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@Resumen:

La presente invencion se refiere al uso de glucégeno
de origen marino para la fabricacién de
composiciones tdpicas para minimizar alteraciones
biolégicas de la piel, en particular alteraciones en
parametros biolégicos, debidas a radiaciones
electromagnéticas emitidas por dispositivos
electrénicos, tales como teléfonos moéviles, tabletas u
ordenadores portatiles, asi como a un procedimiento
para minimizar alteraciones bioldgicas de la piel, en
particular alteraciones en parametros biolégicos,
debidas a radiaciones electromagnéticas emitidas por
dispositivos electrénicos, tales como teléfonos
moviles, tabletas u ordenadores portatiles,
comprendiendo el procedimiento la aplicacion tépica
de una composicién que incluye glucégeno de origen
marino.

Figura 1
Acumulacién de ROS en las muestras tratadas con
Glucégeno marino e irradiadas o no con REM.
EMR = Electro radiacion magnética. * significacion estadistica
con un 95% de confianza; ** 99% de confianza;
**99,9% de confianza; **** 99,99% de confianza

Normalizado a Control+EMR

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP 11/1986.
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DESCRIPCION

Uso de glucdgeno de origen marino para la fabricacion de composiciones topicas para

minimizar alteraciones bioldgicas en la piel debidas a radiaciones electromagnéticas

emitidas por dispositivos electronicos

OBJETO DE LAINVENCION

La presente invencion se refiere al uso de glucdgeno de origen marino para la fabricaciéon de
composiciones topicas para minimizar alteraciones biologicas de la piel, en particular
alteraciones en parametros biolégicos, debidas a radiaciones electromagnéticas emitidas
por dispositivos electronicos, tales como teléfonos moviles, tabletas u ordenadores
portatiles.

La invencion se refiere también a un procedimiento para minimizar alteraciones bioldgicas
de la piel, en particular alteraciones en parametros biologicos, debidas a radiaciones
electromagnéticas emitidas por dispositivos electrénicos, tales como teléfonos mdviles,
tabletas u ordenadores portatiles, comprendiendo el procedimiento la aplicacién tépica de

una composicion que incluye glucégeno de origen marino.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Es bien sabido que los dispositivos electronicos en general producen campos eléctricos y
electromagnéticos magnéticos de distintas frecuencias. Actualmente los aparatos eléctricos,
electrénicos, y su aplicacién a la comunicacién, son indispensables tanto para nuestro
trabajo como en nuestras actividades diarias y, por tanto, pueden afectar a nuestra salud.
Estamos expuestos diariamente a diversas radiaciones derivadas del uso de la tecnologia
(teléefonos moviles, antenas de radio y television, torres de electricidad) en todos los ambitos
de nuestra vida. Este fendmeno de contaminacion electromagnética se denomina
habitualmente “electrosmog” o “niebla eléctrica™ presencia de contaminacién
electromagnética artificial en el aire, agua y materiales, con un potencial riesgo para la salud
humana. En el transcurso del dia nuestro cuerpo recibe una cantidad significativa de
radiaciones procedentes de ordenadores, teléfonos maviles, transmisiones via inalambrica
como Bluetooth, o Wifi y similares. Estas radiaciones electromagnéticas atraviesan paredes

y nuestros propios cuerpos, afectando a nuestro organismo hasta el nivel celular.
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La afectacion bioldgica debida a la “niebla electronica” viene siendo observada y estudiada
desde hace décadas y comienza a tener especial relevancia en la actualidad, con la
aparicion de los primeros casos clinicos diagnosticados. La forma y la intensidad con que las
radiaciones electromagnéticas pueden perjudicar a nuestro organismo dependen del
sistema inmunoldgico de cada organismo y de factores tales como las actividades diarias, la
alimentacion, actividades fisicas, la edad y el descanso que le damos a nuestro cuerpo.

De acuerdo con el investigador aleman, Dr. U. Warnke Ph.D en la Universidad de
Saarlandes (Warnke U, Bees, Birds and Mankind, Destroying natura by Electrosmog: Effect
of Wireless Communication Technologies, 2009), la sintesis de energia celular (ATP) se ve

afectada por los campos electromagnéticos, causando deficiencia de energia.

Nuestro sistema de intercambio de informacion celular se basa en impulsos eléctricos
deébiles, del orden de los 70-80 mV. En este microcosmos, cada molécula y electrén tiene su
propio lugar y campo de energia (Warnke 1993). La membrana celular, que funciona como
una bomba de iones y que es responsable de mantener el entorno celular proporcionando la
energia que necesita a través de ATP, fallara de forma parcial o completa, provocando
trastornos de largo alcance en la célula, hasta su total destruccion. Minimos cambios en los
campos electromagnéticos pueden perturbar de forma sostenible la membrana celular. Esto
afecta principalmente a la produccion de energia de la célula a través de la adenosin-
trifosfato (ATP. Esta es la causa del cada vez mas comun Sindrome de Déficit Patolégico de
Energia (DPE), que es idéntico al Sindrome de Fatiga Cronica, descrito por primera vez en
EEUU (Warnke, 1989). La radiacion viaja; se emite desde objetos con alto potencial y es
absorbida por los de bajo potencial. El sistema de comunicacion celular, tanto interno como
externo es alterado cuando se ve sometida a estos campos electromagnéticos de alto
potencial, provocando una reaccién bioldgica en cadena, incluyendo el aumento de la
divisiéon celular (Adey, 1986). Bert Sakmann y Erwin Neher descubrieron lo sensibles que
son las funciones bioeléctricas en el cerebro y en el sistema nervioso, y que pueden ser
perturbadas y modificadas por la influencia electromagnética ambiental. Los dos cientificos
demostraron durante muchos afios de investigacion, que las funciones de nuestro
organismo son controladas por corrientes eléctricas increiblemente pequefias. Trastornos en
estos procesos bioeléctricos, debido a las influencias ambientales electromagnéticas, se
traducen en el mal funcionamiento de nuestro complejisimo sistema de regulacién, que a su
vez implica muchos trastornos funcionales.

El biofisico Dr. Lebrecht de Klitzing, investigé en la Universidad de Lubeck, que el cuerpo

reacciona de una forma particularmente sensible a las pulsaciones de baja frecuencia, que
3
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son moduladas sobre la onda portadora de alta frecuencia en el caso de la comunicacion
movil GSM. Patrones periddicos de baja frecuencia recurrentes son sefiales bioldgicas, que
desencadenan funciones importantes para el metabolismo, el sistema hormonal, el sistema
inmune, para los ciclos suefio-vigilia, etc. Debido a los pulsos de baja frecuencia
incorporados en las redes de alta frecuencia de la telefonia mdévil, se produce un
descarrilamiento multiple de nuestro "biorritmo" en areas del tronco encefalico, con
consecuencias como una disminucion dramatica de nuestro sistema inmunoldgico, lo que
aumenta significativamente el riesgo de cancer o anomalias de las membranas celulares
como consecuencia de cambios de los niveles de calcio en el organismo. Lo interesante de
estos resultados es, que campos de radiacion muy bajos, lejos de cualquier reaccion fisica
explicable segun los conocimientos actuales, interfieren en los sistemas bioldgicos sutiles
(Klitzing, 1998).

Se han podido medir cambios en el flujo de iones calcio en el cerebro con diferencias de
potencial de tan sdlo 0,001 yW/m?2. Muchos procesos de regulacion importantes en el cuerpo
humano dependen de los iones de calcio y por lo tanto se ven afectados. Por ejemplo: la
excrecion de hormonas liquidas, que ayudan a la transferencia de estimulos nerviosos;
trastornos cerebrales y otros cambios patoldgicos en el cerebro; debilitamiento del sistema
inmunitario; aceleracion del crecimiento de células cancerosas, particularmente de tumores
cerebrales; cambios en el comportamiento de los seres humanos y los animales;
interferencias en la informacion genética; cambios genéticos; deformaciones (Kas, 1989). El
fisico aleman Albert Popp fue capaz de demostrar que las células del cuerpo se comunican
a través de “radiaciones de biofotones” ultra-débiles. Los biofotones, son ondas
electromagnéticas débiles emitidas por los sistemas biolégicos. Se trata de pares de
particulas diminutas de energia, de los cuales uno de ellos siempre se encuentra alojado en
el ADN del nucleo de la célula. Una caracteristica especial de los fotones es su oscilacion de
luz rectificada. Digamos que las células se comunican entre si a través de rayos laser ultra-
débiles. Una alteracion celular con microondas tiene como consecuencia un mal
funcionamiento de la membrana celular. La comunicacién celular mediante biofotones se
detiene cuando su rectificaciéon es perturbada por microondas. Esto provoca cambios en la
informacion codificada en el ADN que puede tener graves consecuencias para el organismo:
aunque los genes no han cambiado en su estructura, al igual que si de ingenieria genética
se tratara, si se ha modificado el contenido de su informacién. Si esto sucede por ejemplo
en un gen supresor de tumores (TNF), éste ya no sera eficaz en su funcion de evitar el

crecimiento masivo de células cancerosas (Popp, 1989).
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En concreto en relaciéon con las alteraciones de la piel, a lo largo de los ultimos afos se han
llevado a cabo diversos ensayos in vivo en animales que demuestran diversas alteraciones
como consecuencia de la exposicion de la piel a campos electromagnéticos. Se ha
observado la induccién de HSP27 (Heat Shock Protein 27) en células endoteliales humanas
después de la exposicion de 1 hora a 900 MHz de frecuencia (Leszczynski et al., Non-
thermal activation of the hsp27/p38MAPK stress pathway by mobile phone radiation in
human endothelial cells: Molecular mechanism for cancer- and blood-brain barrier-related
effects. Differentiation, 2002, 70:120-1292002). También en fibroblastos de piel humana,
Pacini et al. (2002) reportd que las frecuencias de radio a niveles no térmicos fueron
capaces de inducir la expresion de ciertas HSPs. Lionel De Benetti et al. investigaron los
fendbmenos moleculares implicados en la epidermis humana reconstituida (EHR) expuesta a
REM. El estudio fue realizado con un dispositivo antena que aseguraba la homogeneidad de
la irradiacion de 900 MHz REM, la frecuencia mas utilizada por los teléfonos méviles (Laval
y Levéque, 2000). Los cultivos se mantuvieron a una temperatura constante de 37°C
durante la irradiacion, para reducir al minimo la respuesta de choque térmico (Rosdy y
Clauss, 1990). Después de 6 horas de exposicion de la EHR a REM, los queratinocitos se
incubaron en condiciones de cultivo libres de REM antes de ser recogidos alas 2y alas 18
horas con el fin de investigar tanto la respuesta celular temprana como la final
respectivamente. Se observd que la exposicion a REM redujo ligeramente el indice mitético
(del 47 al 35% queratinocitos). EI ARN total de cada cultivo de queratinocitos fue
posteriormente analizando para evaluar las variaciones transcriptomicas en 600 genes

distintos de células de la piel y queratinocitos.

Tras el analisis, se observd claramente que la exposicion a REM inducia cambios
dramaticos en la sintesis de estos genes analizados, similares incluso a los producidos
cuando la piel es sometida a factores muy estresantes como la radiaciéon UV aguda (Enk et
al., 2006). Se observd que el gen que codificaba para neuromedina B aumentaba su

expresion hasta »1.700%.

La REM también aumentd la expresion de diversos proto-oncogenes lo que sugiere
indirectamente la induccion de factores de transcripcion que son potentes promotores de la
expresion de genes proinflamatorios y genes relacionados con el estrés (Dai y Segre, 2004).
La induccion de estos factores de transcripcion también podria explicar la sobre-expresion
de una variedad de genes que codifican para proteinas de shock térmico, ((HSP70, HSP47,
HSP 40, HSP90A, HSPA5, y HSP90B) se incrementaron en niveles relativamente altos),

proteinas relacionadas con procesos de cicatrizacion de heridas, y proteinas inflamatorias,
5
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(la transcripcion de los genes NOS-II IL-1R1, IL-2Ra, TNFR1, TGF-BRII sugieren una
respuesta inflamatoria aguda inducida por REM, lo que se confirmd también por el aumento
de los niveles de expresion de TNF-R1 en la superficie de los queratinocitos). La variacion
de la expresion de la mayoria de los genes mencionados anteriormente fue transitoria y
volvié a sus valores normales 18 horas mas tarde, sin embargo, pasadas estas horas de
recuperacion, se detectaron otro conjunto de genes relacionados con funciones celulares y
de cicatrizacion de heridas que sugieren una reparacion del tejido. Concluyendo, tanto en la
fase temprana como en la final, se confirmé la induccion de genes que codificaban para la
sintesis de factores de crecimiento factores necesarios para la cicatrizacion de heridas y
reparacion de tejidos. Ademas, la REM disminuyd la expresiéon de genes que codifican
proteinas relacionadas con la estructura celular y varios enzimas importantes relacionados
con el estrés oxidativo. Finalmente, la PCR y el andlisis inmunohistoquimico de piel
reconstituida confirmaron la disminucion de la expresion de (3 -defensina-2 y citoqueratina-10
después de la exposicion a REM, ambas proteinas relacionadas con el sistema inmune y las
propiedades defensivas de la piel (Exposure to Electromagnetic Radiation Induces
Characteristic Stress Response in Human Epidermis Journal of Investigative Dermatology
(2008) 128, 743-746).

Por tanto, nuestra piel, ademas de estar sometida a numerosos factores externos que tienen
una influencia negativa en su aspecto y rendimiento (aire-acondicionado, exposicion solar,
contaminacion, agentes quimicos y mecanicos, etc.) también esta expuesta a una nueva
forma de contaminacion por ondas electromagnéticas. En consecuencia, la radiacion
electromagnética (REM) generada por diversas fuentes exdgenas es un factor de estrés
ambiental para la salud humana, y la piel, como barrera fisiologica, es el primer objetivo de
esta irradiacion. Asi, algunas personas desarrollan rojeces en la piel o erupciones, que
pueden ir acompafiadas por una sensacion de hormigueo en la piel, tanto en la cara como
en otras partes del cuerpo. Ademas, se producen problemas oculares por sequedad de la

mucaosa.

El numero de personas que sufren de este tipo de hipersensibilidad electromagnética esta
aumentando, ya que la exposicion a la tecnologia inaldmbrica también estd aumentando a
un ritmo acelerado. En 2006, Hallberg y Oberfeld documentaron el aumento de casos de
electro-hipersensibilidad (EHS) en la poblacion. Los autores calcularon que para 2017, el
50% de la poblacion padeceria esta enfermedad (Hallberg O, Oberfeld G. Letter to the
editor: will we all become electrosensitive? Electromagn Biol Med 2006; 25:189-91.). Segun

las ultimas estimaciones la poblacién electrosensible oscila ya entre el 3 y el 5%, lo que
6
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eleva a unos 13 millones el numero de europeos que sufren este mal. En la actualidad esta
considerada como enfermedad organica y esta descrita por la Organizacién Mundial de la
Salud.

En el documento de patente JP2003321373 se describe un activador celular para promover
la produccion de ATP que incluye como agente activo glucoégeno, preferentemente extraido
de mejillén. En la JP2002322078 se proporciona una composicion que incluye un extracto y
una fraccion de extraccion de Puerariae Radix y un glucégeno para mejorar una enfermedad

inflamatoria de la piel.

En la EP06778904.0 se describe el uso de al menos un activador de la diferenciacion
epidérmica para luchar contra los efectos en la piel de las ondas electromagnéticas
generadas por los teléfonos moviles, siendo dicho activador un extracto de origen vegetal o
marino elegido entre un extracto de Rhodiola rosea, un extracto de Thermus thermophillus,
un extracto de Cedrelopsis grevei, un extracto de Salicornia herbacea, un extracto peptidico
de avellana o butirato de caprililo, y aplicandose dicho activador de la diferenciacion

epidérmica en la piel en la forma de una composicién cosmética.

DESCRIPCION DE LAINVENCION

La presente invencidbn queda establecida y caracterizada en las reivindicaciones
independientes, mientras que las reivindicaciones dependientes describen otras

caracteristicas de la misma.

A la vista de lo anteriormente enunciado, el objeto de la presente invencion es el uso de
glucégeno de origen marino para la fabricacion de composiciones tépicas para minimizar
alteraciones biologicas de la piel, en particular alteraciones en parametros biolégicos,
debidas a radiaciones electromagnéticas emitidas por dispositivos electrénicos. El uso
segun la invencioén evita o al menos mitiga estas alteraciones biologicas de la piel debidas a

las radiaciones electromagnéticas procedentes de dispositivos electronicos.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Se complementa la presente memoria descriptiva, con un juego de figuras, ilustrativas de la

invencion y nunca limitativas de la misma.
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La figura 1 es un diagrama de barras que representa la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en muestras tratadas con glucégeno marino e irradiadas o no con REM.
Acumulaciéon de ROS en las muestras tratadas con Glucdégeno marino e irradiadas o no con
REM. EMR = Electro radiacion magnética; * significacion estadistica con un 95% de

confianza; ** 99% de confianza; *** 99,9% de confianza; **** 99,99% de confianza.

La figura 2 es un grafico de barras que representa las unidades relativas de luminiscencia en
muestras normalizadas respecto al control. En esta representacién se evidencia el aumento

de la acumulacién de ATP inducida por la REM.

La figura 3 es un grafico de barras que representa las unidades relativas de luminiscencia en
las muestras normalizadas con control irradiado. La grafica pone de manifiesto la eficacia
del tratamiento de irradiacién que produce un aumento masivo de ATP y el efecto protector

de la composicion al contrarrestar este aumento.

EXPOSICION DETALLADADE LAINVENCION

A la vista de lo anteriormente enunciado, la presente invencién se refiere al uso de
glucdégeno de origen marino para la fabricacion de composiciones tépicas para minimizar
alteraciones biologicas de la piel, en particular alteraciones en parametros biolégicos,

debidas a radiaciones electromagnéticas emitidas por dispositivos electronicos.

A este respecto, en la presente descripcion el término “composicion tépica” se refiere a una
composicién de administracion por via tépica en cualquier forma galénica conocida por el
experto en la materia y adecuada para la piel, pudiendo tratarse de una composicion en
forma de solucion o suspension acuosa, o de una solucion o de una dispersion de tipo lociéon
0 suero, de una emulsion de consistencia liquida o semiliquida de tipo leche, obtenidas por
dispersion de una fase grasa en una fase acuosa (emulsién aceite en agua: O/W) o a la
inversa (agua en aceite: W/O), o de una emulsion del tipo crema OMW o W/O o de un gel, o
de una mascarilla. Igualmente, el término “composicion tépica” incluye formas de
administracion topica en espuma o en aerosol, comprendiendo también un agente propulsor
a presion, parches dérmicos, apositos dermicos y similares que incluyen dicha composicion.

En el contexto de la invencion, el término” radiaciones electromagnéticas emitidas por
dispositivos electronicos” se refiere a radiaciones electromagnéticas de entre 300 MHz y 300
GHz de frecuencia, esto es radiaciones dentro del rango de las microondas,

preferentemente de 900 MHz.
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Igualmente, en el contexto de la invencién, el término “glucégeno marino” se refiere a

glucégeno altamente purificado extraido de moluscos marinos.

A este respecto, el glucégeno desempena un papel clave en la reparacion y defensa
epidérmica, acumulandose en las células epidérmicas durante la respuesta proliferativa
derivada de una variedad de ataques, incluyendo traumas fisicos, alteracién del estrato
cérneo o exposicion a la radiacion. Lobitz y Holyoke (Lobitz (W.C.) Holyoke (J.B.), The
histochemical response of the human epidermis to controlled injury: Glycogen. J. Invest.
Dermatol., 22:189-198 (1954) realizaron un estudio detallado de la respuesta del glucogeno
en una epidermis normal, tras realizar una lesién en el estrato cérneo. El resultado de este
estudio muestra que, tras la erosion, se produjo un aumento de la sintesis de glucégeno por
las células epidérmicas. Las células epidérmicas acumularon glucogeno para organizar la
defensa de la epidermis y su reparacion.

Asimismo, el glucégeno es un agente anti-estrés especifico de la piel, ya que esta implicado
no soélo en las actividades de restauracién, sino también en las de defensa. Siempre que la
epidermis esté sometida a una situacion estresante, bien sea agredida, bien tenga que ser
renovada o reparada, la actividad celular se dirige hacia la sintesis de glucégeno
intracelular, ya que la produccion y diferenciacion de nuevas células y la sintesis de
biomoléculas constitutivas necesitan energia. El glucégeno ademas reduce la liberacion de
LDH (Lactato deshidrogenasa) —un tipo de enzima liberada por las células cuando se
exponen a factores estresantes como la radiacién UV-B. La liberacién de esta enzima es
directamente proporcional al dafio celular provocado (Lobitz (W.C.) Holyoke J.B., The
histochemical response of the human epidermis to controlled injury: Glycogen. J. Invest.
Dermatol., 22:189-198 (1954); Lobitz (W.C), Brophy (P.), Larner (S.E.), Daniels (F.),
Glycogen response of the human epidermal basal cell, Arch. Demmatol, 86:207-211 (1962);
Halprin (K.M.), Ohkawara A., Glucose and glycogen metabolism in the human epidermis. J.
Invest. Dermatol.,, 46:43 (1966); Hoopes (J.E.), .M. (MJ), Glycogen in regenerating
epithelium during wound healing. Surg. Forum, 24:523-525 (1973)).

En una forma de realizacion de la invencion, la cantidad de glucégeno a emplear en la
composicién topica de glucdégeno segun la invencidn esta en el rango de entre 2 mg y 5 mg

de glucégeno por ml de composicion, preferentemente entre 2,5 y 5 mg/ml de composicion.

En otra forma de realizacién de la invencion, el glucégeno marino se refiere a glucogeno

altamente purificado extraido de mitilidos, preferentemente de Mytilus galloprovincialis, ya
9
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que la cantidad de esta macromolécula presente en estos organismos puede ser muy
elevada segun el momento del ciclo biolégico en que se encuentre el individuo, llegando a

alcanzar hasta un 28% de su peso seco.

Aun en otra forma de realizacion de la invencion, las alteraciones en parametros biolégicos
son la acumulacién de especies de oxigeno reactivas (ROS)y/o el aumento de los niveles de
ATP acumulado en el citosol celular.

Para evaluar los efectos derivados del uso de la composicion se disefid un modelo in vitro
de exposicion de una epidermis reconstituida a radiacién electromagnética (REM) de una
frecuencia especifica. El objetivo del estudio realizado era evaluar el potencial del glucégeno
marino como protector de los dafios inducidos en la piel como consecuencia de la
exposicion a la REM. Estos se traducen en el aumento masivo de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) debido al estrés oxidativo al que se ven sometidas las células
bajo REM, y al aumento de los niveles de ATP implicados en la activacion del proceso de

autodestruccion celular.

Las mitocondrias constituyen la principal fuente de ROS. En condiciones nomales, el
oxigeno se reduce para producir agua. Sin embargo, en un porcentaje muy bajo de los
casos, los electrones pasan prematuramente a través de la cadena reduciendo la molécula
de oxigeno de forma incompleta, generando asi un radical superédxido (O;). Las enzimas
superdxido pueden inactivar determinadas proteinas, activando la via de la peroxidacion.
Bajo condiciones de estrés especificas, esta ultima reaccion es predominante y la célula
termina por someterse a un proceso de apoptosis o0 muerte celular programada. Por tanto,
nuestro propio sistema de produccion de energia es responsable de producir dafio a los
tejidos. Cuanta mas energia generamos o cuanto mas vivimos, mas dafio producimos a
nuestras células. La principal fuente de radicales enddgenos esta en la mitocondria,
membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico y peroxisomas. Sin embargo, varios
estimulos exdgenos como la radiacion ionizante, la luz UV, el humo, la contaminacién, los
procesos inflamatorios y algunas enfermedades causan la produccion de radicales libres.
Dependiendo de la gravedad de los dafios provocados por los radicales libres en las
membranas mitocondriales, la respuesta sera diferente. En el caso de dafios por fugas, la
cadena de electrones de las membranas de las mitocondrias resultaria afectada,
reduciéndose la sintesis de ATP y privando a la célula de energia. En casos de dafos mas
graves, las membranas mitocondriales y las enzimas oxidantes serian severamente

afectadas, provocando la liberacién de radicales libres (ROS).
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Afortunadamente, nuestras propias células han desarrollado mecanismos de proteccion para

procesar y minimizar los dafos por ROS.

La enzima superdxido dismutasa (SOD), y las enzimas catalasa median la transformacién
de ROS en H,O y otras moléculas antioxidante enddgenas. También proporcionan
proteccion mediante la eliminacion de ROS desde el citosol. Ademas, las moléculas
antioxidantes ingeridas a través de la dieta o contenidas en productos cosmeéticos pueden

también ayudar a eliminar ROS de las células.

La liberacion de ROS vy el desequilibrio de ATP en el citosol, debido a la alteracion de la
estructura de las mitocondrias, aumenta la respuesta inflamatoria. De hecho, la liberacion de
ATP representa una evidencia de la desintegracion celular, de dafio mitocondrial y
apoptosis. Bajo condiciones de cultivo estandar un incremento en el citosol de los niveles
totales de ATP celular es una medida del estado de la célula en cuanto a su viabilidad

celular, proliferacion, citotoxicidad o muerte celular.

Una REM constante, como la generada por un teléfono movil, ademas de aumentar los
niveles de ATP por encima de los valores beneficiosos, provoca dafos en el ADN
indirectamente ya sea por la fuga de enzimas digestivas de los lisosomas o por la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través mitocondrias y membranas
plasmaticas dafadas (Verghese J. et al. (2012), Biology of the Heat Shock Response and
Protein Chaperones: Budding Yeast (Saccharomyces cerevisiae) as a Model System.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. June vol. 76 no. 2 115-1581; Yoon KJ1 Lee YT Han TR,
Mechanism of functional recovery after repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) in
the subacute cerebral ischemic rat model: neural plasticity or antiapoptosis? Exp Brain Res.
2011 Oct;214(4):549-56. doi: 10.1007/s00221-011-2853-2. Epub 2011 Sep 9; Agarwal A et.
al (2006) ‘Relationship between cell phone use and human fertility: an observational study’.
Fertility and Sterility 86 (3) Supplement 1 S283).

En este ensayo, un cultivo de células de queratinocitos humanos (HaCat) fueron expuestas
a un campo electromagnético generado por un teléfono movil para investigar la respuesta de
las células de la piel al estrés oxidativo y probar el potencial del glucogeno marino como
protector de los dafios inducidos en la piel a consecuencia de la exposiciéon a la REM. Estos
se traducen en el aumento masivo de la produccion de especies ROS debido al estrés
oxidativo al que se ven sometidas las células bajo REM, y al aumento de los niveles de ATP

implicados en la activacion del proceso de auto-destruccion celular.
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Para el ensayo se empled glucogeno marino purificado, que se almacen6 a temperatura

ambiente.

Se evalud la acumulacién de especies ROS y ATP en cinco réplicas experimentales de
10.000 células/pocillo tras su exposicién a la radiacion y/o tratamiento con glucégeno
marino. Cada réplica se tratd con el producto en un rango de entre 2,0 mg y 5,0 mg/ml
(considerado como "no téxico" y "eficaz" tras haber realizado un ensayo de MTT (Methyl
Thiazol Tetrazolium) previo. El control del ensayo incluye cinco réplicas de células no
tratadas cultivadas en un medio de cultivo de crecimiento regular que se colocaron en

pocillos dentro de la misma placa de crecimiento que las células tratadas.

Las muestras se distribuyeron en dos placas: una se expuso a la radiacion electromagnética
y la otra se mantuvo en condiciones experimentales optimas de crecimiento. Después de un
periodo de incubacion de 24 h con el glucégeno marino, tanto la placa con el cultivo tratado
como la placa con el control fueron sometidas al campo electromagnético generado por un
teléfono movil, que emite una radiacion de entre 800 y 2.100 MHz, (como se pudo verificar
en las especificaciones de SAR del producto), durante 6 horas. Durante la irradiacion, las
células se mantuvieron en contacto con el teléfono para aumentar la intensidad de campo de
radiacion. La segunda placa, de control, se mantuvo fisicamente aislada de la REM ya que

se incubd en una cabina separada.

Para la deteccién de especies ROS, los cultivos celulares, de ensayo y control, fueron
irradiados durante cinco horas. A las 5 horas, las células se incubaron en un tampdn de
deteccion de especies ROS durante una hora mas, siguiendo bajo condiciones de

irradiacion. El tiempo total de irradiacion, por tanto, fue de 6 horas.

Para evaluar el tiempo de respuesta, las células permanecieron en el cultivo de deteccién de
ROS durante una hora mas, esta vez, sin irradiacion.

Las especies ROS intracelulares acumuladas reaccionan con un sensor fluorogénico
localizado en el citoplasma celular, generando un producto colorimétrico en cantidades
proporcionales a la cantidad de ROS presente. La cuantificacion de la fluorescencia se mide
Aex=490/Aem=525.

Para la deteccién de ATP, se afiadié un detergente en cada pocillo (incluido en Luminescent

ATP Detection Assay kit (Abcam) para inducir la ruptura de la célula, a la vez que el ATP es
12
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estabilizado mediante la inactivacion irreversible de ATPasas durante la lisis. A continuacion,
el ATP fue cuantificado versus control, utilizando un kit especifico y medido por un

[lumindmetro.

Los resultados de los ensayos se muestran en las figuras 1, 2y 3.

La radiacion electromagnética induce la acumulacion de ROS en un 34,26 £ 3,13 %. Tal
como se observa en la figura 1, el tratamiento con glucégeno marino protege
significativamente a las células de la acumulacién de ROS inducida por REM hasta un 34,82
+ 3,12% y un 34,23 + 3,15% a las concentraciones de entre 2,5 mg/ml y 5 mg/mi

respectivamente.

Por su parte, se observd que la REM aumentd masivamente los niveles de ATP en las
células irradiadas frente a las no irradiadas un 87,9 + 8,4%. Como se observa en la figura 2,
el tratamiento con glucégeno marino redujo significativamente los efectos de la REM sobre
los niveles de ATP en un -30,6 + 3,4%, lo que indica un efecto protector del glucégeno

marino.

La REM aumenta los niveles de ATP en un 46,014,4% en comparacion con las células no
tratadas. Cuando las células irradiadas fueron tratadas previamente con glucégeno marino
se produjo una proteccion significativa y se detectdé la reduccion de los niveles de ATP

inducidos por REMen -16,0 £ 1,8%, tal como se muestra en la figura 3.

Como conclusion, los estudios realizados indican que el glucégeno marino suministrado en
el medio de cultivo de células de queratinocitos humanos protege a las células del estrés

oxidativo inducido por la radiacién electromagnética producida por el teléfono mavil.

Los resultados indican que el glucégeno marino reduce significativamente la acumulacién de
ROS hasta aproximadamente un 34,82 + 3,12% y 34,23 £ 3,15%, neutralizandolas en gran

medida, cuando es suministrado al medio.

El estrés exdgeno que induce la EMR conduce a un estrés celular oxidativo por aumento
excesivo de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Esto origina lo que se denomina
“disfuncion metabdlica mitocondrial’, que se traduce en una pérdida masiva de ATP
(adenosina trifosfato) hacia el citosol debido a la desestructuracion de la mitocondria y que

tiene como consecuencia la disminucién del rendimiento celular.
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Una radiacion constante, como la recibida por los teléfonos moviles, aumenta los niveles de
ATP en el citosol debido al deterioro en la estructura de las mitocondrias por el aumento
masivo de especies oxidantes, desencadenando ademas una respuesta inflamatoria. Estas
fugas de ATP representan una evidencia sistémica de la desintegracion celular, y del dafio

mitocondrial.

Se observo que la REM provoca un gran aumento en los niveles de ATP en el citosol, de
aproximadamente el 46,0 + 4,4% y el tratamiento con glucégeno marino en un rango de
entre aproximadamente 2,5 mg y 5 mg/ml protege de este dafio celular reduciendo la fuga

de ATP hasta en aproximadamente un 16 = 1,8%.

Estos resultados sugieren un efecto protector del glucégeno marino sobre los dafos
inducidos en la piel como consecuencia de la exposicién a la REMy que se traducen en el
aumento masivo de la produccion de especies ROS debido al estrés oxidativo al que se ven
sometidas las células bajo REM, y al aumento de la fuga de ATP hacia el citosol, y que son

identificativos de desintegracién celular y dafio mitocondrial.
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REIVINDICACIONES

Uso de glucdégeno de origen marino para la fabricaciéon de una
composicién topica para minimizar alteraciones biolégicas de la piel, en
particular alteraciones en parametros bioldgicos, debidas a radiaciones
electromagnéticas emitidas por dispositivos electronicos en el rango de

las microondas.

Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las alteraciones en
parametros biolégicos son la acumulacion de especies de oxigeno
reactivas (ROS) y/o el aumento de los niveles de ATP acumulado en el

citosol celular.

Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la cantidad de
glucégeno a emplear en la composicion topica esta en el rango de
entre 2 mg y 5 mg de glucogeno por ml de composicion.

Uso segun la reivindicacién 3, caracterizado porque la cantidad de
glucégeno a emplear en la composicion tépica estéa en el rango de
entre 2,5y 5 mg/ml de composicion.

Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la frecuencia en el

rango de microondas es de 900 MHz a 2 GHz.

Uso segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el glucégeno
marino es extraido de moluscos marinos mitilidos.

Uso segun la reivindicacion 6, caracterizado porque los moluscos

marinos mitilidos son de la especie Mytilus galloprovincialis.

8.-Procedimiento para para minimizar alteraciones biolégicas de la piel, en

particular alteraciones en parametros bioldgicos, debidas a radiaciones
electromagnéticas emitidas por dispositivos electronicos en el rango de
las microondas, caracterizado porque comprende la aplicacion topica
de una composicién fabricada segun el uso indicado en cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 7.
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Figura 1

Acumulaciéon de ROS en las muestras tratadas con
Glucégeno marino e irradiadas o no con REM.

EMR = Electro radiacion magnética. * significacion estadistica
con un 95% de confianza; ** 99% de confianza;

*** 99,9% de confianza; **** 99,99% de confianza
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Figura 2

Grafico de barras que representa las unidades relativas de luminiscencia
en muestras normalizadas respecto al control.

EMR = Electro radiacion magnética. * significacion estadistica

con un 95% de confianza; ** 99% de confianza;

*** 99,9% de confianza; **** 99,99% de confianza

2.5~

30.6%

Normalizado a control
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Figura 3

Grafico de barras que representa las unidades relativas de luminiscencia
en muestras normalizadas con control irradiado.

EMR = Electro radiacion magnética. * significacion estadistica

con un 95% de confianza; ** 99% de confianza;

*** 99,9% de confianza; **** 99,99% de confianza

1.5

16%

Normalizado a control+ EMR
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-
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NO
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NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201630326

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 ES 2469796T T3 (ACRAF) 20.06.2014
D02 JP 2003335651 A (NOEVIR KK) 25.11.2003
D03 US 5093109 A (MAUSNER JACK) 03.03.1992

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

D01 divulga el uso de glucogeno para la aplicacion cutanea, obteniéndose el glucdgeno a partir de moluscos, en particular
los mejillones (Mytilus edulis y Mytilus galloprovincialis).

D02 proporciona una preparacion para el cuidado de la piel para uso externo que minimiza reacciones inflamatorias de la
piel, o el efecto del envejecimiento de la piel. Esta preparacion para uso externo del cuidado de la piel comprende glucégeno
y uno o mas tipos de agentes antiinflamatorios. El glucégeno es extraido de Mytilus coruscus.

D03 divulga una composicién conteniendo glucégeno para ser usada sobre la piel con el fin de minimizar los efectos del
envejecimiento, producidos por la liberacion de radicales libres, o retardar los efectos sobre la piel debidos a la radicacion
solar.

Dado que los documentos D01, D03 divulgan composiciones conteniendo glucégeno de origen marino, que se usan de
manera tépica sobre la piel para minimizar las alteraciones bioldgicas de la misma, las reivindicaciones independientes 1, 8,
y las dependientes 6, 7, carecerian de novedad, tal y como se menciona en el art. 6 de la ley 11/1986. El hecho de que esas
alteraciones bhiolégicas sean debidas a radiaciones electromagnéticas emitidas por dispositivos electrénicos en el rango de
microondas no conferiria novedad al uso tépico alegado. Tampoco conferiria novedad alguna el hecho de que las
alteraciones de la piel se deban a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), o al aumento de ATP, o el tipo y
la frecuencia de la radiacién electromagnética empleada, por lo que las reivindicaciones dependientes 2 y 5 también
carecerian de novedad, tal y como se menciona en el art. 6 de la ley 11/1986.

A la luz de los documentos del estado de la técnica, ninguna de las reivindicaciones 1, 2, 5-8 cumplirian con el requisito de
actividad inventiva, al poder resultar del estado de la técnica de manera evidente para el experto en la materia, tal y como se
menciona en el art. 8 de la ley 11/1986.

Las reivindicaciones 3 y 4, que hacen referencia a la cantidad de glucogeno empleado, no parecen traer consigo efecto
técnico alguno que pudiera suponer una contribucién al estado de la técnica sobre lo ya divulgado, por lo que el uso de una
composicién tépica con las cantidades que aparecen en esas reivindicaciones no supondria mas que una forma alternativa
de usar el glucogeno de origen marino sobre la piel para minimizar alteraciones bioldgicas en la misma. Asi pues, las
reivindicaciones 3, 4 carecerian de actividad inventiva tal y como se menciona en el art.8 de la ley 11/1986.
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