion
de la comedogenia, una reduccién de la lipogénesis, un aumento de la funcién de barrera y un estimulo de las
defensas antimicrobianas para reducir el desarrollo de P acnes.
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REIVINDICACIONES
1. Composicién de uso cosmético y/o dermatoldgico que incluye:

- bakuchiol,
- un flavonoide contenido en un extracto de ginkgo biloba; y
- un poliol.

2. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizada por que bakuchiol representa de 0,01 al 5% en
peso de la composicion, ventajosamente de 0,1 a 2%, adin mas ventajosamente 0,25%.

3. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 caracterizada por que bakuchiol representa de 0,0001 al 20%
en peso de la composicion, ventajosamente de 0,001 a 2%, aiin mas ventajosamente 0,1%.

4. Composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que el poliol es manitol.
5. Composicién de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que el poliol es xilitol.

6. Composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que el poliol representa de
0,0001 al 10% en peso de la composicién, ventajosamente de 0,001 a 2%, ain mas ventajosamente 0,01%.

7. Composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores caracterizada por que se presenta en forma
de crema, gel o locion.

8. Uso de una composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7 como:
- agente anti-oxidante del escualeno; y/o
- agente fluidizador del sebo; y/o
- agente protector de la funcién de barrera de la piel; y/o
- agente inhibidor de la formacién de los comedones.

9. Composicién de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso como:
- agente antimicrobiano, especialmente como antibacteriano con respecto a Propionibacterium acnes; y/o
- agente anti-inflamatorio con respecto a la inflamacién inducida por bacterias, especialmente
Propionibacterium acnes; y/o
- agente contra la irritacién vinculada con el acné.

10. Procedimiento de tratamiento cosmético de pieles grasas o de tendencia acneica que consiste en aplicar a la piel
o al cuero cabelludo una composicién segun una de las reivindicaciones 1 a 7.

11. Composicién de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en el tratamiento del acné.

12
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