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DESCRIPCION
Sacarosas octasulfatos de magnesio, su preparacion y sus aplicaciones farmacéuticas y cosméticas.

La presente invencion se refiere a unas sacarosas octasulfatos de magnesio, a su procedimiento de preparacion y a
su utilizacién en el campo farmacéutico y/o cosmético.

Los oligosacaridos son unos glucidos cuya hidrdlisis produce Unicamente unos azucares simples (osas). Estan
constituidos por la union de por lo menos dos moléculas de azucares simples. Entre los oligosacaridos, se
encuentran la sacarosa formada por condensacion de dos osas: una molécula de glucosa y una molécula de
fructosa.

Los oligosacaridos sulfatados son conocidos en la bibliografia y poseen muiltiples actividades bioldgicas, cosméticas
y/o terapéuticas.

Por ejemplo, la solicitud WO 2006/017752 describe un método de tratamiento de las inflamaciones de las vias
aéreas que utiliza unos oligosacaridos sulfatados como sustancias activas. Entre éstos se encuentra, en particular,
un oligosacarido procedente de la condensacion de la glucosa y de la fructosa y totalmente sulfatado.

El documento US n° 5.767.104 describe unos oligosacaridos sulfatados, principalmente la sacarosa octasulfato de
aluminio, en el tratamiento de la alopecia.

Por otra parte, la sacarosa octasulfato se utiliza como principio activo en el tratamiento de las Ulceras gastricas por
sus propiedades reparadoras/cicatrizantes. El documento FR 2 646 604 describe unas formulaciones de sacarosa
octasulfato de aluminio, o sucralfato, con propiedades antiinflamatorias y cicatrizantes, destinadas al tratamiento de
heridas u otras inflamaciones ulcerosas. El documento WO 1997/00476 describe un método de tratamiento de las
lesiones y/o inflamaciones del aparato digestivo por administracion de una sal de sacarosa sulfatada, mas
particularmente la sacarosa octasulfato de potasio o de sodio.

El documento FR 1 390 007 describe la utilizacién por via tépica de formulaciones que contienen sucralfato en
asociacion con sulfato de cobre y de zinc como regeneradores de tejidos, cicatrizantes y calmantes.

Por ultimo, el documento EP 0 230 023 asi como el documento FR 2 916 355 describen la utilizacion de
oligosacaridos polisulfatados, mas particularmente de la sacarosa octasulfato de potasio, como agente que cura las
heridas.

Otras utilizaciones de compuestos de este tipo se describen también en los documentos US n° 5.908.836,
US n°®4.581.221 y EP 0 640 346.

Los problemas de cicatrizaciéon se encuentran en un gran ndmero de patologias, de accidentes o aparecen tras
operaciones quirurgicas. Existe por lo tanto, permanentemente, una necesidad de composiciones alternativas que
permitan mejorar la cicatrizacion y/o acelerarla.

En la presente invencion, los inventores han obtenido nuevos compuestos que tienen unas propiedades
reparadoras, antimicrobianas y antirradicalarias sorprendentes. En efecto, de manera sorprendente, se ha
demostrado que estos compuestos inducen la migracion de los queratinocitos, la sintesis de acido hialurénico, la
diferenciacion de los queratinocitos y la sintesis de péptidos antimicrobianos, al contrario de otras sacarosas
octasulfatos metalicas. Asi, estos compuestos permiten la reparacion de la piel, la curacion de heridas y favorecen la
cicatrizacion, y de manera muy eficaz. Por otro lado, los inventores han demostrado que estos compuestos también
se podian utilizar en cosmética para mantener el bienestar y la belleza de la piel.

La figura 1 representa la cantidad relativa de los ARNm de loricrina producidos por unos queratinocitos tratados
durante 72h con sacarosa octasulfato de magnesio a 30 yM (SOS-Mg), sacarosa octasulfato de sodio a 30 uM
(SOS-Na) o sacarosa octasulfato de magnesio a 30 yM (SOS-Mg) con respecto al control negativo.

La figura 2 representa la cantidad relativa de los ARNm de Padi1 producidos por unos queratinocitos tratados
durante 72h con sacarosa octasulfato de magnesio a 30 yM (SOS-Mg), sacarosa octasulfato de sodio a 30 uM
(SOS-Na) o sacarosa octasulfato de magnesio a 30 yM (SOS-Mg) con respecto al control negativo.

La figura 3 representa la cantidad relativa de los ARNm de hBD2 producidos por unos queratinocitos tratados
durante 72h con sacarosa octasulfato de magnesio a 30 yM (SOS-Mg), sacarosa octasulfato de sodio a 30 uM
(SOS-Na) o sacarosa octasulfato de magnesio a 30 yM (SOS-Mg) con respecto al control negativo.

La presente invencion se refiere en particular a unos compuestos de formula general | siguiente,
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[nMg** +(8-2n) (MgY)']

0s0y  ©S03
Férmula |

en la que:

0<n<4
n es un numero entero
Y representa OH, ClI, Br, I, NO3, CsH507, CH3CO,, CF3CO2 0 -OCHs.

10 En un modo de realizacion de la invencion, el compuesto de férmula | segun la invencion es tal que n=4. Este
compuesto esta representado por la formula Il siguiente.

i |
0,80 0SOy
"0;80 Q 2
0,80 [ 4 Mg“"]
“0,50 .
3 0S04 0505
L ' J
Férmula Il
15
En otro modo de realizacion de la invencion, el compuesto de formula | segun la invencién es tal que n=3. Este
compuesto se representa mediante la férmula Il siguiente.
0350 0S04
"0580 R 3 Mg2* + 2 (MgY)"]
‘0,50 d
0550 dso; 0805
L 4
20 Férmula 111
En otro modo de realizacion de la invencion, el compuesto de formula | segun la invencion es tal que n=2. Este
compuesto se representa mediante la formula IV siguiente.
0350 CSOy
o 0804
0380 o e N
0580 g [2 Mg** +4 (MgY)’]
0580 ‘ .
¥ 0SOy 0503
25 - N
Férmula IV
En otro modo de realizacion de la invencion, el compuesto de formula | segun la invencién es tal que n=1. Este
compuesto se representa mediante la férmula V siguiente.
30
0380 0S0Oq”
o 0OS0O4
0580 O- Mg?* + 6 (MgY)’]

0450

‘0,80 © ;
? - 0so, 0803

Férmula V
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En otro modo de realizacion de la invencion, el compuesto de formula | segun la invencién es tal que n=0. Este
compuesto se representa mediante la formula VI siguiente.

0350 0S50y
o 0SS0y
"0580 0- .
‘0580 {8 (MgYy']
‘0,80 © SO
0SO5 O3
- Férmula VI

En este modo de realizacién de la invencién, el compuesto de férmula VI corresponde a un compuesto de férmula |
en el que n esigual a 0.

En todas las férmulas Il a VI anteriores, Y representa OH, Cl, Br, I, NO3, C¢Hs07, CH3CO,, CF3CO2 0 -OCHs.
Preferentemente, el compuesto de férmula | segun la invencion es tal que n=4.

En un modo de realizacion, el compuesto segun la invencion esta en forma hidratada.

La presente invencion se refiere ademas a un procedimiento de preparacion de los compuestos segun la invencion.

En particular, la invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de los compuestos de formula | segun la
invencion, caracterizado por que comprende las etapas siguientes:

a. puesta en contacto de la forma acida de la sacarosa octasulfato en solucién, preferentemente en solucion
acuosa tal como el agua, con una sal de magnesio para formar la sacarosa octasulfato de magnesio, y

b. recuperacion de la sacarosa octasulfato de magnesio asi formada.

El procedimiento segun la invencién comprende por lo tanto una primera etapa a. en la que la forma acida de la
sacarosa octasulfato en solucién se pone en contacto con una sal de magnesio.

Por sacarosa octasulfato en forma acida, se entiende la sacarosa octasulfato de formula VIl siguiente:

HO3S0 0OS0OzH
o 0SO5H
HOs30 Q.
HOLSO 3
HO5S0
Cs 0SO;H  OSOsH
Férmula VI

Mediante la expresion "puesta en contacto” segun la invencion, se entiende la puesta en presencia de la sacarosa
octasulfato en forma acida y de una sal de magnesio en unas condiciones que permiten su complejacion.
Preferentemente, la sal de magnesio esta disuelta en la solucion de sacarosa octasulfato en forma acida. Las
cantidades relativas de sacarosa octasulfato en forma acida y de la sal de magnesio en la solucion se seleccionan
de manera que se obtenga el compuesto de férmula | deseado.

El tiempo de contacto entre la sacarosa octasulfato en forma acida y la sal de magnesio se podra determinar
mediante unos ensayos habituales y dependera en particular de la naturaleza de la sal de magnesio utilizada.
Cuando la sal utilizada es el hidroxido de magnesio, el tiempo de contacto estara preferentemente comprendido
entre 8 y 15 horas.

La puesta en contacto se realizara preferentemente bajo agitacion, por ejemplo con la ayuda de un agitador
magnético.

La "sal de magnesio" segun la invencién se selecciona preferentemente de entre las sales minerales de magnesio
tales como, por ejemplo Mg(OH),, MgCl,, MgBrz, Mglr, Mg(NOs), o Mg(BF4)2, o una sal organica de magnesio,
seleccionada de entre Mg(CH3CO3);, Mg(CF3CO3)2, Mgs(CsHs07), o Mg(CHzO),. Preferentemente, la sal de
magnesio segun la invencion es el hidroxido de magnesio Mg(OH)s.

La mezcla obtenida después de la etapa a. podra eventualmente ser filtrada, en particular para suprimir eventuales
sales de magnesio restantes.
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El procedimiento segun la invencion comprende una segunda etapa b. en la que se recupera la sacarosa octasulfato
de magnesio obtenida en la etapa a.

Por recuperacién segun la invencion, se entiende preferentemente la obtencion de un solido de sacarosa octasulfato
de magnesio, eventualmente un cristal.

Los métodos que permiten recuperar un sélido de este tipo son bien conocidos por el experto en la materia, por
ejemplo la recuperacion segun la invencion se podra realizar por extraccion/precipitacion mediante la adicion de un
disolvente a la mezcla obtenida en la etapa a. Alternativamente, es posible recuperar el sélido directamente por
liofilizaciéon de una soluciéon acuosa obtenida en la etapa a. En un modo de realizacién preferido, el disolvente se
afiade a la solucion acuosa obtenida en la etapa a. y se mezcla con ésta. Después, se decanta el conjunto. La fase
menos densa que contiene el cristal se recupera después. Esta fase se lavara preferentemente con agua y después
se liofilizara con el fin de obtener la sacarosa octasulfato de calcio en forma soélida.

En un modo de realizacion, el pH de la solucién obtenida en la etapa a. se ajusta a pH basico, por ejemplo a pH 8.

Con el fin de aumentar el rendimiento de la precipitacion y la pureza del compuesto obtenido, la fase densa obtenida
después de la decantacion se podra disolver en agua y después precipitar de nuevo en el disolvente. Esta puesta en
solucion y re-extraccion en el disolvente se podran realizar tantas veces como sea necesario para obtener la pureza
y el rendimiento deseado en sacarosa octasulfato de magnesio. Dicho procedimiento de recuperacion de la sacarosa
octasulfato de calcio esta descrito en particular en los ejemplos.

El disolvente sera preferentemente un disolvente organico o una mezcla de disolventes organicos tales como por
ejemplo la acetona, el etanol, el acetato de etilo, la metilisobutilcetona o la metiletilcetona, preferentemente la
acetona o el etanol.

Las etapas a. y b. se realizan preferentemente en la oscuridad.

La forma acida de la sacarosa octasulfato en solucion utilizada en la etapa a. del procedimiento segun la invencion
se podra obtener de cualquier manera conocida por el experto en la materia. Preferentemente, la sacarosa
octasulfato en forma sélida se obtendra a partir de una sal de sacarosa octasulfato.

En un modo de realizacion preferido, la sacarosa octasulfato en forma acida se obtiene a partir de una sal de
sacarosa octasulfato realizando las etapas siguientes:

a1.disolucién en una solucién, preferentemente acuosa tal como el agua, de una sal de sacarosa octasulfato,

a2. desalificacion de la solucién de sal de sacarosa octasulfato asi obtenida para formar la forma acida de la
sacarosa octasulfato en solucion.

La "sal de sacarosa octasulfato” segun la invencion se puede seleccionar de entre todas las sales de sacarosa
octasulfato existentes, tal como por ejemplo las sales de metales alcalinos (tal como por ejemplo el potasio, el sodio,
el litio, etc.). Preferentemente, la sal de sacarosa octasulfato es la sacarosa octasulfato de potasio o también la
sacarosa octasulfato de sodio.

La etapa a1. permite la obtencién de una solucién de sal de sacarosa octasulfato.

Por "disoluciéon” de la sal de sacarosa octasulfato se entiende la puesta en solucién de dicho compuesto. El experto
en la materia puede estimar facilmente el volumen de solucion, preferentemente acuosa tal como el agua, a afadir
para solubilizar totalmente la cantidad de sal de sacarosa octasulfato deseada y para obtener una solucion a la
concentracion requerida (por ejemplo entre 0,01 My 1 M). La disolucion se realiza preferentemente por agitacion de
la sal en una solucién acuosa, tal como el agua, por ejemplo gracias a un agitador magnético.

El procedimiento segun la invencion puede comprender también una etapa a2. en la que se desalifica la sal disuelta
obtenida en la etapa a1.

Por "desalificacion" se entiende la disociacion en la sal de sacarosa octasulfato de la forma acida de la sacarosa
octasulfato y del cation. Esta etapa de desalificacion estda seguida por la recuperacion de la forma acida de la
sacarosa octasulfato. Esta etapa se puede realizar mediante todas las técnicas conocidas por el experto en la
materia, en particular por paso sobre una columna intercambiadora de iones.

El paso sobre una columna intercambiadora de iones de la solucién que contiene la sacarosa octasulfato acida se
puede efectuar varias veces con el fin de eliminar el conjunto de los cationes que le estan originalmente asociados.

La columna intercambiadora de iones contiene preferentemente una resina intercambiadora de cationes. En un
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modo de realizacion de la invencion, la resina intercambiadora de cationes es una resina de tipo acido sulfonico (por
ejemplo la Amberlite™).

En un modo de realizacion preferido, el procedimiento segun la invencion comprendera o consistira en las etapas
siguientes:

a1.disolucién en una solucién de una sal de sacarosa octasulfato,

a2. desalificacion de la solucién de sal de sacarosa octasulfato asi obtenida para formar la forma acida de la
sacarosa octasulfato en solucion,

a. puesta en contacto de la forma acida de la sacarosa octasulfato en solucidon con una sal de magnesio para
formar la sacarosa octasulfato de magnesio, y

b. precipitacion de la sacarosa octasulfato de magnesio asi formada.

En otro modo de realizacion, la sacarosa octasulfato de magnesio se obtiene directamente a partir del sucralfato. El
sucralfato se sulfata en primer lugar, por ejemplo en la piridina, y después se pone en presencia de una base fuerte,
tal como la (Mg(OH).) por ejemplo.

La presente invencion se refiere, ademas, a unas composiciones que comprenden uno o varios compuestos segun
la invencion, y por lo menos un excipiente farmacéutica o cosmetolégicamente aceptable.

La invencion tiene también por objeto un dispositivo médico que comprende uno o varios compuestos segun la
invencion, y un excipiente farmacéutica o cosmetolégicamente aceptable.

Preferentemente, la composicion segun la invencién o el dispositivo médico segun la invencién contendran
solamente un solo tipo de compuesto d férmula |, preferentemente el compuesto de férmula Il

El "excipiente" segun la invencién podra, por ejemplo, estar solo o en asociaciéon con uno o varios tensioactivos, uno
o varios disolventes, uno o varios polimeros hidrosolubles, uno o varios espesantes o gelificantes, uno o varios
conservantes, uno o varios antibacterianos, uno o varios antisépticos, uno o varios agentes cicatrizantes, uno o
varios agentes antioxidantes, uno o varios agentes emolientes y/o hidratantes, uno o varios pigmentos, uno o varios
perfumes y/o uno o varios colorantes, unos agentes de ajuste del pH tales como las sales, unos acidos, unas bases.

Por "farmacéutica y/o cosmetologicamente aceptable" segun la invencion, se refiere a unas entidades moleculares y
a unas composiciones que no producen ningun efecto adverso, alérgico u otra reaccion indeseable cuando se
administran a un animal o a un ser humano.

La composicion exacta y la forma de la composicion segun la invencion podran ser determinadas por el experto en la
materia en funcion de la utilizacion y la via de administracion previstas para la composicion.

La composicion segun la invencion se formulara preferentemente de manera que pueda ser administrada por via
tépica u oral.

Por "administracion por via topica" segun la invencién, se entienden en particular las aplicaciones cutaneas, las
aplicaciones bucales (mucosa bucal), las aplicaciones genitales (mucosas anal, vaginal).

Por "administracion por via oral" segun la invencion, se entienden en particular las administraciones por ingestion (de
las cuales gastricas).

Cuando la composiciéon se formula de manera que pueda ser administrada por via tépica, estara preferentemente en
una forma que permita una aplicacion facilitada tal como un polvo, una leche, una crema, un balsamo, un aceite, una
locion, un gel, una espuma, un gel espumante, una pomada, un spray, una pasta, un parche, etc. Alternativamente,
cuando se consideran las vias de administracion anal o vaginal, la composiciéon segun la invenciéon podra estar
entonces en forma de supositorio, dvulo o capsula.

Cuando la composicion se formula de manera que pueda ser administrada en forma oral, estara preferentemente en
forma de una goma, de una pastilla, de un comprimido, de un azucar cocido, de un gel para beber, de un polvo para
disolver, de una venda gastrica, etc.

Las dosificaciones de los compuestos segun la invencion en las composiciones se determinaran en particular en
funcién de la cantidad de sustancia activa necesaria para obtener la respuesta terapéutica y/o cosmética deseada,
en funcién del modo de administracion considerado y de la duracion del tratamiento deseado.

En un modo de realizacion, la composicion segun la invencion presenta un contenido en sacarosa octasulfato de
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magnesio segun la férmula general | comprendida entre 0,1 y 30% en peso. Preferentemente, la composicion segun
la invencion, por ejemplo para una aplicacién tépica, comprendera entre 0,5 y 7%, aun mas preferentemente entre
0,5y 5% en peso de sacarosa octasulfato de calcio.

La composiciéon segun la invencidon podra comprender ademas por lo menos otro principio activo, preferentemente
otro cicatrizante, un antidolor, un agente antirradicalario, un antiséptico y/o un antiinflamatorio.

La presente invencion se refiere, ademas, a unos compuestos segun la invencién o a unas composiciones segun la
invencién para su utilizacion como medicamentos.

La presente invencion se refiere, ademas, a la utilizacién de un compuesto o de una composicién segun la invencion
para la fabricaciéon de un medicamento.

La presente invencién se refiere, ademas, a un método de tratamiento que comprende la administracién a un
paciente que lo necesite, de una dosis eficaz de compuestos o composiciones segun la invencion.

Preferentemente, los compuestos o composiciones segun la invencion se utilizan para el tratamiento de la piel, de
las mucosas o de los 6rganos, aun mas preferentemente para favorecer la cicatrizacion de la piel, de las mucosas o
de los 6rganos y/o para protegerlos de infecciones microbianas y/o para luchar contra unas infecciones microbianas
y/o para luchar contra la inflamacién.

Por "cicatrizacion" segun la invencion, se entienden en particular los fendmenos de regeneracion y de consolidacion
de los tejidos o de los érganos con el fin de rellenar una lesion.

Por "favorecer la cicatrizacion" se entiende en particular que la cicatrizacion se realiza mas rapida y/o mas
eficazmente (ausencia o disminucion de las cicatrices, etc.) en presencia del compuesto o de una composicion
segun la invencion.

Preferentemente, la utilizacién segun la invencion se referira a la cicatrizacion de las heridas agudas o cronicas y de
las quemaduras.

La expresion "herida aguda o crénica" segun la invencién comprende en particular los arafiazos, las raspaduras, los
rasguiios, los cortes, los aftas, las diversas heridas de la esfera bucal, el acné cicatricial, las ampollas, las queilitis, el
eczema, los eritemas gluteo, las dermatoporosis, las Ulceras, por ejemplo gastrica o de la pierna, las escaras, las
heridas del diabético (en particular de los pies), las irritaciones diversas, las dermitis o las cicatrices tras la cirugia o
tras accion de dermatologia estética (laser, depilacion, exfoliacion, inyeccion).

El término "quemadura" segun la invencion, comprende las quemaduras de cualquier origen, de las cuales las
quemaduras térmicas, mecanicas, quimicas o debido a radiaciones. Las quemaduras segun la invencion pueden ser
en particular las radiodermitis, las quemaduras consecutivas a quemaduras de Sol o debidas al calor, las cicatrices
crioterapia, las cicatrices tras la cirugia o tras accion de dermatologia estética (laser, depilacion, exfoliacion).

Por "infeccion microbiana" se entienden todas las infecciones cutaneas o de las mucosas, ya se deban a bacterias,
levaduras, hongos o virus. Las composiciones segun la invencion se pueden utilizar con un objetivo preventivo para
evitar la aparicion de una infeccion microbiana o con objetivo terapéutico para luchar contra una infeccion microbiana
ya existente.

Por "inflamacion" se entiende una reaccion de la defensa inmunitaria del cuerpo a una agresion caracterizada en
particular por una rojez, una hinchazoén, una sensacion de calor y de dolor. La presente invencion se refiere
particularmente al tratamiento de los estados inflamatorios de la piel.

La cantidad de sacarosa octasulfato a administrar a un paciente dependera de la patologia a tratar y del modo de
administracion. Por ejemplo, cuando se considera una aplicacion gastrica, la sacarosa octasulfato de calcio se podra
administrar a una dosis de 1 a 10 g/dia, la sacarosa octasulfato de calcio se podra administrar a una dosis de 1 a 10
g/dia, preferentemente de 2 a 6 g/dia.

La presente invencion se refiere, ademas, a la utilizacion de un compuesto o de una composicidon cosmética segun
la invencion para mejorar el aspecto de la piel.

Por "mejorar el aspecto de la piel" segun la invencion, se entiende la mejora estética o de bienestar de un estado de
la piel y/o de las mucosas.

La degradacion estética del estado de la piel o de su bienestar se puede deber por ejemplo a la edad, a las
condiciones exteriores o a las variaciones de peso. Por ejemplo, la composicion cosmética segun la invencién podra
permitir restaurar la funcion de barrera de la piel, la hidratacion de la piel, el aumento de su elasticidad y/o de su
tonicidad y también la reduccion de las estrias, de la celulitis o de las arrugas, asi como la desaparicion de las
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manchas cutaneas.

Alternativamente, el compuesto o la composicion segun la invencidon se podran utilizar con el fin de prevenir el
envejecimiento cutaneo.

Los ejemplos siguientes se proporcionan a titulo ilustrativo y no limitan el alcance de la invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacion del compuesto de formula Il

0580 0SOy

‘0580 0
"0380
"0,S0

[4 Mg?]

Se coloca una solucién de sacarosa octasulfato de potasio (1,50 g; 1,16 mmol, 1,00 eq., 99%) en agua (40 ml) en un
matraz de 100 ml. La solucion se pasa a través de una columna (® 40x500 mm) que contiene 250 g de resina
intercambiadora de iones de Amberlite IR 120 H con un caudal de 1 ml/min a 0°C. La fraccion acida (120 ml; pH <
1,5) se recoge y se neutraliza inmediatamente por adicion de hidroxido de magnesio a pH = 10,23. La mezcla
resultante se deja bajo agitacién durante una noche (aprox. 12 h) a temperatura ambiente y a pH = 9,84.

Después, la mezcla se filtra y se afiaden 700 ml de acetona al filtrado. La mezcla resultante se deja en reposo
durante una noche. El sobrenadante se decanta y el sirope restante se disuelve en 15 ml de agua desmineralizada,
y se afiaden 200 ml de acetona a la solucién. La mezcla resultante se deja en reposo durante 3 horas y se decanta
el sobrenadante. Esta operacion se repite 3 veces. Después, el sirope se disuelve en 30 ml de agua, y se liofiliza la
mezcla. Se obtiene un sélido blanco de sacarosa octasulfato de magnesio (0,50 g; 40%).

Todas estas etapas se realizaron en la oscuridad envolviendo el medio de reaccién con papel de aluminio.

Caracterizacion del compuesto de férmula 1l obtenido:

El espectro RMN del compuesto de férmula Il obtenido es el siguiente: RMN 'H (D20, 300 MHz, ppm): &: 4,13-4,42
(m, 9 H); 4,52 (m, 1 H); 4,63 (m, 2 H); 5,04 (d, J=8,1 Hz, 1 H); 5,73 (d, J=3,3Hz, 1 H).

Por otra parte, se efectlia una dosificacion de la sacarosa octasulfato y del magnesio contenido en el compuesto |l
obtenido (SOS-Mg). Se realiza la misma dosificacion en unas muestras de control que tienen una concentracion en
Mg o en sacarosa octasulfato conocida: el MgCI2 y la sacarosa octasulfato de potasio (SOS-K). La dosificacion se
realiza de la siguiente manera:

Solucidn estandar y preparacién de las muestras:

- 5,2 mg de MgCl; (pureza: 97%) pesados con precision en un frasco con indicador de nivel de 10 ml y
disueltos completamente en una solucién acuosa al 0,05% en TFA, siendo la concentracion final de 0,504
mg/ml.

- 12,1 mg de SOS-K (contenido en agua: 8,82%) pesados con precisién en un frasco con indicador de nivel de
10 ml y disueltos completamente en una solucién acuosa al 0,05% en TFA, siendo la concentracion final de
1,21 mg/ml.

- 16,1 mg de SOS-Mg pesados con precisién en un frasco con indicador de nivel de 10 ml y disueltos
completamente en una solucion acuosa al 0,05% en TFA, siendo la concentracion final de 1,61 mg/ml. Se
diluye una muestra de 8,0 ml con una solucioén acuosa al 0,05% en TFA en un frasco con indicador de nivel
de 10 ml, para el andlisis de la sacarosa octasulfato en SOS-Mg.

Andlisis por HPLC:

Las muestras SOS-Ca, SOS-K y Cacl2 asi obtenidas son caracterizadas por HPLC gracias al material y a las
condiciones siguientes: columna: Atlantis T3 (4,6*100 mm; 3,0 um), temperatura de la columna: 30°C, caudal:
0,6 ml/min, volumen de inyeccion: 5 pl para el andlisis de Mg en SOS-Mg, 20 pl para el analisis de SOS en SOS-Mg
deteccion: ELSD (temperatura "tubo de transferencia” = 50°C; caudal gaseoso = 2,0 I/min, fase mévil A: 0,05%
TFA/agua, fase movil B: 0,05%/acetonitrilo (gradiente: TO A: 100%, T2 A: 100%, T5 A: 5%, B: 95%).
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Los resultados obtenidos en cuanto al contenido en magnesio y en sacarosa octasulfato se representan en las tablas
1y 2 siguientes:

Tabla 1: Estimacion de la concentracion en Mg de la muestra SOS-Mg a partir del estandar MgCl..

Concentracion Concentracién en Mg Area del pico/contenido en Mg
(mg/ml) (mg/ml)
MgCl, 0,504 0,1274 1116301
SOS-Mg 1,61 - 1164648

El calculo de la concentracion en Mg en la muestra de SOS-Mg permite obtener un valor de 3,3960 mmol/g.

Tabla 2: Estimacion de la concentracion en sacarosa octasulfato de la muestra SOS-Mg a partir del estandar SOS-K.

Concentracion en SOS (mg/ml) | Area del pico/contenido en SOS
SOS-K 0,1274 5322294
SOS-Mg - 6637820

El calculo de la concentracion en SOS en la muestra de SOS-Mg permite obtener un valor de 0,8304 mmol/g.

Como se puede constatar, la relacion magnesio/sacarosa octasulfato en el compuesto de féormula 1l SOS-Mg
obtenido es de 3,3961/0,8304, es decir de 4,09, lo cual corresponde bien a la relacién esperada.

Ejemplo 2: Efecto de la sacarosa octasulfato de Mg sobre la migracion de las células

La migracion de las células epiteliales es una etapa importante del desarrollo y de los procesos de reparacion de los
tejidos, tales como la embriogénesis y la cicatrizacion.

Los mecanismos de iniciacion, de coordinacion y de parada de los movimientos de las células no estan
completamente elucidados, sin embargo, el papel primordial de la migracion celular esta bien establecido.

En la cicatrizacion cutanea y en las afecciones inflamatorias crénicas dermatologicas, los queratinocitos son
"activados" para iniciar el proceso de migracion. Las células ven entonces su fenotipo influenciado por las
interacciones con la matriz extracelular por un lado y por las interacciones células-células por otro lado. Los
queratinocitos del asiento basal de los contornos de una herida, migran sobre la herida y la recubren.

En efecto, los queratinocitos se activan en contacto con la fibronectina, con el colageno dérmico intersticial (tipo 1),
con el colageno IV y con la laminina 5 de la lamina basal. Estan también regulados por ciertos factores de
crecimiento polipeptidicos como el TGF, el TGFa y el EGF. Ademas, unas citoquinas (IL1, TNFa) y quimioquinas
(RANTES e IL-8) contribuyen también a aumentar la velocidad de re-epitelizacién de una herida, tras la activacion
queratinocitaria.

Con el fin de evaluar el impacto de la sacarosa octasulfato de magnesio sobre la migracion celular de lineas de
queratinocitos HaCAT, se han realizado unos estudios con la ayuda del Kit de migracion celular Oris Cell Migration
Assay (Platypus Technologies). Este estudio se llevd a cabo en paralelo con la sacarosa octasulfato de potasio, la
sacarosa octasulfato de sodio para comparacion.

- Material biologico

La linea de queratinocitos utilizada es la linea de queratinocitos humanos HaCaT, espontaneamente inmortalizados.
Esta linea se cita frecuentemente como modelo de referencia en la bibliografia.

- Protocolo de migracion celular

El protocolo utilizado para el estudio de la migracién celular se basa en la utilizacion de un kit de 96 pocillos, Oris
Cell Migration Assay (Platypus Technologies - TEBU), que permite la miniaturizacion y la cuantificacién de este
proceso celular.

El principio de este ensayo consiste en estudiar la migracion celular hacia el centro del pocillo de la placa de 96
pocillos. Consiste en colocar un parador en unos pocillos, con el fin de crear una zona de deteccién de 2 mm de
diametro. Después retirar los paradores una vez que las células se han adherido bien a la superficie alrededor de
éstos, y asi, permitir que las células migren hacia la zona de deteccion. Las placas sin los paradores y con los
principios activos se ponen a incubar a 37°C durante 24 horas en DMEM 0% SVF. Se analiza a continuacion la
cantidad de células situadas en la zona en la que estaba el parador, con el fin de evaluar la migracién de las células.
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Un protector permite visualizar y contabilizar Unicamente las células situadas en esta zona. Para cada condicion, se
realiza la media de 4 a 8 pocillos.

Los productos ensayados en este estudio son la SOS-Mg obtenida en el ejemplo 1 a 10 yM, SOS-K a 10 yM
(sacarosa octasulfato de potasio), SOS-Na a 10 uM (sacarosa octasulfato de sodio) y EGF como control positivo. Se
realiza un control negativo en el que no se afiade ninglin compuesto al medio de cultivo (control 0% SVF).

Resultados

Se ensayo el efecto de las 3 sacarosas sobre la migracion de las células HaCat.
Los resultaos se cuantifican gracias a la formula siguiente:

IF tratado

IF control 0% SvF X 100

- en IF (Intensidad de Fluorescencia, proporcional a la cantidad de las células que han migrado)
- en porcentaje de actividad con respecto al control 0% SVF.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 3.

Tabla 3: Efecto de las 3 sacarosas sobre la migracion de los queratinocitos.

Control EGF SOS-Mg SOS-Na SOS-K

0% SVF 33ng 10uM 10uM 10uM
MOY IF 5044 + 1074 | 16138+ 1548 | 7084 +662 | 4988 +965 | 5001 + 835
% de actividad / control 100 320*** 140* 99 99

* p<0,05 y *** p<0,001 con respecto al control 0% SVF.
De esta tabla se puede deducir que:

- El EGF a 33 ng/ml, control positivo de los presentes experimentos, induce la migracion (y la proliferacion) de
los queratinocitos de manera muy importante y significativa.

- A 10 pM, la sacarosa octasulfato de potasio y la sacarosa octasulfato de sodio no inducen la migracion de los
queratinocitos.

- A 10 pM, la sacarosa octasulfato de magnesio (SOS-Mg) induce de manera estadisticamente significativa la
migracion de los queratinocitos. Esta migracion es 1,4 veces mas importante que la inducida por la SOS-Na y
la SOS-K.

Ejemplo 3: Efecto de la sacarosa octasulfato de Mg sobre la diferenciacion de las células.

La epidermis desempefia un papel protector importante, procurando una barrera quimica y mecanica para el cuerpo.
Asegura el mantenimiento de la estanqueidad, a saber la funcién de barrera cutanea. Los corneocitos, queratinocitos
de la capa cérnea, asociados a una matriz lipidica, aseguran en gran parte esta funcién. Sin embargo, las capas
mas profundas intervienen en la colocacién de los actores de esta funcién. La capacidad de diferenciaciéon de los
queratinocitos de la epidermis garantizara la colocacién de una barrera de tipo permeabilidad selectiva funcional. El
programa de diferenciacion de los queratinocitos se regula de manera espaciotemporal, evolucionando desde las
capas mas profundas de la epidermis, capa basal la menos diferenciada, hacia la capa cérnea, Ultima fase de
diferenciacion de los queratinocitos en corneocitos. Desde un punto de vista celular y molecular, se pueden observar
principalmente, la formacion de los filamentos de queratina, la transformacién de los queratinocitos en corneocitos o
"cornificacion" y la colocacion de un cemento lipidico intercelular organizado en estructuras lamelares, que aseguran
la estanqueidad y la funcién de barrera cutanea.

Desde un punto de vista proteico, la diferenciacion epidérmica esta mayoritariamente centrada sobre la evolucion de
proteinas de estructura que son las queratinas y que contribuyen a la integridad arquitectural de la epidermis. Su
expresion varia en funcion del grado de maduracion de los queratinocitos. La queratina 1 basica y la queratina 10
acida, son unos marcadores precoces de la diferenciacion queratinocitaria, presentes a partir de la capa basal de la
epidermis. La expresion de otros marcadores de este proceso biolégico, mas tardia, puede ser seguida tal como la
de las proteinas del revestimiento cérneo, como la corneodesmosina (CDSN), las "small prolin rich protein 1"
(SPRR1A y SPRR1B), la involucrina (IVL), asi como algunas enzimas principales en el origen del puenteo de las
proteinas de estructura entre si y con unos lipidos queratinoctiatios, las transglutaminasas, tales como la
transglutaminasa 1 (TGM1) o 3.
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La formacion de la matriz fibrosa presente en los corneocitos se inicia a nivel de la transicién entre queratinocitos
granulosos y los corneocitos. La loricrina (LOR) es una proteina de estructura que contiene unos restos glutamina y
lisina que permiten la fijacion con otras proteinas del revestimiento cérneo. Las moléculas basicas de filagrina (FLG)
producidas a partir de su precursor la profilagrina (almacenada en los granulos de queratohialina) se asocian a los
filamentos de citoqueratina, permitiendo asi su agregacion. La filagrina se puede ser desiminada a continuacion por
las enzimas Peptidil Arginina Deiminasa (PAD) y en particular PAD1 y PAD3. La filagrina desiminada, acida, se
desata entonces de los filamentos intermediarios antes de ser completamente degradada, generando los
aminoacidos que constituyen el factor natural de hidratacion (FNH).

Paralelamente, la sintesis y el transporte de lipidos queratinocitarios son el origen del cemento lipidico
intercorneocitario indispensable para la barrera cutanea, cuya formacion representa la fase Ultima de la
diferenciacién epidérmica terminal. Esta matriz lipidica extracelular proporciona la principal barrera a los
movimientos transcutaneos de agua y de electrolitos. Asi, un cierto nimero de enzimas y de transportadores
lipidicos ven aumentada su expresién queratinocitaria con la diferenciacion. Este cemento resulta de un equilibrio
entre tres especies lipidicas, el colesterol, los acidos grasos libres y las ceramidas. Estos lipidos se derivan de
glucosilceramidas, esfingomielina, colesterol y fosfolipidos sintetizados en las capas espinosas y granulosas. Estan
transportados a través de los cuerpos lamelares, pequefas vesiculas secretoras que funcionan en la capa granulosa
y vierten su contenido en la unién stratum granulosum/stratum corneum. Ademas de estos precursores lipidicos, los
cuerpos lamelares contienen numerosas enzimas que incluyen unas hidrolasas lipidicas como la esfingomielinasa
acida (aSmasa), la beta-glucocerebrosidasa (GBA) o las plosfolipasas A2 (sPLA2) asi como unas lipasas acidas y
neutras. Co-suministradas con los precursores lipidicos en los espacios celulares, estas enzimas convierten
respectivamente la esfingomielina en ceramida, la beta-glucocerebrosidasa en ceramida y los fosfolipidos en acidos
grasos libres y glicerol. La glucosilceramida sintasa (UGCG) interviene también en la barrera lipidica de la piel
permitiendo la sintesis de glucosilceramida. Su transcripcion esta aumentada durante el procedo de diferenciacion.

La funcién de barrera de la piel incluye también una defensa contra los microorganismos. El epitelio desempefia un
papel activo en las defensas innatas del hospedante. Los sistemas antimicrobianos cutaneos se basan entre otros
en la presencia de ciertos lipidos de superficie (acidos oleico y palmitoleico del sebo y de ciertas proteinas
constitutivas que se expresan cada vez mas en funcion del estado de diferenciacion de los queratinocitos (ARNasa
7, proteinasa inhibidor 3). La ARNasa 7 y la proteinasa inhibidor 3 (PI3 o elafin) poseen unas actividades
antimicrobianas. ARNasa 7 es un miembro de la familia de las ARNasa A y posee una actividad antimicrobiana de
amplio espectro. Es capaz asi de actuar contra unas bacterias Gram+ o Gram-.

Ademas, la acidificacién de la superficie epidérmica desempefia un papel importante en la defensa antimicrobiana
cutanea. La piel actia asi no sélo como una barrera fisica, sino también como una barrera quimica. Existe también
una componente adaptativa de la inmunidad innata que se basa en la secrecion inducible de péptidos
antimicrobianos. Poseen unas actividades antimicrobianas directas contra unas bacterias variadas, virus y hongos
con la capacidad de inhibir su crecimiento. Ademas, de por su accién quimiotactica, estos péptidos antimicrobianos
constituyen el enlace entre la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. Desempefian un papel importante como
mediadores de la inflamacion teniendo unos efectos sobre las células epiteliales e inflamatorias, influyendo la
proliferacion celular, la cicatrizacion, la produccion de citoquinas, quimioquinas y la quimiotaxia. Los péptidos
antimicrobianos se sintetizan generalmente en las capas superiores de la capa espinosa y de la capa granulosa,
pero son activos en la capa cérnea en la que se liberan. Su modo de accién consiste en romper la membrana
plasmica de los microbios infecciosos o en penetrar el microorganismo con el fin de interferir con el metabolismo
intracelular. Los péptidos antimicrobianos mas estudiados en la piel son las B-defensinas y las catelicidinas.

Las B-defensinas humanas constituyen la clase principal de los péptidos antimicrobianos encontrados en los
epitelios humanos y cuatro de ellas se han identificado en la piel, hBD 1-4. Aunque pertenecen a la misma familia,
estan reguladas por vias diferentes.

La B-defensina 2 humana (hBF-2 o DEFB4), un péptido de 4 kDa que se une a la heparina es uno de los principales
péptidos antimicrobianos cutaneos. Solo bacterioestatico frente a S. aureus, hBD-2 posee una actividad
antimicrobiana esencialmente dirigida contra las bacterias con Gram negativo.

La B-defensina 3 (hBD-3 o DEFB103A), un péptido antimicrobiano de 5 kDa presenta una actividad antimicrobiana
de amplio espectro que incluye Staphylococcus aureus.

Se ha evaluado el efecto de la sacarosa octasulfato de magnesio y de las sacarosas octasulfato de potasio y de
sodio sobre la regulacion de dianas moleculares implicadas en los procesos de diferenciaciéon queratinocitaria. Para
ello, se han puesto unos queratinocitos humanos normales (NHK) en presencia de diferentes productos a ensayar y
se ha medido la expresién de diferentes ARN que codifican unas proteinas implicadas en la colocacién de las
estructuras proteicas del revestimiento cérneo, pero también en la sintesis lipidica o la expresién de péptidos
antimicrobianos.
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- Material biologico

La linea de queratinocitos utilizada es la linea de queratinocitos humanos primarios o NHK preparada a partir de
colgajos cutaneos procedentes de desechos operatorios de cirugia estética (disminucion mamaria). Las células se
cultivan en medio KSFM (Invitrogen) con bajo contenido en magnesio (0,1 mM) complementado por 25 ug/ml de
BPE (Bovin Pituitary Extract) y 1,5 ng/ml de EGF (Epithelium Growth Factor).

- Protocolo experimental

Los productos ensayados son la SOS-Mg a 10 pyM, la SOS-Na a 10 pyM, la SOS-K a 10 uM. En paralelo, los
experimentos se realizan con la adicion de CaCl, a 1,2 mM como control positivo. Se realiza un control negativo en
el que no se afiade ningun producto al medio de cultivo.

Los productos a ensayar se incuban con los queratinocitos durante 72 horas. Las células se recuperan después y se
realiza un andlisis de la expresion de genes dianas implicados en la diferenciacion epidérmica mediante la
tecnologia Quantigene que permite cuantificar la expresion de los ARNm de interés.

Los valores obtenidos por el Quantigéne se normalizan con respecto a la media geométrica de los 2 genes de
referencia POL2RA y HPRT. La cantidad relativa se calcula con respecto al control. La regulacion de la expresion
del gen de interés se tiene en cuenta a partir de una QR (cantidad relativa) 2 1,9 (induccién) o de una QR < 0,5
(inhibicion).

Resultados

El efecto de las 3 sacarosas a diferentes concentraciones se ha ensayado sobre la diferenciacion de los
queratinocitos.

Se ha llevado a cabo un primer estudio sobre la expresioén de 14 genes implicados en la diferenciacion celular. Los
resultados se resumen en la tabla 4. Los valores obtenidos estan precisados para los genes cuya expresion se ha
modificado mediante la adicién de SOS-Mg, SOS-K 0 SOS-Na a 10 pM.

Tabla 4: Cantidades relativas (QR) de la expresion de ARNm en funcion del producto incubado con las células con
respecto al control negativo.

Concentracion DEFB103A CDSN RNASE7 UGCG
CaCl2 1,2nM 18,7 1,3 4,5 3,1
SOS-Mg 10 uM 3,0 1,9 2,9 2,0
SOS-K 10 uM 2,3 1,5 2,4 1,8
SOS-Na 10 uM 0,9 0,7 1,6 1,1

Como se puede constatar en esta tabla:

- El calcio, control positivo de los presentes experimentos, ha inducido la expresion de 3 ARNm (DEFB103A,
RNASE7 y UGCG).

La SOS-Mg a 10 pM ha inducido la expresion de 4 ARNm (DEFB103A, RNASE7, CDSN y UGCG). La
actividad de la SOS-Mg sobre la expresion de la corneodesmosina (CDSN) indica que la SOS-Mg participa en
la restauracion de la barrera proteica. Su actividad sobre la expresion de UGCG indica su participacion en la
restauracion de la barrera lipidica. Por otro lado, la induccion de la RNASE7 y de DEFB103A demuestra las
propiedades antimicrobianas del compuesto SOS-Mg.

- La SOS-Na no ha inducido la expresion de ningin ARNm.

- La SOS-K a 10 uM ha inducido la expresién de DEFB103A, RNASE7, UGCG y de CDSN de manera menos
importante que la SOS-Mg.

Se ha realizado un segundo estudio en las mismas condiciones, pero midiendo la expresion de un ndmero mas
grande de genes (64 dianas implicadas en la diferenciacion celular) por PCR en tiempo real.

Este estudio demuestra que la SOS-Mg a 30 pyM ha inducido la expresion de 7 ARNm (FLG, IVL, SPRR1A,
SPRR1B, LOR, Padi1 y hBD2). Estas inducciones demuestran el papel de la SOS-Mg en la induccion de la
diferenciacion de los queratinocitos y por lo tanto de la cicatrizacion (IVL, SPRR1A, SPRR1B y LOR), en la
hidratacion (Padil) asi como sus propiedades antimicrobianas (hBD2).

Con el fin de comparar los efectos de la SOS-Mg, la SOS-Na y la SOS-K en tres funciones importantes para la
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cicatrizacion: diferenciacion celular, hidratacion y propiedades antimicrobianas, se han comparado la induccion de 3
genes, loricrina, Padil y hBD2 (DEFB4), por la SOS-Mg, la SOS-Na y la SOS-K. Los resultados estan representados
en las figuras 1 a 3.

Se puede constatar que la loricrina, Padil y hBD2 (DEFB4) han sido inducidos de manera mas importante por la

SOS-Mg que la SOS-Na y la SOS-K. La SOS-Mg induce asi la diferenciacion de los queratinocitos y favorece la
formacion de una funcién de barrera fisica y antimicrobiana asi como la hidratacion cutanea.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de féormula general |

0350
-O-aosc,%o > [nMg?* + (8 - 2n) (MgY)*]
080 7 fsoy TOSO5
) Formula | )
en la que:
0<n<4

n es un numero entero
Y representa OH, ClI, Br, |, NO3, BF4, CsH507, CH3CO,, CF3CO; 0 -OCHj,

para su utilizacion para favorecer la cicatrizacion y/o para la prevencion o el tratamiento de las infecciones
microbianas.

2. Compuesto para su utilizaciéon segun la reivindicacion 1, caracterizado por que n=4.

3. Compuesto para su utilizacion segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que se trata de la cicatrizacion de
las quemaduras y heridas agudas o cronicas.

4. Compuesto para su utilizacion segun la reivindicacion 3, caracterizado por que las quemaduras y heridas agudas
o crénicas se deben a una quemadura por calor o una quemadura por exposicion al Sol, una radiodermitis, una
irritacion de origen diverso, una dermitis, un arafiazo, una raspadura, un rasgufio, un corte, una ulcera, por ejemplo
de pierna o gastrica, una escara, una herida del diabético, un afta, una herida de la esfera bucal de origen diverso, el
acné cicatricial, una cicatriz de crioterapia, una cicatriz pos-cirugia o pos-acto de dermatologia estética, una ampolla,
una queilitis, eczema, un eritema gluteo o una dermatoporosis.

5. Composicion farmacéutica que comprende por lo menos un compuesto tal como el definido en la reivindicacion 1
0 2, y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, para su utilizacion para favorecer la cicatrizacion y/o
para la prevencion o el tratamiento de las infecciones microbianas.

6. Composiciéon farmacéutica para su utilizacion segun la reivindicacion 5, que contiene por lo menos otro principio
activo.
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