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DESCRIPCION
Composicion para resistir al envejecimiento de la piel mediante una accion antiinflamatoria
Campo de la invencion

[0001] La presente invencién se refiere a una composicion cosmética o farmacéutica para resistir a los efectos del
envejecimiento de la piel.

Antecedentes de la invencion

[0002] La piel humana estd constantemente expuesta al aire, a radiacién solar, a contaminantes
medioambientales, agentes fisicos y quimicos que son capaces de inducir la produccion de radicales libres en el
cuerpo.

[0003] EIl dafo oxidativo hecho por los radicales libres es una causa principal de envejecimiento fisico en general,
y de la piel en particular. El proceso de envejecimiento consiste en un deterioro del equilibrio metabdlico, u
homeostasis, acompanado por una alteracion de los sistemas fisioldgicos, que incluyen el sistema inmunitario.

[0004] Uno de los objetivos del dafio oxidativo dentro de la célula es la mitocondria, que genera la mayor parte de
la energia para los requisitos celulares y que consume mas de 90 % del oxigeno. El proceso de la oxidacion
mitocondrial esta, por tanto, directamente asociado al envejecimiento.

[0005] Los cambios en la funcién inmunitaria relacionada con la edad avanzada se originan a partir de estrés
oxidativo e inflamatorio. Numerosos estudios muestran que la inflamacion crénica es la principal responsable del
envejecimiento de la piel.

[0006] Los dos principales estimulos pro-inflamatorios son la alteracion o destruccion de la barrera de la piel y la
radiacion ultravioleta. En general, los inductores de agresiones medioambientales de radicales libres conducen a
una destruccion de la barrera de la piel que activa la liberacién de TNF-alfa y las interleucinas IL-1 e IL-8, asi como
otras moléculas pro-inflamatorias que inducen una reaccion inflamatoria aguda. La inflamacién aguda no parece ser
un inductor del dafio directo a la piel, pero agrava el envejecimiento de la piel en progreso.

[0007] Por otra parte, la repetida alteracion de la barrera de la piel, incluso si es ligera, activa la inflamacion
cronica.

[0008] Considerando esta evidencia, parece posible ralentizar o retrasar el proceso de envejecimiento de la piel
actuando sobre la inflamacion cronica con tratamientos basados en antioxidantes y productos antiinflamatorios.

[0009] Aunque al nivel de la piel existen sistemas enddgenos de proteccion de radicales libres, tales como la
melanina y alguna enzima y sistemas no antioxidantes, se debe considerar que durante el proceso de
envejecimiento disminuye fisioldgicamente el mecanismo de defensa de antioxidantes de la piel.

[0010] Esta disminucion fisiolégica se suma al importante agotamiento adicional del conjunto de antioxidantes
enddgenos debido a la exposicion UV. Enfrentdndose a esta reduccién, muchos estudios muestran que el
tratamiento topico con antioxidantes es Util en restaurar las defensas contra los radicales libres, en algunos casos
incluso revirtiendo el proceso de envejecimiento.

[0011] EI documento de patente WO2005013932 por el mismo solicitante describe una composicién para uso
farmacéutico, dietético o cosmético para uso humano adaptado para ralentizar el envejecimiento de la piel y los
anejos cutaneos, que incluyen espermina, espermidina o sales de las mismas como principio activo. En particular,
este documento describe estudios experimentales relacionados con los efectos de dichas poliaminas sobre la
elasticidad, hidratacién y la accién de renovacion celular de la piel. Sin embargo, no se describen efectos ni
antiinflamatorios o antioxidantes ni se sugieren en su interior por los compuestos activos espermina, espermidina o
sales de las mismas.

[0012] También se debe observar que en el caso de formulaciones tdpicas, la espermidina, asi como otras
poliaminas, se someten a oxidacion debido a que cuando se aplica por via tépica sobre la piel, antes de ser
absorbida por la piel para realizar su accién, permanece durante un cierto tiempo en contacto prolongado con el aire.
Una posible oxidacién de espermidina durante ese tiempo antes de la absorcién conduciria a productos de oxidacion
que ya no son activos.

[0013] EI documento de patente JP 61 053250 A (Fujisawa Pharmaceutical Co. Ltd; Japoén) desvela una N'-
fenilespermidina y otros derivados de espermidina como inhibidores de la inflamacion. Este documento no desvela
un efecto antiinflamatorio sobre |a piel.
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[0014] Segun la presente invencién, se ha encontrado sorprendentemente que se pueden resistir los efectos del
envejecimiento de la piel mediante una accion antiinflamatoria usando un compuesto de la férmula general (I): R-N'-
espermidina como se define a continuacién, como tal o en forma de un derivado farmacéuticamente aceptable tal
como una sal.

Descripcion de la invencion

[0015] EI objeto de la invencion son compuestos de la férmula (1) R-N1-espermidina, es decir, 1,4-butanodiamina,
N-(3-aminopropil)-N'-R,

M HoN-(CH2)s-N' (R)-(CHz)4-NH,
en donde R es un sustituyente unido a la funcién de amina secundaria de la espermidina, seleccionado de:

metilo, etilo, propilo, isobutilo,
0 una sal farmacéuticamente aceptable correspondiente,
para su uso en oponerse a los efectos del envejecimiento de la piel mediante una accion antiinflamatoria.

[0016] Como se muestra en la parte experimental mas adelante en la presente descripcion, dicha actividad
antiinflamatoria también va acompafada por una actividad antioxidante contra radicales libres de oxigeno (ROS),
comparable a la del a-tocoferol.

[0017] Ademas, los compuestos de la formula general (I) son tanto activos como estables al aire para permitir una
aplicacion eficiente para uso topico sobre la piel sin ser transformado en una sustancia diferente no activa debido al
efecto de oxidacion.

[0018] Dichos compuestos de la féormula general (I), que se proporcionan, por tanto, con una actividad
antiinflamatoria y que ralentizan los procesos de envejecimiento de la piel, se pueden usar eficazmente para
administracion topica sobre la piel en forma de composiciones adecuadas para uso cosmético o farmacéutico para el
logro de dichos efectos.

[0019] Por tanto, la invencién también proporciona una composicién para su uso segun la reivindicacién 9 y
compuestos de la formula (I) para su uso como se define en la reivindicaciéon 17. La composicion desvelada en el
presente documento estda adaptada para llevar a cabo un efecto antiinflamatorio y ralentizar los procesos de
envejecimiento de la piel y que contiene al menos un compuesto de la férmula (I) como principio activo como tal o en
forma de un derivado farmacéuticamente aceptable tal como una sal, para administracion topica sobre la piel.
Descripcion detallada de la invencion

[0020] Las formas adecuadas para uso topico son, por ejemplo, una crema, un suero, un balsamo, una mascara,
un gel para la cara o el cuerpo.

[0021] Si dicho compuesto de la férmula (I) esta en forma de un derivado farmacéuticamente aceptable, tal como
una sal, es preferentemente una sal de acido maleico, tal como trimaleato, o una sal de acido clorhidrico, tal como
triclorhidrato.

[0022] Es adecuada cualquier otra sal farmacéuticamente aceptable de acido organico o inorganico para una
formulacion para administracion topica.

[0023] Un compuesto preferido de la férmula (l) para su uso segun la reivindicacion 4 es N‘-metilespermidina, o N-
(3-aminopropi|)-N1-meti|-1 ,4-butanodiamina (Numero de Registro CAS 51460-23-2), de la formula:

() HoN - (CH2)3-N1(CH3)-(CH2)4-NH2

y para su uso en una composicidon segun la reivindicacion 9 o 10 como tal o como una sal farmacéuticamente
aceptable, tal como trimaleato (3C4H40.) o triclorhidrato (3HCI).

[0024] Los compuestos preferidos adicionales de la férmula (l) para su uso segun la reivindicacién 5, 6 o 7 son,
respectivamente:

N'-etilespermidina, de la férmula
(V) H2N-(CHz)a-N"(C2Hs)-(CHz2)4-NHz

N1-propilespermidina, de la formula
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(V) H2N-(CHz)s-N'(CsHy)-(CHz)4-NH2
N'-isobutilespermidina, de la férmula
(V1) HaN-(CHz)3-N" (C4Hs)-(CHz)4-NHz
[0025] Un compuesto de la formula (I) para su uso segun la reivindicacion 1, como tal o en forma de un derivado
farmacéuticamente aceptable tal como una sal, esta contenido en una composicién en una cantidad preferentemente
dentro de los siguientes intervalos en porcentaje en peso, p/p (%): 0,0001 a 0,30; preferentemente desde 0,010
hasta 0,30 y desde 0,0001 hasta 0,15.

[0026] Las composiciones para su uso segun la invencion formuladas para uso tdpico sobre la piel del cuerpo o la
cara se describen en lo sucesivo, a modo de ejemplos.

[0027] Las cantidades de los componentes, indicadas por la nomenclatura INCI, se expresan como un porcentaje
en peso variable dentro de los intervalos alli indicados.

Ejemplo 1
SUERO FACIAL CONCENTRADO

[0028]
Componente (nombre INCI) Cantidad p/p (%)
Acido citrico 0,001-0,30
Hidroxido sddico 0,001-0,30
Goma gellan 0,10-0,80
Goma xantana 0,01-0,80
Acido sérbico 0,01-0,20
Fenoxietanol 0,10-0,99
Sorbitol 0,10-1,00
N’'-Metil-espermidina 0,010-0,30
EDTA disddico 0,025-0,10
Caprililglicol 0,01-0,30
Aceite de semilla de Limnanthes alba 0,20-5,00
Paraffinum liquidum 0,05-0,90
Alquil C12-20-glucésido 0,10-0,99
Alcoholes C14-22 0,10-0,99
Glicerina 0,50-8,00
Propanodiol 0,50-8,00
Copolimero de acrilato de hidroxietilo/acriloildimetiltaurato sédico 0,05-1,00
Poliisobuteno 0,01-0,90
Eter de trimetilolpropanococo PEG-7 0,01-0,90
Perfume 0,10-0,70
Aqua segun se necesite hasta 100 g
Ejemplo 2

LOCION PARA LA PIEL Y EL CUERO CABELLUDO

[0029]
Alcohol 15-20
Pantotenato de calcio 1-2
Aceite de ricino hidrogenado PEG-40 0,75-1,5
Acido lactico 0,1-0,5
Perfume 0,1-0,2
Hialuronato de hidroxipropiltrimonio 0,02-0,08
N'-Etilespermidina 0,02-0,08
Di-t-butil-4-hidroxihidrocinnamato de octadecilo 0,02-0,08
Lecitina 0,02-0,08
Rutina 0,001-0,003
Biotina 0,001-0,003
Extracto de semilla de Vitis vinifera 0,005-0,01
Poliuretano-26 0,002-0,008
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(continuacion)
Aceite de semilla de Helianthus annuus
Extracto de hojas de Olea europaea
Zeaxantina

Aqua

SUERO HIDRATANTE

[0030]

Ejemplo 4
AGUA MICELAR

[0031]

Ejemplo 5

0,002-0,004
0,0005-0,001
0,0005-0,001

seguln se necesite hasta 100

Componente (nombre INCI) Cantidad p/p (%)

N'-Metil-espermidina

Goma xantana

Alginato de sodio

Goma gellan

Acido citrico

Hidréxido sodico

Glicerina

Pantenol

Sorbitol

Propanodiol

Pentilenglicol

Sorbato de potasio

Benzoato de sodio

Perfume

Aceite de ricino hidrogenado PEG-40
Glicéridos caprilicos/capricos PEG-6
Aqua

0,0001-0,15
0,02-0,50
0,01-0,50
0,10-0,80
0,001-0,30
0,001-0,30
0,50-5,00
0,01-0,20
0,50-5,00
0,50-5,00
0,50-4,00
0,05-0,20
0,05-0,20
0,050-0,50
0,10-0,80
0,10-0,80
segun se necesite hasta 100 g

Componente (nombre INCI) Cantidad p/p (%)

Glicerina
Cocoilprolina
Glucésido de coco
Gluconolactona
N'-Propilespermidina
Lauroilsarcosinato de sodio
Fenoxietanol
Benzoato de sodio
Hidréxido sédico
Agua de flor de Citrus Aurantium Amara
EDTA disddico
Sorbitilfurfural
Gluconato célcico
Cloruro sodico
Perfume

Cloruro sédico
Acetato de tocoferilo
Benzoato de sodio
Sorbato de potasio
Alcohol bencilico
Aqua

CREMA FACIAL HIDRATANTE NUTRITIVA

[0032]

000000 ==

0,05-0,15
0,05-0,2
0,05-0,1
0,01-0,05
0,01-0,02
0,005-0,02
0,005-0,015
0,001-0,005
0,001-0,005
0,001-0,002
segun se necesite hasta 100
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Componente (nombre INCI) Cantidad p/p (%)

Goma xantana 0,05-0,20
EDTA disédico 0,025-0,05
Xilitol 0,50-1,50
Glicerina 0,50-3,00
Sorbitol 0,50-3,00
Trehalosa 0,50-3,00
Ciclopentasiloxano 0,10-3,00
Hidroximetilglicinato de sodio 0,05-0,30
Aceite de semilla de Limnanthes alba 0,20-5,00
Paraffinum liquidum 0,50-5,00
Glicérico caprilico/caprico 0,50-5,00
Manteca de Butyrospermum parkii 0,10-0,50
Isoestearato de isoestearilo 0,50-5,00
Estearato de glicerilo 0,20-3,00
Cocoato de sacarosa 0,20-3,00
Branato de arroz de poliglicerilo-3 0,50-4,00
Dimeticona 0,20-6,00
Alcohol cetearilico 0,20-5,00
Fenoxietanol 0,30-0,90
N'-Metil-espermidina 0,0001-0,15
Perfume 0,10-0,30
Acido lactico 0,001-0,30
Aqua segun se necesite hasta 100 g

DISOLUCION LIMPIADORA DE LA PIEL

[0033]

Ejemplo 7

Componente (nombre INCI) Cantidad p/p (%)

Laurilsulfato de monoetanolamina
Ricinoleth-40

Derivados de DEA de fosfatidas de lecitina de soja

Fenoxietanol
N'-Isobutilespermidina
Acido lactico disol. al 80

Perfume
Aqua

LECHE CORPORAL PARA DESPUES DEL SOL

[0034]

5-15

1,5-7,5

0,2-0,5

0,01-0,3

0,02-0,08

0,01-0,05

segun se necesite hasta 100

Componente (nombre INCI) Cantidad p/p (%)

Glicerina

Metilpropanodiol
Cetilhidroxietilcelulosa

Goma xantana

Almidoén de tapioca

EDTA disédico

Estearato de sorbitano
Cocoato de sacarosa

Palmitato de etilexilo
Polideceno hidrogenado
Triglicéridos caprilicos/capricos
Butyrospermum parkii

Aceite de semilla de Limnanthes alba
N'-Metil-espermidina
Dimeticona

1,00-6,00
1,00-6,00
0,10-0,40
0,10-0,40
1,00-2,00
0,025-0,20
2,00-5,00
0,10-1,00
1,00-5,00
1,00-5,00
1,00-5,00
1,00-5,00
1,00-3,00
0,0001-0,15
1,00-3,00
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Hidroximetilglicinato de sodio
Fenoxietanol

Acido lactico

Perfume

Delta tocoferol

Sorbitilfurfural

Aqua

TONIFICANTE FACIAL

[0035]

Ejemplo 9
DESMAQUILLANTE

[0036]

(continuacién)
0,10-0,20
0,70-0,90
segln se necesite
0,30
0,02-0,25
0,10-0,90

segun se necesite hasta 100,00

Componente (nombre INCI) Cantidad p/p (%)

Glicerina
Butilenglicol
Metilpropanodiol
N'-Metil-espermidina
Hidroxietilcelulosa
Polisorbato 20

Glicéridos de almendra PEG 60

PEG-8
Butilenglicol
Fenoxietanol
Acido citrico
Hidréxido sodico
EDTA disédico
Perfume

Acido benzoico
Aqua

0,50-6,00
0,50-8,00
0,50-6,00
0,0001-0,15
0,02-0,80
0,50-10,00
0,10-1,00
0,10-4,00
0,50-8,00
0,10-0,90
0,001-0,30
0,001-0,30
0,05-0,10
0,05-0,40
0,01-0,20

segun se necesite hasta 100 g

Componente (nombre INCI) Cantidad p/p %

Benzoato de alquilo C12-15
Polideceno hidrogenado

Aceite de semilla de Limnanthes alba

N'-Metil-espermidina
Cloruro sédico

EDTA disodico
Sulfato de magnesio
Acido citrico
Hidréxido sodico
Glicerina
Metilparabeno sédico
Etilparabeno sédico
Aqua

Ejemplo de referencia 10

LOCION SUAVIZANTE PARA LA PIEL

[0037]

5,00-30,00
5,00-30,00
0,50-10,00
0,0001-0,15
0,01-0,40
0,001-0,09
0,01-0,40
0,01-0,40
0,01-0,40
0,50-6,00
0,020-0,20
0,020-0,20

segun se necesite hasta 100 g

Componente (nombre INCI) Cantidad p/p (%)

Estearato-palmitato de glicerilo 5

Estearato-palmitato de glicerilo 2-
1
1

Aceite de coco
Alcohol cetoestearilico
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(continuacién)

Emulsionante de cera 1-5

Alcohol bencilico 0,5-1,5
N'-Ciclohexilespermidina 0,2

Alcohol cetilico 0,02-0,06

Aqua segun se necesite hasta 100

Pruebas experimentales

[0038] Se llevaron a cabo las siguientes pruebas para estudiar la actividad de los compuestos de la formula (l)
para el uso segun la presente invencién.

Descripcion de los dibujos

[0039] Los resultados de estas pruebas se muestran en los graficos en las Figuras 1 a 5 de los dibujos adjuntos,
como se describe a continuacion.

Prueba antiinflamatoria

[0040] Con referencia a las Figuras 1, 2 y 3, las muestras de un compuesto de la invencion, N‘-metilespermidina,
es decir, N-(3-aminopropil)-N1-metil-1,4-butanodiamina de la féormula (ll) como se ha definido anteriormente, se
sometieron a la siguiente prueba antiinflamatoria, usando muestras de la espermidina como comparacién de
referencia.

Cultivo y propagacion de la linea celular

[0041] Se usa una linea inmortalizada de queratinocitos humanos NCTC2544 (Perry, V.P., Sanford, K.K., Evans,
V.J., Hyatt, G.W., Earle, W.R., 1957: Establishment of clones of epithelial cells from human skin. J Natl Cancer Inst.
18 (5): 709-717) cultivada en matraces estériles (25 cm®), se incuba a 37 °C en una atmésfera hiimeda a 5 % de CO»
en MEM (medio esencial minimo) afadido con suero bovino fetal (FBS), L-glutamina 2 mM, 1 % de aminoacidos no
esenciales, en presencia de 1 % de penicilina y estreptomicina.

[0042] Se hace una divisidn 1: 3 cada 2 dias tras lograr la monocapa lavando con 1 x PBS (tampén fosfato sin
ca** y Mgz") y desprendimiento de células con una disolucion de tripsina-EDTA a 37 °C durante 2 minutos.

Control
[0043] Control negativo: queratinocitos NCTC2544 humanos cultivados en EMEM (EBSS) a 2,5 % de FBS,
complementado con 1 % de L-glutamina 2 mM, 1 % de disolucién de aminoacidos y 1 % de mezcla de penicilina
(10.000 U/ml)/estreptomicina (10.000 Ug/ml) a 37 °C, 5 % de CO:..
[0044] Control positivo: queratinocitos NCTC2544 humanos tratados con lipopolisacarido (LPS, 5 ug/ml) en EMEM
(EBSS) a 2,5 % de FBS, complementado con 1 % de L-glutamina 2 mM, 1 % de disoluciéon de aminoacidos y 1 % de
mezcla de penicilina (10.000 U/ml)/estreptomicina (10.000 Ug/ml) a 37 °C, 5 % de CO:..
Métodos
[0045] Se evalu6 la expresion génica de TNF-a sobre células NCTC2544 tratadas con las muestras por gRT-PCR.
[0046] El analisis de expresién génica implica cuatro etapas:

1. Tratamiento de las células con las muestras durante 16 y 24 horas;

2. Extraccién de ARN;

3. Retrotranscripcion en ADNc;

4. RT-PCR cuantitativa.
Tratamiento de células NCTC2544
[0047] En las condiciones experimentales, en relacién con los resultados obtenidos en una prueba de MTT previa,
se probaron muestras de la espermidina y N'-metil-espermidina a las siguientes concentraciones: 1 uM, 500 nM y
1 mM (concentracion final en el medio).

[0048] También se probaron dichos controles positivos y negativos.

Prueba antiinflamatoria en NCTC2544
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Dia 1: Siembra de células

[0049] Cuando las células NCTC 2544 de queratinocitos humanos han alcanzaron aproxmadamente 80 % de
confluencia, se desprenden con tripsina/EDTA y se siembran a una densidad de 1x10° células/ml en placas de 12
pocillos y se incuban a 37 °C, 5 % de CO- (24 h).

Dia 2: exposicién a las muestras durante 16 y 24 h

[0050] Se disolvieron en EMEM las muestras anteriores de espermidina y N1-meti|-espermidina, complementadas
con 25 % de FCS, 1 % de L-glutamina 2 mM, 1 % de disolucion de NEAA y 1 % de penicilina
(10.000 U/ml)/estreptomicina (10.000 pg/ml).

[0051] Se incluyeron en cada placa controles, que contenian solo medio de cultivo (control negativo) y medio de
cultivo méas LPS (5 pg/ml) (control positivo).

[0052] Las células se expusieron a la accién de las muestras de la espermidina y N1-meti|-espermidina a las
concentraciones anteriores de 1 uM, 500 nM y 1 mM: un total de seis muestras.

[0053] Se anadié LPS a una concentracién de 5 pg/ml a cada pocillo (excepto en el control negativo). Cada
muestra se probo por duplicado.

Resultados

[0054] Los resultados se muestran en los graficos de las Figuras 1 y 2 de los dibujos adjuntos, en donde N'-
metilespermidina se indica con la abreviatura 'Me-espermidina’ en comparacion con 'espermidina’ tomada como
referencia.

La Fig. 1 muestra la expresién génica de TNF-a sobre células NCTC2544 tratadas con las seis muestras en
cuestion y los dos controles como se ha definido anteriormente, después de 16 horas de tratamiento.
La Fig. 2 muestra un diagrama similar después de 24 horas de tratamiento.

[0055] En general, los resultados obtenidos muestran un efecto antiinflamatorio de N1-metil-espemidina a todas las
concentraciones examinadas.

[0056] En la Fig. 1, después de 16 horas de tratamiento, a la concentracién de 1 uM, se puede decir que el efecto
antiinflamatorio de la espermldlna y N'-metil- -espermidina, aunque es mejor para el compuesto de la invencién con
respecto a la comparacion, es comparable (4:29 % y 3:25 %, respectivamente); sin embargo a concentraciones mas
bajas de 500 nM y 1 nM hubo un efecto antiinflamatorio significativamente mayor para N'-metil-espermidina que
para la espermidina, con una expresion de TNF-a igual a 1,52 % a 500 nmy 7,94 % a 1 nM en el caso de N'-
metilespermidina, contra 12:48 % a 500 nM, y 13,99 % a 1 nM en el caso de la espermidina.

[0057] En particular, es sorprendente el mejorado efecto antiinflamatorio a la concentracién de 500 nM.

[0058] En la Fig. 2, después de 24 horas, los efectos antiinflamatorios de N'-metil- -espermidina siguen casi
invariables, incluso si se comparan con la Fig. 1 son reducidos a la concentracion de 500 nM, para la que, sin
embargo, todavia existe un efecto antiinflamatorio significativamente mayor de N'-metil-espermidina que la
espermidina.

Prueba de antioxidante ROS

[0059] Se sometieron las muestras de un compuesto de la invencién, sal de triclorhidrato de N'- -metilespermidina,
es decir, 3HCI de N-(3-aminopropil)-N'-metil-1,4-butanodiamina, a la siguiente prueba antioxidante a especies
reactivas de oxigeno (ROS).

[0060] Se monitorizd la produccion de ROS espectrofluorométricamente usando diacetato de 2'.7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA), como se describe por Tobi et al. (Tobi SE, Paul N, T McMillan J. J Photochem
Photobiol, B 2000: 57: 102-112).

[0061] Se desprendieron las celulas NCTC 2544 (aproximadamente 80 % de confluencia) con tripsina/EDTA y se
sembraron a una densidad de 5 x 10* células por pocillos en placas de 96 pocillos. Posteriormente, las células se
trataron con muestras de N'-metilespermidina, a las siguientes concentraciones: 500 nM, 1 um y 500 pm, 1 mM
(concentracion final en el medio de cultivo).

[0062] Se us6 a-tocoferol (250 pg/ml, 580 um) como comparacion de la actividad antioxidante. Las placas se
incubaron a 37 2C en 5 % de CO. durante 1,5 horas. Se usaron células cultivadas en medio basal con 2,5 % de FBS
como control.
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Resultados

[0063] Los resultados se muestran en el grafico de la Fig. 3, en donde la sal de triclorhidrato de N'-
metilespermidina se indica por brevedad como 'metilespermidina’. La ordenada muestra la disminuciéon en la
produccion de ROS (% de ROS) en comparacion con el control (H202, ROS = 100 %) para N'-metilespermidina a las
diversas concentraciones indicadas aqui y para a-tocoferol.

[0064] En comparacion con las células de control tratadas con H>O,, ambas células tratadas con a-tocoferol y las
tratadas con el compuesto de la invencién a las diversas concentraciones indicadas en el presente documento
mostraron una disminucién sustancialmente comparable a la concentracion intracelular de ROS producido. En
particular, se puede observar que a la concentracion de 500 um, la sal de triclorhidrato de N' -metilespermidina
muestra una mayor actividad antioxidante que la de a-tocoferol (580 uM).

[0065] A partir del complejo de la evidencia experimental resumida anteriormente, se observa que los compuestos
de la formula (l) son adecuados para un uso farmacéutico o cosmético que pretende oponerse a los efectos del
envejecimiento de la piel principalmente mediante una accién antiinflamatoria.

[0066] Dicha actividad antiinflamatoria también va acompafada por una actividad antioxidante contra radicales
libres de oxigeno (ROS) comparable a la del a-tocoferol.

[0067] Ademas, los compuestos de la formula general (I) son tanto activos segun los fines de la presente
invencion, como estables al aire para permitir una aplicacién eficiente para uso tdpico sobre la piel sin ser
transformados en una sustancia diferente no activa debido al efecto de la oxidacion.
Prueba antiinflamatoria
[0068] Con referencia a los graficos en las Figuras 4 y 5, muestras de compuestos adicionales de la invencion
como se especificaron a continuacién se sometieron a una prueba antiinflamatoria en una linea inmortalizada de
queratinocitos NCTC2544 humanos sustancialmente como se ha descrito anteriormente, a la parte general de la que
se debe hacer referencia.
Compuestos probados
[0069]
N'-etilespermidina, de la formula
(V) H2N-(CHaz)s-N"(C2Hs)-(CHz)4-NH2
N1-propilespermidina, de la formula
V) H2N-(CHz)s-N'(C3H7)-(CHz)a-NHz
N'-isobutilespermidina, de la férmula
(V1) H2N-(CHaz)s-N"(C4Ho)-(CHz)4-NH2

Controles

[0070] Se incluyeron en cada placa controles que contenian solo medio de cultivo (control negativo) y medio de
cultivo mas LPS (5 pug/ml) (control positivo).

Pruebas y resultados

[0071] Se expu3|eron las células a la accién de muestras de los compuestos N' -etilespermidina, N'-
propilespermidina, N' -isobutilespermidina a las concentraciones de 1 nMy 1 uM.

[0072] Los resultados se muestran en los graficos en las Figuras 4 y 5 de los dibujos adjuntos.

[0073] La Fig. 4 muestra la expresion génica de TNF-a (expresion de ARNm RQ) en células NCTC2544 tratadas
con las muestras en cuestion a una concentracion de 1 nM y los dos controles como se ha definido anteriormente,
después de 16 horas de tratamiento.

[0074] La Fig. 5 muestra la expresion génica de TNF-a (expresion de ARNm RQ) en células NCTC2544 tratadas
con las muestras en cuestion a una concentracion de 1 pM y los dos controles como se ha definido anteriormente,
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después de 16 horas de tratamiento.

[0075] Se obtuvieron datos de la expresion génica por RT-PCR. Los datos se interpretan como disminucion relativa
en comparacién con el tratamiento con LPS solo y los datos expresados como RQ (cuantificacién relativa) o como
un porcentaje son directamente comparables.

[0076] En general, los resultados obtenidos muestran un sorprendente efecto antiinflamatorio de los compuestos
de lainvencién a todas las concentraciones examinadas.

[0077] Los resultados se muestran en los graficos en las Figuras 4 y 5 de los dibujos adjuntos.

[0078] La Fig. 4 muestra la expresion génica de TNF-a (expresion de ARNm RQ) en células NCTC2544 tratadas
con las muestras en cuestion a una concentracion de 1 nM y los dos controles como se ha definido anteriormente,
después de 16 horas de tratamiento.

[0079] La Fig. 5 muestra la expresion génica de TNF-a (expresion de ARNm RQ) en células NCTC2544 tratadas
con las muestras en cuestion a una concentracién de 1 uM y los dos controles como se ha definido anteriormente,
después de 16 horas de tratamiento.

[0080] Se obtuvieron datos de la expresion génica por RT-PCR. Los datos se interpretan como disminucion relativa
en comparacién con el tratamiento con LPS solo y los datos expresados como RQ (cuantificacién relativa) o como
un porcentaje son directamente comparables.

[0081] En general, los resultados obtenidos muestran un sorprendente efecto antiinflamatorio de los compuestos
de la invencién a todas las concentraciones examinadas.

11
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REIVINDICACIONES
1. Compuestos de la formula (I) R-N'-espermidina, es decir, 1,4-butanodiamina,N-(3-aminopropil)-N'-R,
M HoN-(CH2)s-N' (R)-(CHz)4-NH
en donde R es un sustituyente unido a la funciéon de amina secundaria de la espermidina, seleccionado de:
metilo, etilo, propilo, isobutilo,
0 una sal farmacéuticamente aceptable correspondiente, para su uso en oponerse a los efectos del

envejecimiento de la piel mediante una accién antiinflamatoria.

2. Compuesto para su uso segun la reivindicacion 1 para oponerse a los efectos del envejecimiento de la piel
mediante una accion antioxidante y antiinflamatoria.

3. Compuesto para su uso segun las reivindicaciones 1y 2, en donde dicho compuesto de la férmula (I) se aplica a
la piel por via tépica.

4. Compuesto para su uso segln las reivindicaciones 1 y 2, en donde dicho compuesto de la féormula (I) es N'-
metilespermidina, es decir, N-(3-aminopropil)-N'-metil-1,4-butanodiamina de la férmula:

(1 H2N-(CHa)s-N'(CHs)-(CHz)a-NHz,

5. Compuesto para su uso segun las reivindicaciones 1 y 2, en donde dicho compuesto de la férmula (I) es N'-
etilespermidina de la formula

(V) H2N-(CHz)s-N'(C2Hs)-(CHz)a-NHz.

6. Compuesto para su uso segun las reivindicaciones 1 y 2, en donde dicho compuesto de la formula (I) es N'-
propilespermidina de la férmula

(V) H2N-(CHz)3-N'(C3H-)-(CHz2)4-NHs.

7. Compuesto para su uso segun las reivindicaciones 1 y 2, en donde dicho compuesto de la formula (I) es N'-
isobutilespermidina de la férmula

(V1) H2N-(CHz)a-N"(C4Hg)-(CHz)a-NHa.

8. Compuesto para su uso segln las reivindicaciones 1 y 2, en donde dicho compuesto de la formula () esta en
forma de la sal de triclorhidrato o sal con acido maleico.

9. Una composicion para su uso en oponerse a los efectos del envejecimiento de la piel mediante una accién
antiinflamatoria, en donde un compuesto de la férmula (I) R-N‘-espermidina, es decir, 1,4-butanodiamina,N-(3-
aminopropil)-N‘-R,

n H2N-(CHg)a-N'(R)-(CHz)a-NHa.
en donde R es un sustituyente unido a la funcién amina secundaria de la espermidina, seleccionado de:
metilo, etilo, propilo, isobutilo 0 una sal farmacéuticamente aceptable correspondiente, se formula con excipientes
adecuados para administracion tépica sobre la piel.

10. Composicién para su uso segun la reivindicacion 9, en donde dicho compuesto de la féormula (I) es N'-
metilespermidina, es decir, N-(3-aminopropil)-N'-metil-1,4-butanodiamina de la férmula:

(1 H2N-(CHa)s-N'(CHs)-(CHz)a-NHz,

11. Composicién para su uso segun la reivindicacion 9, en donde dicho compuesto de la féormula (I) es N'-
etilespermidina de la férmula

(V) H2N-(CHz)s-N'(C2Hs)-(CHz)a-NHz.

12. Composicion para su uso segun la reivindicacion 9, en donde dicho compuesto de la formula (I) es N'-
propilespermidina de la férmula

(V) H2N-(CHz)3-N"(C3H-)-(CHz2)4-NHa.
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13. Composicién para su uso segun la reivindicacion 9, en donde dicho compuesto de la féormula (I) es N'-
isobutilespermidina de la férmula

(V1) H2N-(CHz)a-N"(C4Hg)-(CHz)a-NHa.

14. Composicion para su uso segun la reivindicaciéon 9, en donde dicho compuesto de la formula (1) esta presente en
una cantidad, en porcentaje en peso (% p/p), desde 0,0001 hasta 0,30.

15. Composicion para su uso segun la reivindicacion 14, en donde dicho compuesto de la formula (l) esta presente
en una cantidad, en porcentaje en peso (% p/p), desde 0,010 hasta 0,30.

16. Composicion para su uso segun la reivindicacion 14, en donde dicho compuesto de la formula (l) esta presente
en una cantidad, en porcentaje en peso (% p/p), desde 0,0001 hasta 0,15.

17. Compuestos de la formula (1) R-N'-espermidina, es decir, 1,4-butanodiamina,N-(3-aminopropil)-N'-R,
() H2N-(CHz)a-N'(R)-(CHz)a-NHa
en donde R es un sustituyente unido a la funciéon de amina secundaria de la espermidina, seleccionado de:

metilo, etilo, propilo, isobutilo 0 una sal farmacéuticamente aceptable correspondiente, para su uso en el tratamiento
de los efectos del envejecimiento de la piel mediante una accién antiinflamatoria.

18. Composicion que comprende un compuesto segun la reivindicacién 17 para su uso en el tratamiento de los
efectos del envejecimiento de la piel mediante una accién antiinflamatoria.
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