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DESCRIPCION
Inhibidor de la actividad heparanasa
Campo Técnico

La presente descripcion se refiere a una preparacion externa para la piel que contiene un derivado ciclico de
carboxamida de férmula (I) como un ingrediente activo, y particularmente a un inhibidor de heparanasa que, cuando
se usa como un cosmeético, inhibe la activacion de la heparanasa en la piel, inhibe la alteraciéon en la piel que ocurre
con el fallo de control de factores de crecimiento, apoyando al heparan sulfato, y permite que se mantenga la condicion
de piel juvenil.

Antecedentes de la técnica

La investigacion en anti-envejecimiento ha seguido avanzando en los afios recientes. El envejecimiento somatico es
una causa importante del envejecimiento de la piel desde un punto de vista macroscopico, pero otras causas como la
oxidacion, la sequedad y la luz solar (rayos ultravioleta) también son factores directos relacionados con el
envejecimiento de la piel. Se sabe que el fendémeno especifico del envejecimiento de la piel esta asociado con dafio
celular debido a la reduccion en mucopolisacaridos, incluyendo acido hualurénico, reaccién de entrecruzamiento del
colageno y rayos ultravioleta.

También se esta llevando a cabo una gran cantidad de investigacion con el objetivo de inhibir o mejorar, p. €j., las
arrugas, arrugas finas y flacidez de la piel, causadas por el dafio en la piel o por envejecimiento de la piel debido a la
exposicion a los rayos ultravioleta. Como resultado, se ha demostrado la eficacia para promover la produccion de
acido hialurénico (JP2001-163794A: documento Patente 1), suprimir la produccioén y activacion de metaloproteinasas
de la matriz (MMP) (JP2000-503660X: documento Patente 2), promover la produccion de colageno e inhibir la
activacion de la esterasa (JP-H11-335235B: documento Patente 3), suprimir la angiogénesis (WO03/84302A:
documento Patente 4), y suprimir la linfangiectasia (K. Kajiya et al., Am. J. Pathol., 2006, 169(4): 1496-1503:
documento No Patente 1).

Dicha investigacion esta dividida en gran medida en esfuerzos para prevenir y mejorar las arrugas finas, con enfoque
en la epidermis o células epidérmicas, y esfuerzos para prevenir y mejorar las grandes arrugas, con enfoque en la
supresion de los cambios en la dermis que incluyen vasos sanguineos o vasos linfaticos. La propagacion de los
cambios en la epidermis a la dermis da lugar a la alteracion de la dermis, que incluye los vasos sanguineos y vasos
linfaticos, y la heparanasa esta intrinsecamente implicada en el proceso. De hecho, se ha demostrado que se obtiene
un efecto anti-arrugas significativo recubriendo un modelo de arrugas finas con un inhibidor de heparanasa
(PCT/JP2009/056717).

Documentos de la técnica anterior
Documentos de Patentes
Documento Patente 1: JP2001-163794A
Documento Patente 2: JP2000-503660X
Documento Patente 3: JP-H11-335235B
Documento Patente 4: WO03-84302A
Documento Patente 5: DE2746550A
Documento Patente 6: JP2901297B
Documento Patente 7: JP2008-303186A
Documento Patente 8: JP2004-526758X
Documentos de No Patentes
Documento No Patente 1: K. Kajiya et al., Am. J. Pathol., 2006, 169(4): 1496-1503.
Documento No Patente 2: I. Vlodavsky et al., Semin. Cancer Biol., 2002, 12(2): 121-129.
Compendio de la invenciéon
Problemas a solucionar por la invencion

Es un objeto de la invencion encontrar un nuevo farmaco que sea eficaz para prevenir y suprimir el envejecimiento de
la piel desde el punto de vista de la relacion entre la heparanasa y el envejecimiento de la piel.
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Medios para solucionar los problemas

Como resultado de mucha investigacion laboriosa, los presentes investigadores han encontrado que ciertos derivados
ciclicos de carboxamida inhiben la actividad heparanasa y, como resultado, previenen o suprimen eficazmente el
envejecimiento.

Efecto de la invencion

Dado que el inhibidor de la actividad heparanasa de la invencion puede inhibir eficazmente la actividad heparanasa,
puede usarse como un ingrediente activo en un agente que mejora las arrugas, por ejemplo, para prevenir o suprimir
la formacién de arrugas (particularmente grandes arrugas).

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un grafico que muestra la diferencia en la actividad heparanasa en queratinocitos humanos normales, en
condiciones de irradiacion y no irradiacion con luz ultravioleta;

La Fig. 2 es un conjunto de imagenes de inmunotincion para heparanasa y heparan sulfato en secciones irradiadas y
no irradiadas con luz ultravioleta de tejidos de gluteos normales humanos;

Las Figs. 3(a) y 3(b) son ambos diagramas esquematicos de modelos de pseudo-piel, donde (a) muestra un “modelo
de descomposicion de heparan sulfato” que no contiene heparan sulfato en una lamina de membrana basal (heparan
sulfato (-)), mientras (b) muestra un “modelo normal”, que contiene heparan sulfato en una lamina de membrana basal
(heparan sulfato (+));

La Fig. 4 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion para la permeabilidad de VEGF usando los modelos
de pseudo-piel de las Figs. 3(a) y 3(b);

La Fig. 5 es un conjunto de fotografias que muestran los resultados de la evaluacion para la angiogénesis usando los
modelos de pseudo-piel de las Figs. 3(a) y 3(b);

La Fig. 6 es un grafico que muestra los resultados del analisis para el area de vaso sanguineo en la fotografia de la
Fig. 5;

La Fig. 7 es un conjunto de fotografias de la apariencia de un modelo de piel que contiene melanocitos (MEL-FT,
fabricado por MatTek, E.E.U.U.);

La Fig. 8 es un grafico que muestra resultados comparativos para el contenido de melanina en la epidermis para
diferentes modelos de piel;

La Fig. 9 muestra los resultados de inmunotincion para perlecan y heparan sulfato en manchas de pigmentacion senil

y en tejido normal circundante;

La Fig. 10 muestra los resultados de la inmunotincién con anticuerpo anti-CD31 como un marcador vascular, junto con
los resultados de analisis de imagen;

La Fig. 11 muestra los resultados de la inmunotincion con anticuerpo anti-LYVE-1 como un marcador linfatico, junto
con los resultados de analisis de imagen;

La Fig. 12 muestra los resultados del ensayo de union de bFGF in situ con tejido pigmentado senil; y
La Fig. 13 muestra los resultados del ensayo de union de bFGF in situ con tejido pigmentado seborreico.
Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

La heparanasa esta presente en una variedad de células, como una enzima que degrada especificamente las cadenas
de heparan sulfato en varios tipos de proteoglicanos de heparan sulfato. En la piel, es producida por los queratinocitos
epidérmicos que componen la epidermis y los fibroblastos o células vasculares endoteliales de la dermis. Se sabe
también que su produccion estda aumentada en diferentes tipos de células cancerosas, y se ha sugerido también una
conexion con la malignidad del cancer. Se sabe que el aumento de la produccion de heparanasa en las células
cancerosas aumenta la metastasis y aumenta la capacidad de induccion de la angiogénesis (véase I. Vlodavsky et al.,
Semin. Cancer Biol., 2002; 12(2): 121-129: documento No Patente 2).

Los proteoglicanos de heparan sulfato tienen la funcion de provocar la acumulacion extracelular de factores de
crecimiento que se unen a heparan sulfato (p. €j., bFGF, HGF, VEGF, y HB-EGF). El perlecan es un tipo de
proteoglicano de heparan sulfato que también esta presente en la membrana basal epidérmica en la interfaz entre la
epidermis y la dermis, y en la piel, los factores de crecimiento que unen heparan sulfato se unen a la membrana basal
epidérmica, controlando la migracién de factores de crecimiento entre la epidermis y la dermis. Ademas, el perlecan
en la membrana basal epidérmica también controla los factores de crecimiento para las células basales epidérmicas
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que se unen a la membrana basal, y se ha demostrado que es esencial para el crecimiento y diferenciacion apropiados
de la epidermis.

Por consiguiente, la descomposicion de las cadenas de heparan sulfato del perlecan por activacion o expresion
acelerada de heparanasa perturba la liberacion de factores de crecimiento acumulados y el control de factores de
crecimiento en la epidermis y la dermis, lo que lleva al fallo de control de la diferenciacion y del crecimiento de la
epidermis y el engrosamiento de la dermis, y lo que promueve la formacion de arrugas. En otras palabras, la supresion
de la actividad heparanasa suprime la liberacién de factores de crecimiento que acompafan a la descomposicion del
heparan sulfato, y ayuda a suprimir la migracién de factores de crecimiento entre la epidermis y la dermis.

Como resultado del chequeo basado en la actividad heparanasa como indice, se han encontrado ciertos derivados
ciclicos de carboxamida que pueden significativamente suprimir la actividad heparanasa. Se conocen varios
compuestos como derivados ciclicos de carboxamidas y, por ejemplo, son conocidos por su uso como humectantes
para la piel (DE2746550A: documento Patente 5), para usar como compuestos que promueven la permeacion
(JP2901297B: documento Patente 6), y para usar como promotores de maduracién y formacion de envoltura
queratinizada (JP2008-303186A: documento Patente 7). Sin embargo, es completamente desconocido en la técnica
anterior que los derivados ciclicos de carboxamida exhiben accién inhibidora de la actividad heparanasa.

Como se explica en detalle en los ejemplos, los presentes inventores han demostrado que la irradiacion de
queratinocitos normales cultivados con rayos ultravioleta da como resultado la activacion de la heparanasa de los
queratinocitos normales (véase Fig. 1). También se demostré que la irradiacion de la piel humana con rayos ultravioleta
aumenta la cantidad de heparanasa en la epidermis, y reduce el heparan sulfato en la membrana basal (véase Fig.
2). De este modo se demostrd que la activacion de heparanasa ocurre no solo en modelos de arrugas finas, sino
también por rayos ultravioleta.

Ademas, dado que el heparan sulfato de membrana basal se descompone tras la activaciéon de heparanasa, los
presentes inventores prepararon, como modelos de pseudo-piel, un modelo normal que contiene heparan sulfato en
una membrana basal y un modelo de heparan sulfato descompuesto que no contiene heparan sulfato en la membrana
basal, y evaluaron la permeabilidad de VEGF vy la angiogénesis. Como resultado, se demostré que la permeabilidad
de VEGF aumentaba y se inducia angiogénesis en el modelo de heparan sulfato descompuesto, en comparacion con
el modelo normal (véanse las Figs. 3 a 6).

Previamente Yano et al., han indicado que la induccion de la angiogénesis inducida por los rayos ultravioleta en la
dermis y la alteracién de la dermis son importantes para la formacién de grandes arrugas (JP2004-526758X:
documento de Patente 8), y han encontrado que la heparanasa es una enzima intrincadamente involucrada no solo
en arrugas finas sino también en grandes arrugas. Es decir, la inhibicion de la actividad heparanasa es eficaz no solo
para prevenir las arrugas finas debidas a la sequedad sino también a las grandes arrugas debidas a la exposicion
prolongada al sol. En esta memoria, “grandes arrugas” se usa para denominar arrugas grandes y profundas en la
direccion perpendicular al lado muscular, que se forman en las esquinas de los ojos y en el surco nasolabial, como
resultado de alteraciones no solo en la epidermis sino también en la dermis.

En la evaluacion primaria que usa la actividad de heparanasa como indice, como se describe en detalla en los ejemplos
que siguen, el heparan sulfato biotinilado se inmovilizé en 96 pocillos, después de lo cual se dejo que la heparanasa
actuara en presencia de un farmaco, y se uso la cantidad de reduccion en heparan sulfato biotinilado para evaluar la
actividad heparanasa mediante la reaccidon con avidina marcada con peroxidasa y coloracion. Los farmacos que
exhibian un efecto inhibidor de la actividad heparanasa en la evaluacién primaria se evaluaron a continuacién para
reproducibilidad y dependencia de la concentracion en un sistema de evaluacion secundario. De esta forma, se
encontré que los derivados ciclicos de carboxamida inhiben la actividad heparanasa.

El término “anti-envejecimiento”’, como se usa en esta memoria, significa prevenir y mejorar las arrugas, flacidez y
endurecimiento de la piel suprimiendo la alteracion de la piel causada por factores de crecimiento que se unen a
heparan sulfato debida a la descomposicion del proteoglicano de heparan sulfato en la membrana basal por el
envejecimiento o el fotoenvejecimiento, y suprimir especificamente las anomalias en la diferenciacion epidérmica,
angiogénesis de la dermis, linfangiectasia y ruptura de elastina, para mantener un estado elastico, juvenil y saludable
de la piel.

Ademas, como se describe en detalle en los ejemplos, los presentes inventores también han determinado que el tejido
pigmentado senil tiene mas descomposicion de heparan sulfato de la membrana basal que la piel expuesta a la luz.
La descomposicion del heparan sulfato da lugar a la pérdida de control del factor de crecimiento endotelial vascular A
(VEGF-A) expresado en la epidermis, por lo cual ocurren alteraciones en los vasos sanguineos dérmicos y los vasos
sanguineos linfaticos originando inflamacion, y activacion de los melanocitos que promueven el almacenamiento de
melanina en los melanosomas. Ademas, el fallo del control del factor de crecimiento de fibroblastos-7 (FGF-7)
expresado en la dermis da lugar a una acelerada distribucion de melanosomas a partir de los melanocitos a las células
epidérmicas. En otras palabras, se piensa que la descomposicién del heparan sulfato que acompafia a la activacion
de la heparanasa da lugar a la activacion de los melanocitos debido a la inflamacién y a la acelerada distribucion de
melanosomas debida a la pérdida de control del FGF-7, dando como resultado una acumulacién sinérgica de
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melanosomas en los queratinocitos. Por consiguiente, un inhibidor de la actividad heparanasa es util no solo para
prevenir y suprimir las arrugas.

El inhibidor de la actividad heparanasa de la invencion también puede usarse para tratar, mejorar o prevenir otras
afecciones o sintomas asociados con la actividad heparanasa. Las “afecciones o sintomas asociados con la actividad
heparanasa” pueden ser proliferaciéon de células cancerosas o metastasis o angiogénesis. Por lo tanto, una
composicion médica que contiene un inhibidor de la actividad heparanasa de la invencién también puede usarse para
suprimir la proliferacion de células cancerigenas o metastasis, o para suprimir la angiogénesis.

Cuando el derivado ciclico de carboxamida de férmula (I) de acuerdo con la invencion es una sustancia conocida, se
puede sintetizar faciimente mediante un método conocido o adquirirse facilmente como un producto comercial, o si se
trata de un compuesto nuevo, por ejemplo, se puede sintetizar facilmente mediante un método conocido por los
expertos en la materia.

El derivado ciclico de carboxamida representado por la formula (I) de la invencién también se puede convertir en una
sal inorganica o sal organica mediante un método conocido. No existen restricciones particulares sobre las sales que
se usan para la invencion, y los ejemplos incluyen sales inorganicas como hidrocloruros, sales de acido sulfarico, sales
de acido fosférico, sales de acido bromhidrico, sales de sodio, sales de potasio, sales de magnesio, sales de calcio y
sales de amonio. Las sales organicas incluyen sales de acido acético, sales de acido lactico, sales de acido maleico,
sales de acido fumarico, sales de acido tartarico, sales de acido citrico, sales de acido metanosulfénico, sales de acido
p-toluenosulfonico, sales de trietanolamina, sales de dietanolamina y sales de aminoacidos.

El inhibidor de la actividad heparanasa de la invencidon puede contener un Unico tipo de derivado ciclico de
carboxamida de féormula (1) o su sal sola, pero puede también contener dos o mas derivados ciclicos de carboxamida
de férmula (1) o sus sales, en cualquier combinacién y proporciéon deseadas.

El contenido del derivado ciclico de carboxamida de férmula (I) o su sal en el inhibidor de la actividad heparanasa de
la invencion no esta particularmente restringido siempre que sea una cantidad suficiente para exhibir de manera eficaz
la inhibicién de la actividad heparanasa, y se puede seleccionar apropiadamente de acuerdo con el propésito del
inhibidor de la actividad heparanasa. Generalmente, sin embargo, la proporcion del derivado ciclico de carboxamida
de formula (1) o su sal con respecto al inhibidor de la actividad heparanasa completo se prefiere que sea habitualmente
al menos 0,0001% en masa y especialmente al menos 0,0001% en masa, y usualmente no mas del 1% en masa y
especialmente no mas del 0,2% en masa. Cuando se usan dos o mas derivados ciclicos de carboxamida de formula
(I) o sus sales, la cantidad total debe satisfacer el intervalo especificado anteriormente.

Ademas, el inhibidor de la actividad heparanasa de la invencién puede contener ademas cualquier otro componente
deseado ademas del derivado ciclico de carboxamida de formula (1) o su sal, siempre que el efecto inhibidor sobre la
actividad heparanasa por el derivado de ciclico de carboxamida de férmula (I) o su sal no esté sustancialmente
alterado. Otros componentes incluyen otros compuestos con accion inhibidora sobre la actividad heparanasa (otros
componentes activos), o vehiculos y/o adyuvantes médicamente aceptables. Dichos otros componentes se pueden
usar solos, o se pueden usar dos 0 mas en cualquier combinacién y proporcion.

El inhibidor de la actividad heparanasa de la invencion se puede producir mediante un método comun, y como un
componente para una preparacion externa para la piel, se pueden incluso preparar uno o mas de los derivados ciclicos
de carboxamida de férmula (1) o sus sales por separado, aunque los componentes comiunmente usados en
preparaciones externas para la piel, como cosméticos que contienen cuasi-farmacos o productos farmacéuticos,
pueden afadirse de modo apropiado segun sea necesario, incluyendo aceites, surfactantes, polvos, colorantes, agua,
alcoholes, espesantes, agentes quelantes, siliconas, antioxidantes, absorbentes de ultravioleta, humectantes,
aromaticos, diversos componentes farmacoldgicos, agentes antisépticos, reguladores del pH, neutralizadores.

La ruta de administracién y forma de dosificacion del inhibidor de la actividad heparanasa de la invencidon no estan
restringidas, y se pueden seleccionar segun sea apropiado para el propésito. Ejemplos de rutas de administracion
incluyen administracién local (p. €j., aplicacion en la piel), administracion oral, administracién parenteral (p. €.,
administracion intravenosa y administracion intraperitoneal), y similares, aunque se prefiere a una preparacion externa
para la piel para usar como agente anti-envejecimiento. La forma de dosificacion, para administracion local (un material
de aplicacion en la piel), puede ser de una forma en la que se prepara un sistema en solucion, sistema solubilizado,
sistema emulsionado, sistema disperso en polvo, sistema de dos capas agua/aceite, sistema de tres capas
agualaceite/polvo o similares, como un parche, pomada, crema, latex, agua cosmética, gel o aerosol. Para
administracion oral, puede estar en forma de una preparacién sélida como un comprimido, comprimido recubierto,
comprimido recubierto de azucar, granulos, polvo, capsula (p. €j., una capsula de gelatina dura o blanda), o una
preparacion liquida (solucion o suspension) como un farmaco con liquido interno o jarabe. Para una administracion
parenteral, puede estar en forma de una inyeccion o similar.

El inhibidor de la actividad heparanasa de la invencion también puede contener uno o mas de otros componentes
deseados ademas del derivado ciclico de carboxamida de férmula (1) o su sal, siempre que el efecto inhibidor sobre
la actividad heparanasa por el derivado ciclico de carboxamida de féormula (1) o su sal no esté sustancialmente
alterado. No existen restricciones particulares sobre dichos otros componentes, y se pueden seleccionar



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 687 780 T3

apropiadamente de acuerdo con el propésito, forma de dosificacion y ruta de administracion de la composicion médica,
aunque se pueden mencionar como ejemplos vehiculos y/o adyuvantes médicamente aceptables. Ejemplos de
adyuvantes incluyen diluyentes, aglutinantes, disgregantes, espesantes, agentes dispersantes, aceleradores de
reabsorciéon, correctores de sabor, agentes tamponantes, surfactantes, aditivos de disolucion, conservantes,
emulsionantes, agentes isoténicos, estabilizadores y reguladores de pH.

Como ejemplos especificos, cuando se va a usar el inhibidor de la actividad heparanasa de la invencion como una
preparacion externa para la piel, se pueden afadir apropiadamente segiun sea necesario componentes usados
comunmente en preparaciones externas, como blanqueadores de la piel, humectantes, antioxidantes, componentes
de aceite, absorbentes de ultravioleta, surfactantes, espesantes, alcoholes, constituyentes en polvo, agentes
colorantes, componentes acuosos, agua, o varias preparaciones de nutrientes para la piel. Ademas, también se
pueden anadir cantidades apropiadas de quelantes de iones metalicos como edetato sédico, edetato trisddico, citrato
sodico, polifosfato soédico, metafosfato sodico o acido glucénico, agentes antisépticos como metilparabeno,
etilparabeno o butilparabeno, cafeina, tanino, verapamil, acido tranexamico o sus derivados, extracto de regaliz,
agentes farmacéuticos como glabridina, extracto de agua caliente de membrillo chino, galénicos, acetato de tocoferol,
acido glicirricico y sus derivados o sales, blanqueadores de la piel como la vitamina C, fosfato de ascorbato de
magnesio, ascorbato de glucosido, arbutina o acido kdjico, sacaridos como glucosa, fructosa, manosa, sacarosa o
trehalosa y derivados de vitamina A como acido retinoico, retinol, acetato de retinol o palmitato de retinol.

Sin embargo, estos componentes no estan limitados a aquellos mencionados anteriormente. Dichos componentes
también pueden usarse en mezclas apropiadas, de acuerdo con formulaciones para formas de dosificacion prescritas.

La forma de dosificacion de la preparacion externa para la piel de la invencion no esta particularmente restringida, y,
por ejemplo, puede estar en cualquier forma deseada como un sistema de solucién, un sistema solubilizado, un
sistema emulsionado, un sistema de polvo disperso, un sistema de dos capas agua/aceite, un sistema de tres capas
agua/aceite/polvo, una pomada, gel, aerosol, o similar. La forma de uso tampoco esta particularmente restringida, y
por ejemplo, se puede emplear cualquier forma deseada como agua cosmética, emulsién, crema, esencia, gelatina,
gel, pomada, compresa, mascarilla, base o similar.

El inhibidor de heparanasa de la invencién se puede aplicar a la piel para su utilizaciéon en un método cosmético para
prevenir la formacion de grandes arrugas, y/o para aliviar y eliminar arrugas formadas. El método y la dosificacion para
una preparacion externa de acuerdo con la invencidon usados en un método de embellecimiento no estan
particularmente restringidos y pueden establecerse apropiadamente dependiendo de la forma de dosificacién o de la
condicion de las arrugas de la piel a ser tratada, pero tipicamente se frota una dosis adecuada, p. €j., de 0,1 mla 1 ml
por cm?, directamente sobre la piel o se absorbe en gasa y se aplica sobre la piel, varias veces al dia (1-5 veces).

La presente invencion se ha explicado con ejemplos concretos, con el entendimiento de que estos son meramente
ilustrativos y que la invencion puede incorporar cualquier modificacion deseada que caiga dentro del alcance de las
reivindicaciones de la invencion.

La invencion se explicara ahora con mayor detalle con referencia a ejemplos, con el entendimiento de que la invencion
no debe limitarse a estos ejemplos.

Ejemplos
1. Evaluacion basada en la tasa de inhibicién de la actividad heparanasa

Se cultivaron células A431 (células de carcinoma epitelial humano) en DMEM que contenia suero al 10% (medio Eagle
modificado de Dulbecco). Las células cultivadas se solubilizaron en tampon de lisis (Tris 50 mM, Tritéon X-100 al 0,5%,
cloruro sodico 0,15 M, pH 4,5) y se recogieron con un raspador, y luego se pipeted y se dejo reposar sobre hielo
durante 30 minutos. Esto fue seguido de centrifugacion a 10.000 rpm durante 10 minutos para eliminar la porciéon
insoluble, y se recupero el sobrenadante como extracto celular. Se midio la cantidad de proteina en el extracto celular
con un kit de ensayo de proteina BCA (BCA Protein Assay Kit, PIERCE, CA46141).

El extracto celular A431 se diluy6 después a 500 pg/ml con tampén de ensayo (HEPES 50 mM, acetato sodico 50 mM,
cloruro sédico 150 mM, cloruro calcico 9 mM, BSA al 0,1%). A continuacion, el compuesto de prueba se disolvid en
DMSO y se afiadi6 al extracto celular en proporciones de 0,0005% en masa, 0,005% en masa, y estos se mezclaron
para preparar soluciones de muestra (concentracion final de DMSO: 5%). Se preparé una solucion control mezclando
DMSO con el extracto celular diluido hasta una concentracion final del 5%, y se sembraron la solucion de muestra y
la solucién control en una placa con heparan sulfato biotinilado inmovilizado a 100 pl/pocillo. Después de reaccionar
a 37°C durante 2 horas y lavar 3 veces con PBS-T, se afiadi6 avidina-HRP diluida 10.000 veces (Vector, A-2004)/PBS-
T a 100 pl/pocillo, y la reaccion se continud a 37°C durante 1 hora. Después de 3 lavados adicionales con PBS-T, se
afadi6 reactivo TMB (BIO-RAD, 172-1066) a 100 pl/pocillo y se hizo reaccionar con el, la reaccion se terminé con
acido sulfdrico 1 N y se midi6 la absorbancia a 475 nm (OD475).

Ademas, se afiadi6 DMSO a un diluyente en serie preparado con el tampon de ensayo del extracto celular A431
anteriormente mencionado (concentraciones de extracto celular: 500 pg/ml, 50 pg/ml, 5 pg/ml, 0,5 pg/ml), hasta una
concentracion final del 5% sin adicion del compuesto de prueba, para obtener una mezcla (solucion para curva de
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calibracion). La solucion para la curva de calibracion se sometié al tratamiento del mismo procedimiento descrito
anteriormente, a partir de la siembra de la placa con heparan sulfato biotinilado inmovilizado, y se midié la OD475.

A continuacion, se dibujé una curva de calibracion para la concentracion de proteina basada en el valor de OD475 de
la solucién para la curva de calibracion, y se uso esta curva de calibracion para calcular la concentracion de proteina
de cada solucién de muestra a partir del valor de OD475 de la solucién de muestra obtenida afiadiendo el compuesto
de prueba a diferentes concentraciones de adicién. La concentracion de proteina se calculé de la misma manera para
la solucién control. Se determiné la tasa de inhibicién de la actividad heparanasa de cada solucién de muestra a partir
de la relacion de la concentracion de proteina de cada solucion de muestra y la concentracion de proteina de la
solucion control (%).

Los detalles con respecto a este procedimiento se describen en la Inspeccién Publica de la Patente Japonesa N°.
2003-502054.

La accién inhibidora de la actividad heparanasa de diferentes derivados ciclicos de carboxamida se evaluaron
mediante este procedimiento. Los resultados se muestran en la Tabla 1. A partir de la Tabla 1, se observa que cada
uno de los derivados ciclicos de carboxamida exhibieron una tasa de inhibicién de 37,64% a una concentracion
afadida de 0,0005% y de 94,74% a una concentracion afiadida de 0,05%, y por lo tanto inhibieron eficazmente la
actividad heparanasa. 2-Imidazolidinona, 1-(2-hidroxietil)-2-imidazolidinona y 1-(2-hidroxietil)-2-pirrolidona.

Tabla 1: Tasa de inhibiciéon de heparanasa

Compuesto Concentracion de adicion Tasa de inhibicién
1-(2-hidroxietil)-2-imidazolidinona 0,05% 99,40%
1-(2-hidroxietil)-2-pirrolidona 0,05% 99,00%
2-Imidazolidinona 0,5% 99,95%
0,05% 60,07%

2. Evaluacién del cambio en la actividad heparanasa por radiacién ultravioleta

Se cultivaron queratinocitos humanos normales con medio de queratinocito normal EpiLife. El medio de cultivo se
colocé temporalmente en PBS y luego se irradié con 50 mJ de UVB, y después de cultivar durante 1 hora, 2 horas y 4
horas, las células se solubilizaron con tampén de lisis y se usaron como soluciones de muestra en el grupo de radiacion
ultravioleta. Ademas, se colocé temporalmente el medio en PBS sin radiacion ultravioleta, para usar como una solucién
de control. Las soluciones de muestra y la solucién de control se usaron para tratamiento de la misma manera que en
el Ejemplo 1, y se midid la OD475. Las actividades heparanasa se evaluaron de la misma manera que en el Ejemplo
1, en base a los valores de OD475. Los resultados se muestran en la Fig. 1. Se demostré que la heparanasa se
activaba significativamente en el grupo de radiacion ultravioleta en comparacion con el control no irradiado.

Inmunotincion de heparanasa y heparan sulfato en piel humana irradiada con ultravioleta

Se irradi6 gluteo humano (20 afios) con 2MED de rayos ultravioleta, y después de 2 dias se biopsiaron la seccion
irradiada y la piel del glateo no irradiada circundante, y se formé un bloque de parafina por el método AMeX. Se formo
una seccion de tejido de 3 um, y se tifieron inmunolégicamente la heparanasa y el heparan sulfato. La imagen de
inmunotincion obtenida se muestra en la Fig. 2. Se aumenté claramente la cantidad de heparanasa y se redujo el
contenido de heparan sulfato en la seccién irradiada con ultravioleta, en comparacién con la seccién no irradiada.

Evaluacion de la permeabilidad y angiogénesis de VEGF con y sin heparan sulfato

Después de calentar y disolver 2 mg de heparan sulfato y 10 mg de agarosa en 1 ml de PBS (solucién de agarosa al
1%), se recubrié con un inserto (Transwell de 24-pocillos por Corning, S.A.) para formar una lamina que contenia
heparan sulfato. Como un control, se formé una lamina que no contenia heparan sulfato por el mismo procedimiento,
excepto que se us6 agarosa sola, sin usar heparan sulfato. Por lo tanto, se seleccioné el interior del inserto para el
lado de la epidermis, la lamina como la membrana basal, y el pocillo en el lado de la dermis, para preparar un modelo
de pseudo-piel (Fig. 3a, b).

El modelo de pseudo-piel obtenido se puede usar como un sistema de evaluacion para evaluar la permeabilidad y la
angiogénesis de VEGF, en funcion de la presencia o ausencia de heparan sulfato en la lamina seleccionada como la
membrana basal (de aqui en adelante denominada “lamina de membrana basal’). En la explicacion que sigue, el
modelo de pseudo-piel que contiene heparan sulfato en la lamina de membrana basal se conoce como el “modelo
normal”, y el modelo de pseudo-piel que no contiene heparan sulfato en lalamina de membrana basal se conoce como
el “modelo de descomposicion de heparan sulfato”.
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En primer lugar, para la evaluacién de la permeabilidad de VEGF, se afiadié una soluciéon acuosa de VEGF a 10 ug/ml
al lado de la epidermis (interior del inserto) de cada modelo y se dej6 estar durante 3 horas a temperatura ambiente,
y se detectd la concentracion de VEGF en el pocillo en la dermis con un kit de ELISA de VEGF (R&D systems). Los
resultados se muestran en la Fig. 4. La permeacion de VEGF se redujo significativamente en el modelo normal en
comparacién con el modelo de descomposicion de heparan sulfato.

A continuacion, para la evaluacion de la angiogénesis, se afadié una solucion acuosa de VEGF a 100 ug/ml al lado
de la epidermis (interior del inserto) de cada modelo, y se colocé en un kit de angiogénesis (Kurabo Industries, S. L.)
para cultivar durante 11 dias, después de lo cual se toma una fotografia del cultivo con el microscopio 6ptico. La
imagen obtenida se muestra en la Fig. 5. Se observé una angiogénesis notable en el modelo de descomposicion de
heparan sulfato de un modo dependiente de la concentracion, mientras que no se observo angiogénesis en el modelo
normal.

Se uso el software de andlisis del kit de angiogénesis (Kurabo Industries, S. L.) para analizar el area del vaso
sanguineo en la imagen de la Fig. 5. Los resultados se muestran en la Fig. 6. Se observé un aumento notable en el
modelo de descomposiciéon de heparan sulfato en comparacion con el modelo normal, lo que demuestra una
angiogénesis significativa.

4. Inmunotincién de tejido humano liofilizado

Se paso recientemente por el micrétomo un bloque de tejido liofilizado de una mancha de pigmentacion senil y de la
piel normal circundante para preparar tiras de 8 um. Las tiras de tejido cortadas en 8 um se fijaron con acetona fria y
se secaron, y se elimind la OCT con PBS. Después de la desactivacion de la peroxidasa endégena mediante
tratamiento con agua peroxido de hidrégeno al 3%, se sometio a bloqueo con suero normal de cabra al 10%, y se llevd
a cabo la reaccion con el anticuerpo primario y el anticuerpo secundario enumerados en la Tabla 2, en ese orden. El
tejido marcado con HRP se lavo 5 veces con PBS, y después se colored con AEC. El tejido coloreado se lavé a fondo
con agua corriente y luego se encapsuld usando un agente de montaje soluble en agua.

Tabla 2: Anticuerpos primario y secundario usados

Anticuerpo primario | Animal inmune | Fabricante Anticuerpo secundario Fabricante
CD31 Raton DAKO Ig de ratén-EnVision Nichirei
LYVE1 Conejo Upstate Ig de conejo-EnVision Nichirei
Perlecan Rata Chemicon Ig de rata biotinilada DAKO
Heparan sulfato Raton Seikagaku IgM de raton biotinilada Vector

5. Ensayo de bFGF in situ

Después de unir 25 ng de bFGF a 200 ul de heparina-Sepharosa hinchada (CL-6B; Pharmacia Biotech), esta se hizo
reaccionar con biotina reactiva con NH; (Dojindo molecular tech.) disuelta en DMSO durante 5 minutos a temperatura
ambiente, se lavé con 800 pl de tampodn de lavado (HEPES 20 mmol/l, pH 7,4, NaCl 400 mmol/l), y se eluy6 dos veces
con 200 ul de tampdn de elucion (HEPES 20 mmol/l, pH 7,4, BSA al 0,2%, NaCl 3 mol/l), para recuperar el bFGF
biotinilado a alta concentracion de sal. Luego se colocé en una columna Ultra free C3LGC (Amicon) y se lavo 3 veces
con PBS para obtener bFGF biotinilado (0,25 g/l).

Se desparafinaron con xileno tiras de tejido parafinado (queratosis seborreica senil y secciones normales circundantes)
cortadas a 5 um y luego se intercambié con etanol (100% —70%) y la peroxidasa enddgena se inactivé mediante
tratamiento de agua peroxido de hidrégeno al 3%. Luego se lavaron con tampén a pH 5 (que contiene NaCl 0,5 M) y
tampoén a pH 10 (que contiene NaCl 0,5 M), para liberar los factores enddgenos que se unen al heparan sulfato. El
bloqueo se realiz6 con suero al 10%, seguido de reaccion con bFGF biotinilado (10 nmol/l) a temperatura ambiente
durante 1 hora y lavando 3 veces con PBS.

Esto fue seguido ademas por reaccion con estreptavidina marcada con peroxidasa (Nichirei, Japon) a temperatura
ambiente durante 15 minutos, lavando 3 veces con PBS, y coloraciéon con DAB. El tejido coloreado se lavé a fondo
con agua corriente, y después de tefiir los nucleos con hematoxilina y realizar intercambio de etanol (70% —100%) y
sustitucién con xileno, se encapsulé.

6. Andlisis de imagen de vasos sanguineos y vasos linfaticos

El tejido tefiido con CD31 y tefiido con LYVE-1 se fotografid 3 veces por corte, y se calcularon el nimero de vasos
sanguineos y vasos linfaticos tefiidos y el area mediante analisis de imagen, usando WinROOF (Mitani Corporation).
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Ademas, también se calculd el area total de dermis en el area de dermis de la capa papilar mediante analisis de
imagen, y se calcularon la densidad y los tamafios de los vasos sanguineos o vasos linfaticos.

La Fig. 9 muestra los resultados de inmunotincion para perlecan y heparan sulfato en las manchas de pigmentacion
senil y en el tejido normal circundante. La membrana basal se tifié tanto con perlecan como con heparan sulfato en el
tejido normal, pero se tifid solo para tincion de perlecan el tejido pigmentado senil, mientras se redujo notablemente la
tincion de heparan sulfato. Estos resultados indican que el heparan sulfato se habia degradado especificamente en
las secciones de manchas de pigmentacion senil.

La Fig. 10 muestra los resultados de la inmunotincion con anticuerpo anti-CD31 como un marcador vascular, junto con
los resultados de analisis de imagen. Se calcul6 el nimero, grosor y area de los vasos sanguineos tefidos con CD31
con el software de analisis de imagen WinROOF para cada imagen tefiida, y se analizé6 el cambio en los vasos
sanguineos en las secciones de manchas de pigmentacién senil y secciones normales circundantes. Se encontré que
los tamafios de vasos sanguineos y las areas de vasos sanguineos fueron significativamente mas altos en las
secciones de manchas de pigmentacion senil. Estos resultados indicaron que se habia producido vasodilatacion en
las secciones de manchas de pigmentacion senil.

La Fig. 11 muestra los resultados de la inmunotincion con anticuerpo anti-LYVE-1 como un marcador linfatico, junto
con los resultados de analisis de imagen. Se calculd el niUmero, grosor y area de los vasos linfaticos tefiidos con LYVE-
1 con el software de analisis de imagen WinROOF para cada imagen tefiida, y se analiz6 el cambio en los vasos
linfaticos en las secciones de manchas de pigmentacion senil y secciones normales circundantes. Se encontré que
los tamafios de vasos linfaticos y las areas de vasos linfaticos fueron significativamente mas altos en las secciones de
manchas de pigmentacion senil. Estos resultados indicaron que se habia producido linfangiectasia en las secciones
de manchas de pigmentacion senil.

La Fig. 12 muestra los resultados de un ensayo de unién de bFGF in situ con tejido pigmentado senil. Aqui se muestra
que la membrana basal se coloreaba de marrdn en el tejido normal circundante de las manchas de pigmentacion senil,
indicando la unién de bFGF, mientras que no se ve tincidon de la membrana basal, es decir, bFGF no era capaz de
unirse en las secciones de manchas de pigmentacion senil, lo que sugiere que ya no era posible la uniéon de bFGF
debido a la degradacion de heparan sulfato.

La Fig. 13 muestra los resultados de un ensayo de union de bFGF in situ con tejido pigmentado seborreico. Aqui se
muestra que la membrana basal se coloreaba de marrén en el tejido normal circundante de las manchas de
pigmentacioén seborreica, indicando la unién de bFGF, mientras que no se ve tincion de la membrana basal, es decir,
bFGF no era capaz de unirse en las secciones de manchas de pigmentacion seborreica, lo que sugiere que ya no era
posible la unién de bFGF debido a la degradacion de heparan sulfato.

Aplicabilidad industrial

Dado que el inhibidor de la actividad heparanasa de la invencion puede inhibir eficazmente la actividad heparanasa,
puede usarse como un ingrediente activo en un agente que mejora las arrugas, por ejemplo, para prevenir o suprimir
la formacioén de arrugas (particularmente grandes arrugas).
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REIVINDICACIONES

1. Un método cosmético para mejorar las arrugas mediante la inhibicién de la actividad heparanasa, que
comprende la etapa de administrar a un sujeto que lo necesita, uno o mas derivado(s) ciclico(s) de carboxamida
seleccionados del grupo que consiste en 2-imidazolidinona, 1-(2-hidroxietil)-2-imidazolidinona y 1-(2-hidroxietil)-2-
pirrolidona, o una sal de estos, como un ingrediente activo.

2, El método de la reivindicacion 1 para mejorar grandes arrugas.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde uno o mas derivado(s) ciclico(s) de carboxamida se
encuentra(n) bajo una forma de dosificacién que es apropiada para administracion local, oral o parenteral.

4. Un derivado ciclico de carboxamida, que es uno o mas seleccionados del grupo que consiste en 2-
imidazolidinona, 1-(2-hidroxietil)-2-imidazolidinona y 1-(2-hidroxietil)-2-pirrolidona, o una sal de estos, para usar para
en la prevencion o tratamiento de las alteraciones en los vasos sanguineos y vasos linfaticos dérmicos que causan
inflamacién o la distribucion acelerada de melanosomas desde los melanocitos a las células epidérmicas.
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