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DESCRIPCION
Composiciones Utiles en la prevencién o tratamiento del cancer de piel
Campo de la invencion

[0001] EI objeto de la presente invencién es un nuevo uso anticanceroso de compuestos conocidos y
composiciones de los mismos que contienen dichos compuestos como principio activo.

Antecedentes de la invencion

[0002] En cada célula, el ADN es el deposito de la informacién genética; su estabilidad e integridad son esenciales
para la vida. El ADN esta sujeto a agresiones ambientales y cualquier dafio consiguiente, si no se repara, conduce a
una mutacion y, posiblemente, a la aparicion de un estado de enfermedad.

[0003] EI cancer de piel producido por el dafio causado por la exposicion excesiva a la radiacion ultravioleta es un
ejemplo de la relacién entre el dafio ambiental inducido al ADN y la aparicién de una enfermedad.

[0004] Otro ejemplo es el dafio en el ADN causado por el humo del tabaco, que puede conducir a mutaciones en
las células pulmonares y el cancer de pulmon posterior.

[0005] Ademas del ataque de agentes ambientales, el ADN también estd sujeto a dafios causados por
subproductos del metabolismo.

[0006] Cualquiera que sea el origen del ataque dafiino, se estima que una sola célula puede sufrir hasta un millén
de cambios en el ADN en un dia. Ademas del dafo causado por las agresiones ambientales o los metabolitos, el
proceso de replicacion del ADN durante la division celular estd sujeto a errores. La velocidad a la que la ADN
polimerasa afiade nucleétidos no correctos durante la replicacién del ADN es un factor importante para determinar la
tasa de mutacién esponténea en un organismo.

[0007] Aunque la célula esta equipada con sistemas enzimaticos que normalmente reconocen y corrigen muchos
de estos errores, algunas mutaciones permanecen.Para un gen dado, las estimaciones de la frecuencia con la que el
ADN humano sufre errores que no se corrigen son aproximadamente entre 1x10#y 1 x 10°® mutaciones por gameto.
Una tasa de 1 x 108 expresa la posibilidad de hallar una mutacién en un locus especifico para un millén de gametos.

[0008] Los procesos de reparacion del ADN estan presentes tanto en los organismos procariotas como en los
eucariotas. Muchas proteinas involucradas en estos procesos estan altamente conservadas durante la evolucién
debido a la importancia de esta funcién de reparacion. Las células han desarrollado varios mecanismos para
detectar y corregir los diversos tipos de danos que se pueden producir en el ADN, independientemente de la fuente
del dafno. Debido a que el ADN es una molécula que desempefa un papel activo y critico en la divisién celular, la
reparacion del ADN esté estrechamente relacionada con la regulacién del ciclo celular.

[0009] Durante el ciclo celular, de hecho, los mecanismos de control (puntos de control) garantizan que el ADN de
una célula esté intacto antes de permitir que se produzca la replicacién del ADN vy la division celular. Un defecto en
los puntos de control puede conducir a una acumulacién de dafos, lo que a su vez da lugar a mutaciones.

[0010] Entre los factores ambientales dafinos, por ejemplo, es particularmente conocido que la radiacién
ultravioleta (UVA y UVB) es el principal agente etioldgico en el desarrollo de muchos canceres de piel. Produce
danos en el ADN a través de la formacién de dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) y aductos de pirimidina (6-4)
pirimidona o 6-4 fotoproductos (6-4 PP). Ambos compuestos son capaces de modificar la estructura del ADN,
evitando asi la transcripcién y la replicacion.

[0011] La forma fosforilada de la histona yH2AX, la proteina p53 y la proteina GADD45a (gen de respuesta al dafo
en el ADN y detencién del crecimiento), también se citan como marcadores conocidos del dafo en el ADN inducido
por radiacion UV.

[0012] Ademas, la 8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-oxo-dG u 8-OHdG), un derivado oxidado de la desoxiguanosina,
es uno de los principales productos de la oxidacién del ADN vy, por lo tanto, otro marcador tipico del dafo contra la
misma, particularmente bajo exposicién a la radiacion ultravioleta UVA.

[0013] La reparacion del ADN es un proceso fisioldgico que opera continuamente en las células para proteger el
genoma de dafnos y mutaciones dafinas. El dafio por los dimeros de CPD y los fotoproductos de 6-4 PP se
contrarresta a través de un proceso conocido como reparacion por escision de nucleétidos (NER). En eucariotas,
este complejo proceso puede reparar un dafo que afecta hasta 30 nucleétidos.

[0014] Los defectos de algunos de estos genes, si no se reparan, pueden conducir, por ejemplo, a
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genodermatosis, tales como xerodermia pigmentosa, asi como a otros trastornos dermatoldgicos precancerosos
graves, es decir, caracterizados por un riesgo muy alto de desarrollar cancer de piel (aproximadamente mil veces
mayor de lo normal).

[0015] Con referencia a otros problemas técnicos y, por lo tanto, en vista de los diferentes usos, el mismo
solicitante ha estudiado en el pasado una clase de dienos caracterizados por una férmula general CH3(-CH=CH)n-R
(en la que n = 2-7) y, en este sentido, es titular de diversas publicaciones.

[0016] EI documento WO2010/052328 sugiere estos compuestos, investigados con referencia al retinol como
control positivo, un uso farmacéutico o cosmético para mejorar la actividad de reparacién de células de la epidermis
humana mediante la produccién de queratina mediada por las citoqueratinas cK-19. El estudio transcripcional sobre
la expresion de cK-19 mostré un aumento (regulacion por aumento) de cK-19 en la diferenciacion final de la
epidermis humana reconstruida in vitro.

[0017] EI documento WO2010/052329 describe para estos compuestos, a través de la definicién de una accion
inhibitoria de la enzima 5a-reductasa, un uso cosmético dirigido a estimular la integridad de la piel mediante el efecto
de aumentar la fuerza del colageno y la elastina.

[0018] EI documento WO2011/132177 sugiere el uso de algunos de estos compuestos para contrarrestar la accion
oxidante de los radicales libres ROS y preservar las condiciones fisiologicas de la epidermis humana.

[0019] EI documento W02012/007572 describe una actividad de tales compuestos en la induccion de la
melanogénesis a través de una ruta no receptora. En particular, los experimentos realizados en cultivos de
melanocitos primarios mostraron la capacidad de inducir la expresion y la actividad de la tirosinasa, la principal
enzima melanogénica, y de aumentar el contenido intracelular de melanina.

[0020] La solicitud de patente europea EP 2 407 163A1 desvela compuestos con una actividad de pigmentacion de
la piel y composiciones farmacéuticas o cosméticas que los contienen.

[0021] Ninguno de estos documentos de la técnica anterior se refiere al comportamiento de estos compuestos de
dieno con referencia al problema del dafio al ADN humano causado por agentes ambientales, tales como los
causados por un exceso de radiacion UV. De hecho, ninguno de los experimentos en los que se basan las pruebas
de actividad en los usos descritos en estas técnicas anteriores contempla, por ejemplo, la radiacion UV y, por lo
tanto, ninguno de ellos mide los efectos de la radiacién UV como un factor de dafo para el ADN humano vy, por lo
tanto, como carcinégeno en el caso de los canceres de piel que se desarrollan a través de una etapa inicial del dafo
al ADN causado por la radiacion UV.

Sumario de la invencion

[0022] Los estudios experimentales, que se tratan en los siguientes parrafos de la presente descripcion, han
demostrado ahora sorprendentemente que, para algunos de dichos compuestos, es posible obtener una actividad
significativa de inhibicion del dafio al ADN producido por la radiacion UV, previniendo asi su uso como
anticancerosos, tanto como prevencion como en terapia, en el caso del cancer de piel inducido por este tipo de dafo
en el ADN.

[0023] Por tanto, son objetos de la invencién los compuestos de férmula general (l):
CHs-(CH=CH)n-R )

en la que n= 3, 5, 7; R se selecciona entre -CO-OR', -CO-O(-), seleccionandose R' entre H, alquilo o alquenilo
C1-Czz, arilo o aralquilo, o azucares;

y sus sales farmacéuticamente aceptables, preferentemente tales como sales de sodio, potasio, lisina,

usandose cada compuesto de formula general (I)como tal 0 en mezcla con uno o mas de los otros,

para su uso en la prevencién o el tratamiento del cancer de piel como resultado del dafio al ADN producido por la
radiacion UV, en el que los compuestos administrados topicamente a la piel producen al menos los siguientes
efectos combinados: preservacién de la viabilidad celular, positividad a anexina V, inhibicion de la apoptosis,
inhibicion de la expresién de la proteina caspasa-3, inhibicion de CPD y 8-OHdG.

[0024] Entre los trastornos dermatolégicos que se van a tratar de acuerdo con dicho uso, por ejemplo, se citan
como ejemplos xerodermia pigmentosa y fotocarcinogénesis.

[0025] Un uso secundario, dependiente del anticanceroso, particularmente en el caso de la prevencién del dafio en
el ADN causado por radiacion UV, se considera un principio activo en las composiciones dirigidas a la fotoproteccién
de la piel contra los rayos UVA y UVB, especificamente para prevenir el dafio en el ADN.

[0026] Por lo tanto, un objeto adicional de la presente invencion es dicho uso fotoprotector que depende del uso
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descrito anteriormente.

[0027] La presente invencion también se refiere a cualquier composicion para los usos descritos anteriormente
tanto en el campo terapéutico como en el de prevencién, que comprende como principio activo un compuesto de
formula general (I) como se ha identificado anteriormente, con cualquier excipiente adecuado, particularmente para
la aplicacion tépica en la piel, incluyendo el cuero cabelludo.

Descripcion detallada de la invencion

[0028] Algunos compuestos preferentes correspondientes a la férmula (I) para el uso previsto en la presente
invencion son:

acido 2,4,6-octatrienoico

sal de sodio o sal de potasio del acido 2,4,6-octatrienoico
éster etilico del &cido 2,4,6-octatrienoico

sal de lisina del &cido 2,4,6-octatrienoico

acetato de 2,4,6-octatrien-1-ol

[0029] Los ejemplos siguientes ilustran la invencién.

[0030] La formula y el peso molecular para algunos de los compuestos de formula general (I) se muestran a
continuacion.

0

OH

CsH1002 P.M. 138,17

acido 2,4,6-octatrienoico

sal de sodio: CsHeO2Na

sal de lisina: CsHgO2.CeH15N202,

C10H1402 P.M. 166,22
éster etilico del acido 2,4,6-octatrienoico

o o NN

C16H2002 P.M. 244,34

Ester 2,4,6 octatrienilico del acido 2,4,6 octatrienoico

\\\o)k

C10H1402 P.M. 166,22

acetato de 2,4,6-octatrien-1-ol
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C1sH1602 P.M. 228,29

Ester 2,4,6-octatrienilico del &cido bencilico; 2,4,6-octatrien-1-ol, benzoato. En una composicién de acuerdo con
la invencion, dicho compuesto esta presente como principio activo en una cantidad preferentemente en el
intervalo de 10® a 3x102mol/100 g. Los ejemplos de composiciones particularmente adecuadas para el uso

mencionado anteriormente se dan a continuacion.

[0031] Las cantidades de los componentes se expresan como porcentajes en peso:

Ejemplo 1
[0032] ] ]
PREPARACION DERMATOLOGICA ANTICANCEROSA
Componente Cantidad (% p/p)
2-octildodecanol 5-20
Alcohol cetoestearilico 5-15
Cera de ésteres cetilicos 1-5
Monoestearato de
) 1-5
sorbitano
Polisorbato 60 1-5
Alcohol bencilico 0,1-1
Acido 2,4,6-octatrienoico 0,1-0,5
Agua purificada c.s. hasta 100 ml
Ejemplo 2
[0033]
PREPARACION DERMATOLOGICA DE ALTA PROTECCION CONTRA EL DANO UV
Componente Cantidad (% p/p)
alquilfosfato Cz20-C22 0,50-5,00
alcoholes Cz20-C22 0,50-5,00
Cetearil glucosido 0,10-2,00
Trometamina 0,10-0,80
Adipato de dibutilo 1,00-7,00
Metoxicinnamato de etilhexilo 1,00-10,00
Isoestearato de isoestearilo 2,00-8,00
Salicilato de etilhexilo 1,00-5,00
Cocoato de butilenglicol 1,00-5,00
Butilmetoxidibenzoilmetano 1,00-5,00
Benzoato de dietilaminohidroxibenzoilhexilo 1,00-5,00
Octocrileno 1,00-5,00
Bis-etilhexiloxifenol Metoxifeniltriazina 1,00-4,00
Malonato de dietilhexilsiringilideno 0,10-1,00
Acido 2,4,6-octatrienoico 0,05-0,50
Octatrienoato de lisina 0,05-0,50
Fenoxietanol 0,80-1,00
Glicerina 1,00-5,00
EDTA disédico 0,01-0,09
Acetato de tocoferilo 0,05-1,00
Sorbato de potasio 0,005-0,10
Acido citrico c.s.apH5,5
Agua purificada c.s. hasta 100 g
Ejemplo 3
[0034]
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PREPARACION DERMATOLOGICA PARA LA PROTECCION FACIAL

Componente Cantidad (% p/p)
Goma xantana 0,10-0,20
Hialuronato sédico 0,05-1,00
Inositol 0,05-1,00
Xilitol 0,05-1,00
Taurina 0,05-1,00
Betaina 0,05-1,00
Alcoholes C14-C22 0,05-2,00
Alquilglucésido C12-Czo 0,05-1,00
Octildodecanol 1,00-3,00
Metoxicinnamato de etilhexilo 0,50-3,00
Octocrileno 0,10-3,00
Butilenglicol 0,10-5,00
Qlicerina 1,00-4,00
Acido 2,4,6-octatrienoico 0,05-0,50
Fenoxietanol 0,80-1,00
Hidroxido sddico 0,001-0,20
Acido citrico 0,001-0,30
Copolimero de acrilato de hidroxietilo/Taurato de
AR ) 0,01-2,00
acriloildimetilo de sodio
Poliisobuteno 0,01-1,50
PEG-7 Eter de trimetilolpropano de coco 0,01-1,00
Agua purificada c.s. hasta 100
Ejemplo 4
5 [0035]
PREPARACION DERMATOLOGICA PROTECTORA Y ANTICANCEROSA PARA EL CUERO CABELLUDO
Componente Cantidad (% p/p)
Etanol 10,00-30,00
Pentilenglicol 0,025-0,20
Octatrienoato de potasio 0,05-0,50
Glicéridos caprilico/caprico PEG-6 0,10-1,00
Agua purificada c.s. hasta 100,00
Ejemplo 5
10
[0036]
PREPARACION DERMATOLOGICA CON PROTECTOR SOLAR PARA LA PROTECCION DE LA PIEL
Componente Cantidad (% p/p)
Bis-etilhexiloxifenol Metoxifeniltriazina 1,00-4,00
Octildodecanol 1,00-6,00
Denat. Alcohol de tipo D 1,00-15,00
Benzoato de alquilo C12-C1s 1,00-15,00
Benzoato de dietilaminohidroxibenzoilhexilo 1,00-5,00
Triglicérido caprilico/caprico 1,00-60,00
Metoxicinnamato de etilhexilo 0,50-10,00
Octocrileno 0,10-5,00
Aceite de semilla de Simmondsia chinensis 0,10-10,00
Acido 2,4,6-octatrienoico 0,01-1,00
15 Ejemplo 6
[0037]
PREPARACION DERMATOLOGICA PARA EL TRATAMIENTO DE LA CARA
Componente Cantidad (% p/p)
Propanodiol 1,00-7,00
Xilitol 0,30-1,00
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(continuacién)

Componente Cantidad (% p/p)
Glucésido cetearilico 0,10-2,00
Poligliceril-3 Branato de arroz 0,10-3,00
Alcohol cetearilico 0,05-1,00
EDTA disédico 0,01-0,10
Sal de potasio del acido 2,4,6-octatrienoico 0,05-0,50
Benzoato de alquilo C12-C1s 1,00-5,00
Metoxicinnamato de etilhexilo 0,50-10,00
Octocrileno 0,50-5,00
Manteca de karité 0,50-3,00
Acido citrico 0,001-0,30
Aceite de semilla de Simmondsia chinensis 0,10-0,30
Aceite de onagra hidrogenado 0,50-3,00
Octildodecanol 0,50-3,00
Triglicérido caprilico/caprico 1,00-5,00
Isoestearato de isoestearilo 0,10-5,00
Beta-sitosterol 0,10-0,50
Delta-tocoferol 0,05-0,20
Caprililglicol 0,05-0,50
1,2-hexanodiol 0,10-0,70
Hidréxido sodico 0,001-0,20
Fenoxietanol 0,50-0,99
Perfume 0,05-0,50
Agua purificada c.s. hasta 100,00

PREPARACION DERMATOLOGICA PARA LA PIEL DEL CUERO CABELLUDO

Componente Cantidad (% p/p)
Ciclopentasiloxano 1,00-50,00
Alcohol Denat. de Tipo C 1,00-15,00
Benzoato de alquilo C12-C1s 1,00-10,00
Metoxicinnamato de etilhexilo 1,00-5,00
Octocrileno 0,10-0,50
Disiloxano 1,00-49,00
Perfume 0,05-0,30
Erucato de oleilo 0,50-3,00
Dimeticonol 0,10-10,00
Acido 2,4,6-octatrienoico 0,01-1,00
Octildodecanol 0,01-1,00

CREMA DE TRATAMIENTO PROTECTOR

Componente Cantidad (% p/p)
Propilenglicol 0,50-7,00
Pentilenglicol 1,00-3,00
Steareth-21 0,10-3,00
Steareth-2 0,10-3,00
Triglicérido caprilico/caprico 1,00-10,00
Ciclopentasiloxano 0,50-20,00
Alcohol cetearilico 0,01-2,00
Octildodecanol 0,10-5,00
EDTA disédico 0,01-0,10
Sal de lisina de acido 2,4,6-octatrienoico0,05-1,00
Fenoxietanol 0,80-1,00
Hidroxido sodico 0,001-0,20
Acido citrico 0,001-0,30
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[0040] Se realiz6 un estudio experimental sobre cultivos celulares como se describe a continuacion, con referencia
a las figuras en los dibujos adjuntos, para demostrar la actividad de los compuestos de la presente invencion.

Descripcion de las figuras
[0041]

Las figuras 1, 3, 6 muestran los patrones de inmunofijaciéon de la transferencia de tipo Western Blot, como se
describe con mas detalle a continuacion.

Las figuras 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12 muestran diagramas relacionados con las pruebas de actividad, como se
describe con mas detalle a continuacion.

[0042] En las figuras, deben entenderse los siguientes significados:

Ctr = control

UVA o UVB = tratamiento inicamente con radiacion

GO01 = tratamiento Unicamente con el compuesto de la invencion

GO01/UVA = pretratamiento con el compuesto de la invencién y posterior radiaciéon UVA
GO01/UVB = pretratamiento con el compuesto de la invencién y posterior radiacién UVB
UVA/G01 post = radiacion UVA y posterior tratamiento con el compuesto de la invencion
UVB/GO01 post = radiacion UVB y posterior tratamiento con el compuesto de la invencion

ESTUDIO EXPERIMENTAL

[0043] El objetivo del estudio es evaluar la actividad de reparacién del dafio al ADN inducido por UV ejercida por
un compuesto de acuerdo con dicha férmula general (1), a saber, acido 2,4,6-trans-octatrienoico, identificado en la
descripcion del estudio que aparece en adelante con las iniciales GO1.

[0044] El estudio se realiza en cultivos primarios de queratinocitos humanos, NHK.

[0045] Esta actividad se ha evaluado en varios aspectos, del siguiente modo.

Viabilidad celular después del tratamiento con G01

[0046] Las células (tres cultivos diferentes de queratinocitos NHK) se sembraron en el medio de cultivo especifico
y se mantuvieron en cultivo durante 24 + 2h para permitir la adherencia a la placa. Las células se trataron con ocho
concentraciones diferentes del compuesto de la invencion GO1 en evaluacion, diluidas en el medio de cultivo,
durante 48 * 2 horas. Los valores de la viabilidad celular para cada concentracién probada, resultantes de la lectura
espectrofotométrica, se compararon con el valor obtenido del control. Los resultados obtenidos mostraron la
ausencia de toxicidad celular en las ocho concentraciones diferentes.

1) Evaluacién de la actividad en el tratamiento previo con el compuesto de la invencion

Viabilidad celular después del tratamiento previo con G01 y posterior irradiacién con UV

[0047] Las células se sembraron en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo durante 24 + 2 horas
para permitir la adherencia a la placa. Las células se trataron durante 24 + 2 horas con las concentraciones del
compuesto GO1 en evaluacion, seleccionadas segun los resultados previos. Posteriormente, las células en las
placas identificadas como +UVA y +UVB se expusieron, respectivamente, en el medio de irradiacion, a dosis de UVA
de 10 J/cm? y de UVB de 25 mJ/cm?, mientras que la placa de control se mantuvo en oscuridad y a temperatura
ambiente durante un periodo de tiempo igual al tiempo de irradiacion. A continuacion, el medio de irradiacién se
sustituy6 por el medio de cultivo. La viabilidad celular se midié (incorporacién de NR) 24 £ 2h y 48 £ 2h tras la
irradiacion, tras el examen de la morfologia de las células bajo un microscopio, en ausencia y presencia de
tratamiento con GO01 y/o irradiacion UVA/UVB. Los valores de viabilidad celular para cada condiciéon probada se
compararon con el valor obtenido del control y se representaron en un grafico para destacar las diferencias entre las
diversas condiciones experimentales.

[0048] Los resultados obtenidos mostraron una reduccién en la viabilidad celular después de la irradiacion con
UVA y UVB, y un efecto protector general de la viabilidad celular, particularmente 48 horas después de la irradiacion,
si estaba presente un tratamiento previo con un compuesto de la invencién GO1, particularmente significativo a la
maxima concentracion probada (90 pM).

Evaluacidn de transferencia de tipo Western Blot de la capacidad para reparar un dafo en el ADN después del
tratamiento previo con G01 y la posterior radiacién UV
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[0049] Las células NHK se sembraron en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo durante 24 + 2
horas para permitir la adherencia a la placa. A continuacion, los queratinocitos se trataron durante 24 + 2 horas con
el compuesto de la invencién G01, a concentraciones de 60 uM y 90 uM. Posteriormente, las placas identificadas
como +UVA, +G01/UVA, +UVB y +G01/UVB se expusieron,respectivamente, en el medio de irradiacién, a dosis de
UVA de 10 J/cm? y de UVB de 25 mJ/cm?, mientras que las placas de control (Ctr) y las tratadas solo con GO1 se
mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo igual al tiempo de irradiacién. El
medio de irradiacion se sustituyé después con el medio de cultivo. Segun los resultados preliminares obtenidos en
un intervalo de tiempo mas amplio se seleccion6 un tiempo postratamiento de 6 horas tras el cual se procesaron las
placas para la determinacién de proteinas mediante transferencia de tipo Western Blot.

[0050] Para cada condicién probada (tratamiento con GO1 y/o irradiacion UVA/UVB), la expresion de proteinas de
la histona fosforilada yH2AX, p53 y GADD45a (gen de respuesta al dafio al ADN y detencién del crecimiento),
conocidos marcadores de dafo en el ADN inducido por radiacién UV, se comparé con la expresién en las células
control (Ctr).

[0051] Los resultados obtenidos al promediar las respuestas de tres cultivos de queratinocitos diferentes han
mostrado la actividad protectora del compuesto GO1 en evaluacion, especialmente a la dosis mas alta, ya que las
células pretratadas con GO1 indujeron la expresion proteica de p53 y GADD45a en menor medida. En confirmacién
de estos resultados, los queratinocitos pretratados muestran, después de la irradiacién con UVB, una fraccion
reducida de histona fosforilada yH2AX (fosfoyH2AX), cuya expresion también esta asociada con la cantidad de dafo
en el ADN.

[0052] La figura 1 muestra los patrones de transferencia de tipo Western Blot extraidos de los experimentos
realizados en uno (NHK2) de los tres cultivos de queratinocitos diferentes descritos anteriormente, en los que
GAPDH es el mantenimiento expresado de forma constitutiva, utilizado para normalizar los valores de las muestras.

Evaluacién por citometria de flujo de la apoptosis inducida por UV después de un tratamiento previo con G01 y
posterior irradiacién con UV

[0053] Las células NHK se sembraron en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo durante 24 + 2
horas para permitir la adherencia a la placa. Cada condicion experimental se sembré por duplicado. Las células se
trataron durante 24 + 2 horas con G01, a una concentracion de 90 uM. Posteriormente, las placas identificadas como
+UVA, +G01/UVA, +UVB y +G01/UVB se expusieron,respectivamente, en el medio de irradiacién, a dosis de UVA
de 25 J/cm? y UVB de 80 mJ/cm?, mientras que las placas control (Ctr) y las tratadas solo con el compuesto en
evaluacion (G01) se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo igual al
tiempo de irradiacion. A continuacién, el medio de irradiacion se sustituyd por el medio de cultivo. Segun los
resultados preliminares obtenidos en un intervalo de tiempo mas amplio, se seleccioné un tiempo postratamiento de
24 horas, tras el cual se procesaron las placas de acuerdo con el procedimiento indicado en el manual de usuario del
kit especifico para el analisis de citometria de flujo con anexina V (Anexina V), un ensayo tipico para detectar los
estadios tempranos de apoptosis. La positividad para anexina V en cada condicion probada (tratamiento con G01 y/o
irradiacion UVA/UVB) se compar6 con la positividad en las células control.

[0054] Los resultados obtenidos han demostrado la capacidad de GO1 para reducir la apoptosis inducida por la
radiacion UVA y UVB.

[0055] La figura 2 muestra los diagramas correspondientes extraidos de los experimentos realizados en tres
cultivos de queratinocitos diferentes, NHK1, NHK2 y NHK3.

Evaluacién mediante transferencia de tipo Western Blot de la apoptosis inducida por UV después de un tratamiento
previo con GO1 y posterior irradiacién con UV

[0056] Las células NHK se sembraron en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo durante 24 + 2
horas para permitir la adherencia a la placa. Cada condicion experimental se sembré por duplicado. Las células se
trataron durante 24 + 2 horas con el compuesto G01, a una concentracion de 90 uM. Posteriormente, las células
identificadas como +UVA, +GO01/UVA, +UVB y +G01/UVB se expusieron,respectivamente, en el medio de
irradiacion, a dosis de UVA de 25 J/cm? y UVB de 80 mJ/cm?, mientras que las placas control y las tratadas solo con
GO01 se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo igual al tiempo de
irradiacion. A continuacién, el medio de irradiacion se sustituyd por el medio de cultivo. Segun los resultados
preliminares obtenidos en un intervalo de tiempo mas amplio, se selecciond un tiempo postratamiento de 24 horas,
tras el cual se procesaron las placas para la determinacién de proteinas por transferencia de tipo Western Blot. La
expresion proteica de la caspasa 3 no escindida en cada condiciéon probada (tratamiento con GO1 y/o irradiacién
UVA/UVB) se comparé con la expresion en las células control (Ctr).

[0057] Los resultados obtenidos han mostrado la capacidad de GO1 para reducir la activacién de la caspasa 3
(correspondiente a una reduccion de la expresion proteica de la forma de zimdgeno de la proteina), uno de los
mediadores clave del proceso de apoptosis inducido por UVA y UVB.
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[0058] La figura 3 muestra los patrones de transferencia de tipo Western Blot extraidos de los experimentos
realizados en tres cultivos de queratinocitos diferentes, NHK1, NHK2 y NHK3.

Evaluaciéon ELISA del daio al ADN tras el tratamiento previo con G01 y posterior irradiacion con UVB: determinacién
de CPD

[0059] Las células NHK se sembraron en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo durante 24 + 2
horas para permitir la adherencia a la placa. A continuacion, los queratinocitos se trataron durante 24 + 2 horas con
el compuesto GO1, a una concentracion de 90 pM. Posteriormente, las placas identificadas como +UVB y
+G01/UVB, se expusieron, en el medio de irradiacion, a una dosis de UVB de 80 mJ/cm?, mientras que las placas
control (Ctr) y las tratadas solo con el compuesto en evaluacion (G01) se mantuvieron en oscuridad y a temperatura
ambiente durante un periodo de tiempo igual al tiempo de irradiacion. A continuacion, el medio de irradiacion se
sustituyo por el medio de cultivo. Segun los resultados preliminares obtenidos en un intervalo de tiempo mas amplio,
se seleccionaron tiempos de postratamiento de 6 horas y 24 horas, tras los cuales se procesaron las placas de
acuerdo con el procedimiento descrito en la instruccion de trabajo especifica para la extraccion de ADN. La
determinacion de los dimeros de pirimidina ciclobutano, CPD, se realiz6 usando un kit de ELISA especifico siguiendo
el procedimiento descrito en el manual de usuario. Los resultados obtenidos han mostrado la capacidad del
compuesto GO1 para estimular la eliminacion de los aductos de CPD, sefial conocida de dafio al ADN inducido por
UVB.

[0060] La figura 4 muestra los diagramas correspondientes extraidos de los experimentos realizados en tres
cultivos de queratinocitos diferentes, NHK1, NHK2 y NHK3.

2) Evaluacién de la actividad en el postratamiento con el compuesto de la invencién

[0061] Los siguientes experimentos se realizaron para evaluar la eficacia del compuesto GO1 aplicado a los
cultivos celulares de NHK después de la irradiacion con UVA y UVB.

Viabilidad celular tras la irradiacién UV y posterior tratamiento con G01

[0062] Las células se sembraron en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo durante 24 + 2 horas
para permitir la adherencia a la placa. Las células en las placas identificadas como +UVA y +UVB se expusieron,
respectivamente, en el medio de irradiacion, a dosis de UVA de 10 J/cm? y UVB de 25 mJ/cm?, mientras que las
placas control (Ctr) se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo igual al
tiempo de irradiacion. A continuacion, el medio de irradiaciéon se sustituy6 por el medio de cultivo, que contenia el
compuesto GO1 a concentraciones seleccionadas segun los resultados de viabilidad celular obtenidos tras el
tratamiento con el mismo compuesto (véase anteriormente). La viabilidad celular se midié (incorporacion de NR) a
un tiempo de 24 + 2 horas y 48 * 2 horas tras la irradiacion, en ausencia y presencia de irradiacién con UVA/UVB y/o
tratamiento con el compuesto de la invencion GO1. Los valores de viabilidad celular para cada condicion probada se
compararon con el valor obtenido del control y se representaron en un gréafico para destacar cualquier diferencia
entre las diversas condiciones experimentales.

[0063] Los resultados obtenidos mostraron una reduccién en la viabilidad celular después de la irradiacion con
UVA y UVB, y una accién protectora significativa, particularmente 48 horas después de la irradiacion, de la
concentracién mas alta probada (90 uM) del compuesto GO1.

Evaluacién por citometria de flujo de la apoptosis inducida por la radiacién UV y tratamiento posterior con GO1

[0064] Las células NHK se sembraron en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo durante 24 + 2
horas para permitir la adherencia a la placa. Cada condicion experimental se sembr6 por duplicado. Posteriormente,
las placas identificadas como +UVA, +G01/UVA, +UVB y +G01/UVB se expusieron, respectivamente, en el medio de
irradiacion, a dosis de UVA de 25 J/cm? y UVB de 80 mJ/cm?, mientras que las placas control (Ctr) y las tratadas
solo con el compuesto en evaluacion (G01) se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente durante un
periodo de tiempo igual al tiempo de irradiacién. A continuacion, el medio de irradiaciéon se sustituyd por el medio de
cultivo que contenia el compuesto G01 a una concentracién de 90 uM. Segun los resultados preliminares obtenidos
en un intervalo de tiempo mas amplio, se selecciond un tiempo postratamiento de 24 horas, tras el cual se
procesaron las placas de acuerdo con el procedimiento indicado en el manual de usuario del kit especifico para el
andlisis de citometria de flujo con anexina V. La positividad para anexina V en cada condicion probada (tratamiento
con el compuesto de la invencion en evaluacién y/o irradiacion UVA/UVB) se compard con la positividad en las
células control.

[0065] Los resultados obtenidos han demostrado la capacidad del compuesto GO1 para reducir la apoptosis
inducida por la irradiacién con UVA y UVB.

[0066] La figura 5 muestra los diagramas correspondientes extraidos de los experimentos realizados en dos
cultivos de queratinocitos diferentes, NHK1 y NHK2.
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Evaluacion de transferencia de tipo Western Blot de |a apoptosis inducida por irradiacién UV y tratamiento posterior
con GO1

[0067] Las células NHK se sembraron en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo durante 24 + 2
horas para permitir la adherencia a la placa. Posteriormente, las placas identificadas como +UVA, +G01/UVA, +UVB
y +G01/UVB se expusieron, respectivamente, en el medio de irradiacion, a dosis de UVA de 25 J/cm? y UVB de 80
mJ/cm?, mientras que las placas control (Ctr) y las tratadas solo con el compuesto en evaluacién (GO1) se
mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo igual al tiempo de irradiacion. A
continuacion, el medio de irradiacion se sustituyé por el medio de cultivo que contenia el compuesto GO1 a una
concentracién de 90 uM. Segun los resultados preliminares obtenidos en un intervalo de tiempo mas amplio, se
selecciond un tiempo postratamiento de 24 horas, tras el cual se procesaron las placas para la determinacion de
proteinas mediante transferencia de tipo Western Blot. La expresion proteica de caspasa 3 no escindida en cada
condicion probada (tratamiento con el compuesto GO1 en evaluacion y/o irradiacion UVA/UVB) se compar6 con la
expresion en las células control.

[0068] Los resultados obtenidos han demostrado la capacidad del compuesto de la invencion para reducir la
activacion de la caspasa 3 (correspondiente a una reduccion de la expresion proteica de la forma de zimégeno de la
proteina), uno de los mediadores clave del proceso de apoptosis inducido por UVA y UVB.

[0069] La figura 6 muestra los patrones de transferencia de tipo Western Blot extraidos de los experimentos
realizados en dos cultivos de queratinocitos diferentes, NHK1 y NHKS.

Evaluacién ELISA del daio inducido por la irradiacién UVB y tratamiento posterior con G0O1: determinacién de CPD

[0070] Las células NHK se sembraron en placas en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo
durante 24 + 2 horas para permitir la adhesion a la placa. A continuacion, las placas identificadas como + UVB y +
GO01/UVB se expusieron respectivamente, en el medio de irradiacién, a una dosis de UVB de 25 mdJ/cm?, mientras
que las placas control (Ctr) y las tratadas solo con el compuesto en evaluacién (G01) se mantuvieron en la oscuridad
y a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo igual al tiempo de irradiacién. A continuacion, el medio de
irradiacion se reemplazé con el medio de cultivo que contenia el compuesto G0O1, a una concentracién de 90 puM.
Sobre la base de los resultados preliminares obtenidos en un intervalo de tiempo mas amplio, se seleccionaron
tiempos de postratamiento de 6 horas y 24 horas, después de lo cual las placas se procesaron de acuerdo con el
procedimiento descrito en las instrucciones de trabajo especificas para la extraccion de ADN. La determinacion de
CPD se realiz6 utilizando un kit ELISA especifico siguiendo el procedimiento descrito en el manual del usuario.

[0071] Los resultados obtenidos han demostrado la capacidad del compuesto GO1 en evaluacién para promover la
eliminacion de productos CPD, sefal conocida de dafo en el ADN inducido por UVB.

[0072] La figura 7 muestra los diagramas correspondientes extraidos de los experimentos realizados en dos
cultivos de queratinocitos diferentes, NHK1 y NHK3.

Evaluaciéon ELISA del dafno inducido por la irradiacion UVA y tratamiento posterior con GO1: determinacién de 8-
OHdG

[0073] Las células NHK se sembraron en placas en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo
durante 24 * 2 horas para permitir la adherencia a la placa. A continuacion, las placas identificadas como +UVA y
+UVA/GO1 se expusieron, respectivamente, en el medio de irradiacién, a una dosis de UVA de 10 Jicm? A
continuacion, el medio de irradiacién se sustituyd por el medio de cultivo que contenia el compuesto de la invencién
GO01, a una concentracion de 90 uM. Segun los resultados preliminares obtenidos en un intervalo de tiempo mas
amplio se seleccionaron tiempos de postratamiento de 6 horas y 24 horas, tras los cuales se procesaron las placas
de acuerdo con el procedimiento descrito en la instruccién de trabajo especifica para la extraccién de ADN. La
determinacion de 8-OHdG, marcador de dano oxidativo en el ADN inducido por UVA se realiz6 usando un kit de
ELISA especifico siguiendo el procedimiento descrito en el manual de usuario.

[0074] Los resultados obtenidos se resumen en el grafico de la figura 8. Muestran, en las células irradiadas y
postratadas con el compuesto de la invencién, una reduccién significativa en la cantidad de 8-OHdG producida por la
radiacion UVA en los dos tiempos posteriores al tratamiento en comparacién con las células solo irradiadas y no
tratadas con el compuesto.

Evaluacién mediante inmunofluorescencia de la capacidad de reparar un daio en el ADN después de la radiacion
UVA o UVB y el tratamiento posterior con G01

[0075] Las células NHK se sembraron en placas en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo
durante 24 t 2 horas para permitir la adherencia a la placa. Posteriormente, las placas identificadas como +UVA,
+UVA/GO01 post, UVB y +UVB/G01 post se expusieron, respectivamente, en medio de irradiacién, a dosis de UVA de
10 J/cm? o UVB de 25 mJd/cm?. A continuacion, el medio de irradiacion se reemplazé por el medio de cultivo que
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contenia el compuesto de la invencion G01, en una concentracién de 90 pM. Segun los resultados preliminares
obtenidos en un intervalo de tiempo mas amplio, se selecciond un tiempo de postratamiento de 24 horas, después
de lo cual las placas se procesaron para la determinacién por inmunofluorescencia de la expresion proteica de la
histona fosforilada yH2AX, cuya expresion estd asociada a la cantidad de dafo en el ADN (roturas en la doble
hebra). La expresiéon proteica de la histona fosforilada yH2AX después del tratamiento con el compuesto de la
invencion G01, o solo después de la irradiacién con UVA/UVB, se comparé con la expresion en las células control.

[0076] Los resultados obtenidos se resumen en el grafico de la figura 9. Muestran, en las células irradiadas y
postratadas con el compuesto de la invencién, una reduccion significativa en la fraccién de la histona fosforilada
yYH2AX en comparacién con las células solo irradiadas y no tratadas con el compuesto.

Evaluacidon mediante transferencia de tipo Western Blot de la capacidad de reparar un dafio en el ADN después de
la radiacién UVB y el tratamiento posterior con G01

[0077] Las células NHK se sembraron en placas en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo
durante 24 + 2 horas para permitir la adherencia a la placa. Posteriormente, las células identificadas como +UVB y
GO01/UVB post se expusieron en el medio de irradiacion, a una dosis de UVB de 25 J/cm?2. A continuacién, el medio
de irradiacion se reemplaz6 por el medio de cultivo que contenia el compuesto de la invencion G01, en una
concentracién de 90 pM. Segun los resultados preliminares obtenidos en un intervalo de tiempo mas amplio, se
selecciond un tiempo de postratamiento de 24 horas, después de lo cual las placas se procesaron para la
determinacion proteica por transferencia de tipo Western Blot. La expresién proteica de p53, fosfo-p53, GADD45a y
la histona fosforilada yH2AX se midi6 en la condicion de irradiacién UVB.

Andlisis de transferencia de tipo Western Blot a tiempos postratamiento preestablecidos "curso de tiempo" de los
niveles de expresion de p53, fosfo-p53 y GADD45a después de la irradiacién con UVB vy el tratamiento posterior con
GO1

[0078] Las células NHK se sembraron en placas en el medio de cultivo especifico y se mantuvieron en cultivo
durante 24 + 2 horas para permitir la adhesion a la placa. Posteriormente, las placas identificadas como +UVB y
+G01/UVB post se expusieron, en el medio de irradiacion, a una dosis de UVB de 25 mJ/cm?2. A continuacion, el
medio de irradiacion se reemplazé luego con el medio de cultivo que contenia el compuesto de la invencién G01, en
una concentracién de 90 uM. Se seleccionaron tiempos de postratamiento de 1-3-6-24 horas, después de lo cual las
placas se procesaron para la determinacion proteica mediante transferencia de tipo Western Blot. La expresion
proteica de p53, fosfo-p53 y GADD45a después de la irradiacion con UVB y el postratamiento con el compuesto de
la invencién GO1 se compard con la expresion en las células control (Ctr).

[0079] Los resultados obtenidos se resumen en los diagramas de las Figuras 10 a 12, que representan las
densitometrias de los patrones electroforéticos de inmunofijacion por transferencia de tipo Western Blot obtenidos en
los tiempos especificados anteriormente. Demuestran que el tratamiento posterior con el compuesto de la invencién
de células expuestas a UVB provoca una aceleracion del aumento en los niveles de p53, fosfo-p53. y GADD45a en
los tiempos mas cortos, lo que da como resultado una rapida activacion de los mecanismos de reparacién de dafos
en el ADN. Como resultado general final, esta accion provoca una disminucién en la expresion de los marcadores de
dano en el ADN 24 horas después de la irradiacién con UVB y, por lo tanto, un efecto citoprotector.

[0080] En general, los resultados experimentales obtenidos en el postratamiento de la irradiacion UV muestran,
para el compuesto de la invencién, una actividad eficaz contra el dafio en el ADN, similar a la demostrada
anteriormente en el pretratamiento antes de la irradiacion UV, particularmente en lo que concierne a los parametros
clave como la preservaciéon de la viabilidad celular, la positividad para anexina V, la inhibicion de la expresion
proteica de la caspasa 3, los CPD y la inhibicion de 8-OHdG, marcadores de dafio en el ADN.

[0081] Ademas, en las células expuestas a la radiacion UVB, el tratamiento posterior con los compuestos de la
invencion da como resultado una activacion oportuna de los mecanismos de reparacion del dafo del ADN. Esto da
como resultado una disminucion de la expresion de los marcadores de dafo a las 24 horas después de la
irradiacion, y un efecto citoprotector.

[0082] En conjunto, los datos experimentales prevén un uso contra el cancer de los compuestos de férmula
general (l), tanto en la prevencién de un cancer que puede desarrollarse como en el tratamiento de un céancer ya
desarrollado, como resultado de un ADN humano dafado inducido por radiacién UV.

[0083] Como uso secundario, dependiendo del anticanceroso, particularmente en el caso de la prevencion del
dafo en el ADN causado por la radiacion UV, se contempla un uso como principio activo en composiciones dirigidas
a la fotoproteccion de la piel, incluida la piel del cuero cabelludo, de los rayos UVA y UVB, para prevenir dafios en el
ADN potencialmente desarrollables en un cancer.

[0084] Por esta razén, un objeto adicional de la presente invencion es también dicho uso fotoprotector dependiente
del descrito anteriormente.
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REIVINDICACIONES
1. Compuestos de férmula general (1):

CHa-(CH=CH)-R )

enlaque n=3,5,7; R se selecciona de -CO-OR’, -CO-O(), seleccionandose R’ de H, alquilo o alquenilo, arilo o
aralquilo C1-Cz2, 0 azlcares; y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, preferentemente tales como
sales de sodio, potasio, lisina,

usandose cada compuesto de formula general (I)como tal o en mezcla con uno o mas de los otros, para su uso
en la prevencion o tratamiento del cancer de piel como resultado del dafio en el ADN producido por la radiacion
UV en los queratinocitos humanos, en el que los compuestos administrados por via topica a la piel producen al
menos los siguientes efectos combinados: preservacion de la viabilidad celular, positividad de la anexina V,
inhibicion de la apoptosis, inhibicion de la expresién proteica de la caspasa-3, inhibicion de CPD y 8-OHdG.

2. Compuestos para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, destinados al uso adicional de obtener, juntos,
fotoproteccion de la piel, incluido el cuero cabelludo, del dafio en el ADN producido por la radiacion UV.

3. Una composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2, en la que el principio activo es un
compuesto de formula general (I) usado como tal o en mezcla con uno o mas de los otros compuestos.

4. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que dicho principio activo es acido 2,4,6-
octatrienoico.

5. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en la que dicho principio activo es sal de acido
2,4,6-octatrienoico.

6. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en la que dicho principio activo es sal de sodio
de é&cido 2,4,6-octatrienoico.

7. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que dicho principio activo es sal de potasio
de &cido 2,4,6-octatrienoico.

8. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que dicho principio activo es sal de L-lisina
de acido 2,4,6-octatrienoico.

9. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que dicho principio activo es éster etilico
de &cido 2,4,6-octatrienoico.

10. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en la que dicho principio activo es éster 2,4,6-
octatrienilico del acido 2,4,6-octatrienoico.

11. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que dicho principio activo es acetato de
2,4,6-octatrien-1-ol.

12. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que dicho principio activo es benzoato de
2,4 ,6-octatrien-1-ol.

13. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que dicho principio activo es una mezcla
de dos 0 mas de los compuestos de formula (I).

14. Una composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 13, que comprende
dicho principio activo en una cantidad de 10 a 3x102mol/100 g.

15. Una composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 3 a 5, que comprende dicho principio activo en
una cantidad de 90 pM.

16. Una composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 15, que comprende

dicho principio activo formulado con cualquier excipiente adecuado para la administracién tépica en la piel o cuero
cabelludo humano.
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