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DESCRIPCION
Composiciones que contienen N-acetilglucosamina para su utilizacién en dermocosmetologia y medicina estética
Introduccion
Estructura de la piel

A diferencia de lo que pueda parecer, la piel tiene una estructura bastante compleja y puede asemejarse
esquematicamente a la superposicion de tres capas de tejido, a saber, la epidermis, la dermis y el tejido cutaneo, cada
una caracterizada por funciones precisas, bien diferenciadas.

La capa superior, conocida como epidermis, es algo resistente y aparece delgada al microscopio. Se erosiona
progresivamente y se renueva constantemente. Es translucida y permite que la luz pase soélo parcialmente a su través,
algo asi como el vidrio esmerilado. La epidermis no contiene vasos sanguineos, recibe oxigeno y nutrientes de las
capas mas profundas del tejido cutaneo, impide la pérdida excesiva de humedad del cuerpo y da a la piel sana un
aspecto atractivo.

Todas las células de la epidermis se originan a partir de una sola capa conocida como la capa basal. El tipo celular
predominante en la epidermis es el de los queratinocitos, que toma su nombre de su capacidad para sintetizar
queratina. Las queratinas son proteinas naturales no solubles en agua con alta resistencia a la temperatura y pH; que se
dividen en queratinas duras y blandas: las queratinas duras del cabello, la piel y las ufias, mientras que las queratinas
blandas son los principales componentes de las células queratinizadas de las capas mas externas de la epidermis, y
también se encuentran, como sustancias de conexién, en el espacio extracelular de otras capas de la epidermis.

Ademas de los queratinocitos, la epidermis también contiene melanocitos, que estan localizados en la capa basal y
producen el pigmento de la piel conocido como melanina, que, dependiendo de la cantidad, determina el color de la piel
y el cabello; ademas, los melanocitos aumentan la expresion de la melanina como resultado del efecto de la radiacion
solar como una reaccion de defensa contra el dafio potencial causado por el impacto de los rayos ultravioleta en el tejido
de la piel.

La capa basal ya mencionada, que separa la dermis de la epidermis, consiste precisamente en células melanociticas y
queratinocitos cilindricos, al frente de la mitosis celular, garantizando la regeneracion epidérmica continua, y la division
celular de la cual depende, a su vez, en la funciéon desempefiada por otras sustancias tales como los diversos factores
de crecimiento, hormonas y vitaminas.

Entre la capa basal de la epidermis y la dermis se encuentra la membrana basal (en si también desprovista de vasos
sanguineos), también conocida como la unién dermo-hipodérmica que, ademas de la separacion de las dos capas
cutaneas, también esta implicada en el anclaje de las células basales a la dermis y la mediacién de diversas funciones
nutricionales y metabdlicas.

La segunda capa, es decir, la dermis, contiene vasos sanguineos, nervios, raices capilares, glandulas sudoriparas y
todas las estructuras que confieren resistencia y elasticidad a la piel.

La dermis esta compuesta principalmente por haces de colageno horizontales que corren a través de ella y se sumergen
en sustancia gelatinosa conocida como sustancia fundamental, que a su vez forma parte de la matriz extracelular. El
colageno constituye hasta el 75% del peso de la dermis y es responsable de la tonicidad y elasticidad de la piel. Los
haces de colageno se mantienen unidos por fibras elasticas hechas de una proteina llamada elastina, que representa
menos del 5% del peso de la dermis y, a pesar del nombre, no es directamente responsable de la elasticidad natural de
la piel.

Tanto el colageno como las fibras elasticas son producidas por células conocidas como fibroblastos, que se encuentran
en la dermis. Los fibroblastos no sélo producen y organizan la matriz extracelular de la dermis, sino que también se
comunican entre si y con otros tipos de células, realizando funciones muy importantes en la fisiologia de la piel, tales
como, por ejemplo, la liberacién de factores de crecimiento/citocinas que, a su vez, desempefa una funcién importante
en la cicatrizacion de heridas al modular la actividad de los queratinocitos (Sorrell M. y Caplan A. I. 2004).

El acido hialurénico (AH) es otro componente fundamental de la matriz extracelular elastoviscosa en la que estan
inmersas las fibras de colageno, las fibras elasticas y otras estructuras celulares. Tiene capacidad para atraer agua en
cantidades iguales a cientos de veces su peso, y por lo tanto representa una sustancia hidratante natural, responsable
de la tonicidad de la piel y sus reservas de humedad. Ademas, el AH facilita el transporte de nutrientes esenciales de la
sangre a las células de la piel. AH es un polisacarido natural, lineal compuesto de una unidad estructural de disacarido
constituida por monosacaridos acido D-glucurénico y N-acetil-glucosamina (NA), y esta presente en todos los
organismos vivos. A diferencia del colageno, el acido hialurénico no presenta especificidad de tejido o especie y no es ni
alergénico ni irritante.

Otra clase de sustancias presentes en la matriz extracelular, y estrecha, estructural y funcionalmente relacionada con
AH, esta representada por los glucosaminoglucanos (GAG). Estos estan constituidos por largas cadenas de unidades
de disacarido en donde los monémeros estan representados por glucosamina o galactosamina y acidos urénicos. Los
GAG llevan cargas negativas, debido a la presencia de grupos sulfénicos y los acidos urénicos anteriormente
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mencionados (y esta estructura explica su potente capacidad para atraer iones negativos y enormes cantidades de
H?0), y se adhieren a las cadenas de proteinas (proteinas del ntcleo) para formar los proteoglucanos. Los
proteoglucanos son el componente principal de la matriz extracelular y, junto con el AH, al que estan unidos por enlace
covalente (por medio de las proteinas de enlace), y fibras de colageno, constituyen la estructura extracelular del tejido
conectivo y por tanto la piel, confiriendo dicho tejido con la mayoria de sus caracteristicas mecanicas/funcionales.

Por ultimo, la parte mas interna de la piel esta representada por la hipodermis o capa subcutanea, que consta de vasos
sanguineos, nervios y grupos de adipocitos. Desde el punto de vista estructural, la separacién de la dermis superpuesta
no esta bien definida, aunque mas profunda, la hipodermis esta unida al musculo y tejido adiposo subyacente, que se
deposita en el mismo en cantidades variables, y ejerce una funcién bien definida de aislamiento y modelado.

Caracteristicas funcionales de la piel y factores de acondicionamiento

Se han realizado varios estudios con el alcance de determinar el efecto del acido hialurénico y otras sustancias sobre la
actividad celular de la piel.

- El acido hialurénico exdgeno puede influir en la proliferacién de fibroblastos de la piel, y este efecto varia
dependiendo de la densidad celular y la concentracion de acido hialurénico en si. En este sentido, y como observan
Yoneda M. et al. (1988), la adicién de AH a cultivos primarios de fibroblastos de piel de ratén, provoca la sintesis
temporal de ADN con la consiguiente reserva positiva constituida por un aumento de los propios fibroblastos de la
piel, y por lo tanto de la expresion de AH enddgeno.

- La importancia de AH exdgeno se confirma ademas por el hecho de que, segun Isnard N. et al. (2001), en cultivos
de fibroblastos y queratinocitos humanos, la adicion de AH (1 mg/ml) provoca un claro aumento en la expresion de
metaloproteasas de la matriz extracelular, conocidas por desempefiar una funcién importante en la remodelacién de
tejidos en una variedad de procesos fisiolégicos y patolédgicos.

Con el avance de la edad , la elasticidad y el tono de la piel se reduce visiblemente con la consiguiente aparicion de
arrugas de diferentes profundidades y la pérdida de la caracteristica de la turgencia de la piel mas joven mas agradable
desde el punto de vista estético. Este envejecimiento esta relacionado esencialmente con el ritmo de renovacion
ralentizado tanto del AH, con capacidad por consiguiente reducida para absorber/retener la humedad del tejido, como
del colageno, con deterioro de las demas caracteristicas funcionales de la piel, tales como la resistencia al estrés
externo y la elasticidad .

La busqueda de sustancias que se utilizara en dermocosmetologia y medicina estética para uso tdpico o como un
relleno de la piel para la correccion de las arrugas faciales de la piel y para la mejora del tejido facial suave, ha sido
objeto de un esfuerzo continuo durante numerosos afos. Actualmente estan disponibles varios biomateriales, pero
todos han demostrado limitaciones onerosas: se absorben o bien demasiado rapidamente y por tanto no son de uso
practico, o pueden dar lugar a reacciones alérgicas (tales como por ejemplo en el caso del colageno), o incluso migrar
lejos del sitio de la inyeccion.

Una sustancia segura y eficaz para los usos anteriormente mencionados debe ser biocompatibles, no pirégena, no debe
ser ni alergénica ni toxica, no debe causar inflamacion, debe ser facil de usar, estable y no migrar después de la
inyeccion, debe durar tanto tiempo como sea posible, pero al mismo tiempo, debe poder reabsorberse y debe dar a la
piel un aspecto natural: por sus caracteristicas fisico-quimicas y mecanicas/estructurales, el acido hialurénico ha
demostrado ser capaz de satisfacer simultaneamente todos estos requisitos funcionales. Fue desarrollado como un
material de relleno de la piel por primera vez en 1989 por E. Balazs, quien observo la biocompatibilidad y ausencia de
inmunogenicidad (Balazs E. A. y Leshchiner E. A. 1989). El acido hialurénico exégeno es reabsorbido rapidamente por
la dermis y metabolizado en el higado con la formacion de diéxido de carbono y agua. El proceso de reabsorcion del AH
es rapido y completo, y depende de la union al receptor y de la degradacion intracelular. La vida media en la piel es muy
corta, es decir, menos de 24 horas.

Con el fin de obviar dicho inconveniente, el acido hialurénico para su uso como un relleno de efecto prolongado puede
reticularse quimicamente. Mientras se mantiene inalterada su biocompatibilidad, el proceso de reticulaciéon altera la
solubilidad y las propiedades reolégicas de este polisacarido, volviéndose cada vez mas viscoso y asumiendo la
consistencia de un gel. Los geles de acido hialurénico utilizados como material de relleno de la piel son "hidrogeles"”, ya
que se vuelven a esponjar el 95% de su peso en agua y permanecen estables en el tejido, reabsorbiéndose sdélo
después de varios meses, lo que los hace ventajosos para su utilizacion en dermocosmetologia y medicina estética.

Una ventaja adicional esta representada por el hecho de que, a diferencia de otros materiales de relleno temporales
tales como colageno, los geles a base de acido hialurénico se eliminan del tejido por degradacién isovolumétrica y que,
poco a poco, como las moléculas de acido hialurénico se degradan y eliminan, la residuos pueden aglutinar mas agua,
con la ventaja de que todo el volumen inyectado permanece inalterado.

Para completar el cuadro sobre el uso de acido hialurénico en dermocosmetologia, cabe subrayar que, en su forma no
reticulada, puede utilizarse ventajosamente tal como es, y en relacion con otros principios activos, en soluciones, geles,
cremas u otras formas de aplicacion tépica, con efectos beneficiosos evidentes sobre el tono y la turgencia de la piel,
favoreciendo la hidratacién y por lo tanto el aspecto estético.
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Los resultados de varias pruebas clinicas publicados en la bibliografia, en varios geles de acido hialurénico estan
generalmente de acuerdo: en efecto, tanto desde el punto de vista del médico como del paciente, se observan mejoras
muy satisfactorias con defectos de la piel, y el grado de correccion se ha evaluado entre 60 y 90%, 6 a 9 meses
después de la primera inyeccion (Duranti F. et al. 1998;. Olenius M. 1998; Carruthers J. et al., 2005; S. di Bosniak et al.,
2004;. Narins R. S. et al. 2003;. Lindqvist C. et al., 2005; Carruthers J. y Carruthers A., 2003).

Como ya se ha mencionado anteriormente, entre los componentes fundamentales de la matriz extracelular del tejido
conectivo y por lo tanto de la piel, los inventores han encontrado los glucosaminoglucanos (GAG) y acido hialurénico, y
las caracteristicas, propiedades y funciones de este ultimo ya se han descrito y especificado exhaustivamente.

En ambos casos, desde el punto de vista estructural, existen polimeros glucosidicos no ramificados, en donde la unidad
repetitiva esta constituida por disacaridos, cuyos mondmeros estan representados por los acidos uronicos tales como el
acido glucurdnico, galacturénico o iduréonico y aminoazucares tales como N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina,
sustituidos de diversas formas.

A partir de lo anterior, es facil deducir que, ademas del AH, hay otras sustancias que pueden ser sumamente
importantes en la conservacion y/o mejora de la funcionalidad de la piel y | aspecto estético. Uno de éstos es NAG.

Hay estudios disponibles en la bibliografia y las pruebas, descritos a continuacién en el apartado experimental de la
presente solicitud de patente, que muestran como NAG ejerce una accion positiva indiscutible en las caracteristicas y
funcionalidad de la piel, a fin de justificar y recomendar su uso ventajoso en dermo-cosméticos y medicina estética. Asi,
por ejemplo:

- NAG estimula la actividad de la enzima hialuronato sintetasa en las fracciones de membranas plasmaticas de
fibroblastos de piel humana (Mian 1986), apoyando y sinergizando asi la utilizacion de AH exdgeno en la defensa de
la piel contra el estrés externo y los procesos de envejecimiento naturales y/o patégenos con la consiguiente pérdida
de tono, turgencia, luminosidad y la aparicion de arrugas de profundidad variable.

- En un modelo "in vitro" que reproduce las diversas capas de la piel, es decir, el modelo de piel MatTek Human Skin
EpiDemFT (Maktek Corp., Ashland, MA EE.UU.), la adicion de NAG dio lugar a un aumento muy alto, significativo y
dependiente de la dosis de AH y procolageno 1 (Osborne R. et al. 2006).

— Para completar la documentacion cientifica existente y a partir del apartado experimental detallado a continuacion,
es evidente que, en cultivos "in vitro" de fibroblastos y queratinocitos de origen humano, NAG ejerce un efecto
claramente dependiente de la dosis en la expresion de AH (probado en fibroblastos solos), colageno, elastina y otras
proteinas producidas normalmente en la dermis, lo que justifica y apoyar aun mas su uso en dermocosmetologia,
segun los métodos descritos, ilustrados y reivindicados en la presente solicitud de patente.

El documento US-A-3697652 describe la N-acetilglucosamina y el sulfato sddico en preparados farmacéuticos para el
tratamiento de afecciones degenerativas de las articulaciones.

El documento EP-A-1384482 describe composiciones para el cuidado de la piel que comprenden N-acetilglucosamina 'y
al menos uno de retinoide y provitamina A.

El documento EP-A-1075838 describe la utilizacion de N-acetilglucosamina como agente para el cuidado de la piel para
administracion oral.

Compendio de la invencion

A partir de la descripcion proporcionada en la introducciéon, es claramente evidente que la utilizacién tanto del AH
exoégeno como de la NAG es ciertamente eficaz y que se recomienda en los preparados para utilizacion topica (dermo-
cosmetologia) e intradérmica (medicina estética).

La presente invencion se basa en el reconocimiento del hecho de que la actividad de la NAG se potencia gracias a la
asociacion entre la NAG y un sulfato de metal alcalino en un intervalo de la relacion en peso definido. Por lo tanto, una
composicion sinérgica, tal como se define en las siguientes reivindicaciones, constituye el objeto de la invencion.

Segun la invencion, se ha realizado y estudiado una composicién molecular entre NAG y un sulfato de metal alcalino (en
lo sucesivo sulfato sédico anhidro (SSA) se utilizara como referencia ponderal), en donde la relacién de peso
equivalente entre NAG y SSA puede variar entre 1:0,5 y 1:3, a continuacioén utilizando practicamente, por razones que
se aclararan en el apartado experimental, la relacién mas ventajosa, es decir, 1:1 (correspondiente en términos
ponderales a 75,7% de NAG y 24,3% de SSA). Con respecto a este asunto, cabe destacar que, para evitar confusiones,
en adelante, la combinacion molecular correspondiente a la relacion experimentalmente mas ventajosa entre las pesos
equivalentes, es decir, 1:1 se conoce como Condramina (CA), mientras que todas las demas combinaciones en el
intervalo de 1:0,5-1:3 (excluyendo obviamente 1:1), se identificaran por la abreviatura COMBI. Después de una etapa
experimental preliminar, que pone de manifiesto la ventajosa utilizacion de CA con respecto a todas las demas
preparaciones de COMBI (en cualquier caso conveniente con respecto a la utilizacion de NAG en dosis
correspondientes), las actividades de CA en la estimulacion de la expresion de AH, colageno, elastina y otras proteinas,
en cultivos "in vitro" de fibroblastos y queratinocitos, se han probado y comparado con los de NAG y sulfato sédico,
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considerados individualmente y en dosis/concentraciones correspondientes a las presentes en CA, utilizado en las
mismas pruebas.

- Como era de esperar, y como se describe con detalle en el apartado experimental, la NAG dio resultados 6ptimos
tanto en cultivos de fibroblastos como de queratinocitos, mientras que, de una manera predecible de manera similar,
se demostré6 que el sulfato sédico era totalmente inactivo, por lo tanto, con resultados no significativamente
distinguibles de los de los cultivos de referencia.

- En una forma totalmente inesperada e impredecible, excepto en el caso en la estimulacion de la expresion de
elastina en cultivos de fibroblastos, donde no hay diferencia significativa con NAG, invariablemente, CA dio mejores
resultados que los de NAG a las correspondientes dosis/concentraciones. Dichos efectos se mostraron
constantemente que eran dependientes de la dosis y estadisticamente significativos, lo que lleva a la conclusion,
totalmente impredecible de antemano, de la innegable existencia de una accion sinérgica entre NAG y SSA en
ejercer una estimulacion util de la produccién de sustancias utiles al trofismo cutaneo por esas células
caracteristicos del propio tejido cutaneo, tales como fibroblastos y queratinocitos.

- Por otra parte, como las concentraciones/dosis, utilizadas en las pruebas son absolutamente compatibles con
potenciales aplicaciones practicas y las pruebas en paralelo sobre la citotoxicidad potencial de CA han dado
resultados bastante tranquilizadores, hay una posibilidad obvia practica de usar ventajosamente CA, en lugar de
NAG, tanto para uso oral como para uso tépico e intradérmico, preferiblemente junto con AH, en dermocosmetologia
y medicina estética como se describe con detalle en los ejemplos descritos a continuacion en la presente solicitud de
patente.

Informacion sobre los principios activos utilizados en las composiciones descritas y reivindicados en la presente
solicitud de patente

Acido hialurénico (AH) utilizado como tal o como una sal de sodio:
- CAS n° (acido): 9004-61-9
- CAS n° (sal de sodio): 9067-32-7
- Origen: biofermentacion
- Peso molecular: comprendido entre 0,5 y 3x1 0° Da
- Nivel de reticulacién (donde se utiliza): comprendido entre 0,5y 5%

Las concentraciones de AH descritas y reivindicadas en la presente solicitud de patente no exceden del 4% y estan
comprendidas preferiblemente en el intervalo de 1-3%.

Combinacion NAG-SSA (COMBI):

COMBI se compone de NAG y SSA en relaciones de peso equivalente que varian entre 1:0,5 y 1:3 (excluyendo la
relacion de 1:1 ya identificada como Condramina (CA)), que corresponden a las proporciones ponderales que oscilan
entre 86,17% y 50,93% para NAG y entre 13,83% y 49,07% para SSA:

Condramina (CA):

CA se compone de NAG y SSA en una relacion de peso equivalente igual a 1:1, que corresponde en términos
ponderales a 75,7% de CA 'y 24,3% de SSA

Tanto COMBI como CA estan constituidas por:

a. NAG:

- Denominacion: N-acetil-2-amino-2-desoxiglucosa
- CASn®: 7512-17-6

- Peso molecular: 221,19

- Foérmula empirica: CgH1sNOg

b. SSA:
CAS n°: 7757-82-6

Peso molecular: 142,05

Férmula empirica: NaxO4S

Las concentraciones/dosis de CA usadas dentro del alcance de la invencién estan comprendidas preferiblemente entre
0,05% y 2,5% en peso, y mas preferiblemente entre 0,1 y 0,5% con respecto a las formas topicas e intradérmica,
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mientras que, si se utiliza para administracion oral, CA puede tomarse en dosis diarias, expresadas en términos de base
de glucosamina, comprendidas entre 100 y 1.000 y preferiblemente 250-750 mg, en una o mas administraciones,
dependiendo de la de dosis y forma farmacéutica utilizada.

Apartado experimental

El efecto sinérgico conseguido por la composicién segun la invencion se ha verificado mediante una serie de pruebas "in
vitro", evaluando y comparando los resultados experimentales en relacion con Condramina (CA) con los de sus
componentes, es decir, N-acetilglucosamina (NAG) y sulfato sédico anhidro (SSA) considerados individualmente, a
concentraciones coherentes con la relacién entre sus pesos equivalentes en CA, que ha demostrado ser el mas
conveniente es decir, 1:1. Dicha relacién se ha seleccionado basandose en los resultados de una prueba preliminar
donde la evaluacion se ha centrado en el efecto experimental de la variacion de la relacion reciproca de NAG y SSA en
COMBI.

Métodos
Las pruebas seleccionadas han sido:

1. Evaluacion in vitro de la estimulacion de la sintesis de acido hialurénico (AH) de CA, NAG y SSA en cultivos de
fibroblastos humanos (Véase también: Sayo et al., 2004)

La prueba se ha llevado a cabo en dos etapas, es decir:

- etapa A: en la que se ha evaluado la estimulaciéon de la expresion de AH por COMBI mientras se mantiene la
constante de concentracion y se varian las cantidades reciprocas de sus componentes. La concentracion utilizada
se ha seleccionado con el fin de permitir la comparacién con los resultados procedentes de la etapa B;

- etapa B: en la que se ha evaluado el efecto de la CA sobre la expresion del AH variando su concentracion y en
comparacién con dosis coherentes con sus componentes.

Prueba fundamental

- Dado que el contenido de AH de la piel disminuye con la edad, dando lugar al envejecimiento de la piel, con la
consiguiente aparicion de arrugas y la pérdida de elasticidad, el alcance de la prueba ha sido la evaluacion y
comparacion de la estimulacion potencial, ejercida por las sustancias de ensayo, en la expresién de AH en cultivos
"in vitro" de células procedentes de la piel tales como los fibroblastos. El ensayo en cuestién, aunque realizado "in
vitro", puede considerarse predictivo de los efectos del uso de las mismas sustancias "in vivo".

Modelo celular
Se han utilizado fibroblastos humanos, Detroit 551 ATCC CCL Ill de LGC Promochem (Milan, Italia).
Sustancias de ensayo y concentraciones

Las sustancias ensayadas para determinar su efecto sobre la expresion de AH en cultivos de fibroblastos humanos han
sido:

Etapa A:

- COMBI: a una concentracién constante de 1,98 mg/ml con relaciones de NAG a SSA, en términos de peso
equivalente, igual a 1:0,4; 1:0,5; 1:3y 1:3,5

- CA: a una concentracion de 1,98 mg/ml con una relaciéon de peso equivalente, entre NAG y SSA, igual a 1:1
Etapa B:

- CA: en donde la relacién entre los componentes, en términos de peso equivalente, se ha mantenido constante e
igual a 1:1 y las concentraciones ensayadas son 0-66; 1,32; 1,98; 2,64 y 3,3 mg/ml

- NAG a concentraciones de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 y 2,5, correspondiente al contenido de NAG en CA a las
concentraciones y en la relacion de peso equivalente (1:1) empleada en la misma prueba

- SSA en concentraciones de 0,16, 0,32, 0,48, 0,64 y 0,80 mg/ml, correspondiente al contenido de SSA en CA a las
concentraciones y en la relacion de peso equivalente (1:1) empleada en la misma prueba

Preparacion de cultivos celulares

Se han cultivado fibroblastos humanos en un medio adecuado de crecimiento (medio esencial minimo de Eagle)
enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB), piruvato sédico 1 mM, glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales y
50 pg/ml de glutamicina. Las células confluentes se han sembrado en placas de 24 pocillos, 5x10* células/pocillo,
utilizando el mismo medio. En la confluencia, las células se han expuesto previamente a un medio que contenia 5% de
suero, antes de la adicion de las sustancias de ensayo a las concentraciones deseadas. Después de 48 horas, se ha
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eliminado el sobrenadante y se ha utilizado para la determinacion de los parametros de interés. La prueba se ha llevado
a cabo por duplicado y los cultivos celulares no tratados se han utilizado como referencias.

Ensayo con AH

Se ha ensayado (administrado) AH mediante una prueba inmunoenzimatica utilizando un kit disponible en el mercado
(EIA, Corgenix). Se ha evaluado la sintesis de novo de AH en el medio de cultivo después del tratamiento con las
sustancias de ensayo, segun el protocolo proporcionado con la prueba, y frente a la curva de calibracién obtenida
utilizando el patrén de AH contenido en el kit.

Evaluacion de los resultados
Etapa A:

- la evaluacion de los efectos de COMBI y CA en cultivos de fibroblastos, en diferentes proporciones reciprocas de
sus componentes dentro de una concentracion mantenida constante, se ha expresado como el aumento o la
disminucion de la expresion de AH absoluto y porcentual con respecto al cultivo de referencia correspondiente
después de 48 horas de incubacién, y en comparaciéon con los efectos ejercidos por NAG a las concentraciones
correspondientes exacta o aproximadamente a las presentes en CA y en COMBI, a diferentes proporciones
reciprocas entre sus componentes NAG y SSA.

Etapa B:

- la evaluacion de los efectos de las sustancias ensayadas, a las diversas concentraciones, en cultivos de fibroblastos
se ha expresado como el aumento o disminucidon absoluto y porcentual de la expresion de AH, con respecto al
cultivo de referencia correspondiente, después de 48 horas de incubacion.

El aumento o disminucidon de diferencia porcentual de los efectos ejercidos por CA y NAG, a las concentraciones
correspondientes, se ha calculado a continuacion, con la evaluacion de su potencial significacion mediante la prueba "t"
de Student.

2. Evaluacion in vitro de la estimulacion de la sintesis de colageno y elastina por CA, NAG y SSA en cultivos de
fibroblastos humanos (véase también: Booth et al. 1980; Fenwick et al. 2001)

Prueba fundamental

El alcance de la prueba ha sido la evaluacion y la comparacion de la estimulacion potencial ejercida por las sustancias
de ensayo sobre la expresion de colageno y elastina en cultivos "in vitro" de células de la piel, tales como fibroblastos. El
ensayo en cuestion, aun cuando se realiza "in vitro", puede considerarse que es predictivo de los efectos del uso de las
mismas sustancias "in vivo".

Modelo celular
Se han utilizado fibroblastos humanos, Detroit 551 ATCC CCL Il de LGC Promochem (Milan, Italia).
Sustancias de ensayo y concentraciones

Las sustancias y concentraciones ensayadas han sido las mismas que las ya descritas para la etapa B de la prueba en
la estimulacion de la expresion de AH, es decir:

- CA: 0,66, 1,32, 1,98, 2,64 y 3,3 mg/ml

- NAG:0,5,1,0,1,5,2,0y 2,5 mg/mi

- SSA: 0,16, 0,32, 0,48, 0,64 y 0,80 mg/ml
Preparacion de cultivos celulares

Se han sembrado células en placas de 96 pocillos, 2500 células/pocillo durante 24 horas en medio de cultivo celular
(medio esencial minimo de Dulbecco, DMEM) + 10% de suero bovino fetal (SBF). Se ha agregado a continuacion medio
de cultivo fresco, enriquecido con sé6lo 5% de SBF y que contiene las sustancias a ensayar, asi como para alcanzar las
concentraciones finales deseadas. Las muestras se han disuelto directamente en el medio de cultivo. Cada muestra se
ha probado por duplicado y los experimentos se han repetido dos veces. Se han determinado los parametros de interés
después de 24 horas en placas separadas. Los cultivos de células no tratadas se han utilizado como referencias.

Ensayo con colageno

Para los ensayos con colageno se ha utilizado un kit disponible en el mercado (Sircol™, biodye science), que utiliza la
capacidad de la cepa Sirius Red para interactuar con las cadenas laterales basicas de los aminoacidos presentes en el
propio colageno. Se ha evaluado la sintesis de novo de colageno en el medio de cultivo después del tratamiento con las
sustancias de ensayo, siguiendo el protocolo proporcionado con el kit, y mediante el uso de la curva de calibracion
obtenida empleando el patrén de colageno contenido a su vez en el kit.
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Ensayo con elastina

Se ha ensayado la elastina utilizando un ensayo disponible en el mercado (Fastin™, biodye science). El ensayo se basa
en la interaccion de 5,10,15,20-tetrafenil-21,23-porfirina con moléculas de elastina.

Se ha evaluado la sintesis de novo de elastina en el medio de cultivo después del tratamiento con las sustancias de
ensayo, siguiendo el protocolo proporcionado con el ensayo, y utilizando la curva de calibraciéon obtenida empleando el
patrén de la elastina contenido en el propio kit.

Evaluacion de los resultados

La evaluacion de los efectos de las sustancias ensayadas, a las diversas concentraciones, en cultivos de fibroblastos,
se ha expresado como el aumento o disminucién absoluto y porcentual de la expresion de colageno y elastina, con
respecto al cultivo de referencia correspondiente, después de 24 horas de incubacion.

El aumento o disminucion de la diferencia porcentual de los efectos ejercidos por CA y NAG, a las concentraciones
correspondientes, se ha calculado a continuaciéon, con la consiguiente evaluacion de su significacion estadistica
potencial mediante la prueba de la "t" de Student.

3. "Evaluacion in vitro" de la estimulacion de la sintesis de proteinas por CA y NAG en cultivos de fibroblastos y
queratinocitos humanos: (Véase también: Lowry et al. 1951; Creighton ef al. 1984; Sengupta et al., 1993)

Informacioén preliminar

Los fibroblastos y queratinocitos, presentes en la dermis y la epidermis, ademas de estar involucrados en la sintesis de
colageno, elastina y AH, también estan involucrados en la expresion de diversas especies de proteinas incluidas, por
ejemplo, la queratina por los queratinocitos y las llamadas proteinas nucleares y de enlace, sobre la que se fijan varios
tipos de GAG para formar proteoglucanos, que son, a su vez, componentes fundamentales de la matriz extracelular.

El nivel de viabilidad y la eficacia de dichas células, en presencia o ausencia de agentes cuya accion beneficiosa hacia
la piel que se desea verificar, puede evaluarse y deducirse de su capacidad de sintesis de proteinas.

Modelos celulares
Se han utilizado los siguientes:
- Fibroblastos humanos, Detroit 551 ATCC CCL Ill de LGC Promochem (Milan, ltalia);
- Cultivo primario de queratinocitos humanos: HEKA, Cascade Biologics, cat. 005-5C.
Sustancias y concentraciones de ensayo

Las sustancias y concentraciones probadas son las que se presentan a continuacion (tanto en fibroblastos como
queratinocitos):

- CA: 0,13, 0,66, 1,32y 2,64 mg/ml
- NAG:0,1,0,5,1,0,y 2,0 mg/mi
Prueba fundamental

Basandose en la informacion mencionada anteriormente con relacién a los indicadores de eficiencia de las células
presentes en la piel, el alcance de la prueba ha sido la evaluacion y comparacion de la estimulacion potencial, ejercida
por las sustancias de ensayo, sobre la expresion proteica en cultivos de fibroblastos y queratinocitos "in vitro".

El ensayo en cuestion, aun cuando realizado "in vitro", puede considerarse como predictivo de los efectos del uso de las
mismas sustancias "in vivo".

Preparacion de cultivos celulares

El método es idéntico al ya descrito para el colageno y la elastina con la diferencia de que, tras la adicion de las
sustancias de prueba en el medio de cultivo, el medio se ha sustituido diariamente durante tres dias. Cada muestra se
ha probado por duplicado y los experimentos se han repetido dos veces. El parametro de interés, es decir, la sintesis de
proteinas, se ha evaluado en 24, 48 y 72 horas en placas separadas. Como referencias se han utilizado cultivos de
células no tratadas.

Ensayo con proteinas

Se han ensayado proteinas por el método de Lowry [Lowry et al. 1951] que consiste en una reaccion de reduccion de
Biuret que prevé el empleo de reactivo de Folin-Ciocalteau como cromoéforo, con un cambio de color amarillo a azul y la
medicion espectrofotométrica a 750 nm [Creighton et al. 1984; Sengupta et al. 1993].

El contenido de proteinas de los cultivos en cuestion se ha obtenido a partir de la comparacién de sus densidades
6pticas con una curva de valoracién construida utilizando albumina como patrén de proteinas.
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Evaluacion de los resultados

La evaluacion del efecto de las sustancias ensayadas, a las diversas concentraciones y tiempos, sobre cultivos tanto de
fibroblastos como de queratinocitos se ha expresado tanto en términos absolutos (produccion de proteinas expresada
en mg/ml) como en porcentaje de aumento o disminucién con respecto a los cultivos de referencia.

El aumento o disminucién de la diferencia porcentual de los efectos ejercidos por CA y NAG, durante varios dias y a las
concentraciones correspondientes, se han calculado a continuacion, con la evaluacion de su potencial significacion
estadistica mediante la prueba de la "t" de Student.

4. Evaluacion "in vitro" del potencial citotdxico de sustancias para el uso del cosmético tdpico e intradérmico:
(véase también: Mossman, 1993)

Prueba fundamental

Las caracteristicas particulares de las sustancias que deben utilizarse para uso tépico o intradérmico en los cosméticos
debe estar absolutamente ausente de efectos citotdxicos en el intervalo de dosis/concentracion para su aplicacion
practica prevista.

Hay pruebas apropiadas "in vitro", llevadas a cabo en células procedentes de tejido cutaneo, tales como fibroblastos y
queratinocitos, para predecir la citotoxicidad potencial de las sustancias de ensayo "in vivo".

Con este objeto se ha seleccionado la prueba de viabilidad celular usando MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difenil tetrazolio) [Mossman 1993] un reactivo colorimétrico, mediante el cual es posible distinguir entre las células vivas,
dafadas o muertas, siendo asi predictivo de la seguridad del uso de sustancias de ensayo, incluso "in vivo".

Modelos celulares
Se han utilizado los siguientes:
- fibroblastos humanos, Detroit 551 ATCC CCL Ill de LGC Promochem (Milan, ltalia);
- cultivo principal de queratinocitos humanos (HEKA), Cascade Biologics, cat.-005-5c.
Sustancias y concentraciones de ensayo

Dado que, en la composiciéon que constituye el objeto de la presente invencion, NAG y SSA nunca se reivindican para
uso individual, sino siempre juntos en la composicion de CA, la Unica sustancia ensayada por su potencial efecto
citotoxico ha sido CA, en concentraciones tales como para ser predictiva y referibles a las utilizadas en ensayos de
actividad "in vitro" en los cultivos de fibroblastos y queratinocitos descritos anteriormente.

En el estudio en cuestion, se ha disuelto CA previamente y se ha puesto en contacto con los cultivos celulares
seleccionados de una manera tal como para alcanzar directamente las concentraciones deseadas, es decir:

0,026, 0,053, 0,106, 0,211, 0,409, 0,818, 1,65 y 3,30 mg/ml.
Se han utilizado muestras analogas de fibroblastos y/o queratinocitos humanos sin tratar como referencias negativas.

Se han tratado muestras analogas de fibroblastos o queratinocitos humanos con un agente tensioactivo de actividad
conocida (SDS), disuelto en el medio de cultivo a concentraciones comprendidas entre 0,05 y 1,6x10° mg/ml, y se ha
utilizado como referencia positiva.

La exposicion ha sido durante un periodo de 24 horas, al término de la cual, se ha realizado la prueba de citotoxicidad.
Descripcion del ensayo de citotoxicidad utilizando MTT

Como ya se ha mencionado, el reactivo clave es MTT, una sustancia de color amarillo en solucién acuosa que, cuando
es actuada por las deshidrogenasas mitocondriales presentes en las células vivas, se transforma en cristales de color
purpura, insolubles en agua, pero solubles en isopropanol acidificado. La absorbancia de la soluciéon de color purpura
resultante a 540 mm se utiliza como indicador del nivel de citotoxicidad de las sustancias a prueba.

En términos operativos, el reactivo clave se prepara afiadiendo 15 mg de MTT a 30 ml de medio de cultivo. Aparte,
después de 24 horas en contacto con la sustancia de ensayo y/o SDS, los fibroblastos o queratinocitos se lavan con
400 pl de solucién de lavado (solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco, DPBS) v, tras la eliminacion de la
solucion, se afiaden 200 pyl de medio MTT, y las muestras de células se incuban durante 4 horas a 37°C. Una vez
finalizado el periodo de incubacién, se retira el medio MTT y se afiaden 400 ul de solucion disolvente MTT (Triton X-100
al 10%+ HCI 0,1 N en isopropanol anhidro). Las placas se agitan durante 20-30 minutos hasta que se forme una
solucién homogénea, la absorbancia se lee a continuacion a 540 nm con una lectura de fondo a 670 nm.

Los resultados se expresan como:
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D.O. células tratadas

inhibicion y viabilidad celular (%) :[ - ] x 100

D.0O. céluias no tratadas

Evaluacion de los resultados

Los datos de citotoxicidad, obtenidos utilizando la prueba de MTT, se representan en un grafico frente a la
concentracion del producto a prueba, dando asi una curva de dosis y respuesta, lo que permite la determinacion de:

la curva de regresion tedrica;

el valor tedrico de Clsg, 0 la concentracion resultante en una reduccion del 50% en la viabilidad celular con respecto
a la de las células no tratadas.

El potencial irritante de un compuesto esta relacionado con el valor de Clso segun el criterio de evaluacion siguiente:

Clso < 0,5: efecto citotoxico/estimulante fuerte

Clso entre 0,5 y 1,5: efecto citotoxico/estimulante moderado

Clso > 1,5: ausencia de cualquier efecto citotoxico e/o irritante
Resultados
1. Estimulacion de la sintesis de AH por CA, NAG y SSA en cultivos de fibroblastos humanos
Etapa A:

A partir de los resultados presentados en la Tabla 3, etapa A, es obvio que existe sinergia clara entre NAG y SSA
dependiendo de las relaciones, en términos de peso equivalente, variando entre 1:0,5 y 1:3 siendo la relacién verificable
mas favorable 1:1. Para las combinaciones fuera de dicho intervalo favorable, ninguna sinergia es detectable, ya que d
efecto de la combinacion entre NAG y SSA en dichas condiciones es incluso menor que la de NAG sola y en
concentraciones correspondientes a la presente en la propia combinacion. De hecho, puede observarse como para una
relacion de NAG/SSA igual a 1:0,4 (la mas favorable para NAG), el aumento en la expresion de AH es de aprox.65%,
notablemente inferior que la de NAG a la misma concentracion, que es ciertamente mayor del 75%. Analogamente, para
una relacion NAG/SSA igual a 1:3,5 (la mas favorable para SSA), el incremento es de aprox. 50% en comparacion con
la de NAG sola, que se aproxima a 60% a la misma concentracion.

Etapa B:

A partir de los resultados presentados en las tablas 1 a 3, Etapa B, es posible extraer las conclusiones siguientes:

SSA solo, en dosis crecientes correspondientes a las presentes en CA, probado en el mismo experimento, no ejerce
estimulacion ni inhibicion, y en efecto, a todas las concentraciones probadas, las diferencias con respecto a la
expresion de AH del cultivo inicial son irrelevantes, tanto en términos absolutos como en valores porcentuales. En
confirmacion de lo anterior, a partir del examen de los datos experimentales, no es posible identificar ninguna
correlacion entre la concentracion de SSA y la expresion AH, ya que el ooeficiente de correlacion asociado a la
regresion correspondiente, calculado empleando el método de minimos cuadrados, no es estadisticamente
significativo (r = 0,345 con GdL = 4).

A diferencia de los hallazgos de Sayo T. et al., 2004 para NAG, tanto CA como NAG, a las concentraciones
ensayadas absolutamente coherentes como expresion de la dosis de NAG correspondiente muestra una clara
estimulacion de la secrecion de AH en cultivos de fibroblastos procedentes de la piel humana.En ambos casos,
dicho efecto es muy evidente, con una diferencia que aparece ya a 0,66 mg/ml de CA (correspondiente a 0,5 mg/ml
de NAG), mientras que se retrasa a 1 mg/ml en el caso de NAG. También se observa que, en ambos casos, la
intensidad del efecto depende de la dosis (r = 0,973 para NAG y 0,939 para CA, ambos estadisticamente
significativos para los grados de libertad de las correlaciones correspondientes) y que la expresion de AH aparece, a
todas las concentraciones, mas marcada en el caso de la estimulacién por CA con un incremento igual a aprox. 99%
a 1,98 mg/ml (correspondiente a 1,5 mg/ml de NAG), un aumento solamente alcanzado por NAG, tal cual, a la dosis
mas alta ensayada, es decir, 2,5 mg/ml.

Con relacion a la Tabla 4, para evaluar la diferencia en la estimulacion de la expresion de AH por CA y NAG, se ha
calculado la diferencia entre los aumentos porcentuales, a las dosis correspondientes de ambas sustancias de
ensayo, y se ha confirmado que, a todas las concentraciones, CA ejerce un mayor porcentaje de estimulacion que
NAG. Aplicando entonces la prueba de la "t" de Student para las diferencias entre los incrementos porcentuales
anteriormente mencionados, se desprende que el valor observado para "t" es muy significativo, lo que lleva a la
conclusion altamente imprevisible y sorprendente que existe un claro efecto sinérgico entre SSA y NAG ya que,
como ya se ha visto, SSA solo no tiene efecto sobre fibroblastos H, mientras que por otra parte, existe una clara
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accion estimulante si se asocia con NAG en la composicion de CA, haciendo uso funcional y de formulacién en lugar
de NAG, si se utiliza solo, clara e inesperadamente ventajoso.

2. Estimulacion de la sintesis de colageno y elastina por CA, NAG y SSA en cultivos de fibroblastos humanos
A. Colageno
A partir de los resultados presentados en las tablas 5-7 es posible extraer las conclusiones siguientes:

- De nuevo en este caso, SSA, considerado individualmente en el intervalo de concentracién coherente con el
utilizado para las otras 2 sustancias de prueba, es decir CA y NAG, no ejerce ningun tipo de estimulacion o inhibicion
de la expresion de colageno en cultivos de fibroblastos de la piel humana. De nuevo en este caso, para SSA, no no
es posible identificar ningun tipo de relacién concentracion/efecto, ya que el coeficiente de correlaciéon de la
regresion entre su concentracion y la expresion de colageno (r = 0,298) es estadisticamente significativa.

- Tanto CA como NAG, a las concentraciones ensayadas y enteramente coherentes como expresion de la misma
dosis de NAG, ejercen un efecto claro sobre la estimulacion de la secrecion de colageno en cultivos de fibroblastos
procedentes de la piel humana. En ambos casos, la intensidad de este efecto es muy marcada y dependiente de la
dosis, de modo que para ambos, es posible calcular una regresion de concentracion/efecto caracterizada por un
coeficiente de correlacion alto y estadisticamente significativo (r = 0,927 para la estimulacion por NAG y 0,929 para
la estimulacion por CA).

- A partir de los datos de la tabla 11, que presentan los aumentos porcentuales con respecto a la referencia inicial,
para la expresion de colageno estimulado por CA y NAG, de nuevo a niveles comparables, se observa que el efecto
de la estimulacion porcentual de CA es mayor que la de NAG a todas las concentraciones ensayadas. Aplicacando a
continuacion la prueba de la "t" de Student para las diferencias entre los incrementos porcentuales anteriormente
mencionados se desprende que el valor determinado para la "t" es muy significativo, destacando por lo tanto, de
nuevo, en este caso, el efecto sinérgico y previamente inesperado que existe entre SSA y NAG en CA, lo que
confirma el uso funcional y de formulacion ventajoso de esta Ultima en lugar de NAG sola.

B. Elastina
A partir de los resultados presentados en las tablas 8-10 se pueden extraer las siguientes conclusiones:

- Como ya se ha verificado en el caso de las pruebas de la expresion de colageno y AH, SSA, a concentraciones
coherentes con los de las otras dos sustancias de ensayo, es decir, CA y NAG, es incapaz de ejercer ningun efecto,
ya sea estimulador o inhibidor, sobre la expresion de elastina por los fibroblastos procedentes de la piel humana.

Por otra parte, tanto CA como NAG, a las concentraciones ensayadas y coherentes entre si, ejercen un efecto
estimulador muy marcado que, en ambos casos, es ya evidente a la concentracion mas baja ensayada es decir, 0,5
mg/ml de NAG y 0,66 mg/ml de CA (correspondiente a 0,5 mg/ml NAG) aumentando en funcién de la dosis hasta que
exceda de 300% con respecto a la referencia inicial, a la maxima concentracion es decir, 2,5 mg/ml de NAG y 2,64
mg/ml de CA (correspondiente a 2,5 mg/ml de NAG).

- A partir de los datos presentados en la Tabla 12, donde los resultados de la prueba se expresan en aumento
porcentual con respecto a la referencia porcentual, y al contrario de la imagen que surge para las pruebas relativas a
la expresion de AH y el colageno, en este caso, no es posible identificar cualquier diferencia entre las acciones
estimulantes ejercidas por CA y NAG. Esta prueba experimental se confirma por el hecho de que la prueba de la "t"
de Student aplicado a las diferencias entre los aumentos porcentuales en relacién con los dos principios activos a
prueba, no presenta ninguna significacion estadistica. Esta tendencia, que no confirma que ya se ha visto en cuanto
a los efectos sobre la expresion de AH y el colageno, donde la estimulacién ejercida por CA es siempre mayor, es
mas probable que se atribuya a la alta intensidad de la propia estimulacién, lo que provoca un aumento de la
expresion de elastina igual a aprox. 200 ya a la concentracion mas baja, es decir, correspondiente a 0,5 mg/ml de
NAG.

3. Estimulacion de la sintesis de proteinas por CA y NAG en cultivos de fibroblastos y queratinocitos humanos
A. Queratinocitos
A partir de los resultados presentados en la tabla 13 se pueden extraer las conclusiones siguientes:

- Tanto para NAG como para CA, la estimulacion de la expresion de la proteina se observa a las concentraciones mas
altas, es decir, 1 y 2 mg/ml, después de tan sdélo 24 horas, también con considerables aumentos porcentuales, es
decir, mas del 50% para NAG, a la dosis mas alta y casi el 70% a la concentracion correspondiente a la de CA.

- Como consecuencia, se observa la culminacion de la accién de estimulacion por ambas sustancias de ensayo
después de 48 horas cuando, a diferencia de las observaciones a las 24 horas, ya a las concentraciones mas bajas,
es decir, 0,1 y 0,5 mg/ml de NAG y 0,66 de CA, el aumento de la expresion de la proteina por los queratinocitos
supone un valor positivo de alrededor del 20% de NAG e incluso alcanza 30-40% para CA. Sin embargo, una
imagen concluyente se obtiene donde ambas sustancias de ensayo muestran una clara estimulacion de la expresion
proteica en los queratinocitos a todas las concentraciones ensayadas y en funcion de la dosis, como se demuestra
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por la significacion estadistica de los coeficientes de correlacion asociados a la regresion de concentracion/efecto,
igual a 0,726 para NAG y 0,909 para CA.

- Después de 72 horas, todavia hay accion estimuladora residual a las dos concentraciones mas altas, pero parece
obvio que este efecto es sodlo la cola del pico alcanzado a las 48 horas, y como tal no es significativo.

- Con respecto a la comparacion de las actividades entre CA y NAG, las diferencias entre los incrementos de
estimulacion porcentual ejercida por las dos sustancias de prueba se han evaluado utilizando la prueba "t" de
Student, como ya se ha hecho para los resultados experimentales de las otras pruebas previamente examinadas
(véase la estimulacion de la expresion de AH, colageno y elastina).

En particular, al examinar y comparar las acciones ejercidas por las dos sustancias a las 48 horas, es decir, en el pico
de su efecto estimulante (dicha comparacion a las 24 y 72 horas tiene poca importancia, ya que es temporalmente
prematura o tardia) esta claro que CA ejerce una accion estimuladora marcadamente superior sobre la expresion
proteica en los queratinocitos que la de NAG a las dosis correspondientes. Estos resultados experimentales se
confirman auin mas por el valor de la "t"de Student, aplicado sobre las diferencias en la estimulacibn porcentual de las
dos sustancias de ensayo, lo que es muy significativo.

Por lo tanto, una vez mas, se ha demostrado el efecto sinérgico inesperado e imprevisto entre SSA y NAG, haciendo
uso funcional y de formulacion de CA sin duda preferible y ventajoso con respecto a NAG a concentraciones y/o dosis
equivalentes.

Fibroblastos
A partir de los resultados presentados en la tabla 14 se pueden extraer las conclusiones siguientes:

- De nuevo, en cultivos de fibroblastos de piel humana, es posible observar una clara estimulacion de la secrecion de
proteinas tanto por NAG como por CA. Dicha estimulacion alcanza su maximo después de 24 horas restantes
indistinguible del expresado de forma natural por las células no tratadas a las 48 y 72 horas.

La aparicion del efecto estimulante ya es evidente a 0,5 mg/ml para NAG y a 0,66 mg/ml para CA, aumentando en
funcién de la dosis (coeficiente de correlacion significativa para la regresion de concentracion/efecto en ambos casos, es
decir, r = 0,844 para NAG y 0,845 para CA) hasta la concentracion maxima ensayada, es decir, 2 mg/ml para NAG y
2,64 mg/ml para CA.

Como ya se ha resaltado anteriormente, la estimulacion ejercida por ambas sustancias de prueba es muy marcada,
alcanzando y superando, a las concentraciones maximas ensayadas, un aumento del 50% con respecto a la expresién
proteica de cultivos de referencia, y confirmando de este modo el efecto muy positivo ejercido por ambas sustancias
activas sobre las funciones especificas de las células de origen cutaneo, tales como fibroblastos y queratinocitos.

- En cuanto se refiere a la comparacion entre CA y NAG, de nuevo también en este caso una posible diferencia en la
actividad se ha evaluado utilizando la prueba de la "t" de Student, aplicada a las diferencias entre los aumentos en la
estimulacion porcentual ejercida por las dos sustancias de ensayo, a las concentraciones correspondientes . Dicha
evaluacion se ha realizado en los valores medidos a las 24 horas, ya que son muy significativos, proporcionando asi
la confirmacion estadistica de la imagen que ya ha surgido para la comparacién en relacion con la expresion de
elastina, colageno y AH por las células de la piel, es decir, que CA, gracias a la sinergia imprevista entre SSA y
NAG, de las que se compone, se demuestra que es mas activa que la propia NAG, y de una manera
estadisticamente significativa, haciendo asi uso funcional y de formulaciéon mas ventajoso.

4. Evaluacion "in vitro"del potencial efecto citotoxico de CA mediante la prueba MTT
A. En fibroblastos humanos de la piel

Como ya se ha explicado en la parte descriptiva, se ha calculado la inhibicién de la viabilidad celular en una serie de
cultivos de fibroblastos, en presencia de una serie de concentraciones establecidas para CA, y mediante la aplicacién de
la férmula () en la que "células tratadas con ODs4" representa la absorbancia a 540 nm de los cultivos que contienen
CA y "células no tratadas con ODs4¢" las de la referencia negativa (blanco). La eficiencia de la prueba se evalta en un
cultivo que contiene un agente tensioactivo muy citotoxico, es decir, dodecilsulfato sdédico (SDS), a una concentracion
(0,05 mg/ml) a la que la absorbancia a 540 nm deberia ser practicamente cero estando el crecimiento bacteriano
completamente inhibido:

inhibicion y viabilidad celular (%) :[ . ] x100 (i)

D.0O.540 célulss no tratsdas

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla:
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Prueba MTT en fibroblastos en presencia de Ca — Resultados

Conc. de CA (mg/ml) | Inhibicién de viabilidad celular (%) Media £ d.t.
Blanco 0,00

0,026 0,19

0,053 0,24

0,106 1,66

0,211 4,02

0,409 4,36

0,818 5,86

1,650 12,78

3,300 18,44

De los datos tabulados, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

- La eficiencia de prueba se confirma por el hecho de que, después de la exposiciéon de fibroblastos humanos a 0,5
mg/ml de SDS, se ha verificado mortalidad celular de aprox. 100% (96,05%).

- Como ya se ha indicado, el parametro que permite la evaluacion del potencial irritante de una sustancia que va a ser
utilizada para aplicacion tépica o como relleno intradérmico, se basa en la determinacion de la Clsp, calculada a partir
de la correlacion entre la concentracion y los valores correspondientes de inhibicion de viabilidad celular, suponiendo
el criterio de evaluacion siguiente:

¢ Clsp = 0,5 mg/ml: efecto citotdxicolirritante fuerte
¢ Clsp entre 0,5 y 1,5 mg/ml: efecto citotdxico/irritante moderado
¢ Clsp > 1,5 mg/ml: sin efecto citotdxico/irritante

En el caso de CA, ya que a la concentracion maxima ensayada, es decir, 3,30 mg/ml, el porcentaje de inhibicién de la
viabilidad celular no alcanza ni el 20% (18,44%), es obvio que la Clso es mucho menor que 1,5 mg/ml y, por lo tanto,
CA, segun los datos deducidos del modelo predictivo "in vitro", se puede considerar desprovisto de cualquier potencial
citotoxico hacia los fibroblastos de la piel humana, y como tal de libre uso, tanto para uso tépico y como un relleno
intradérmico.

B. En queratinocitos:

En el caso de los queratinocitos, para los que se han utilizado la misma prueba MTT y los mismos criterios de
evaluacion, deducibles del valor de Clsp, los resultados obtenidos se presentan en la tabla siguiente:

Prueba MTT en queratinocitos en presencia de CA — Resultados

Conc. de CA (mg/ml) | Inhibicién de viabilidad celular (%) Media £ d.t.
Blanco 0,00

0,026 0,00

0,053 0,028

0,106 0,056

0,211 0,089

0,409 1,166

0,818 6,280

1,650 11,330

3,300 17,690

A partir de los datos tabulados, pueden extraerse las conclusiones siguientes:
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- De nuevo en este caso, la eficiencia de prueba se confirma por el hecho de que la mortalidad del cultivo de
queratinocitos, expuestos a 0,5 mg/ml de SDS, es practicamente 100% (94,28%).

- Con respecto a los cultivos de queratinocitos; ya que, de nuevo también en este caso, a la concentracién maxima de
CA ensayada (3,30 mg/ml), el% de inhibicion de la vitalidad celular no llega al 20% y por lo tanto la Clso es mucho
menor de 1,5 mg/ml, CA puede considerarse totalmente desprovista de efectos citotdxicos, también hacia los
queratinocitos humanos.

Conclusiones

Los resultados experimentales resumidos anteriormente destacan al menos dos consideraciones fundamentales, es
decir, en primer lugar, el sorprendente efecto relacionado con la combinacion entre NAG y SSA (tanto como CA como
con COMBI), impredecible e inesperadamente ventajoso con respecto a NAG a dosis constantes pero sin el apoyo
sinérgico de SSA (SSA solo no tiene ningun efecto), y en segundo lugar, el efecto sinérgico entre los componentes que
alcanzan su maximo, en el caso de CA, a una relacién, expresada en peso equivalente, igual a 1:1, disminuyendo
progresivamente a valores de ambos lados de este valor central.

Si a lo anterior se afiade la ausencia completa de cualesquiera de los posibles efectos citotéxicos de la composicion
segun la invencion (siendo bien conocida la falta de toxicidad de sus componentes, si se administran por via oral),
puede concluirse que su posible uso junto con otros principios activos, tal como por ejemplo AH, preferiblemente a
dosis/concentraciones y segun las formulaciones descritas y reivindicadas en la presente solicitud de patente, resulta
ventajoso y de uso seguro, tanto por administracion oral, por ejemplo en formulaciones de complementos alimenticios, y
para aplicacién tépica o como relleno intradérmico en la recuperacion del tono y vigor de la piel.

Tablas
Tabla 1: Expresion de AH en cultivos de fibroblastos en presencia de SSA
Conc. de SSA (%) AH (ng/pocillo) AH (ng/pocillo) AH (%) (Dif. desde
(mg/ml) (Media + d.t.) (Dif. desde valor inicial) valor inicial)
0,00 (valor inicial) 576 £+ 52 0 0,00
0,16 611+ 44 35 +6,07
0,32 622 + 91 46 +7,99 r (coef. COIT.) (COﬂC.
de SSA frente a AH) -
0,48 630 £ 37 54 +9,38 0,345 [NS(**)]
0,64 427 £ 24 -149 -25,87
0,80 587 + 56 11 +1,91

(*) La concentracion de SSA corresponde a la porcion del mismo componente presente en CA utilizado en la misma
prueba (véase Tabla 3 - etapa B)
(**) NS = Estadisticamente no significativo

Tabla 2: Expresion de AH en cultivos de fibroblastos en presencia de NAG

Conc. de NAG (¥) AH (ng/pocillo) AH (ng/pocillo) AH (%) (Dif. desde
(mg/ml) (Media + d.t.) (Dif. desde valor inicial) valor inicial)

0,00 (valor inicial) 490 + 20 0 0,00

0,50 544 + 132 +54 +14,02

1,00 779 + 94 +289 +58,98 r (coef. Corr.) (conc.
de NGA frente a AH)

1,50 863 + 25 +373 +76,12 0,973 [ES(***)]

2,00 876 £ 70 +386 +78,78

2,50 964 + 192 +474 +96,73

(*) La concentracion de NGA corresponde a la porcion del mismo componente presente en CA utilizada en la misma
prueba (véase Tabla 3 - etapa B)
(***) ES = Estadisticamente significativo
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Tabla 3 - Etapa A: Expresion de AH en cultivos de fibroblastos en presencia de combinaciones de NAG/SSA a
concentracion constante y relaciones variables NAG a SSA

Conc. de CA/SSA | Relacion (*) | AH (ng/pocillo) de AH (%) de NAG/SSA AH (%) de NAG (**) | Sinerg. (***)
(mg/ml) NAG/SSA | NAG/SSA (Media + d.t.) | (dif. desde valor inicial) |(dosis constantes) |NAG/SSA

0,00 (valor inicial) |- 511+ 18,4 0 0 -

1,98 (1,75 NAG + | 1:0,4" 843 + 26,9 +64,97 +76,12- +78,8 No

0,23 SSA)

1,98 (1,71 NAG + | 1:0,5% 942 + 50,2 +84,25 +76,12-+78,8 Si (+)

0,27 SSA)

1,98 (1,50 NAG + | 1:1¥ 997 + 15,6 +95,11 +76,12 Si (++)

0,48 SSA)

1,98 (1,00 NAG + |1:3¥ 873+ 19,8 +70,84 +58,98 Si (+)

0,98 SSA)

1,98 (0,93 NAG + | 1:3,5' 769 + 25,5 +50,49 =59 No

1,05 SSA)

(*) Expresada en peso equivalente
(**) véase la tabla 2
(***) NO = sin sinergia; Si (+) = sinergia marcada; Si (++) = maxima sinergia
(1): relacion NAG a SSA fuera del intervalo de COMBI
(2): relacion NAG a SSA dentro del intervalo de COMBI
(3:) relacion NAG a SSA correspondiente a CA

Tabla 3 - Etapa B: Expresion de AH en cultivos de fibroblastos en presencia de concentraciones variables de CA

Conc, de CA(*) | AH (ng/pocillo) | AH (ng/pocillo) AH (%)

(mg/ml) (Media + d.t.) | (Dif. desde valor inicial) | (Dif. desde valor inicial)

0,00 (valor inicial) | 523 + 31 0 0,00

0,66 (0,5 NAG + | 77098 +247 +47,22

0,16 SSA)

ggg gé%NAG + 884151 +361 +69,02 R ( coef. de corr.) (Conc. de CA
: ) frente a AH) 0,939 [ES (***)]

1,98 (1,5 NAG + | 1009 + 86 +486 +92,93

0,48 SSA)

2,64 (2,0NAG+ 1029+ 3 +506 +96,75

0,64 SSA)

3,30 (2,5 NAG + 1070 14 +547 +104,59

0,80 SSA)

(*) La concentracion de CA corresponde a la suma de los correspondientes a NAG y SO4* de las tablas 1y 2
(***) ES = Estadisticamente significativa

Tabla 4: Expresion de AH en cultivos de fibroblastos:% de diferencia entre los estimulos de CA y NAG

Conc. ag. estimul. Expr. de AH de CA Expr. de AH de NAG Diff. CA-NAG. | "t" de Student
(NAG/CA - mg/ml) (*) | (% incr. sobre valor inicial) | (% incr. sobre valor inicial) (Dif. entre (4GdL**) = 3,637
(1) 2) 3) % incr.) (2) - (3) | p=2,2% [(ES )]

0,5/0,66 +47,22 +11,02 +36,20

1,0/1,32 +69,02 +58,98 +10,04

1,5/1,98 +92,93 +76,12 +16,81

2,0/2,64 +96,75 +78,78 +17,97

2,5/3,3 +104,59 +96,73 +7,86

(*): Las proporciones entre NAG y CA son constantes; p. €j., 0,5 mg/ml de NAG correspondiente al contenido de NAG
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en 0,66 mg/ml de CA.
(**): GdL = Grados de libertad
(***): ES = estadisticamente significativo

Tabla 5: Expresion de colageno en cultivos de fibroblastos en presencia de SSA

Conc. de SSA | Colageno (ug/ml) | Colageno (ug/ml) Colageno (%)

(*) (mg/ml) (Media + d.t.) (Dif. desde valor inicial) | (Dif. desde valor inicial)

0,00 (valor 5,09 £ 0,45 0,00 0,00

inicial)

0,16 4,66 £ 0,50 -0,43 -8,45 r (Coef. corr.) (Conc SSA. frente
0,32 5,29 £ 0,51 0,20 3,93 a colageno) -0,298 [NS ()]
0,48 5,18 £ 0,41 0,09 1,77

0,64 5,565+ 0,49 0,46 9,03

0,80 4,92 +0,56 -0,17 -3,34

(*) La concentracion de SSA corresponde a la porcion del mismo componente presente en la CA utilizada en la misma
prueba (véase la tabla 7)
(**) NS = No estadisticamente significativo

Tabla 6: Expresion de colageno en cultivos de fibroblastos en presencia de NAG

Conc. de NAG (*) | Colageno (ug/ml) Colageno (pg/ml) Colageno (%) r (Coef. corr.) (Conc. NAG.
(mg/ml) (Media £ d.t.) | (Dif. desde valor inicial) | (Dif. desde valor inicial) frente a colageno)

0,00 (valor inicial) | 4,26 + 0,18 0,00 0,00

0,50 4,33+0,13 +0,07 +1,64

1,00 5,65+ 0,28 +1,29 +30,28

1,50 5,80+ 0,28 +1,54 +36,15

2,00 5,66 + 0,16 +1,33 +32,86

2,50 6,29+ 0,28 +2,03 +47,65

(*) La concentracion de NAG corresponde a la porcion del mismo componente presente en la CA utilizada en la misma
prueba (véase la tabla 7)
(***) ES = Estadisticamente significativo

Tabla 7: Expresion de colageno en cultivos de fibroblastos en presencia de concentraciones variables de CA

Conc. de CA (*) | Colageno (ug/ml) Colageno (ug/ml) Colageno (%) r (Coef. corr.) (Conc. CA frente
(mg/ml) (Media + d.t.) | (Dif. desde valor inicial) | (Dif. desde valor inicial) | a colageno) 0,929 [SS (*** )]

0,00 (valor inicial) | 4,67 + 0,22 0,00 0,00

0,66 (0,5 NAG + 4,96 +0,19 0,29 6,22

0,16 SSA)

1,32 (1,0NAG + |6,46 £ 0,23 1,045 38,48

0,32 SSA)

1,98 (1,5NAG + |6,57 £0,24 1,905 40,84

0,48 SSA)

2,64 (2,0 NAG + |6,89 0,25 2,225 47,70

0,64 SSA)

3,30 (2,5 NAG + |7,03+0,27 2,365 50,70

0,80 SSA)

(*) La concentracion de CA corresponde a la suma de las correspondientes a NAG y SO,4* de las tablas 5y 6
(***) ES = Estadisticamente significativo
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Tabla 8: Expresion de elastina en cultivos de fibroblastos en presencia de SSA

Conc. de SSA (*)

Elastina (ug/ml)

Elastina (ug/ml)

Elastina (%)

(mg/ml) (Media + d. t.) | (Dif. desde valor inicial) | (Dif. desde valor inicial)
0,00 (valor inicial) | 4,72 + 0,38 0,00 0,00
0,16 4,61+0,41 -0,11 -2,33
0,32 4,79 £ 0,44 +0,07 +1,98
0,48 5,18 £ 0,36 +0,46 +9,75
0,64 4,54 + 0,47 -0,18 -3,81
0,80 4,83 0,30 +0,16 -3,39

r (Coef. corr.) (Conc SSA. frente
a elastina) 0,230 [NS(**)]

(*): La concentracion de SSA corresponde a la porcion del mismo componente presente en la CA utilizada en la misma
prueba (véase la tabla 10)
(**): NS = No estadisticamente significativo

Tabla 9: Expresion de elastina en cultivos de fibroblastos en presencia de NAG

Conc. de NAG (*) | Elastina (ug/ml) | Elastina (ug/ml) Elastina (%)
(mg/ml) (Media + d. t.) | (Dif. desde valor (Dif. desde valor
inicial) inicial)

0,00 (valor inicial) | 5,08 0,32 0,00 0,00

0,50 16,29 + 0,83 +11,21 +220,67

1,00 19,25+ 0,99 +14,17 +278,94

1,50 21,35+ 1,01 +16,27 +320,28

2,00 22,62 £ 1,03 +17,54 +345,27

2,50 22,30 £ 1,04 +17,22 +339,00

r (Coef. corr.) (Conc de NAG
frente a elastina) 0,859 [SS (***)]

(*) La concentracion de NAG corresponde a la porcion del mismo componente presente en la CA utilizada en la misma
prueba (véase latabla 10)
(*** ) ES = Estadisticamente significativa

Tabla 10: Expresion de elastina en cultivos de fibroblastos en presencia de concentraciones variables de CA

CAconc. (*) |Elastina Elastina (ug/ml) Elastina (%)
(mg/ml) (ng/ml) (Dif. desde valor (Dif. desde valor
(Media £ d. t.) |inicial) inicial)
0,00 (valor 5,17 £ 0,12 0,00 0,00
inicial)
0,66 (0,5 NAG + |14,85 % 0,27 +9,69 +187,51
0,16 SSA)
1,32 (1,0 NAG + |20,13+£0,38 +14,96 +289,64
0,32 SSA)
1,98 (1,5 NAG + |20,19 £ 0,68 +15,03 +290,96
0,48 SSA)
2,64 (2,0 NAG + 21,36 +0,35 +16,19 +313,46
0,64 SSA)
3,30 (2,5 NAG + [22,72+0,42 +17,66 +339,88
0,80 SSA)

r (Coef. corr.) (Conc CA. frente a
elastina) 0,874 [SS (***)]

(*) La concentracion de CA corresponde a la suma de los correspondientes a NAG y SO4* de las tablas 8 y 9
(*** ) ES = Estadisticamente significativa

Tabla 11: Expresion de colageno en cultivos de fibroblastos: % de diferencia entre estimulos de CA y NAG
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Conc. de ag. estimul. | Expr. de colageno Expr. de colageno Dif. CA-NAG (dif.
(NAG/CA - mg/ml) (*)| desde CA (% incr. desde NAG (% incr. | entre % incr.) (2) - (3)
(1) sobre valor inicial) (2) | sobre valor inicial) (3)
0,5/0,66 +6,22 +1,64 +4,58
1,0/1,32 +38,48 +30,28 +8,20
1,5/1,98 +40,84 +36,15 +4,69
2,0/2,64 +47,70 +32,86 +14,84
2,5/3,3 +50,70 +47,65 +3,05

"t" de Student
(4GdL **) = 3,34
p =2,9% [(ES ***)]

(*) Las proporciones entre NAG y CA son constantes; p. €j., 0,5 mg/ml de NAG correspondiente al contenido de NAG

en 0,66 mg/ml de CA

(**) GdL = Grados de libertad
(***) ES = Estadisticamente significativa

Tabla 12: Expresion de elastina en cultivos de fibroblastos: % de diferencia entre estimulos de CA y NAG

Conc. de ag. estimul. Expr. de elastina Expr. de elastina Dif. CA-NAG (dif.

(NAG/CA - mg/ml) (*)| desde CA (% incr. desde NAG (% incr. | entre % incr.) (2) - (3) | "t" de Student
(1) sobre valor inicial) (2) | sobre valor inicial) (3) (4GdL **)=1,78

0,5/0,66 +187,51 +220,67 -33,16 P =149 [(NS™)]

1,0/1,32 +289,64 +278,94 +10,70

1,5/1,98 +290,96 +320,28 -29,42

2,0/2,64 +313,46 +345,27 -31,81

2,5/3,3 +339,88 +339,00 +0,88

(*) Las proporciones entre NAG y CA son constantes; p. €j., 0,5 mg/ml de NAG correspondiente al contenido de NAG

en 0,66 mg/ml CA

(**) GdL = Grados de libertad
(***) NS = No estadisticamente significativa
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Ejemplos
A. Soluciones y/o lipogeles que contienen CA y AH no reticulado que debe utilizarse para aplicacion topica

Las formulaciones indicadas a continuacion, junto con la descripcion de los procedimientos operativos utilizados en los
ejemplos 1y 2, ilustran posibles aplicaciones practicas de la presente invencion y, puesto que son meramente a modo
de ejemplo, no deben considerarse limitativas de la invencién en si misma en modo alguno.

Se hace especial referencia a los excipientes, que pueden utilizarse alternativamente a los mencionados explicitamente
en la presente invencion, segun requisitos de formulacion-tecnolégicos, y que, en cualquier caso, se pueden seleccionar
entre una amplia gama de productos disponibles en el mercado y bien conocidos por los expertos en el sector
farmacéutico, y por lo tanto sin originalidad inventiva.

Con respecto a la dosis de los principios activos, las muestras descritas presentan cantidades puramente indicativas,
cualquier variacion de las cuales no da lugar a la modificacion sustancial de los métodos de preparacion ilustrados.

Mas exactamente, AH, expresado como sal de sodio, puede utilizarse ventajosamente en concentraciones no mayores
de 4% (preferiblemente 1-3%), mientras que CA puede variar entre 0,05 y 2,5% (preferiblemente 0,1-0,5%) segun las
concentraciones utilizadas en los ensayos "in vitro", descritos en el apartado experimental y con la cantidad que figura
en las reivindicaciones de la presente solicitud de patente.

Ejemplo 1: Solucién en monodosis para aplicacion topica

La formulacién, descrita en la Tabla 1, se refiere a principios activos y excipientes (con descripcion de la
correspondiente funcion tecnolégica) que pueden utilizarse en la preparacion de una solucion para aplicacién topica,
que debe dosificarse automaticamente en recipientes desechables de volumen fijo.

El material utilizado para los recipientes, por ejemplo polietileno, debe ser compatible con los componentes de la
formulacién y con las normas actuales para materiales para utilizacion en el campo cosmético o para un dispositivo
médico.

Un ejemplo de preparacion de la formulacion en cuestion para dosificar en recipientes de polietileno para monodosis, se
describe a continuacion:
- pesar los componentes de la formulacion por separado segun las indicaciones en las instrucciones de fabricacion;

- en un recipiente de disolucién, equipado con un sistema de agitacion adecuado, se afiade una cantidad de agua
doblemente destilada correspondiente a aproximadamente la mitad del peso final de la solucién. Se inicia el proceso de
agitacion a fin de obtener un vértice y a continuacion se afade, en orden: metil-para-hidroxi-benzoato sédico
(Me-parabeno Na), CA, EDTA disédico, 2-fenoxietanol y propil-para-hidroxi-benzoato sédico (Pr-parabeno Na)
garantizando que cada componente haya pasado completamente en solucion antes de la adicion de lo subsiguiente;

- comprobar el pH de la solucién resultante y, si es necesario, ajustarlo con acido sulfurico diluido hasta que se obtiene
un valor de pH igual a 7,2 £ 0,4;

-afadir la cantidad pesada de AH soédico muy lentamente y con agitacion vigorosa continua y mantener en agitacion
vigorosa hasta que se alcanza la disolucion completa;

- afadir la cantidad restante de agua doblemente destilada hasta que se alcance el peso final;

- continuar agitando durante el tiempo necesario para obtener la viscosidad deseada (comprendida entre 2.500 y 4.500
Pa x s medido con esfuerzo cortante igual a 5 s’ ), comprobar el pH una vez mas y, si es necesario, ajustarlo con
acido sulftrico o hidréxido sodico diluidos;

- la solucion final resultante se dosifica en recipientes de polietileno del volumen y la forma deseados de una linea
automatica especializada.

Tabla 1: Solucién en monodosis para aplicacion tépica - composicion

Ingrediente Contenido (%) Funcién tecnologica

Hialuronato sodico™“ 1,000 Ingrediente funcional
Condramina® 1,321 Ingrediente funcional
Me-parabeno Na 0,150 Conservante

Pr-parabeno Na 0,035 Conservante

2-fenoxietanol 0,300 Conservante

EDTA sddico 0,100 Coadyuvante de los conservantes
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Acido sulfurico diluido c.s.p.pH7,2 ajustador de pH

Agua doblemente destilada | c.s.p. 100 disolvente/excipiente

(1): Peso molecular comprendido entre 0,5y 3x10° Da

(2): La cantidad de hialuronato sodico pesada puede ajustarse debidamente segun su concentraciénpara cumplir con
el contenido indicado en la solucion final.

(3): Compuesto de 75,7% de NAG y 24,3% de sulfato sddico anhidro, es decir, segun la relaciéon en peso
correspondiente a los respectivos pesos equivalentes.

Ejemplo 2: Lipogel hidratante para aplicacion topica:

La formulacién, indicada en la tabla 2, se refiere a principios activos y excipientes (con descripcion de la correspondiente
funcién tecnolodgica) que pueden utilizarse en la preparacion de un lipogel hidratante para aplicacion tépica, que debe
dosificarse, por ejemplo, en recipientes multidosis. El material utilizado para el recipiente, por ejemplo polietileno, debe
ser compatible con los componentes de la formulacién y con las normas actuales de los materiales para su uso en
dermocosmetologia o para un dispositivo médico.

A modo de ejemplo se describe a continuacion un ejemplo de preparacion de la formulacién en cuestion para la
dosificacion en envases multidosis:

- pesar los componentes de la formulacion por separado segun las indicaciones en las instrucciones de fabricacion;

- etapa 1 (preparacion de la solucion CA): en un turbo-emulsionador adecuado, afiadir la cantidad establecida de agua
purificada y CA; mezclar, utilizando las paletas solamente, durante 30 minutos hasta que se obtiene una solucion;

- etapa 2 (fase acuosa): en el turbo-emulsionador que contiene la solucion CA, agregar la glicerina, el polimero de
polietilen-dimeticonol, el 2-fenoxietanol y el EDTA sddico; agitar utilizando soélo las paletas durante 30 minutos hasta que
los componentes estén completamente homogeneizados;

- etapa 3 (fase oleosa): en un recipiente de fusién, equipado con un sistema de agitacién adecuado y conectado por
medio de un sistema de transferencia de vacio al turbo-emulsionador que contiene la fase acuosa, afiadir los PEG-6
caprilico/capricoglicéridos, el Me-parabeno, el Pr-parabeno y agitar durante 20 minutos; a continuacion, afadir el capril-
carbonato y agitar durante 10 minutos mas;

- etapa 4 (formacién de la emulsion): activar el sistema de conexién recipiente de fusion con turbo-emulsionador,
transferir la etapa 3 en la etapa 2 y utilizar el turbo-emulsionador hasta que se obtenga una emulsion homogénea;

- etapa 5 (adicion de espesante): estabilizar la emulsion resultante mediante la adicion de poliacrilamida
C13-14 isoparafina/lauriléter-7 y agitar durante 20 minutos;

- etapa 6 (fase de silicona): afiadir a la etapa que resulta 5, y en secuencia, polimero reticulado dimeticona/dimeticona y
acido hialuronico/etil-hexil-palmitato, mantener la agitacion durante 20 minutos hasta que se alcanza una
homogeneizacion completa del gel final; antes del envasado primario, comprobar el pH que debe estar comprendido
entre 5.0 y 6,0, y la viscosidad, que debe estar comprendida entre 22.000 y 32.000 cPs;

- etapa 7 (envasado primario): el gel resultante de la etapa 6 puede transferirse y dosificarse en una linea automatica
para el llenado de tubos polivalentes, preferentemente equipados con un aplicador de precision. Como ya se ha
explicado anteriormente, el material seleccionado para los tubos, por ejemplo polietileno, debe ser compatible con los
componentes de la formulacion y con las normas actuales para los materiales que se utilizaran en dermo-cosmetologia
o para un producto médico.

Tabla 2: Lipogel hidratante para aplicacion topica - composicion

Ingrediente Contenido (%) Funcién tecnologica
Condramina‘" 0,66 Ingrediente funcional
AH/etil-hexil-palmitato***! 1,00 Ingrediente funcional

Glicerina 4,00 Agente humectante/disolvente
2-fenoxietanol 0,30 Conservante

EDTA disddico 0,10 Agente quelante/aditivo reolégico
Polimero reticulado de dimeticona/dimeticona 20,00 Aditivo reolégico
Poliacrilamida/lsoparafina de C1s.14/lauriléter-7 5,00 Aditivo reolégico

Glicéridos de PEG-6 caprilico/caprico 2,00 Emoliente
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Capirilil carbonato 5,00 Emoliente
Me-parabeno 0,15 Conservante
Pr-parabeno 0,10 Conservante
Copolimero de polietileno dimeticonol” 3,00 Relleno Soft-focus
Agua desmineralizada c.s.p. 100 Disolvente/excipiente

(1): Compuesto de 75,7% de NAG y 24,3% de sulfato sédico anhidro, es decir segun la relacion en peso
correspondiente a los respectivos pesos equivalentes

(2): Una composicion especial de AH en biosferas (véase la Tabla 3) que, después de la aplicacion sobre la superficie
de la piel en la cara, penetra en las arrugas finas y captura de agua de evaporacion, esponjandose asi con la
consiguiente reactivacion natural de la superficie de la piel. La actividad de suavizado resultante es también debido al
llenado externo de las propias arrugas por las biosferas restantes en la superficie de la piel

(3): El uso de biosferas es una mejora completamente opcional. Alternativamente, pueden reemplazarse con dichas
cantidades de AH como para obtener los mismos resultados estéticos. AH/etil-hexilo-palmitato estd normalmente
disponible en el mercado

(4): Un componente que consiste en elastomeros de silicona especiales, en forma de pequefias particulas esféricas, es
capaz de reflejar la luz incidente de manera uniforme. Las particulas se adhieren en el interior del surco de las arrugas,
con un efecto de suavizado de la superficie y un impacto estético obvio.

Tabla 3: Composicion de AH/etil-hexil-palmitato

Ingrediente Contenido (%) | Funcion tecnoldgica

Hialuronato sédico de BPM(*) |0,145 Ingrediente funcional

Hialuronato sédico de APM(**) | 0,055 Ingrediente funcional
Etil-hexil-palmitato 95,300 Acondicionador/filmégeno de la piel
Silica dimetil silicato 2,500 Espesante

Butilenglicol 1,000 Conservante

Caprililglicol 1,000 Conservante

(*): Bajo peso molecular

(**): Alto peso molecular

B. Soluciones viscoelasticas que contienen CA y AH no reticulado, para ser utilizadas para revitalizacion de la piel

La serie de operaciones descritas en el ejemplo 3 debe considerarse exclusivamente como uno de los ejemplos
explicativos de la presente invencién y como los procedimientos descritos no tienen originalidad inventiva y no
representan ninguna novedad tecnoldgica para los expertos en la materia, no deben considerarse restrictivos de la
propia invencion de ninguna manera.

Con respecto a las concentraciones y caracteristicas fisico-quimicas de los dos principios activos, la informacion
proporcionada para los ejemplos 1y 2 sigue siendo valida.

Ejemplo 3: Soluciones viscoelasticas para utilizar como revitalizadoras para uso intradérmico

La formulacion presentada en la tabla 4 se refiere a principios activos y excipientes (con descripciones de las funciones
tecnologicas correspondientes) que pueden utilizarse en la preparacion de soluciones viscoelasticas, para ser utilizadas
como un dispositivo médico para uso intradérmico en dermocosmetologia y medicina estética.

Del mismo modo, los materiales de envasado utilizados deben ser compatibles con los componentes de la formulacion y
con la normativa vigente que rige la utilizacion en la produccion de un dispositivo médico.

Se presenta a continuacion un ejemplo de preparacion de la clase de formulacién en cuestion, para la dosificacion en
jeringuillas monodosis del volumen deseado:

- pesar los componentes de la formulacion por separado segun las indicaciones en las instrucciones de fabricacion
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- [Etapa 1 (solucién salina isotdnica): en un mezclador equipado con un sistema de agitacion adecuado, preparar la
solucién salina isotdnica, tamponada a pH 7,2, la introducir los componentes enumerados a continuacion, en los
porcentajes descritos en la tabla 4 y agitar hasta que se obtiene una solucién transparente :

e  Cloruro sodico (NaCl)
e Fosfato sédico dibasico dihidratado (NaH2PO4-2H,0)
e Fosfato disédico monobasico decahidratado (Na;HPO4-10H20)
e Agua para inyectables.
Verificar y si es necesario ajustar el pH a 7,2 con HCI 1 N o NaOH 1 N;

- Etapa 2 (hidratacion): en un mezclador adecuado, equipado con sistema de agitacion, calorifugado y sistema de
aplicacién/control de vacio, afiadir la cantidad deseada de solucion salina isoténica (etapa 1) y la CA en cantidades tales
como para obtener la concentracion deseada. Mantener la agitacion durante 10 minutos, a continuacion, afadir la
cantidad deseada de AH a la solucidn resultante y dejar que la mezcla repose durante un dia a una temperatura
comprendida entre 2°C y 6°C, es decir, hasta la completa hidratacion del AH;

- etapa 3 (homogeneizacion): después de haber completado el proceso de hidratacion, con el fin de evitar la
incorporacion de burbujas de aire, aplicar un vacio de 0,2 bar a la mezcladora y dejar la masa, obtenida como se
describe en el parrafo anterior, agitar lentamente hasta que esté completamente homogeneizada;

- antes de la dosificacion en jeringuillas, comprobar el valor de la osmolaridad de la masa homogénea resultante, que
debe estar comprendido entre 260 y 360 mOsm/I;

- La solucién viscoelastica final, que debe administrarse utilizando agujas hipodérmicas finas (calibres 27 y 30), se
puede rellenarse en jeringuillas monouso, del volumen deseado, bajo flujo laminar en un entorno de contaminacion
controlada;

- el envase final se somete posteriormente a un proceso de esterilizacion, compatible con la formulacién y los
materiales con los que esta compuesta.

Tabla 4: Solucion viscoelastica que contiene CA y AH no reticulado - composicion

Ingrediente Contenido (%) Funcién tecnologica

Acido hialurénico'"*® 1,40 Ingrediente funcional
Condramina® 0,25 Ingrediente funcional
Cloruro sodico 0,70 Agente de tonicidad
Fosfato acido de sodio * 2H,0 0,0056 Agente tamponante
Fosfato acido disédico « 10H,O | 0,07 Agente tamponante

Agua para inyectables c.s.p. 100 Disolvente/excipiente

(1): Peso molecular comprendido entre 0,5y 3x10° Da

(2): La cantidad de hialuronato sodico pesado puede ajustarse debidamente segun su
concentracion con el fin de cumplir con el contenido establecido en la solucion final
(3): Compuesto de 75,7% NAG y sulfato sédico anhidro 24,3%, es decir segun la relacién
en peso correspondiente a los respectivos pesos equivalentes.

C. Hidrogeles que contienen CA y AH reticulado para utilizar como relleno intradérmico

Los ejemplos 4 y 5 describen dos procedimientos en los que CA y AH reticulado se incorporan en una unica
formulacion, dando hidrogeles para ser utilizados para administracion intradérmica.

En ambos casos, hay una etapa preliminar, es decir, la reticulacion de AH, que no esta cubierta por las reivindicaciones
contenidas en la presente invencion, pero que se describe de igual forma, al menos en resumen, con el fin de hacer
comprensibles y homogéneos los procedimientos descritos en los ejemplos en cuestion.

El proceso de reticulacion descrito no presenta ninguna novedad tecnoldgica para el sector, de modo que se hizo
hincapié en que no puede atribuirsele ninguna originalidad inventiva, a diferencia de los hidrogeles finales, que
contienen AH reticulado junto con CA, nunca antes se ha descrito y reivindicado debido a la novedad absoluta
representada por las formulaciones que incluyen éstos.

El proceso de reticulacion anteriormente mencionado consiste esencialmente en la formacién de puentes moleculares
que conectan cada una de las unidades de AH entre si mediante la formacién de enlaces covalentes con las moléculas
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bifuncionales del agente de reticulacion. De esta manera, se forman estructuras tridimensionales de consistencia
variable, que, en agua o en liquidos fisiolégicos, tienen capacidad de volver a esponjarse a un estado de equilibrio
directamente en proporcion al grado de reticulacion.

En el AH, hay dos centros de reaccion, adecuados para la formacion de puentes mediante la interaccion con agentes
bifuncionales, es decir:

- el grupo carboxilo del acido glucurénico, con la formacion de puentes de éster;
- el grupo hidroxilo en la posicién 6 de la molécula de N-acetilglucosamina, con la formacién de puentes de éter.

Hay una amplia gama de agentes de reticulacion conocidos, ampliamente utilizados y facilmente disponibles en el
mercado, y de entre ellos, podemos citar a modo de ejemplo: Eter 1,4-butanodiol-diglicidilico (BDDE), éter diglicidilico de
polietilenglicol, divinilsulfona (DVS), epiclorhidrina, 1,2,3,4 di-epoxibutano, 1,2,7,8 di-epoxibutano y otros.

Entre los agentes de reticulacion mencionados anteriormente, es preferible BDDE debido a su muy baja toxicidad y, por
esta razon, se utiliza en las formulaciones descritas y reivindicadas en la presente solicitud de patente, y, en
consecuencia, en el detalle de los ejemplos 4, 5.

Para cada agente de reticulaciéon, hay modos practicos precisos de uso y, en el caso del BDDE, el proceso se consigue
mediante la formacién de enlaces éter con los grupos hidroxilo de NAG en las condiciones de operacion especificadas
en el presente documento:

Relacion de BDDE/AH (p/p): 1/1-1/50

Concentracién de BDDE en la mezcla de reaccioén: 0,5-20% (p/v)
Concentracion de AH en la mezcla de reaccion: 10-20%

Peso molecular del AH: O,5-3><106 Da

Temperatura de reaccion: 30 a 60°C.

pH de reaccion: > 11

Tiempo de reaccién: 2-4 horas

Con respecto a la dosis de los principios activos, las muestras descritas presentan cantidades puramente indicativas, y
cualquier variacion de las mismas no da lugar a la modificacion de los métodos de preparacion ilustrados. Ademas,
dichas cantidades estan en consonancia con las condiciones requeridas para el uso de BDDE como agente de
reticulacion, y estan dentro de los intervalos ya especificados en los ejemplos 1, 2 y 3. Para mayor claridad, la
formulacion relativa a los ejemplos 4 y 5 se resume cuantitativamente en la tabla 5.

Ejemplo 4: Hidrogeles de 2% de AH que contienen 0,1% de CA (incorporacion de CA mediante rehidratacion de
AH reticulado)

El procedimiento se describe con detalle por medio de los pasos y etapas descritos a continuacion:
a. Preparacion del hidrogel de 2% de AH reticulado

- etapa 1 (disolucién del AH): en un reactor adecuado, equipado con agitador, calorifugado y sistema de control de
vacio, introducir NaOH 0,25 N y AH (como sal sédica) obtenido por biofermentacion (peso molecular comprendido
entre 0,5 y 3x10° Da) en cantidades tales como para dar una concentracion final de AH igual a 12% (p/v); dejar
hidratar el AH durante una hora a 2-6°C, a continuacién aplicar un vacio de 0,2 bar, con el fin de evitar la
incorporacion de burbujas de aire en la masa, y empezar la agitacion suave como para obtener una
homogeneizacion completa;

- etapa 2 (reaccion de reticulacion): en el reactor que contiene la etapa 1, restablecer la presion atmosférica, a
continuacion, afiadir una cantidad tal de BDDE como para dar una relacion de 1:16 (p/p) con respecto al contenido
de AH, y mantener agitacion durante otros diez minutos para dispersar uniformemente el BDDE en toda la masa de
reaccion; en este momento, detener la agitacion, y dejar la reaccion en reposo durante 2-4 horas a 50°C hasta que
el proceso de reticulacion sea completo; utilizando un aparato adecuado, moler el gel resultante para dar particulas
de dimensiones iguales a aprox. 1 cm3;

- etapa 3 (purificacion/hidratacion): transferir el producto procedente de la etapa 2 a un recipiente equipado con un
agitador, preparar por separado una solucion salina isoténica, tamponada a pH 7,2 segun la composicion descrita en
la Tabla 6, y afiadir una cantidad tal al AH reticulado como para dar una relacion de 5:1 (p/p) con respecto al gel de
la etapa 2; comenzar la agitacién suave y ajustar el pH a 7 con HCI 1 M y dejar agitando durante 24 horas. Repetir la
operacion al menos tres veces, es decir, hasta alcanzar el equilibrio de reesponjamiento, con la obtencién de un
hidrogel de AH con la concentraciéon deseada.

En el transcurso de las operaciones anteriormente descritas, comprobar repetidamente el pH de la solucién isoténica
externa y la osmolaridad del hidrogel final, que debe corresponder a la relacionada con la concentracion de AH
predefinida (osmolaridad comprendida entre 260 y 360 mOsm/l y pH comprendido entre 6,8 y 7,6).
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b. Preparacion de la solucion isoténica, tamponada a pH 7,2, que contiene la concentracion predeterminada de CA
(0,1%)

en un recipiente adecuado equipado con agitador, se carga la cantidad predefinida de solucion salina tamponada a
pH 7,2, obtenido segun las instrucciones dadas en la etapa 3 del paso a., comprobar el pH vy, si es necesario, ajustar
con HCI1 N o NaOH 1 N.

Afadir la cantidad predeterminada de CA y dejar agitando hasta disolucion completa. Transferir y almacenar la
solucion asi obtenida a un recipiente cerrado, partado de fuentes de calor.

c. Preparacion de un hidrogel que contiene 2% de AH reticulado y 0,1% de CA

etapa 1 (precipitacion y secado de AH reticulado): en un sistema de didlisis adecuado, equipado con una membrana
adaptada con esta finalidad (p. €j., spectra 4 MWCO:12-14000), introducir la cantidad indicada de hidrogel de AH
reticulado, obtenida segun la descripcion dada en la etapa 3 del paso a, transferir el dializador a un recipiente de
tamafio adecuado e introducir una cantidad de agua tal que permita la didlisis exhaustiva con eliminacién completa
de la sal (sustituyendo el medio de dialisis si es necesario); transferir el gel resultante a un recipiente adecuado
equipado con un agitador, afiadir un gran exceso de etanol y comenzar una agitacion vigorosa hasta la precipitacion
completa del AH reticulado; separar la fase sélida por filtracion y secarla, al vacio, a una temperatura no superior a
40°C; después del secado y para facilidad de uso, reducir el AH reticulado resultante a particulas de tamafo
comprendido entre 20 y 50 ym por medio de un sistema adecuado de molienda/micronizacion;

etapa 2 (incorporacion de CA por rehidratacion): en un recipiente adecuado equipado con un agitador, transferir la
cantidad requerida de AH reticulado, obtenido segun la descripcién dada en la etapa 1, y afiadir una cantidad
adecuada de solucioén isoténica de CA tamponada a pH 7,2 (véase el paso b.), a fin de dar las concentraciones
predefinidas de los principios activos, y a continuacion llevar a cabo la rehidratacion, mientras se agita muy
lentamente, hasta que se forma el hidrogel deseado;

etapa 3 (llenado en jeringuillas): el hidrogel final resultante es adecuado para la dosificacién en jeringuillas
monodosis por medio de una maquina de llenado adecuada, en un entorno exclusivo en flujo laminar; el envase final
se somete a un proceso de esterilizacion compatible con la formulacion y los materiales de los que esta compuesto.

Ejemplo 5: Hidrogeles de 2% de AH que contienen 0,1% de CA (incorporacion de CA por difusion en el hidrogel de

AH)

El procedimiento se describe con detalle por medio de los pasos y etapas descritas a continuacion:

etapa 1 (precipitacion del hidrogel de AH reticulado): Preparado segun los métodos operativos descritos en el
ejemplo 4 - paso a. - etapa 2;

etapa 2 (preparacion de la solucion isoténica, tamponada a pH 7,2, que contiene la concentracion predeterminada
de CA (0,1%)): preparada segun la descripcion dada en el ejemplo 4 - paso b.

etapa 3 (preparacion de un hidrogel de AH reticulado al 2% y CA (0,1%)): en un recipiente apropiado equipado con
un sistema de agitacion adecuado, introducir la cantidad predefinida de hidrogel de AH, obtenido segun el método
operativo de la etapa 1, iniciar el proceso de difusién mediante la adicidon de una cantidad calculada de la solucién
isotonica de CA (véase la etapa 2) y mantener en agitacion suave durante 24 horas; desechar la solucion isotonica
residual y comprobar que los parametros del hidrogel resultantes corresponden a los establecidos es decir:

¢l valor de osmolaridad debe estar comprendido entre 260 y 360 mOsm/ml

e¢l valor del pH debe estar comprendido entre 6,8 y 7,6;

repetir la operacion el nimero de veces necesarias y suficientes para obtener la formulacion final que contiene
AH reticulado y CA en las concentraciones establecidas;

etapa 4 (llenado en jeringuillas): el producto resultante de la etapa 3 se homogeneiza y reduce en particulas de
dimensiones comprendidas entre 100 y 300 uym es decir, de manera que sea capaz de dosificarse en jeringuillas
monodosis, utilizando una maquina de llenado adecuada en un entorno exclusivo con flujo laminar.

45 El envase final se somete posteriormente a un proceso de esterilizacion, compatible con la formulacién y los materiales
de los que esta compuesto.

Tabla 5: Formulacion correspondiente a los ejemplos 4y 5

Ingrediente Contenido (%) Funcién tecnologica
Acido hialurdnico reticulado'"*® 2,0 Ingrediente funcional
Condramina® 0,1 Ingrediente funcional
Cloruro sodico 0,7 Agente de tonicidad
Fosfato sédico dibasico * 2 H,O 0,0056 Agente tamponante
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Fosfato disédico monobasico ¢ 10 H,O 0,07 Agente tamponante

Agua para inyectables c.s.p. 100 Diolvente/excipiente

(1): en forma de sal de sodio. Peso molecular comprendido entre 0,5 y 3x10° Da

(2): la cantidad de hialuronato sédico pesada puede ajustarse debidamente segun su concentracién con el fin de
cumplir con el contenido establecido en la solucién final

(3): compuesta de 75,7% de NAG y 24,3% de sulfato sodico anhidro, es decir segun la relacion en peso
correspondiente a los respectivos pesos equivalentes.

Tabla 6: Solucién tampédn isoténica a pH 7,2 - Composicion

Ingrediente Contenido (%) Funcién tecnologica
Cloruro sodico 0,7 Agente isotonizante
Fosfato sédico dibasico * 2 H,O 0,0056 Agente tamponante
Fosfato disédico monobasico ¢ 10 H,O 0,07 Agente tamponante
Acido clorhidrico 1 N" seguin sea necesario Ajustador de pH
Hidroxido sédico 1 N seguin sea necesario Ajustador de pH
Agua para inyectables c.s.p. 100 Disolvente/excipiente
(*) Para utilizar solo si es necesario

C. Formas orales

Las formulaciones indicadas de aqui en adelante ilustran posibles aplicaciones practicas de la presente invencion, y
como tal, no debe considerarse que sean limitativas de la propia invencién en modo alguno.

Se hace especial referencia a los excipientes de las diversas presentaciones consideradas, que pueden utilizarse
alternativamente a las mencionadas explicitamente en los ejemplos ilustrados a continuacion, dependiendo de los
requisitos de formulacién-tecnolégicos, y que, en cualquier caso, se puede seleccionar de una amplia gama de
productos disponibles en el mercado y bien conocidos por los expertos en el sector farmacéutico, y por consiguiente sin
originalidad inventiva.

También en el caso de las formas orales, la dosis CA dada en los ejemplos es puramente indicativa y en cualquier caso
esta dentro del rango de dosificacion reivindicado en la presente descripcion de la invencion, es decir, variable entre
100-1.000 y preferiblemente 250-750 mg por dia, expresado en base de glucosamina.

Lo mismo también es cierto para la relacion NAG a SSA dentro de CA, que, tal como se especificé anteriormente,
pueden variar libremente en términos de peso equivalente entre 1:0,5 y 1:3 y que, en los ejemplos descritos, se ha
mantenido constante e igual a 1:1 siendo la mas ventajosa segun los resultados del apartado experimental.

También debe precisarse que, cualquier variacion en la dosis de CA y en su contenido en relacion con NAG y SSA no
implican modificaciones sustanciales a los métodos de preparacion ilustrados.

Ejemplo 6: Comprimidos para uso oral

Ademas del principio activo, la formulacion descrita en la Tabla 7 comprende excipientes (con una descripcion de la
funcién tecnoldgica correspondiente) que puede usarse en la preparacion de comprimidos que se utilizaran para
administracion oral de la materia de la presente invencion, sola o junto con otros principios activos.

La técnica de vehiculacion de la dosis seleccionada de CA, sola o junto con otros principios activos, en un comprimido,
s6lo requiere operaciones que son tecnoldégicamente bien conocidos y completamente normales para cualquier
operador en la técnica, es decir:

- pesada de cada uno de los componentes de la formulacién

- granulacion en humedo, mediante una solucién acuosa de polividona K-25, NAG y celulosa microcristalina (granulado
A) en un granulador adecuado

- secado del granulado A en una estufa de secado con aire circulante a una temperatura no superior a 50°C hasta peso
constante (puede utilizarse cualquier otro tipo de secado siempre que sea validado previamente)

- tamizado del granulado A y los demas componentes de la formulacion;

- preparacion de la mezcla para compresion por homogeneizacion de granulado A con los demas componentes de la
formulacién en un mezclador adecuado;
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- compresion de la mezcla resultante en una maquina adecuado de formacién de comprimidos automatizada, con la
eventual realizacion de comprimidos de forma y tamafio adecuados.

Tabla 7: Ejemplo de formulaciéon en forma de comprimidos

Ingredientes mg/comprimido Funcion tecnolégica

Principio activo

Condramina"® 815,6 Ingrediente funcional
(correspondiente a glucosamina) (500)

Excipientes

Celulosa microcristalina'® 61,2 Diluyente/disgregante

Polividona K-25' 10,6 Aglutinante

Carboximetilcelulosa sédica reticulada"” segun sea necesario Disgregador

Talco®™ segun sea necesario Agente deslizante/antiaglomerante
Estearato de Mg" segun sea necesario Agente lubricante/antiaglomerante
Agua'® seguin sea necesario Apoyo de formulacién

(1): la cantidad de CA se formula y se calcula de manera que la relacion entre NAG y SSA, en términos de peso
equivalente, es 1: 1 (75,7% de NAG y 24,3% en peso de SSA) correspondiente a un contenido, expresado en
glucosamina base , igual a 500 mg (PM de NAG = 221,2; PM de glucosamina base = 179,2: por lo tanto, en términos
ponderales, 221,2 mg de NAG corresponde a 179,17 mg de glucosamina base)

(2): utilizada en la preparacion del granulado de CA

(3): las cantidades absolutas y relativas de dichos excipientes dependen del tamafio y forma del molde de compresion,
del tipo de maquina de formacién de comprimidos y el sistema para la carga de los polvos en la camara de compresion
instalado en el interior

(4): el agua se utiliza en la preparacion de granulado A y su cantidad depende de los componentes del granulado asi

como del tipo y del tamafio del granulador utilizado. Se elimina completamente durante el secado

Ejemplo 7: Capsulas para uso oral

Ademas del principio activo, la formulacion descrita en la tabla 8 comprende excipientes (con una descripcion de la
funcién tecnolégica correspondiente) que puede usarse en la preparacion de capsulas de gelatina dura que se utilizara
para la administracion oral de la materia de la presente invencién, solo o opcionalmente junto con otros principios
activos.

La técnica de vehiculacion de la dosis seleccionada de CA, sola o junto con otros principios activos, en una capsula de
gelatina dura, solo requiere operaciones que son tecnolégicamente bien conocidas y completamente normales para
cualquier operador experto en la técnica, es decir:

- pesada de cada uno de los componentes de la formulacién
- preparacion de la mezcla a encapsular por homogeneizacion en seco en un mezclador adecuado
- llenado automatizado en capsulas de gelatina dura de tamafio adecuado y el color deseado

Tabla 8: Ejemplo de una formulacion en forma de capsulas

Ingredientes mg/capsula Funcion tecnolégica

Principio activo

Condramina‘" 407,8 Ingrediente funcional
(correspondiente a glucosamina) (250)

Excipientes

Celulosa microcristalina'® segun sea necesario Aglutinante/Diluyente

Talco™ segun sea necesario Agente fluidificante/antiaglomerante
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Estearato de Mg® segun sea necesario Agente lubricante/antiaglomerante

(1): véase los comentarios en la nota (1) de la tabla 7 para calcular la dosis de CA y de las relaciones de masas entre
NAG y SSA.

(2): las cantidades absolutas y relativas de los excipientes dependen del tamafio de las capsulas utilizadas como
excipiente de administracion y del tipo de dosificacion/sistema instalado en el relleno utilizado para la dosificacion de la

formulacion en capsulas de gelatina dura.

Ejemplo 8: Bolsitas termoselladas que contienen polvos para la preparacion improvisada de
soluciones/suspensiones bebibles

Ademas del principio activo, la formulacion descrita en la tabla 9 comprende excipientes (con una descripcion de la
funcién tecnolégica correspondiente) que puede usarse en el uso de la materia de la presente invencion, sola u
opcionalmente junto con otros principios activos, en el formulacion de un polvo para la preparacion de
soluciones/suspensiones improvisadas para tomar por via oral.

Con esta finalidad, la formulaciéon en cuestién puede vehiculizarse adecuadamente en una bolsita termosellada
constituida por una capa externa de papel, una interfaz de aluminio y una capa interior de polietileno, empleando
operaciones de preparacion bien conocidas y utilizables por cualquier personal técnico que opera en este campo
especifico, es decir:

- pesada y tamizado de cada uno de los componentes de la formulacion;
- preparacion de la mezcla de componentes por homogeneizacion en seco en un mezclador adecuado;
- termomoldeo de las bolsitas en una linea automatizada adecuada

- utilizando la misma linea automatizada para el llenado y sellado de las bolsitas con la forma y dimensiones deseadas y
que contiene los polvos que se utilizaran para la preparacion de soluciones/suspensiones para tomar por via oral
improvisadamente.

Tabla 9: Ejemplo de formulacion en forma de polvo para la preparacion de soluciones/suspensiones para tomar
improvisadamente

Ingredientes mg/bolsita Funcion tecnolégica
Principio activo

Condramina \" 815,6 Ingrediente funcional
(Correspondiente a glucosamina) (500)

Excipientes

Sorbitol segun sea necesario | Diluyente/edulcorante
Acido citrico segun sea necesario | Potenciador del sabor
Polietilenglicol 4000 ¥ segun sea necesario | Lubricante/plastificante
Otros segun sea necesario | Edulcorantes/aromas

(1): véase los comentarios en la nota (1) de la tabla 7 para calcular la dosis de CA y de las relaciones de peso entre
NAG y SSA.

(2): las cantidades absolutas y relativas de dichos excipientes dependen del tipo de relleno de la bolsita utilizada y de
los tamanfos de la bolsita.

(3): pueden afadirse libremente aromas y edulcorantes, dependiendo de las preferencias organolépticas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion util para el tratamiento cosmético y estético de la piel, que contiene N-acetilglucosamina y un sulfato
de metal alcalino en la relacién de peso equivalente de 1:1.

2. La composicion segun la reivindicacion 1, en donde dicho sulfato de metal alcalino es el sulfati sédico anhidro.
3. La composicién segun la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas acido hialurénico o una de sus sales.

4. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas acido hialurénico o una de
sus sales en concentraciones de hasta el 4% en peso, con referencia al peso total de la composicion.

5. La composicion segun la reivindicacion 4, que comprende acido hialurénico o una de sus sales en concentraciones
entre 1% y 3% en peso.

6. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en una forma adecuada para uso tdpico o
intradérmico, que comprende N-acetilglucosamina y sulfato sédico anhidro en cantidades totales comprendidas entre
0,05% y 2,5% en peso, con referencia al peso total de la composicion.

7. La composicion segun la reivindicacion 6, que comprende N-acetilglucosamina y sulfato sédico anhidro en cantidades
totales entre 0,1% y 0,5% en peso.

8. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende portadores, excipientes y/o
conservantes para uso cosmético.

9. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en forma de solucion, lipogel o hidrogel para
aplicacion topica sobre la piel.

10. La composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la forma de una dosis unitaria para administracion
oral.

11. La composicion segun la reivindicacion 10, que comprende N-acetilglucosamina y sulfato sédico anhidro en una
relacion de peso equivalente de 1:1 y que contiene una cantidad de N-acetilglucosamina comprendida entre 100 y 1.000
mg, expresada en base de glucosamina.

12. El uso de una composicion segun la reivindicacion 1 que contiene N-acetilglucosamina y sulfato sédico anhidro en
una relacion de peso equivalente entre 1:0,5 y 1:3 para el tratamiento cosmético de la piel.

13. El uso de la reivindicacién 12, en donde N-acetilglucosamina y sulfato de metal alcalino estan en la relaciéon de peso
equivalente de 1:1.

14. El uso de las reivindicaciones 12 o 13, en donde dicha composicién comprende ademas acido hialurénico o una de
sus sales.

15. Un relleno intradérmico util para restablecer el tono y vigor de la piel, que comprende una composicion que contiene
N-acetilglucosamina y sulfato de metal alcalino en una relacion de peso equivalente entre 1:0,5y 1:3.

16. Un complemento alimenticio para el trofismo de la piel, que comprende una composiciéon segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.
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