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DESCRIPCION
Composicion destinada a la proteccién solar
Campo técnico

La invencion se refiere a una composicion destinada a un uso para la proteccién de la piel contra los efectos nefastos
de la radiacion solar ultravioleta.

Estado de la técnica

Se sabe que la radiacion solar puede ser nociva para el ser humano. En efecto, gran parte de la energia solar es
emitida en forma de radiacion UV que penetra profundamente en la epidermis. La piel, para defenderse de esta
radiacion, sintetiza melanina que es un pigmento apto para absorber la radiacion UV y limitar su penetracién profunda
en la dermis. Sin embargo, la tasa de melanina sintetizada varia de un individuo a otro y la filtracion no es suficiente
para proteger de forma segura contra las agresiones solares. Principalmente, la radiacion UVB de longitud de onda
comprendida entre 280 y 320 nm provoca eritemas y quemaduras en las pieles sensibles o expuestas frecuentemente
al sol. Igualmente, la radiaciéon UVA de longitud de onda comprendida entre 320 y 400 nm, aunque permite el
bronceado, es igualmente conocida por acelerar el envejecimiento de la piel y esta implicada en el desarrollo de
numerosos canceres cutaneos.

Se han realizado numerosos estudios para poner a punto composiciones, lo mas a menudo tépicas, destinadas a
proteger la piel de las agresiones solares cuando ésta esta expuesta.

Estas composiciones comprenden frecuentemente carotenoides conocidos por ser utilizados por las plantas para
protegerse de las agresiones del sol. Los carotenoides son pigmentos mas bien de color naranja y amarillo extendidos
en numerosos organismos vivos. Pertenecen a la familia quimica de los isoprenoides y son liposolubles. Son
sintetizados por las algas, las plantas verdes y numerosos hongos y bacterias (entre ellas, las cianobacterias). Los
animales no son capaces de producirlos, pero los encuentran en su alimentacion.

Los carotenoides son conocidos por su actividad fotoprotectora, relacionada por una parte con su absorcion de la
radiacion luminosa (funcion de pantalla) y, por otra parte, por sus propiedades antioxidantes que les permite neutralizar
eficazmente los radicales peroxilo y las moléculas de oxigeno singlete (Sies y Stahl, 1995, 2004). Se pueden utilizar
por via externa, pero también por via interna, en la medida en que una parte de los carotenoides ingeridos por los
animales se encuentra en su tegumento. Estudios de suplementacion con B-caroteno y licopeno, solos o mezclados
con otros carotenoides, muestran una fotoproteccion sistémica medida por una disminucion de los eritemas inducidos
por la radiacion UV.

Un estudio clinico ha demostrado que una mezcla de carotenoides reduce el estrés oxidativo. Este estudio clinico
aleatorizado en doble ciego contra placebo describe el efecto de los carotenoides sobre 32 individuos no fumadores y
con buena salud que han recibido diariamente y de forma cruzada durante periodos de 3 semanas, separadas por una
pausa de 12 semanas, 4 capsulas que contienen cada una bien 1 g de aceite de pescado o bien 1 g de aceite de
pescado suplementado con una mezcla de carotenoides (7,6 mg de carotenoides totales, de los cuales 2,9 mg de
bixina por capsula). Se ha observado que esta mezcla de carotenoides reduce el estrés oxidativo inducido por el
consumo de aceite de pescado (muy rico en acidos grasos poliinsaturados 20:5 y 20:6). Esto se ilustra por una
estabilidad aumentada de las LDL en un ensayo de oxidacion ex vivo y la reduccién de la concentracion de un
marcador de degradacién del ADN (la 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina) a nivel de la orina (Kiokias y Gordon, 2003).

Otro estudio en ratas ha mostrado que la administracion ora de varios carotenoides, entre ellos la bixina (200
micromoles = 80 mg por kg de masa corporal) antes de una irradiacion y (1,5-3,0 Gy) reduce la aparicion de lesiones
cromosomicas, apreciado por el analisis de los micronucleos (Thresiamma ef al,, 1998). La bixina, administrada
oralmente Previamente a una quimioterapia es capaz de reducir sus efectos secundarios (Silva et al., 2001).

La actividad antioxidante de la norbixina también ha sido estudiada en el ADN plasmidico induciendo rupturas
radicalicas con peroxido de hidrogeno, H,O,, en presencia de iones Sn?* o Fe?* - reaccion de Fenton: pequefias
concentraciones de norbixina (10uM) protegen el ADN puesto en presencia de H.O» 10uM (Kovary et al., 2001).

Por ofra parte, la norbixina aumenta en un factor de 10 la supervivencia de las bacterias (E. coli) sometidas a la
radiacion UV, a peroxido de hidrogeno, H2O», o aniones superperdxido O, La induccion del sistema SOS por la
radiacion UVC se reduce 2,3 veces en presencia de la norbixina (Junior et al., 2005).

Por ultimo, la norbixina tiene una actividad antimutagena y reduce asi en 87% el efecto mutageno del H>O sobre la
Salmonella typhimurium (Kovary et al., 2001).

Mas globalmente, se ha demostrado en sistemas acelulares que los carotenoides pueden neutralizar los aniones
superoxido generados por el sistema xantina/xantina oxidasa. Esta capacidad de neutralizacion depende de la
naturaleza del carotenoide y disminuye en el orden cantaxantina > bixina > luteina > p-caroteno (Corol et al., 2003).
Por sus efectos antioxidantes, se ha propuesto asi afiadir bixina en alimentos (Levy y Levy, 2003).
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Sobre esta base, se han desarrollado composiciones que contienen carotenoides liposolubles, destinadas a ser
aplicadas sobre la piel antes y en el momento de la exposicion al sol, con el fin de protegerla de los dafios del sol. Sus
propiedades pigmentarias permiten colorear simultaneamente las células de la epidermis de anaranjado, acentuando
la impresién de bronceado. Principalmente, se ha desarrollado una composicién cosmética filtrante fotoestable para
la proteccion de la epidermis humana contra la radiacion UV, que comprende una cantidad pequefia (0,0025-0,009%
en peso) de bixina en un extracto oleoso (Grollier et al., 1991).

Pero los carotenoides también pueden ser ingeridos para desempefiar su funcién antioxidante a nivel principalmente
de las células dérmicas y epidérmicas. Los compuestos ingeridos se encuentran, en efecto, en el plasma y finalmente
en varios tejidos, entre ellos la piel (Richelle et al., 2006). La piel humana contiene de media de 0,2 a 0,6 ng/g de
carotenoides totales, con grandes variaciones entre individuos y entre zonas del cuerpo (Stahl y Sies, 2007). La
ingestion de una alimentacion suplementada en carotenoides provoca un aumento del contenido de carotenoides en
la dermis (Stahl et al., 1998) y, para ser eficaces, estos Ultimos deben ser utilizados de forma prolongada, durante un
periodo superior a 10 semanas (Stahl et al., 2000).

Dicho enfoque ha demostrado su eficacia con, por ejemplo, una mezcla (30 a 90 mg/dia durante 24 semanas) de -y
o-caroteno (Lee et al., 1999), aportando un extracto de toma 16 mg/dia de licopeno durante 12 semanas (Stahl et al.,
2001; 2006) o aportando un extracto de algo (Dunaniella salina) 24 mg/dia de B-caroteno o una mezcla (1:1:1) de b-
caroteno, luteina y licopeno durante 12 semanas (Heinrich et al., 2003). Los efectos protectores solo se desarrollan
progresivamente, y la administracion de una dosis simple de 120 mg o la de una dosis diaria de 90 mg de p-caroteno
durante 23 dias resultan ineficaces (Garmyn et al., 1995). Sin embargo, Klaui et al. (1973), que proponen ingerir
mezclas de carotenoides que contienen eventualmente bixina para proteger la piel contra la radiacion UV, indican que
un tratamiento que comienza 10 a 20 dias antes de la exposicién al sol es suficiente.

Los carotenoides son, de forma general, moléculas no téxicas o poco toxicas (Agner et al., 2004), incluso con dosis
cronicas de 3 g/kg en animales (Trumbo, 2005).

Exposicion de la invencion

El urucu (Bixa Orellana) pertenece a la familia de las bixaceas. Esta planta se presenta en forma de un arbol de 5 a
10 metros de altura, que en la extremidad de las ramas tiene frutos en forma de vainas que contienen granos rodeados
de una pulpa coloreada de rojo anaranjado. El urucu se utiliza para la fabricacion de colorante alimentario, el anato (=
E160b), que es una mezcla de carotenoides que contiene esencialmente bixina (CzsH3004), un poco de norbixina
(C24H2804), asi como varios compuestos secundarios relacionados (Mercadante et al., 1997). La norbixina es un
derivado producto de la hidrdlisis alcalina de la bixina y es hidrosoluble. Se han descrito varios métodos de extraccion
del colorante a partir del pericarpio de los granos de urucu. Estos extractos no presentan toxicidad (Hagiwara et al.,
2003; Bautista et al., 2004). Las conclusiones del JEFCA (Joint WHO/FAO Executive Committee on Food and
Additives) celebrado del 20-29 de junio de 2006 recomiendan una dosis diaria autorizada de 12 mg/kg de bixina para
un extracto titulado de 92% de bixina y 0,6 mg/kg de norbixina para un extracto titulado de 91% de norbixina. El E160b
se utiliza en el campo agroalimentario para colorear materias grasas (mantequilla, aceite, margarina), algunos quesos,
arroz, etc.

Las formulas quimicas de la bixina y de la norbixina se describen a continuacion.

Bixina W N ()
HOOC R = CH, (bixina)

Norbixina
R =H (norbixina)

COOR

Los inventores han descubierto que el cultivo de explantes de epidermis humana durante una semana en presencia
de bixina, norbixina o extracto de urucu (que contiene estas dos moléculas) conlleva una proteccion elevada frente a
una irradiaciéon UVB equivalente a aproximadamente 2 DEM. Esta proteccion se traduce por la disminuciéon muy
significativa del nimero de “células de quemadura solar” (sunburn cells o SBC) observadas 24 horas después de la
irradiacion (figura 1).

Los inventores han observado que la disminucién del nimero de SBC era mayor bajo el efecto de la norbixina (-84,4%)
que de la bixina (-74,4%) o del extracto de urucu (-63,9%). Este efecto de la norbixina se observa para una
concentracion de 15,5 ng-mL™" (=4-10€M).

Por otra parte, un estudio reciente ha demostrado una relacién efecto-dosis de la actividad protectora de un extracto
de urucu enriquecido con bixina de 166 ng-mL-", 330 ng-mL"' y 660 ng-mL™" frente a las alteraciones inducidas por una
irradiacion UV. Este estudio demuestra una reduccién respectiva de 15% para 166 ng-mL™", de 42% para 330 ng-mL-
'y de 63% para 660 ng-mL"".
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Se sabe que la bixina ingerida se transforma en norbixina, que es el compuesto principal que se encuentra en el
plasma después de la ingestion de bixina. Después de la ingestion de una disolucion oleosa de anato que contiene 16
mg de bixina, se observan concentraciones plasmaticas de norbixina superiores a 25 ng-mL"" durante mas de 6 horas,
mientras que las de bixina no llegan mas que a 10 ng-mL™" y esto durante menos de 4 horas (Levy et al. 1997).

La invencion tiene por lo tanto como objetivo una utilizacion por via oral de una primera molécula de férmula (1) con R
= CHj3 para prevenir los dafios producidos por la exposicién a la radiacién ultravioleta sobre la piel de los mamiferos
segun la reivindicacion 1.

Bixina W N ()
HOOC R = CH, (bixina)

Norbixina
R =H (norbixina)

COOR

En un modo de realizacion de la invencion, la primera molécula se mezcla con una segunda molécula de formula (1)
con R=H.

En un modo de realizacion de la invencion, la primera molécula se ingiere con una dosis diaria comprendida entre 5
mg y 100 mg, preferentemente una dosis diaria de 35 mg.

En un ejemplo, la dosis diaria puede estar entre 30 y 40 mg para una persona de aproximadamente 70 kg.

En otro modo de realizacion de la invencion, la segunda molécula se ingiere con una dosis diaria comprendida entre
5 mg y 100 mg, preferentemente con una dosis diaria de 35 mg.

La invencion tiene igualmente como objetivo una composicién destinada a ser administrada por via oral, para la
proteccion de la piel de los mamiferos contra la radiacion UV, caracterizada por que comprende, en un soporte
aceptable para ser ingerido, una primera molécula de férmula (I) con R = CH3 con una dosis minima de 0,01% en peso
de esta primera molécula hasta una dosis maxima de 92% en peso de esta misma primera molécula.

En ejemplos, la dosis puede ser de 0,001%, 0,01%, 0,1%, 1%, 2%, 5%, 7%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% y 90%.

Bixina W N ()
HOOC R = CH, (bixina)

Norbixina
R =H (norbixina)

COOR

En un modo de realizacion de la invencion, la composicion contiene igualmente una segunda molécula de férmula (1)
con R=H.

En un modo de realizacién de la invencion, la composicion comprende una dosis minima de 0,001% en peso de la
segunda molécula hasta una dosis maxima de 92% en peso de esta misma segunda molécula. En ejemplos, la dosis
puede ser de 0,001%, 0,01%, 0,1%, 1%, 2%, 5%, 7%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85% y 90%.

En un modo de realizacion de la invencion segun la reivindicacion 7, la primera molécula se aporta en forma de un
extracto de urucu enriquecido en la primera molécula de férmula (1) con R = CHs.

El extracto de uruct comprende entre 2% y 92% en peso de la primera molécula, preferentemente al menos 6% en
peso de la primera molécula.

En un modo de realizacion de la invencion, la segunda molécula se aporta en forma de un extracto de urucu
enriquecido en la segunda molécula de férmula (I) con R = H.
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Bixina W o ()
HOOC R = CH, (bixina)

Norbixina
R =H (norbixina)

COOR

En un modo de realizacién de la invencion, el extracto comprende entre 2% y 92% en peso de la segunda molécula,
preferentemente al menos 6% en peso de la segunda molécula.

En un modo de realizacién de la invencién, la composicién se realiza como medicamento o complemento alimentario
o alimento.

La invencion tiene igualmente como objetivo un extracto de urucd, caracterizado por que esta enriquecido en una
primera molécula de férmula (1) con R = CHs, cuyo extracto contiene entre 2% y 92% en peso, y preferentemente al
menos 6% en peso, de la primera molécula.

Bixina W » ()
HOOC R = CH, (bixina)

Norbixina
R =H (norbixina)

COOR

En un modo de realizacion de la invencion, el extracto esta igualmente enriquecido en una segunda molécula de
férmula (I) con R = H, cuyo extracto contiene entre 2% y 92% en peso, y preferentemente al menos 6% en peso, de
la segunda molécula.

Por ultimo, la invencién tiene como objetivo el extracto descrito anteriormente para formular la composicion descrita
anteriormente.

La primera molécula de férmula (1) con R = H se denomina norbixina.
La segunda molécula de féormula (I) con R = CH3 se denomina bixina.

La cantidad de bixina o de norbixina recomendada por dia es de 35 mg (en dos tomas) para obtener un efecto de
proteccion contra la radiacion solar. Esta posologia esta aconsejada para una persona que pesa aproximadamente 70

kg.

El porcentaje inferior en peso de la norbixina o de la bixina se determina en funcién de una concentracion minima de
norbixina o de bixina. La concentracion minima de norbixina o de bixina es una concentracion de norbixina o de bixina
que esta por debajo de la que la norbixina o la bixina segun la invencién no tienen un efecto biolégico o un efecto
fotoprotector.

La norbixina o la bixina se pueden obtener por extraccion a partir de plantas que contienen norbixina o bixina. La planta
que se usa preferentemente para extraer la norbixina o la bixina es el urucu.

Por composicién se entiende un producto alimentario, tal como una bebida, un producto lacteo u otro. La composicion
puede ser una composicion medicinal, por ejemplo utilizada en forma de pildoras, de capsulas o de comprimidos, que
contienen una dosis muy precisa de la primera molécula de férmula (I) con R = H. Por composiciéon medicinal se
entiende una composicién que presenta propiedades preventivas frente a la radiacién solar sobre la piel de un
mamifero.

La composicién contiene entre 2% y 92% en peso de la primera molécula o de la segunda molécula, y preferentemente
al menos 6% en peso de la primera molécula o de la segunda molécula.

Por enriquecido se entiende que el extracto comprende la primera molécula o la segunda molécula en una cantidad
tal como la que se obtiene segun los procedimientos de preparacion del extracto descritos a continuacion.

La composicion de capsulas, por ejemplo, que comprenden el extracto enriquecido se realiza de forma que una capsula
contiene 17,5 mg de bixina o de norbixina. Utilizandose fécula de mandioca para completar la formula. Esta puede
ser, por ejemplo, 250 mg de un extracto de urucu al 7% de bixina y 263 mg de fécula de mandioca.

El porcentaje en peso de norbixina o de bixina presente en el extracto de uruct se determina en funciéon de una
concentracion inferior umbral de norbixina o de bixina por debajo del cual no se observa ningun efecto (positivo o
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negativo) . El porcentaje en peso de norbixina o de bixina presente en este extracto se determina también en funcion
de una concentracién superior umbral por encima de la que pueden aparecer efectos nocivos para la salud o para el
organismo (inhibicién del efecto fotoprotector, efecto toxico,...) al ingerir este extracto.

Como se ha mencionado anteriormente, por composicion se entiende, por ejemplo, un producto alimentario, tal como
una bebida, un producto lacteo u otro. La composicion puede ser una composicion medicinal, por ejemplo utilizada en
forma de pildoras, de capsulas o de comprimidos que contienen una dosis muy precisa de extracto enriquecido en
norbixina o en bixina. Por composiciéon medicinal se entiende una composiciéon que presenta propiedades preventivas
frente a la radiacion solar sobre la piel de un mamifero.

La norbixina, la bixina o el extracto enriquecido de urucu segun las reivindicaciones 1, 3, 7 y 9 pueden ser ingeridos
en forma de una capsula, de un comprimido o de una pildora o pueden mezclarse con un producto alimentario como
un queso o un yogur o un producto lacteo.

“Complemento alimentario” tiene el significado dado por la directiva europea 2002/46/CE, es decir cualquier producto
alimentario cuyo objetivo es el de completar el régimen alimentario normal y que constituye una fuente concentrada
de nutrientes o de otras sustancias que tienen un efecto nutricional o fisiolégico, solos o combinados, comercializados
en forma de dosis, es decir, en formas de presentacion tales como las capsulas, las pastillas, los comprimidos, las
pildoras y otras formas similares, asi como los sobres de polvos, las ampollas de liquido, los frascos provistos de
cuentagotas y las otras formas analogas de preparaciones liquidas o en polvo destinadas a ser tomadas en unidades
medidas de pequefia cantidad.

“Alimento” tiene el significado dado en el articulo 2 del reglamento europeo 178/2002 del Parlamento Europeo. Se
entiende por “alimento” cualquier sustancia o producto, transformado, parcialmente transformado o no transformado,
destinado a ser ingerido o razonablemente susceptible de ser ingerido por el ser humano. Este término incluye las
bebidas, los chicles y cualquier sustancia, incluida el agua, integrada intencionalmente en los productos alimentarios
en el transcurso de su fabricacion, de su preparacién o de su tratamiento. Incluye el agua hasta el punto de
conformidad definido en el articulo 6 de la directiva 98/83/CE, sin prejuicio de las exigencias de las directivas
80/778/CEE y 98/83/CE. El término “alimento” no incluye:

- los alimentos para animales;

- los animales vivos, a menos que se preparen con vistas al consumo humano;

- las plantas antes de su recoleccion;

- los medicamentos, en el sentido de las directivas 65/65/CEE (21) y 92/73/CEE (22) del Consejo;
- los cosméticos, en el sentido de la directiva 76/768/CEE del Consejo (23);

- el tabaco y los productos del tabaco, en el sentido de la directiva 89/622/CEE del Consejo (24);

- los estupefacientes y las sustancias psicotropicas, en el sentido de la Convencién Unica de las Naciones
Unidas sobre los estupefacientes de 1961 y de la Convencion de las Naciones Unidas sobre las sustancias
psicotropicas de 1971;

- los residuos y los contaminantes.

“Medicamento” tiene el significado dado por la directiva europea 65/65/CE, es decir cualquier sustancia o composicion
presentada como que tiene propiedades curativas o preventivas con respecto a las enfermedades humanas o animales
y/o cualquier sustancia o composicidon que pueda ser administrada a humanos o animales con vistas a establecer un
diagndstico médico o a restaurar, corregir o modificar funciones organicas en humanos o en animales es considerada
igualmente como medicamento.

Breve descripcion de la figura

Figura 1: efectos de un extracto de urucu enriquecido en bixina, de la bixina y de la norbixina sobre el nimero de
“células de quemadura solar” después de una irradiacion de la piel por radiacion UVB.

1) Ejemplo del procedimiento de preparacion del extracto de urucu enriquecido en bixina

A 200 kg de granos de urucu se le afiaden 400 litros de etanol absoluto. Se realiza una primera extraccion por agitacion
durante 16 horas. Se realiza una separacion por centrifugacion y se obtienen 400 litros de un primer extracto de liquido
A. Los residuos se vuelven a extraer con 400 litros de etanol absoluto. Los dos extractos (800 litros) se mezclan y este
volumen se reduce a 80 litros; se afiaden 10 kg de fécula de mandioca y el conjunto se seca por atomizacion: se
obtienen asi 30 kg de un extracto seco.

2) Ejemplo de procedimiento de preparacion de un extracto de urucu enriquecido en norbixina.
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La preparacion del extracto enriquecido en norbixina se hace por saponificacién del extracto rico en bixina por agitacion
en una disolucion acuosa de NaOH (bixina:NaOH 1:3 mol/mol) durante varias horas a 37°C. Las muestras de la
reaccion de saponificacion pueden ser analizadas por HPLC hasta una conversion bixina/norbixina préxima al 100%.
El secado se realiza por evaporacion del agua a 50°C y la norbixina asi cristalizada se puede guardar a -20°C (Kovary
et al., 2001).

3) Estudio experimental del efecto de un extracto de urucu enriquecido en bixina, de la bixina y de la norbixina (figura 1).

Después de tratamiento e irradiacién con radiacion UVB de explantes de piel humana ex vivo, la coloracién con
tricromo de Masson permite la visualizacion y el recuento de las SBC.

3.1.- Productos ensayados:
- P1: extracto de urucu bio titulado de 6% de bixina (330 ng-:mL™")
- P2: bixina pura (15,5 ng-mL™")
- P3: norbixina pura (15,5 ng-mL™")

3.2.- Preparacion de los explantes

Se han preparado 27 explantes con un diametro de aproximadamente 10 mm a partir de una plastia abdominal. Los
explantes se han puesto en subsistencia en un medio de cultivo a 37°C en atmdsfera himeda que contenia 5% de
CO..

Estos explantes se han repartido en 9 lotes como sigue:

Lote N° de explantes Tratamiento uv ;3?;;1
Testigo DO 3 Ninguno - DO
Testigo 3 Ninguno - D8
Extracto urucu 3 Urucu - D8
Bixina 3 Bixina - D8
Norbixina 3 Norbixina - D8
Testigo UV 3 Ninguno + D8
Extracto urucu UV 3 Extracto urucu UV + D8
Bixina UV 3 Bixina UV + D8
Norbixina UV 3 Norbixina UV + D8

3.3.- Tratamiento

El extracto de urucu se ha puesto en disolucién en DMSO. Los tres productos se han afiadido en el medio de cultivo
en el primer dia (DO0), de forma que se alcancen las concentraciones finales deseadas. La cantidad final de DMSO en
el medio siempre ha sido inferior a 1%.

Los explantes del lote T: testigo no han recibido ningun tratamiento.
3.4.- Irradiacion UV

En el dia D7, los explantes han sido expuestos a radiacion UVB con una dosis de 0,30 J/cm? y a radiacion UVA con
una dosis de 9 J/cm?. Los lotes no irradiados han sido colocados en la oscuridad durante el tiempo de irradiacion.
Desde el final de la irradiacion, los explantes han vuelto a ser puestos en subsistencia en el medio de cultivo.

3.5.- Toma de muestras

En el dia DO, los 3 explantes del lote Testigo TO han sido extraidos y cortados en dos. Una parte ha sido fijada con
disolucién de Bouin normal para la observacion de la morfologia general. La otra ha sido congelada y conservada a -
80°C.

En el dia D8, es decir 24 horas después de la irradiacion, los 3 explantes de cada lote han sido extraidos y tratados
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de la misma forma.
3.6.- Histologia

Después de 48 horas de fijacion en disoluciéon de Bouin normal, las muestras han sido deshidratadas e impregnadas
en parafina por medio de un dispositivo automatico de deshidratacion Leica 1020. Las observaciones microscopicas
han sido realizadas por microscopia 6ptica, por medio de un microscopio Leica tipo DMLB, con un objetivo x40.

e Examen de la morfologia general de las células de quemadura solar

La observacion de la morfologia general se ha realizado en cortes en parafina después de coloracién con tricromo de
Masson, variante de Goldner.

e Recuento de las células de quemadura solar (SBC), figura 1.
Se han contabilizado las células de quemadura solar (SBC) a lo largo de cada epidermis. La longitud de cada epidermis
se ha medido por medio del médulo de medida del programa Leica IM1000 y a continuacion se ha calculado el numero
de SBC por cm.

e Numero de SBC por cm

No irradiado Irradiado
Media DeS\{iacién Media DeS\{iacién
estandar estandar
Testigo no tratado 0,6 0,4 163,8 20,5
P1 (extracto de urucu) 1,0 0,1 59,7 14,5
P2 (bixina) 0,3 0,4 41,9 6,1
P3 (norbixina) 0,3 0,4 25,5 8,7

No se ha observado ningun SBC a TO0.

Después de 7 dias de tratamiento y exposicion a la radiacion ultravioleta, el producto P1, el producto P2 y el producto
P3 conllevan respectivamente una disminucion significativa de 63,9%, 74,4% y 84,4% del nimero de SBC en la
epidermis con respecto a la epidermis testigo no tratada e irradiada.
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REIVINDICACIONES

1.- Primera molécula de férmula (I) con R = CH3; para su uso para prevenir los dafios causados por la exposicion a la
radiacion ultravioleta sobre la piel de los mamiferos, caracterizada por que se administra por via oral.

Bixina W » ()
HOOC R = CH, (bixina)

Norbixina
R =H (norbixina)

COOR

2.- Primera molécula de férmula () con R = CHs segun la reivindicacion 1 para su uso por via oral para prevenir los
dafios causados por la exposicion a la radiacion ultravioleta sobre la piel de los mamiferos, caracterizada por que
dicha primera molécula se mezcla con una segunda molécula de férmula (I) con R = H.

3.- Primera molécula de formula (1) con R = H para su uso para prevenir los dafios causados por la exposicion a la
radiacion ultravioleta sobre la piel de los mamiferos, caracterizada por que se administra por via oral.

Bixina W » ()
HOOC R = CH, (bixina)

Norbixina
R =H (norbixina)

COOR

4.- Primera molécula de férmula (I) con R = H segun la reivindicacion 3, para su uso por via oral para prevenir los
dafios causados por la exposicion a la radiacion ultravioleta sobre la piel de los mamiferos, caracterizada por que
dicha primera molécula se mezcla con una segunda molécula de férmula (I) con R = CHa.

5.- Primera molécula de férmula (I) seguin una de las reivindicaciones 1 a 2 o segun una de las reivindicaciones 3 a 4,
para su uso por via oral para prevenir los dafios causados por la exposicién a la radiacion ultravioleta sobre la piel de
los mamiferos, por ingestion de una dosis diaria de dicha primera molécula comprendida entre 5 mg y 100 mg,
preferentemente una dosis diaria de 35 mg.

6.- Primera molécula de férmula (1) segun la reivindicacion 2 o segun la reivindicacion 4, para su uso por via oral para
prevenir los dafios causados por la exposicion a la radiacion ultravioleta sobre la piel de los mamiferos, por ingestion
de una dosis diaria de dicha segunda molécula comprendida entre 5 mg y 100 mg, preferentemente una dosis diaria
de 35 mg.

7.- Extracto de urucu que comprende entre 2% y 92% en peso de una primera molécula de formula (1) con R = CHs,
para su uso para prevenir los dafios causados por la exposicion a la radiaciéon ultravioleta sobre la piel de los
mamiferos, caracterizado por que se administra por via oral.

Bixina W N ()
HOOC R = CH, (bixina)

Norbixina

R =H (norbixina)

COOR

8.- Extracto de urucu segun la reivindicacion 7, comprendiendo dicho extracto igualmente entre 2% y 92% en peso de
una segunda molécula de formula (I) con R = H.

9.- Extracto de uruct que comprende entre 2% y 92% en peso de una primera molécula de férmula (1) con R = H, para

su uso para prevenir los dafios causados por la exposicion a la radiacién ultravioleta sobre la piel de los mamiferos,
caracterizado por que se administra por via oral.
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Bixina W » (I)
HOOC R = CH, (bixina)

Norbixina
R =H (norbixina)

COOR

10.- Extracto de uructd segun la reivindicacion 9, comprendiendo dicho extracto igualmente entre 2% y 92% en peso
de una segunda molécula de férmula (I) con R = CHs.

11.- Extracto de uruci segun una de las reivindicaciones 7 a 8 o segun una de las reivindicaciones 9 a 10,
comprendiendo dicho extracto al menos 6% en peso de la primera molécula.

12.- Extracto de uruct segun la reivindicacion 8 o segun la reivindicacion 10, comprendiendo dicho extracto al menos
6% en peso de la segunda molécula.
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Recuento de células de quemadura solar
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