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DESCRIPCION
Nuevas composiciones para el tratamiento de las Ulceras cronicas

La presente invencion se relaciona con composiciones que comprenden sustancias de origen natural para su uso en
el tratamiento o la prevencion de la aparicion o el agravamiento de las Ulceras del pie diabético.

Estado de la técnica previa

La diabetes esta ampliamente reconocida como una de las causas principales de muerte y discapacidad en todo el
mundo. La diabetes tiene efectos negativos a corto y largo plazo. El control de los niveles de azucar en sangre es el
mejor tratamiento preventivo para reducir y retrasar los efectos negativos a largo plazo de la diabetes, pero esto no
siembre es posible y, dependiendo de diversos factores, tales como la duracion de un alto nivel de aziucar en sangre,
la fisiologia y la raza del paciente y la seriedad de la enfermedad, apareceran efectos adversos a largo plazo.

Tres importantes efectos adversos a largo plazo son la retinopatia, la nefropatia y la neuropatia. La retinopatia afecta
a la retina y causa pérdida de vision en los estadios finales de la enfermedad. La nefropatia afecta a los rifiones y
causa su funcionamiento defectuoso, mientras que la neuropatia causa pérdida de sensibilidad en los miembros,
sobre todo en los pies. Como efecto secundario, la neuropatia de los nervios del pie causa la creacién de heridas
cronicas (Ulceras), a menudo infectadas por bacterias y otras infecciones oportunistas. El tratamiento de estas
heridas suele ser infructuoso y, a menudo, da lugar a la amputacién parcial o total del pie.

Entre las personas con diabetes, el 15 % padecera una ulcera en el pie en el transcurso de su vida, y alrededor del
14-24 % de las personas con una Ulcera del pie requerira amputacion. Por lo tanto, no es sorprendente que la
diabetes sea la principal causa no traumatica de amputaciones de los miembros inferiores. A pesar de algunos

esfuerzos para evitar la amputacion en la ultima década, la incidencia de amputacién de los miembros inferiores en
personas con diabetes esta en aumento.

De acuerdo con la clasificacion de Wagner, se extrae una distincion entre cinco "estadios" o "tipos" de Ulceras del pie
diabético:

ESTADIO O TIPO |

Superficial, no infectada (piel, hipodermis)

ESTADIO O TIPO Il

Profunda, no infectada (tendones, musculos, huesos)

ESTADIO O TIPO 1lI

Profunda, infectada

ESTADIO O TIPO IV

Lesiones isquémicas (necrosis parcelar o gangrena del dedo)

ESTADIO O TIPO V

Gangrena extensa del pie (cirugia radical)

Entre los métodos conocidos para el tratamiento de heridas crénicas tales como las Ulceras diabéticas estan la
hidroterapia, el tratamiento con ultrasonido, la aplicacion de hidrogeles liberadores de 6xido nitrico y el oxigeno
hiperbarico. Sin embargo, los tratamientos conocidos conllevan algunos inconvenientes. Algunos de ellos son muy
costosos y, por lo tanto, no disponibles facilmente, otros tienen pautas de dosificacion que son muy dolorosas para el
paciente. Muy a menudo, los tratamientos conocidos no son suficientemente eficaces, ya que las heridas (Ulceras)
crénicas se caracterizan por un alto indice de recidiva.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar nuevas composiciones para el tratamiento y la
prevencion de las Ulceras crénicas, en particular, evitar la formacién de Ulceras del pie diabético, que son eficaces
(es decir, con un riesgo minimo de recidiva) y faciles de administrar.

Sumario de la invencién

Fue sorprendente descubrir que la aplicacién tépica de composiciones que comprenden cera de abejas, un extracto
de hipérico, un extracto de vid roja, un extracto de castafio de Indias, un extracto de centella, un extracto de rusco,
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un extracto de aloe son una cura eficaz en el tratamiento para prevenir la aparicion o el agravamiento de las Ulceras
(o llagas) del pie diabético. Se demostré que la seleccidon de los componentes era absolutamente atoxica y bien
tolerada, y permiti6 hacer una composicion que presentd una combinacion de efectos curativos y emolientes, con
eficacia probada en la curacién y prevencion de heridas cronicas, como, p. €j., Ulceras del pie diabético.

Por lo tanto, el objeto de la presente invencidon son composiciones que comprenden cera de abejas, un extracto de
hipérico, un extracto de vid roja, un extracto de castafio de Indias, un extracto de centella, un extracto de rusco, un
extracto de aloe para su uso en el tratamiento o prevencion de la aparicion o el agravamiento de las Ulceras del pie
diabético. AUn mas ventajas, asi como las caracteristicas y los modos de empleo de la presente invencion, se haran
evidentes en la siguiente descripcion detallada de algunas realizaciones preferidas de la misma, dadas a modo de
ejemplo y no para fines limitantes. Se hara referencia a las figuras de los dibujos anexos.

Descripcion detallada de las figuras

Fig. 1. En la figura 1 se publica la foto del pie diabético de un paciente diabético, de 73 afios de edad, cuyo grado de
gravedad de los estados que predisponen a las Ulceras de acuerdo con el esquema de evaluacion publicado en el
ejemplo 2 fue de 1, es decir, piel muy seca con fisuras abiertas al nivel del talén.

Fig. 2. En la figura 1 se publica la foto del mismo pie diabético de la figura 1 después del tratamiento con la
composicion de la presente invencion, el grado de gravedad de la anomalia cutanea asignado después del
tratamiento de acuerdo con el esquema de evaluacién publicado en el ejemplo 2 fue de 3 (por lo tanto, una mejoria
de +2), es decir, piel muy seca sin fisuras.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones para su uso en el tratamiento o la prevencién de heridas croénicas,
como, p. €j., Ulceras del pie diabético.

Gracias a sus efectos protectores, emolientes y curativos, se ha demostrado que dicha composicion es
particularmente eficaz en la curacion, la prevencion y el retraso en la evoluciéon de dichas ulceras cronicas hacia
estadios mas graves.

La composicion también ejerce sobre la zona afectada un efecto de barrera que permite preservar la integridad de la
pelicula hidrolipidica de la piel, causando de forma indirecta los siguientes efectos:

- accion hidratante/emoliente
- accion lenitiva, antiinflamatoria
- accion de mejoria de la microcirculacion

El efecto de barrera de la composicion de la invencién permite también que los otros componentes de la
composiciéon permanezcan adheridos durante mas tiempo en contacto con la piel irritada, evitando un arrastre rapido
de los mismos por fluidos biolégicos (supuraciones, sudor), y por lo tanto, permite que la composicion lleve a cabo su
efecto durante mas tiempo y de forma éptima.

En una realizacién de la invencion, la composicion descrita en el presente documento es eficaz en el tratamiento de
las ulceras del pie diabético de tipo |, promoviendo una regresion desde dicho estadio, o retrasando la evolucion o,
en relacion con las Ulceras de tipo |, evitando la evolucién desde Ulceras de tipo | a Ulceras de tipo Il

Los componentes esenciales de la composicion, es decir, los principios activos utilizados, son cera de abejas, un
extracto de hipérico, un extracto de vid roja, un extracto de castafio de Indias, un extracto de centella, un extracto de
rusco, un extracto de aloe, a los que pueden afiadirse otros componentes tal como se describe mas adelante.

Extracto de vid roja; la especie Vitis vinifera comprende un nimero muy grande de diferentes especies de vides;
algunas de éstas, debido a la peculiar tonalidad de su hoja, se definen como "vid roja". Para preparar un extracto de
vid roja de acuerdo con la presente invencion, pueden utilizarse materiales vegetales procedentes de la hoja. El
extracto puede prepararse a partir de al menos una de las varias variedades que pertenecen a la especie Vitis
vinifera que se clasifican dentro de la definicion de vid roja. Por lo tanto, se entiende que, en la presente descripcion,
tiene que considerarse que la expresion "vid roja" o "vid" indica cualquiera de las muchas variedades de plantas que
pertenecen a la especie Vitis vinifera definida comunmente como "vid roja".

El extracto de las hojas de vid roja contenido en la composicion podria oscilar desde el 0,01 % al 2 % del peso total
de la composicion, como p.ej. en una cantidad que oscila entre el 0,05 % y el 0,2 % del peso total de la composicion.
El extracto usado en la composicion podria ser, p. €j., un extracto liofilizado (deshidratado por congelacion), un
extracto fluido, un extracto glicérico, un extracto glicélico,

Extracto de castafio de Indias (o Aesculus hippocastanum). El extracto de castafio de Indias podria usarse, p. €j., en
forma de extracto seco de semillas. El extracto de castafio de Indias contenido en la composiciéon podria oscilar
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desde el 0,01 % al 10 % del peso total de la composicion, y preferentemente en una cantidad que oscila entre el 0,2
% y el 1 % del peso total de la composicion.

La cera de abejas esta compuesta principalmente por miricina (palmitato de miricilo y alcohol miricilico), acido
cerdtico y ésteres del mismo, y parafinas de alto contenido en carbono, obtenidos de la miel mediante centrifugacion,
usada como emoliente, emulsionante y filmdgena en formulaciones cosméticas. El contenido de cera de abejas en la
composicion podria oscilar desde el 0,01 % al 7 % del peso total de la composicion, y preferentemente en una
cantidad comprendida entre el 0,2 % y el 5 % del peso total de la composicién. Podria usarse cera amarilla de panal
de Apis mellifera.

El extracto de hipérico podria ser un extracto hipérico perforado, también conocido como hierba de San Juan, es una
especie perteneciente al género Hypericum, contiene un gran numero de clases diferentes de sustancias: derivados
de naftodiantrona, hipericina, pseudohipericina e isohipericina, y derivados de florogucinol, como hiperforina.
También contiene flavonoides, como hiperédsido, rutina, quercetina, quercitrina e isoquercitrina, procianidinas, aceites
esenciales y xantanos.

Para la preparacion del extracto, se usaron sumidades floridas como materia prima.

Por supuesto, el extracto puede prepararse a partir de al menos una de las numerosas variedades pertenecientes a
la especie Hypericum perforatum (hipérico perforado). Por lo tanto, se entiende que, en la presente descripcion, la
expresion "Hypericum perforatum" o "hipérico perforado”, o "hipérico" debe interpretarse que indica cualquiera de las
numerosas variedades de plantas pertenecientes a la especie Hypericum perforatum.

El extracto final podria prepararse, p. €j., en forma de extracto liofilizado deshidratado, suave, preferentemente como
extracto oleoso de acuerdo con los métodos conocidos en el estado de la técnica. El hipérico, de acuerdo con la
tradicion, es un extracto oleoso obtenido mediante la maceraciéon de sumidades floridas de hipérico fresco en aceite
de girasol a la luz del sol. La exposicion al sol permite que se transforme completamente la hipericina, y que
aumente el contenido de flavonoides en la solucion oleosa, ejerciendo dichos flavonoides una accion antioxidante y
lenitiva. Los productos de degradacion de la hipericina dan al aceite su color marrén rojizo, mientras que el
compuesto quimico hiperforina parece ser responsable de las propiedades protectoras del aceite.

Los extractos vegetales deshidratados podrian prepararse mediante la evaporacion total del solvente a temperaturas
inferiores a 50 °C, preferentemente inferiores a 0 °C de modo que no se alteren los principios activos.

El extracto de hipérico contenido en la composicion podria oscilar desde el 3 % al 10 % del peso total de la
composicion, y preferentemente en una cantidad comprendida entre el 5 % y el 6 % del peso total de la composicion.

En todos los casos en los que el uso de aceite vegetal se ha indicado anteriormente para preparar los extractos,
dicho aceite también podria estar en forma de emulsién: aceite en agua, agua en aceite o también aceite en gel o gel
en aceite.

Extracto de aloe. En las composiciones, podria usarse el extracto de cualquier planta del género Aloe;
preferentemente, se usaran extractos de la planta aloe vera (o Aloe barbadensis miller). El gel de aloe esta
contenido en el parénquima de la hoja fresca de la planta de aloe vera. Mediante un proceso de deshidrataciéon por
atomizacion, se obtiene un producto con una concentracion particularmente alta de polisacaridos (por término medio,
200 veces con respecto al gel extraido de la hoja). Los polisacaridos de aloe estan constituidos de glucosa, manosa
y monodmeros de glucomanano.

El gel de aloe puede formar peliculas protectoras sobre los tejidos (tanto mucosos como cutaneos).

En un estudio in vitro, se demostré la capacidad de los componentes polisacaridos y flavonoides del gel de aloe de
proteger al acido linoleico de la peroxidacion. La presencia de un extracto de aloe dentro de la pomada contribuye a
ejercer el efecto de proteccion y de restauracion de la integridad de la piel.

El extracto, como p. €j., el extracto seco del gel foliar, podria obtenerse a partir de hojas, tal como se conoce en el
estado de la técnica. El extracto de aloe contenido en la composicion podria oscilar desde el 0,01 % al 3 % del peso
total de la composicion, y preferentemente en una cantidad comprendida entre el 0,1 % y el 0,5 % del peso total de
la composicion.

El extracto de rusco contiene diversos compuestos, como sapogeninas (ruscogeninas), fitosteroles, acidos grasos,
azucares simples y complejos, una pequefa cantidad de aceite esencial, taninos y flavonoides, El extracto de rusco
utilizado podria ser, p. €j., en forma de un extracto liofilizado, un extracto fluido, un extracto glicérico, un extracto
glicolico, Estudios especificos realizados por los inventores destacaron la presencia, en el extracto de rusco
deshidratado por congelacion, de polisacaridos que tenian un alto peso molecular (>25000 Daltons) en una buena
concentracion. Estos actian de forma sinérgica con los de aloe, potenciando sus capacidades para formar una
pelicula protectora.
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El extracto de rusco contenido en la composicidon podria oscilar desde el 0,01 % al 5 % del peso total de la
composicion, y preferentemente en una cantidad comprendida entre el 0,5 % y el 1,2 % del peso total de la
composicion.

Extracto de centella En las composiciones, podria usarse el extracto de cualquier planta del género Centella;
preferentemente, se usaran extractos liofilizados obtenidos de hojas de Centella asiatica. El extracto de centella
contenido en la composicion podria oscilar desde el 0,01 % al 5 % del peso total de la composicion, y
preferentemente en una cantidad comprendida entre el 0,1 % y el 1 % del peso total de la composicion.

Las composiciones de la presente invencion podrian comprender ademas otros componentes vegetales con efectos
beneficiosos, como, p. €j., aceites que tienen un efecto hidratante indirecto, como p. €j., aceite de jojoba o similares.

Aceite de jojoba. El aceite de jojoba es una "cera liquida" similar al aceite producida a partir de la semilla de la planta
de jojoba (o Simmondsia chinensis), obtenida mediante un proceso de presién en frio de semillas frescas. Esta
compuesto esencialmente de una mezcla de ésteres de acidos grasos de cadena larga (C40 y C44) con alcoholes
grasos y sin moléculas de glicerol. Es muy estable, no se oxida y no se enrancia, ni siquiera después de tratamientos
térmicos repetidos. El aceite de jojoba restaura la barrera lipidica cutanea, asegurando un efecto emoliente no
oclusivo y un efecto hidratante indirecto muy buenos. Se absorbe facilmente por la piel, porque esta formado de
moléculas pequefas que tienen una estructura lineal con una polaridad relativamente alta y porque tiene una alta
afinidad por el sebo, gracias a la presencia de acidos grasos similares a los que estan presentes en la pelicula
lipidica. El aceite constituye alrededor del 50 % en peso de las semillas de jojoba y puede extraerse de la semilla de
acuerdo con técnicas de extraccion de aceite a partir de la semilla, conocidas en el estado de la técnica.

El aceite de jojoba contenido en la composicién podria oscilar desde el 2 % al 12 % del peso total de la composicion,
y preferentemente en una cantidad comprendida entre el 6 % y el 8 % del peso total de la composicion.

Las composiciones también podrian comprender uno o mas agentes perfumantes y/o colorantes, como, por ejemplo,
aceites esenciales seleccionados de entre: aceite esencial de lavanda, aceite esencial de melaleuca, aceite esencial
de menta, limdn, palo de rosa, ciprés, La adicion de estos agentes confiere a las composiciones la ventaja adicional
de perfumar la zona afectada por la herida (Ulcera) y/o colear la composicion.

Por supuesto, estan comprendidos también los nimeros decimales entre cada entero de los intervalos indicados
anteriormente en la presente descripcion.

La composicién puede estar en forma de gel, pomada, crema, balsamo, espuma, polvos, emulsiéon aceite en agua,
emulsiéon agua en aceite, emulsion aceite en gel o emulsiéon gel en aceite, o cualquier otra composiciéon adecuada
para la administracion topica. Una emulsion de "aceite en agua" se define como una emulsion en la cual la fase
dispersante es de tipo acuoso y la fase dispersa es de tipo oleoso, mientras que lo contrario se denomina emulsién
de agua en aceite.

La composicion podria contener ademas uno o mas de entre vehiculos, diluyentes, excipientes, emulsionantes,
emolientes, conservantes, factores de consistencia, ajustadores del pH, antioxidantes (como, p. ej., vitaminas,
tocoferoles u otros antioxidantes conocidos en el campo), adecuados para la elaboracion de formulaciones para uso
topico (farmacéuticas o dispositivos médicos) como, p. ej., 0 mas glicerol, goma de xantano, sorbato potasico,
silicato sédico, cetearilglucosido alcohol cetearilico, alcohol cetoestearilico, aceite de ricino hidrogenado,
monoestearatos de glicerol, carbonato de dicaprililo, acido citrico, acido estearico, dimeticona, trietanolamina, urea,
oleato de glicerilo, carbémero.

Dichas composiciones podrian prepararse de acuerdo con las técnicas conocidas por el técnico en el campo
utilizando los compuestos descritos anteriormente, p. ej., mezclando los compuestos individuales directamente
durante la preparacién de la composicion, o afiadiendo a los vehiculos y/o diluyentes y/o excipientes una mezcla de
los compuestos preparados previamente.

La composicién de acuerdo con la presente descripcidon podria elaborarse en forma de una composicion
farmacéutica o de un dispositivo médico de acuerdo con cualquiera de las clases descritas en la Directiva de
Dispositivos Médicos 93/42/EEC (que también comprende sustancias y no solo "dispositivos" en el sentido mecanico
de la expresion), o en cualquier otra forma de acuerdo con las disposiciones reguladoras del pais en el que se
producira dicha composicion.

Cuando se elaboren en forma de una composicién farmacéutica, los componentes utilizados, asi como los
excipientes, seran de un grado farmacéuticamente aceptable para el uso deseado (tépico, en este caso). Dicho
grado podria utilizarse también para los componentes y excipientes para la preparacion de las composiciones como
dispositivo médico o de la composicidon comprendida en un dispositivo médico.

En una realizacion, el dispositivo médico podria ser un parche medicado, una gasa medicada o un apésito medicado
para aplicar sobre el area afectada por la herida (Ulcera). Mediante el término "medicado” en la presente descripcion
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se quiere decir que el parche, gasa o apoésito comprende composiciones de acuerdo con la presente invencion, p.
€j., una gasa impregnada en un balsamo, pomada o crema.

La presente descripcion proporciona también un método para el tratamiento y prevencion de heridas crénicas, en
particular de Ulceras del pie diabético, que comprende la administracion tépica, a pacientes con esa necesidad, de
cantidades eficaces de una composicion tal como se describe en el presente documento,

De acuerdo con un ejemplo no limitante del método para el tratamiento descrito en el presente documento, la
composicion de acuerdo con la invencion podria administrarse una o mas veces al dia, mediante aplicacién local
(tépica) sobre las partes que se van a tratar durante un periodo de tiempo de 3 a 6 semanas, o incluso mas largo.

EJEMPLOS DE COMPOSICIONES

De acuerdo con realizaciones no limitantes, la composicién de la invencién podria contener los componentes activos
descritos anteriormente en porcentaje en peso como los que se publican mas adelante; el resto de componentes
seran reactivos adecuados para la elaboracion de la forma final deseada, que podrian ser, p. €j., como: emulsion de
aceite en agua, emulsion de agua en aceite, emulsion de aceite en gel o emulsidon de gel en aceite, emulsiones
multiples, pulverizaciones, y formulaciones anhidras (balsamo, gel, pasta, crema, pomada), Alguno de estos agentes
se publican de aqui en adelante como "ejemplos de posible realizacion", pero deben entenderse como sustituibles
por otros agentes que tienen una actividad similar, usados cominmente por el técnico en el campo, o por simples
vehiculos. Para ser mas precisos, recordemos que los principios activos que han de estar presentes siempre en la
composicion de la invencion son cera de abejas, un extracto de hipérico, un extracto de vid roja, un extracto de
castano de Indias, un extracto de centella, un extracto de rusco, un extracto de aloe, y dichos componentes son los
esenciales también en los ejemplos de composicidon que se publican mas adelante.

La abreviatura "el" significa "extracto liofilizado".
Los porcentajes publicados de aqui en adelante deben entenderse como porcentajes en peso con respecto al peso

total de la composicion. Los restantes, c.s. hasta 100 %, estaran compuestos de excipientes adecuados, de los
cuales, normalmente, la mayoria agua.

Ejemplo 1
Vid roja, el 0,05-4 %
Castafio de Indias, el 0,2-1 %
Centella, el 0,1-1 %
Rusco, el 0,2-1,2 %
Aloe, extracto seco 0,1-0,5 %
Cera de abejas, 0,2-1 %
Aceite de hipérico 5-6 %
Cetearilglucosido 2-6 %
Alcohol cetoestearilico 0,5-10 %
Goma de xantano 0,01-1 %
Sorbato potasico 0,01-1 %
Alcohol bencilico 0,01-2 %
Carbonato de dicaprililo 0,5-10 %
Agua desionizada 20-70 %
Aceite de jojoba 6-8 %
Aceite esencial de menta 0,01-2 %
Ejemplo 2
Cera de abejas 0,1-1 %
Aceite de hipérico 6-8 %
Vid roja, el 0,05-2 %
Castafio de Indias, el 0,2-1 %
Centella, el 0,1-0,5 %
Rusco el 0,5-1,2 %
Aloe, extracto seco, 0,1-0,5 %
Aceite de jojoba 6-8 %
Menta, aceite esencial 0,2-0,6 %
Melaleuca, aceite esencial 0,2-0,6 %

La composiciéon de acuerdo con la presente invencién podria prepararse mezclando, mediante técnicas
convencionales, los componentes activos de acuerdo con la descripcion detallada y componentes adicionales como
se indica anteriormente, y agentes apropiados adecuados para preparar composiciones para uso tépico, hasta (c.s.)
el 100 % de la composicion. Dichos agentes podrian ser, p. €j., vehiculos, diluyentes, emulsionantes, emolientes,
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conservantes, antioxidantes. No se necesitan protocoles de preparacion especificos, ya que los protocolos
convencionales son adecuados para elaborar la composiciéon en cualquier forma indicada en la presente descripcién.

En los ejemplos proporcionados anteriormente, como componentes adicionales (vehiculos, diluyentes,
emulsionantes, emolientes, conservantes, antioxidantes) a los principios activos indicados en el texto se utilizan:
cetearilglucdsido alcohol cetoestearilico, goma de xantano, sorbato potasico, alcohol bencilico, carbonato de
dicaprililo aceite de jojoba, aceite esencial de menta, agua desionizada, c.s. hasta el 100%, para el ejemplo 1, y
aceite de jojoba, aceite esencial de menta, agua desionizada, c.s. hasta el 100%, para el ejemplo 2,

Es evidente que la composicién de acuerdo con la invencion podria comprender mas vehiculos, diluyentes,
emulsionantes, emolientes, conservantes, antioxidantes adecuados para la formulacién, que estaran constituidos en
su mayoria por agua, como p. €j., agua desionizada y/o agua desmineralizada, opcionalmente esterilizada, y uno o
mas de entre alcohol cetearilico, cetearilglucésido monoestearato de glicerilo, alcohol behenilico, estearoil glutamato
sodico, alcohol cetoestearilico, carbonato de caprililo, triglicérido caprilico/caprico, tocoferoles, deshidroacetato
sédico, acido citrico, glicerol, goma de xantano, sorbato potasico, silicato sédico, alcohol bencilico.

Preferentemente, el agua constituira del 50 al 60 % en peso de la composicion. De aqui en adelante, se
proporcionan ejemplos, preparacion y resultados experimentales obtenidos con la composicion, descritos en el
presente documento.

Los ejemplos de preparacion no son limitantes de la presente descripcion pero sirven para ejemplificar algunas de
las posibles realizaciones de la misma.

EJEMPLOS Y RESULTADOS EXPERIMENTALES

Ejemplo 1-Preparacion del balsamo del ejemplo de composicion 1

En un recipiente de tamafio adecuado, la fase lipdfila que consiste en los aceites, los emulsionantes, los factores de
consistencia y los agentes activos liposolubles se llevé a una temperatura de 70-75 °C, con agitacion.

En un recipiente de tamario adecuado, la fase hidréfila que consiste en el agua, los aditivos reoldgicos y los agentes
activos hidrosolubles, se llevo a una temperatura de 70-75 °C, con agitacion.

Al alcanzar la temperatura, las dos fases se unieron al vacio y en agitacion. El total se enfrié y los componentes
termolabiles, como p. €j., conservantes y aceites esenciales, se afiadieron, siempre con la agitacién adecuada.

Ejemplo 2 Estudios relacionados con la administracion del balsamo del ejemplo de composicién 1 en pacientes
afectados de pie diabético

ESTUDIO Y RECOGIDA DE DATOS

Se reclutaron 38 pacientes informadas con Ulceras del pie diabético. Para cada paciente, se produjo documentacion
fotografica de las zonas cutaneas del pie afectadas por Ulceras antes del tratamiento, y se asigné un valor basado en
la gravedad de la Ulcera, de acuerdo con el esquema de evaluacion publicado de aqui en adelante:

1) muy seca, con fisuras abiertas al nivel del talén

2) muy seca, con fisuras cerradas del talon

3) muy seca, sin fisuras

4) moderadamente seca

5) sana, pero con zonas de sequedad leve en las zonas de presion
6) sana e hidratada

Parece que la caracteristica que prevalece en los estados del pie diabético es la deshidratacion de la piel, una
caracteristica presente en todos los estados de 1 a 5.

Los pacientes se dividieron después en dos grupos homogéneos, cada uno formado por 19 pacientes. El primer
grupo se traté durante un mes con la composicién de la invencién. El segundo grupo se traté durante el mismo
periodo con una composicion disponible comercialmente que tenia una accion "de barrera" y protectora, que
contenia extracto oleoso de hipérico y aceite de jojoba y gel foliar de aloe vera. Al final del tratamiento, las zonas
afectadas del pie se fotografiaron de nuevo, y se reasignaron los valores de acuerdo con el mismo esquema de
evaluacion. De aqui en adelante, se publican los resultados obtenidos al final del tratamiento.

Los valores de la evaluacion de cada paciente perteneciente al grupo se afiadieron antes del tratamiento, y este total
se verificd con la suma de los valores de evaluacion de cada paciente perteneciente a un grupo después del
tratamiento, a fin de obtener datos globales del patron del estado de la piel del pie en el grupo examinado.
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Resultados obtenidos con la composicién de la invencion

PACIENTES EXAMINADOS: 19

VALOR NUMERICO TOTAL AL INICIO: 45 (promedio del estado: 2,36)

VALOR NUMERICO FINAL DESPUES DEL TRATAMIENTO: 91

INCREMENTO: +46

Por lo tanto, un "valor promedio del estado del pie" de alrededor de 2,36 se transformé en un valor promedio del
estado de 4,78.

Resultados obtenidos con la composicion que tenia un efecto de barrera/protector

PACIENTES EXAMINADOS: 19

VALOR NUMERICO TOTAL AL INICIO: 48

VALOR NUMERICO FINAL: 61

INCREMENTO: +13

Por lo tanto, un "valor promedio del estado del pie" de alrededor de 2,5 se transformd en un valor promedio del
estado de 3,2.

Parece evidente que el grupo tratado con la composiciéon de la invencion tiene una mejoria alrededor de 3 veces
mayor que el grupo tratado con el compuesto comercial, a pesar de compartir dicho compuesto algunos principios
activos con la composicion descrita en el presente documento. Evidentemente, la presencia de la combinacién de
principios activos seleccionados por los inventores representa una clara mejoria con respecto al estado de la técnica.

3. ANALISIS COMPARATIVO DEL EFECTO DE BARRERA

Tal como se explica en la parte introductoria de la solicitud, se demostré que la composicion de la invencién era
absolutamente atdxica y bien tolerada, y permitié hacer una composicién que presentdé una combinacion de efectos
curativos y emolientes, que se demostré que era eficaz en la curacion y prevencion de heridas crénicas, tales como,
p. €j., Ulceras del pie diabético. Su efecto de barrera permite preservar la integridad de la pelicula hidrolipidica
ejerciendo una accion protectora, que también permite que los otros componentes de la composicién permanezcan
adheridos durante mas tiempo en contacto con la piel irritada, evitando un arrastre rapido de los mismos por fluidos
bioldgicos (supuraciones, sudor), permitiendo asi que la composicion lleve a cabo su efecto durante mas tiempo y de
forma 6ptima.

Después, se evaluo el efecto de barrera de la composicién tal como se reivindica en la reivindicacion 1 y como se
ejemplifica en los ejemplos de composicion 1y 2, y que, por lo tanto, comprende como principios activos cera de
abejas, un extracto de hipérico, un extracto de vid roja, un extracto de castafio de Indias, un extracto de centella, un
extracto de rusco, un extracto de aloe, y, en paralelo, el efecto de la composicién desprovista de cada uno de sus
componentes.

Los datos publicados mas adelante demuestran como la combinacién de los componentes seleccionados por los
inventores lleva a cabo un efecto de barrera muy alto con respecto a la composicion carente de cualquiera de los
componentes.

Los analisis de evaluacion se llevaron a cabo de la forma siguiente, mediante un método desarrollado para estimular
in vitro la accion protectora de sustancias y formulaciones que, aplicadas sobre la piel y mucosas in vivo, forman una
pelicula "aislante" contra los agentes ambientales.

El disefio explota el principio debido al cual las células sometidas a contacto con un agente inflamatorio producen y
segregan mediadores proinflamatorios (citocinas) en el entorno extracelular en una cantidad que se correlaciona con
el grado de inflamacion causado. Cuanto mayor es la cantidad de agente inflamatorio que alcanza las células, mayor
es la cantidad de citocinas liberada.

El disefio proporciona el establecimiento de dos camaras, separadas fisicamente por una membrana semipermeable
que permite el transito de solutos suficientemente pequenios.

En la camara inferior, constituida por un hueco que contiene placas de cultivo celular, se cultivan células HuDe
(numero BS PRC 41, adquiridas del Instituto Zooprofilactico de Brescia), mientras que en la camara superior,
compuesta de un inserto para cultivos celulares complejos (transpocillos), aloja el agente inflamatorio.

Sobre la superficie de la membrana semipermeable del inserto que separa las dos camaras, antes de la entrada del
agente inflamatorio en la camara superior, se dispone en capas una pelicula delgada de la muestra de analisis a fin
de evaluar cualquier efecto de barrera (EB) de la misma frente al transito libre del agente inflamatorio.

Dependiendo de las capacidades aislantes de la muestra, se obtendra un descenso en la migracion del agente
inflamatorio desde la camara superior y, por consiguiente, una menor estimulacion de las células hacia la produccion
de citocinas. El grado de la reaccion inflamatoria se evalia a través de la dosificacion semicuantitativa de las
citocinas liberadas en el medio de cultivo de la camara inferior, en particular, de interleucina 6 (IL-6).
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Como control se usa un experimento analogo en el que no se dispone ninguna muestra en capas sobre la
membrana, permitiendo asi la determinacion del efecto del agente inflamatorio sin ninguna barrera aparte de la
membrana semipermeable.

Ademas, se utiliza un control interno en el que las células en cultivo se pretratan con la sustancia apta para inducir la
liberacion del marcador, y la muestra se coloca sobre la membrana semipermeable en ausencia de dicha sustancia,
después se llevan a cabo una o mas determinaciones de la cantidad de marcador en el medio de cultivo de dicho
control interno. En el control interno, por lo tanto, primero se estimulan las células con la sustancia inductora y
después se verifica si la muestra, que posiblemente esta cruzando la membrana y pasando dentro de las células
atraida por el medio superior, tiene algun efecto de reduccion de la liberacién de marcador no relacionada con el
efecto de barrera. Por ejemplo, Cuando se usa un agente inflamatorio como sustancia inductora el control interno
permite comprender si el descenso en la concentracién de citocinas en el medio de cultivo se debe al efecto de
barrera, o si la muestra que posiblemente esta pasando dentro de las células atraida por el medio superior tiene
algun efecto sobre la reduccion de la respuesta inflamatoria independientemente del efecto de barrera.

El efecto de barrera (EB) se expresa como porcentaje de reduccion de la liberacion de IL-6, y se obtiene por
comparacion con el control positivo en el que las dos camaras estan separadas por el mismo tipo de membrana
semipermeable sin la barrera creada por la muestra.

4.1 PREPARACION DEL CULTIVO CELULAR:

Para cada muestra analizada, se sembraron células de la linea HuDe en los pocillos de una placa de cultivo celular,
uno para el analisis de la barrera (AB) y otro para el control interno a la densidad de 40.000 células/ml en medio
MEM completado con suero bovino (SBF) al 10 %; 1 ml de suspension celular por pocillo.

Las células se trataron con MUESTRA (M), con el CONTROL POSITIVO (C+) (agente inflamatorio sin muestra), y
con el CONTROL NEGATIVO (C-) (medio solamente). Cada analisis se llevo a cabo por triplicado.

Las placas se incubaron a 37 °C toda la noche (22-24 horas).

4.2 PREPARACION DE INSERTOS DE CULTIVO CELULAR COMPLEJO

Los insertos de cultivo celular complejo (Cell Culture Inserts (Becton Dickinson)) se colocaron en otras placas, y
sobre cada una de ellas se dispens6 una cantidad fija de colageno de 0.1 mg/ml. Las placas se incubaron a 37 °C
toda la noche (22-24 horas).

DiA 2

4.3 COMPROBACION DE LA CONFLUENCIA, ESTADO Y NIVEL CELULAR

A fin de proseguir con el andlisis, se necesité una confluencia 295 %.
4.4 SECADO DE LA CAPA DE COLAGENO

El colageno se retira de las dos placas (AB y Cl) con el inserto, y los insertos se dejan bajo una campana de flujo
durante el tiempo necesario para que se sequen completamente (10-15 minutos).

4.5 ANALISIS DE LA BARRERA (AB)
Los pasos descritos de aqui en adelante se realizan en la placa de cultivo para el AB.

Preparacion de |la capa de muestra en el AB

Sobre la membrana semipermeable de la muestra, se inocularon 100 ml de una composicion a base de alginato al
0,5 % y se dejo estratificar durante 20 min, mientras que no se afiadioé nada en los insertos de C + y C-. Cuando
pasaron los 20 min, se elimin6 el exceso de muestra y se realizdé un lavado de la membrana con PBS de acuerdo
con los modos especificados por el protocolo.

Adicion de LPS (agente inflamatorio) a los insertos de AB

Una vez que se secaron las capas de muestra, se inocularon 300 ml de LPS (lipopolisacarido de membrana) en los
primeros tres insertos de CAM y en los tres de C+ a una concentracion de 1 mg/ml, mientras que en los tres
restantes de C- se afiadieron 300 de MEM con SBF al 5 %. Los insertos se insertaron en los respectivos pocillos,
incubandose las células y placas durante 1 h a 37 °C y en atmosfera enriquecida con CO» al 5 % durante toda la
noche (22-24 horas).
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Una vez pasada 1 h de incubacion, los insertos se retiraron y se eliminaron y las placas se volvieron a poner a
incubar durante toda la noche (22-24 horas).

4.6 ANALISIS DEL CONTROL INTERNO (CI):
El andlisis del control interno se realizé de forma simultanea con el AB.

Exposicion de las células de Cl a LPS:

Una vez secos, se inocularon 300 ml de soluciéon de LPS en los primeros seis insertos del Cl, tres para la muestra
para analizar, CAM, y tres para el C+, mientras que en los tres restantes de C- se afiadieron 300 de medio.

Los insertos con LPS y MEM se insertaron después en los pocillos con las células del Cl, y el total se guardé en
incubacion durante 1 h.

Eliminacién de LPS y secado de las membranas del Cl

Una vez pasada 1 h de incubacion, Los insertos se retiraron de los pocillos con células y se transfirieron a la placa
vacia, mientras que la placa con células se guardé en el incubador.

La solucidon de LPS aun presente se elimind de los insertos, estos se sometieron a un lavado rapido con el agua
ultrapura estéril y se dejaron secar.

Preparacién de una capa de muestra en el Cl:

Sobre la membrana semipermeable de los tres insertos parra la muestra, se inocularon 100 ml de una composicion a
base de alginato al 0,5 % y se dejo estratificar durante 20 minutos, mientras que no se afiadié nada en los insertos
de C + y C-. Una vez pasados 20 minutos, se retir6 el exceso de muestra y se llevd a cabo un lavado de la
membrana con PBS de acuerdo con los modos especificados por el protocolo.

Adicion de LPS a los insertos de Cl

Una vez listos los insertos con las muestras, se afiadieron 300 ml de medio a todos los insertos (CAM, C+ C-). Los
insertos se insertaron en los respectivos pocillos con células, y las placas se pusieron a incubar durante 1 h a 37 °C.

Una vez pasada 1 h de incubacion, los insertos se retiraron y se eliminaron y las placas se volvieron a poner a
incubar durante toda la noche (22-24 horas).

DIA 3
RECOGIDA DEL SOBRENADANTE Y ANALISIS INMUNOENZIMATICOS

Una vez pasadas 22-24 h, se recogieron los sobrenadantes de las placas de AB y Cl para llevar a cabo el analisis de
ELISA y la dosificacién semicuantitativa de IL-6.

EVALUACION DEL EFECTO DE BARRERA (EB)

El EB de una sustancia o compuesto se expresa como % de reduccion de la liberacién de citocina IL-6 por las
células expuestas a LPS en las que se analizé la muestra, en relacion con el control positivo (C+) en el que las
células se expusieron solamente a LPS.

EB= % de reduccion de liberacién de citocina IL-6=100-[(pg/ul citocinas liberadas de la muestra/ pg/l citocinas
liberadas del C) x 100]

La tabla 1 publicada mas adelante muestra las diversas formulaciones de las composiciones analizadas, en las que
A es la formulacion de acuerdo con la reivindicacion 1, ejemplo de composicién 1 (se obtuvieron datos comparables
con el ejemplo de formulaciéon 2), mientras que las composiciones A1 a A9 corresponden a la formulacién A
desprovista, cada vez de un principio activo que se sustituye por agua.

A1=A-cera de abejas
A2=A-hipérico
A3=A-vid roja
A4=A-castano de Indias
A5=A-Centella asiatica
AB=A-rusco

A7=A-aloe

10



ES 2570531 T3

00l ¥1SVYH | 00l VISVH | 00l ¥1SVYH | 00l V1ISVYH | 00L Y1SYH | 00L V1SVYH | 00l Y1SYH | 00l Y1SVYH

‘SO S0 SO SO ‘SO 'S0 ‘SO ‘SO YAVZINOISAA YNOV
00Ipos 03e2|Is ‘ooiselod
0)BQI0S ‘ouBlUEX P BLOB '|0J221|B ‘colpos
0]2]20B0IPIYSAP ‘[018J000] ‘SNALUE SNIUEISH ap
se||lWwas ap 211908 ‘sooldeoyool udes soplgolBuy
‘ojeweln|Blloleslse '0)11901|6 ap ojeles)se
‘opisgon|Bileales ‘001 eS80 [oyod|e ‘ojudesip
ap 0}euoq.es '02]|1ouad [0Yod[. ‘00130 oploy
L'9e L'9g L'9e L'9g L'9g L'9Z L'92 L'oz SILINIIHIOX3 34 %
S'0 S0 S'0 S'0 S'0 S'0 S0 S'0 TYIONIST 313DV YONI TV 13N
G'0 S0 S0 G'0 G0 G0 S0 G'0 IVIONIST I1I30V VINIW
L L L L L L L L YaOror 3a 31130V
0 z'o z'o z'o z'o z'o o z'o 003S OLovVdIX3 OV
8’0 0 80 20 80 g0 80 2'0 13 ‘oosnd
z'o z'o 0 z'o Al z0 z'o z'o aER AhEINES]
S'0 S0 S'0 0 S0 S0 S0 S'0 13 'SYIANI 3d ONVISVYD
L'0 L'o L'o L'o 0 Lo L' L'0 13 'vrod dia
L L L L L 0 L L OO d4dIH 3d 31130V
S'0 S0 S'0 S'0 S0 S0 0 S'0 SYr3gy 3d YOINYOHO Y430

LY ov SY 14 ey ey v Y
YINWHOL | vINWAOH | YINWAJOd | YVINWYO4 | YVINWAO4 | YVINIWAIOL | YININEOL | vINWJO4 SOAILOVY SOIdIONI¥d 3a %

| elgRL

11



10

ES 2570531 T3

Los datos obtenidos, publicados en la tabla 2 mas adelante, muestran coémo todas las muestras analizadas (es decir,
la composicion tal como se reivindica en la reivindicacion 1 desprovista de un componente) demuestran tener un

efecto de barrera de forma mas o menos marcada.

Los resultados destacan, en particular, que el efecto de barrera mas eficaz, con mucho (inhibicion de la liberacion de
citocina IL-6 igual a 82 %), se observa con la composicion de la invencion, en comparaciéon con todas las demas

formulaciones en las que esta ausente uno de los componentes de la formulaciéon completa.

Tabla 2

EFECTO NETO DE BARRERA

% INHIBICION DE
LIBERACION DE

CITOCINA IL-6
1) Composicidon A (composicion reivindicada) 82
2) Composicion A1 (composicion A sin cera de abejas organica) 46
3) Composicion A2 (composicion sin aceite de hipérico) 36
4) Composicion A3 (composicion sin EL de vid roja) 64
5) Composicion A4 (composicion A sin EL de castafio de Indias) 33
6) Composicion A5 (composicion A sin EL de centella) 65
7) Composicion A6 (composicion A sin EL de rusco) 57
8) Composicion A7 (composicion A sin extracto seco de aloe) 20
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende cera de abejas, un extracto de hipérico, un extracto de vid roja, un extracto de
castafo de Indias, un extracto de centella, un extracto de rusco, un extracto de aloe para su uso en el tratamiento o
prevencion de la aparicion o el agravamiento de las Ulceras del pie diabético.

2. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dichas Ulceras del pie diabético son
Ulceras del pie diabético del primer grado.

3. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas aceite de jojoba.

4. La composiciéon para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3, que comprende
ademas uno o mas agentes perfumantes y/o colorantes.

5. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dichos uno o mas agentes perfumantes
se seleccionan de aceites esenciales seleccionados entre: aceite esencial de lavanda, aceite esencial de melaleuca,
aceite esencial de menta.

6. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 5, en la que dicho
extracto de Centella asiatica es un extracto oleoso de hojas.

7. La composiciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 6, en la que dicho
extracto de hipérico es un extracto oleoso de flores y/u hojas y/o tallos.

8. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 3 a la 7, en la que dicho
aceite de jojoba es aceite de semillas.

9. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 8, en la que dicha
cera de abejas es cera amarilla de panal de Apis mellifera.

10. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 9, en forma de
gel, pomada, crema, balsamo, espuma, polvos, pulverizacion, emulsion de aceite en agua, emulsidon de agua en
aceite, emulsion de aceite en gel, emulsion de gel en aceite, suspension.

11. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 10, en la que
dicho extracto de hipérico esta comprendido a una concentracion en peso de la composicion del 3 al 10 %.

12. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 11, en la que
dicho extracto de Centella asiatica estd comprendido a una concentracién en peso de la composiciéon del 0,01 al 2
%.

13. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 3 a la 12, en la que
dicho extracto de jojoba esta comprendido a una concentracion en peso de la composicion del 2 al 12 %.

14. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 13, en la que
dicho extracto de cera de abejas esta comprendido a una concentracion en peso de la composicion del 0,1 al 3 %.

15. Un dispositivo médico que comprende la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de
la1ala14.

16. El dispositivo médico de acuerdo con la reivindicacion 15 en forma de parche medicado, gasa medicada, apdsito
medicado.
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