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DESCRIPCION
Compuestos o0-quindnicos como agentes neutralizantes del 6xido nitrico

La presente invencion se refiere al campo del tratamiento de enfermedades y/o trastornos inflamatorios que resultan
de un exceso de o6xido nitrico (NO); mas en particular tiene por objeto compuestos o-quindnicos como agentes
neutralizantes del 6xido nitrico y su uso terapéutico o cosmético.

El 6xido nitrico (NO) es una de las moléculas mas pequefias producidas por los sistemas bioldgicos. Sus acciones
son tan diversas en los organismos como las células capaces de producirlo. De hecho, su estado de radical libre
relativamente inestable que le confiere su estructura electronica (su semivida es de 5 segundos) le permite actuar
sobre un gran nimero de moléculas mas o menos sensibles a su accion en los procesos metabdlicos celulares y
extracelulares.

En los 80 se mostr6 que el 6xido nitrico actuaba de manera especifica como mediador de la dinamica vascular
dirigiendo la relajacién de los vasos. Durante los procesos inflamatorios, entre otras células, esta molécula es
producida por células endoteliales (1,2) y macroéfagos (3,4) mediante enzimas, las 6xido nitrico sintasas (NOs), que
catalizan la transformacion de la arginina en citrulina. Estas enzimas existen de forma constitucional o son inducidas
durante las reacciones inmunitarias, se habla entonces de iNOs. La vasodilatacién es inducida por la estimulacion de
la guanilato ciclasa del musculo liso (5). El éxido nitrico también es formado por células endoteliales en respuesta a
una variedad de sustancias como la bradiquinina (2), la histamina y la 5-hidroxitriptamina (6). El 6xido nitrico también
puede ser formado por macréfagos activados por lipopolisacaridos o citoquinas (6).

El 6xido nitrico también tiene una funcién en la inmunidad gracias a su fuerte reactividad quimica que le permite
participar en la lisis de gérmenes fagocitados por los macréfagos. En presencia del radical superoéxido, el éxido nitrico
se transforma en peroxinitrito, €l mismo un agente particularmente agresivo como oxidante.

La induccién de la sintesis de 6xido nitrico se ha mostrado durante la respuesta inflamatoria iniciada por productos
microbianos durante infecciones o durante reacciones autoinmunitarias. Por lo tanto, el éxido nitrico es un mediador
de la fisiologia que tiene un lado positivo al regular la vasodilatacion y participar en la funcion inmunitaria, y un lado
negativo cuando es emitido en una cantidad demasiado grande.

Presente en exceso, puede producir una inflamacion, una destruccion de células y tejidos y también puede causar una
vasodilatacion que induce dolor o hipotensiéon mortal durante los choques sépticos o anafilacticos.

Se ha mostrado en particular que el éxido nitrico influia en la proliferacién de queratinocitos (7) y se han observado
niveles muy altos de 6xido nitrico plasmatico en sujetos que presentan psoriasis (8), lo que sugiere la influencia de
este mediador en esta enfermedad.

La atopia es una predisposicién a la reaccién amplificada de la respuesta inmunitaria. En su forma dermatolégica, la
dermatitis atopica afecta a aproximadamente 15% de los nifios de paises desarrollados. Se ha mostrado que esta
implicada una produccion alta de 6xido nitrico en la inflamacién, vasodilatacion y los dafos oxidativos en las células y
tejidos de la piel de sujetos que presentan una dermatitis atopica (9).

El éxido nitrico también esta implicado en el eritema solar (10).

Del mismo modo, a nivel articular, el 6xido nitrico esta implicado en las manifestaciones inflamatorias de la artritis.
También se ha demostrado en modelos animales que la administracién de inhibidores de NOs reduce
significativamente la inflamacion del cartilago (22).

Con respecto a la respuesta inflamatoria sistémica a la que se refiere el choque séptico, produce una vasorrelajacion
generalizada debido a la produccion masiva de éxido nitrico, lo que se traduce en una hipotension que puede conducir
a la muerte en ausencia de un tratamiento adecuado aplicado en forma urgente (11). Este mecanismo también es el
que se desarrolla durante el choque anafilactico (12).

En consecuencia, aunque a veces puede ser deseable suministrar 6xido nitrico a un 6rgano al que le falta, como es
el caso, por ejemplo, en la hipertensidn crénica asociada con subsiguiente infarto de miocardio o para prevenirlo, en
muchos otros casos, seria necesario neutralizar este mismo 6xido nitrico con el fin de reducir sus efectos nocivos, ya
sea de forma ambulatoria como en la dermatitis atépica, eccema, psoriasis, tos o artrosis, o sea de forma masiva en
forma urgente para tratar los colapsos asociados con el choque séptico o anafilactico.

La produccion de 6xido nitrico se puede reducir inhibiendo las 6xido nitrico sintasas (NOs), enzimas que lo liberan a
partir de la L-arginina, o neutralizando el éxido nitrico de manera quimica o capturandolo con agentes complejantes
adecuados.

Se conocen inhibidores de NOs, entre ellos los derivados de arginina, como los derivados metilados, nitrados o
propilados de este aminoé&cido (13), pero su uso en tratamiento terapéutico sistémico conlleva graves inconvenientes
(14). De hecho, la inhibicién de las NOs es dificil de controlar y para evitar una sobredosis que puede conducir a
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hipertension pulmonar, a menudo es necesario administrar 6xido nitrico gaseoso por via respiratoria al mismo tiempo
que el inhibidor de NOs, mientras se vigilan los pardmetros cardiovasculares del paciente. Este inconveniente podria
deberse a la falta de especificidad de los inhibidores usados frente a las diferentes isoformas de las NOs, pero por el
momento, ningun inhibidor especifico ha demostrado su eficacia y fiabilidad en estudios clinicos.

Se han propuesto inhibidores de NOs para tratar trastornos estéticos de la piel (15, 16), enfermedades que implican
una actividad inflamatoria o respuestas a citoquinas proinflamatorias (23), pero su uso esta limitado por los efectos
secundarios nocivos que pueden manifestar, tales como la hipertension arterial, y el hecho de que estos inhibidores
sean todos productos sintéticos, mientras que los consumidores prefieren hoy en dia recurrir a sustancias de origen
natural.

También existen moléculas capaces de neutralizar el 6xido nitrico, como la hemoglobina, que se considera la molécula
de referencia en este campo, y varias moléculas sintéticas como la carboxi-2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-
3-0xido (carboxi-PTIO) (17) y derivados de rutenio (18). El uso de todas estas moléculas conlleva inconvenientes en
particular para aplicaciones terapéuticas y cosméticas; a modo de ejemplo, los derivados de rutenio se consideran
potencialmente téxicos y cancerigenos.

Aparte de estos tres grupos de moléculas, se ha propuesto un gran nimero de otros componentes de origen vegetal
como posibles agentes neutralizantes del éxido nitrico, como los flavonoides y, mas en general, los polifenoles. Pero
la evaluacion de su efecto neutralizante por el método de Griess que mide el ion NO2", no permite evaluar el efecto
real de la molécula ensayada. De hecho, cualquier antioxidante capaz de reducir la concentracion de radicales de
oxigeno en el medio es un inhibidor de la reaccién que conduce del NO al ion NO2y, por lo tanto, el método de Griess
proporciona una indicacion erronea del efecto real de la molécula en su poder neutralizante del 6xido nitrico, ya que
es imposible distinguir entre el poder antioxidante y el poder neutralizante frente al éxido nitrico.

Con el objetivo de tener una apreciacion real del efecto neutralizante del compuesto frente al éxido nitrico, los autores
de la invencién han desarrollado un método especifico in vitro que evalla directamente la concentracion de éxido
nitrico en el medio y que mide la neutralizacién en tiempo real en presencia de las moléculas ensayadas; el ejemplo |
describe este método.

Para esto, el 6xido nitrico se prepara en un recipiente separado llevando a cabo la reduccion del nitrito de sodio
mediante sulfato ferroso y es arrastrado por una corriente de nitrégeno gaseoso a otro recipiente que contiene el
producto de ensayo en disolucién en un tampon. En esta disolucion se coloca una sonda amperométrica que mide en
tiempo real la corriente producida por la presencia de 6xido nitrico en disolucién.

Una vez provistos de este método especifico de evaluacion de la neutralizaciéon del 6xido nitrico, los autores de la
invencion pudieron confirmar el efecto neutralizante de ciertas moléculas conocidas como tales, como la hemoglobina,
pero descubrieron también de forma sorprendente que ciertas moléculas descritas como buenos neutralizantes del
6xido nitrico en realidad no lo eran, una vez examinadas por este método especifico, en particular flavonoides como
la quercetina, la catequina y la luteolina.

También identificaron moléculas que resultaron ser muy buenos neutralizantes del 6xido nitrico y que nunca se habian
descrito como tales.

Asi, la presente invencién se dirige a la identificacién de compuestos que neutralicen eficazmente el éxido nitrico, que
se puedan usar facilmente en terapia o en cosméticos y que no presenten los inconvenientes de los descritos
anteriormente.

La presente descripcion describe un compuesto de formula (1):

R1

o

en la que R’ se selecciona entre el grupo que comprende:
+ -CH=CH-COOR?
con R? que puede representar:

- H, una cadena de alquilo C1-Cs lineal, opcionalmente sustituido con una o varias funciones seleccionadas entre las
funciones hidroxilo y acido carboxilico, con un ciclo bencénico, un difenol o un radical cafeoilo;
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- Un ciclo Ce saturado o insaturado, opcionalmente sustituido con una o varias funciones seleccionadas entre las
funciones hidroxilo y acido carboxilico y/o con un radical cafeoilo;

- La férmula -Y-O-X-(3,4)difenol (ll) con:

.Y es un ciclo de piranosa, sustituido con un -CH2-OH y al menos una funcién hidroxilo y opcionalmente sustituido
CON una ramnosa;

. X que puede representar la cadena -CHz-CHz- 0 -CH2-CH(OH)-;
- -Z-O-R®
Con:
- Z que puede representar la cadena -CHz-CHz-, -CH(OH)-CHz- o -CH2-CH(COOH)-;
- R3 que puede representar:
. -CO-CH=CH-(3,4)difenol o

. La férmula -W-O-CO-CH=CH-(3,4)difenol (Ill) siendo W un ciclo de piranosa, sustituido con un -CH2-OH vy al
menos una funciéon hidroxilo y opcionalmente sustituido con una ramnosa;

para su uso para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades y/o trastornos que resultan de un exceso de NO.

Por fisiologicamente aceptable, se entiende compatible con la administracion a un sujeto, preferiblemente un
mamifero, por cualquier via de administracion.

El exceso de NO se puede determinar midiendo la tasa de nitratos en el suero sanguineo (9). Por lo tanto, se considera
que un individuo humano presenta un exceso de NO cuando su concentracién en nitratos en el suero sanguineo es
superior o igual a 14 mmol/l, en particular 30 mmol/l o incluso 50 mmol/l.

Segun la invencion, el compuesto de formula (1) es tal que R' se selecciona entre el grupo que comprende:
+ -CH=CH-COOR?
representando R? la formula -Y-O-X-(3,4)difenol (ll) con:

. Y representa un ciclo de piranosa, sustituido con un -CH2-OH y al menos una funcion hidroxilo y sustituido con
una ramnosa;

. X representa la cadena -CHz-CHz-;
- -Z-O-R®
Con:
- Z representa la cadena -CHz-CHa-;

- R3 representa la formula -W-O-CO-CH=CH-(3,4)difenol (lll) representando W un ciclo de piranosa, sustituido con un
-CH2-OH y al menos una funcién hidroxilo y sustituido con una ramnosa.

Segun una variante de la presente descripcion, esta se refiere a un compuesto de formula (la) tal que:

HG=—=CH—GCOOR"

O (1a)
pudiendo R? representar:

- H, una cadena de alquilo C1-Cs lineal, opcionalmente sustituido con una o varias funciones seleccionadas entre las
funciones hidroxilo y acido carboxilico, con un ciclo bencénico, un difenol o un radical cafeoilo;

- Un ciclo Ce saturado o insaturado, opcionalmente sustituido con una o varias funciones seleccionadas entre las
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funciones hidroxilo y acido carboxilico, y/o con un radical cafeoilo;
- La férmula -Y-O-X-(3,4)difenol (ll) con:

.Y es un ciclo de piranosa, sustituido con un -CH2-OH y al menos una funcién hidroxilo y opcionalmente sustituido
CON una ramnosa;

. pudiendo X representar la cadena -CH2-CH2- o0 -CH2-CH(OH)-.
Segun una variante de la invencion, esta se refiere a un compuesto de férmula (1) tal que:

- R' es -CH=CH-COOR? y R? responde a la formula -Y-O-X-(3,4)difenol (ll) siendo Y glucosa sustituida con una
ramnosa y X representa la cadena -CH2-CHa-; o

- R' es -Z-O-R3 representando Z la cadena -CHz-CHz-;
y R3 representa la formula -W-O-CO-CH=CH-(3,4)difenol (lll) siendo W una glucosa sustituida con una ramnosa.

Segun una variante preferida de la invencién, esta se refiere a los compuestos citados antes o a sus sales
fisiologicamente aceptables para su uso para la prevencién y/o tratamiento de enfermedades y/o trastornos que
resultan de un exceso de NO:

- La quinona del verbascdsido se presenta en 2 formas:

T OH
HO .OH
o Sy Ho, Y. .OH
OH
O
970 Ho oo
O B OH z
200 O
0] ‘ o0 o . oo
OH |
OH
HO
OH ©
O
Pirmera forma de la quinona del verbascoésido Segunda forma de la quinona del verbascésido

Por cadena de alquilo C1-Cs lineal, opcionalmente sustituido, se indica una cadena hidrocarbonada de 1 a 3 atomos
de carbono, saturada, lineal, opcionalmente sustituida, tal como metilo, etilo o propilo.

Por funcién hidroxilo, se indica el grupo -OH.

Por funcién carboxilica, se indica el grupo -COOH.

Por ciclo bencénico, se indica el grupo funcional aromatico de férmula bruta CsHs:

Por difenol, se indica un compuesto aromatico, constituido por un ciclo bencénico y dos funciones hidroxilo, de formula
bruta CeHeO2.

Por radical cafeoilo, se indica el radical derivado del &cido cafeico, de férmula: -O-CO-CH=CH-(3,4)difenol.
Por ciclo de piranosa, se indica un ciclo Ce saturado, constituido por 5 atomos de carbono y un atomo de oxigeno.

A modo de ejemplo, se puede citar la glucosa que tiene un ciclo de piranosa sustituido con un -CH2-OH y 4 hidroxilos
-OH.

Por ramnosa, se indica la osa en su conformaciéon D o L, en su forma a o B, de formula:
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HO

-0
HO

OH (a-D-ramnosa) o RO O (B-D-ramnosa)
OH

OH OH
0 OH  (a-L-ramnosa) o OH (B-L-ramnosa).

Los compuestos de férmula (l) se pueden sintetizar quimicamente o extraer de plantas.

Como ejemplo, se puede mencionar la ortoquinona del &cido cafeico que se puede obtener cristalizada por oxidacion
del acido cafeico con o-cloranilo, segun un método descrito en la técnica anterior (20, 21).

Alternativamente, la ortoquinona del acido cafeico se puede extraer de plantas tales como Salvia officinalis, Mentha
spicata, Cinnamomum verum, Thymus vulgaris.

El experto en la técnica conoce los métodos de extraccion de compuestos quimicos a partir de plantas. Entre estos
métodos, se pueden mencionar la maceracion de hojas de plantas en agua (25), la extraccién usando disolventes
quimicos, con un fluido supercritico como el CO2, la nanofiltracién.

La quinona del verbascosido se puede extraer de plantas de la familia Lamiaceae (Phlomis, Scrophulariaceae,
Verbascum phlomoides, Verbascum mallophorum), o de la familia de Buddlejaceae (Buddleja globosa, Buddleja
cordata), o de la familia de Bignoniaceae (Pithecoctenium sp, Tynanthus panurensis), o de la familia de
Orobanchaceae (Cistanche sp, Orobanche rapum-genistae), en la familia de Plantaginaceae (Plantago lanceolata,
Verbenaceae, Verbena officinalis, Aloysia citrodora) en la familia de Oleaceae (Olea europaea) en la familia de
Lentibulariaceae (Pinguicula lusitanica) y en la familia de Byblidaceae (Byblis liniflora).

Ademas, los autores de la invencién han demostrado, de forma sorprendente y contraria a lo que se suponia en la
técnica anterior (19), que un extracto de una planta conocida por su efecto antiinflamatorio, el llantén menor (Plantago
lanceolata), no debe su efecto antiinflamatorio al glucésido fenilhidantoico, el verbascésido que contiene, sino a la
quinona que deriva de este polifenol.

Por lo tanto, segun otra variante de la invencion, esta se refiere a un extracto de Plantago lanceolata enriquecido
selectivamente en quinona de verbascoésido; dicho extracto de Plantago lanceolata enriquecido en quinona de
verbascosido se obtiene preferiblemente a partir de partes aéreas de la planta por maceracion alcohdlica; dicho
extracto se puede obtener segun el procedimiento descrito en el ejemplo 5. Este extracto particular produce un efecto
significativo de neutralizacion del NO.

La invencion se refiere mas en particular al uso de un compuesto o un extracto de Plantago lanceolata segun la
invencion para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades y/o trastornos inflamatorios.

En particular, los compuestos o el extracto de Plantago lanceolata segun la invencion son utiles para la prevencioén y/o
el tratamiento de enfermedades y/o trastornos inflamatorios cutaneos tales como psoriasis, dermatitis atépica,
dermatitis de contacto, irritacion cutanea, reaccion de hipersensibilidad de contacto, manifestaciones alérgicas
cutaneas, vasodilatacion excesiva, rosacea, eritema solar, acné.

Los compuestos o el extracto de Plantago lanceolata segun la invencion también son Utiles para la prevencion y/o el
tratamiento de enfermedades y/o trastornos inflamatorios articulares tales como la artritis, que comprende artritis
reumatoide, artritis infecciosa y osteoartritis, artrosis, poliartritis reumatoide, espondiloartritis anquilosante, lupus
eritematoso, condritis.

Los autores han mostrado que extractos de Plantago lanceolata permitirian una reduccion del nimero de accesos de
tos en cobayas (24). Los compuestos o el extracto de Plantago lanceolata segun la invencion se pueden usar para
prevenir o tratar la tos, ya sea que esté asociada con una enfermedad de las vias respiratorias, tal como bronquiolitis
del lactante, bronquitis, resfriado, tosferina, tuberculosis, un cancer de pulmén o asociado con un estado y/o ambiente
particular como es el caso de tos del fumador o causada por tabaquismo pasivo, tos alérgica, tos asociada con asma
o reflujo gastroesofagico.

Los compuestos o el extracto de Plantago lanceolata segun la invencién también se pueden usar para prevenir o tratar
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colapsos cardiovasculares asociados a un choque hipovolémico, 0 a un choque cardiogénico o a un choque
anafilactico o un choque séptico. El colapso cardiovascular corresponde a un colapso de la presion sanguinea; la
presion arterial sistolica se vuelve inferior a 80 mm de Hg.

El uso de los compuestos o del extracto de Plantago lanceolata segln la invencion también puede tener un propésito
cosmeético, con el fin de combatir el envejecimiento intrinseco o extrinseco de la piel, mas en particular para combatir
los signos de envejecimiento de la piel, tales como el fotoenvejecimiento, arrugas, lineas de expresion, pieles secas o
agrietadas.

Entre los otros usos de estos compuestos o del extracto de Plantago lanceolata segun la invencién en cosmética, se
pueden citar:

- lucha contra procesos inflamatorios neurogénicos cutaneos;
- mejora del confort de las pieles sensibles;

- fortalecimiento de la funcién de barrera de la piel;

- estimulacioén de la hidratacion de la piel;

- mejora del confort de las pieles secas;

- control de la sudoracion;

- estimulacion de la lipdlisis;

- inhibicion de la caida del cabello.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica o cosmética que contiene al menos un
compuesto de férmula (I) o un extracto de Plantago lanceolata segun la invencién, asi como un vehiculo
fisiolégicamente aceptable.

El experto en la técnica sabra adaptar la formulacion de las composiciones segun la invencién en funcién de sus
propiedades fisicoquimicas y su via de administraciéon.

Las composiciones segun la invencion se podran administrar por cualquier via de administracion incluyendo en
especial la via topica, en particular sobre la piel o el cabello, pero también la via oral.

Preferiblemente, cuando las composiciones segun la invencién se usan para el tratamiento de enfermedades y/o
trastornos inflamatorios cutédneos o articulares, o bien cuando se usan con un fin cosmético, se administran por via
topica y se pueden seleccionar entre una crema, un gel, un aceite, una locion, una leche.

Cuando las composiciones segun la invencién se usan para tratar la tos, se preferird administrarlas por via oral. La
forma farmacéutica seleccionada sera un jarabe, una pastilla para chupar, una capsula, un comprimido.

Figura:

Figura 1: Aparato que permite implementar el método especifico para evaluar la neutralizacion del 6xido nitrico como
se describe en el ejemplo 1.

Ejemplos
Ejemplo 1. Método de evaluacién de la neutralizacién del 6xido nitrico

El 6xido nitrico se prepara inmediatamente antes de su uso en un recipiente A, cerrado con un tapé6n flexible de
polimero a través del cual pasan un tubo entrante y un tubo saliente, con un didmetro interno comprendido entre 50
pm y 300 pm, pero en particular 100 um (véase la figura 1), de un volumen comprendido entre 10 ml y 100 ml, pero
en particular de 30 ml, afiadiendo un volumen comprendido entre 0,1 y 2 ml, pero en particular de 0,5 ml de una
disolucién acuosa de nitrito de sodio (NaNOz2, ref. Sigma-Aldrich 237213) en una concentracion comprendida entre
0,10% y 2,00%, pero en particular 0,70%, en un volumen comprendido entre 5 ml y 80 ml de la siguiente disolucién
acuosa:

Acido sulfarico (HzSOs, ref. Sigma-Aldrich 32.050-1): 1ml
Sulfato ferroso (FeSO4, 7H20, ref. Sigma-Aldrich 215422):  5,5¢g
Agua desionizada: 200 ml

El recipiente B en el que se mide el éxido nitrico es un recipiente opaco a la luz, con una doble pared que permite una
circulacion de agua que mantiene la temperatura a 25°C, cerrado con un tapén a través del cual pasa el tubo que
procede del recipiente A y un tubo de escape (véase la figura 1), de un volumen comprendido entre 10 ml'y 100 ml,
preferiblemente 30 ml que recibe un volumen comprendido entre 5 ml y 80 ml, preferiblemente 20 ml, de una disolucién
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acuosa tampoén de fosfato a pH 7,4.

Una vez mezcladas, las disoluciones se agitan durante toda la medicion mediante un agitador magnético, en el
recipiente A y el recipiente B.

Se introduce nitrégeno gaseoso con un caudal comprendido entre 20 ml/min y 120 ml/min, preferiblemente 80 ml/min
en el fondo del recipiente A. El nitrégeno arrastra asi el 6xido nitrico a través del tubo de salida del recipiente A hasta
el recipiente B donde se medira con un dispositivo previsto para este propésito equipado con una sonda amperométrica
provista de una membrana especifica (dispositivo de ref. TBR 1025 de la compania World Precision Instruments,
sonda ISO-NOP). La sonda suministra asi una corriente variable entre 10 y 1000 nA proporcional a la concentracion
de 6xido nitrico en la disolucién ensayada, del orden de magnitud de pM. La corriente eléctrica producida por la sonda
bajo la influencia del 6xido nitrico se registra mediante un dispositivo adecuado.

Antes de cualquier medicién, la sonda se calibra midiendo la corriente producida por la liberacion de cantidades
conocidas crecientes de 6xido nitrico. Se verifica asi que existe una relacion lineal entre la corriente eléctrica producida
por la sonda y la concentracion molar de 6xido nitrico y se determina la correspondencia entre esta corriente eléctrica
y la concentracion molar de éxido nitrico. Para esto, se ponen 20 ml de la siguiente disolucién acuosa en el recipiente
B desconectado del recipiente A mientras dura la calibracion:

Acido sulfarico (HzSOs, ref. Sigma-Aldrich 32.050-1): 1ml
Yoduro de potasio (KI, ref. Sigma-Aldrich 12636): 3,31¢g
Agua desionizada: 200 ml

Después se anaden sucesivamente 50 ul, 100 pl, 150 pl y 200 pl de una disolucién de nitrito de sodio (NaNOz, ref.
Sigma-Aldrich 237213) en una concentracién de 360 uM.

Se representa la curva haciendo corresponder la concentracion de 6xido nitrico en el medio de reaccién y la intensidad
eléctrica producida por la sonda expresada en nA para cada adicién de disolucién de éxido nitrico.

Evaluacion del efecto neutralizante de una molécula de ensayo

Durante una medicion tipica, se ponen 20 ml de la disolucién de sulfato ferroso en el recipiente A y 20 ml de tampdn
de fosfato a pH 7,4 en el recipiente B. En el recipiente A, se introduce nitrégeno gaseoso durante 10 min, que pasa
hacia el recipiente B, con el fin de eliminar el oxigeno disuelto presente en las disoluciones de los recipientes Ay B.
Después de estos 10 min, se inicia el registro de la medicion de éxido nitrico.

En el tiempo To, se inyecta la disolucion de nitrito de sodio en el recipiente A a través del tapon de polimero flexible
usando una jeringa equipada con una aguja. El registro del éxido nitrico muestra una evolucion positiva que se
estabilizara brevemente después de aproximadamente 3 min, antes de disminuir lentamente para volver al valor base
en aproximadamente 20 min. En el tiempo T1 = To + 4 min, se inyectan 400 pl de disolucion hidroetandlica en una
concentracién alcohdlica comprendida entre 0% y 100% segun la solubilidad del producto de ensayo, que contiene
una cantidad P de producto de 4 a 8 mg, segun la eficacia del producto de ensayo, a través del tapon flexible del
recipiente B mediante una jeringa equipada con una aguja.

Se lleva a cabo un ensayo en blanco con 400 pl de disolvente en el que se disuelve el producto de ensayo.

El valor E del efecto de neutralizacién del 6xido nitrico por el producto de ensayo, expresado en pM de éxido nitrico
neutralizado por segundo y por mg de producto de ensayo, se obtiene mediante la siguiente expresion:

AHensayo - AHblanco
30P

1 E=

Con: AHensayo = diferencia de concentracion en el ensayo de 6xido nitrico, expresada en pM de 6xido nitrico entre T+
y T2 =T1 + 30 s, obtenida con la disolucién del producto de ensayo.

AHoianco = diferencia de concentracion de éxido nitrico del blanco, expresado en pM de 6xido nitrico entre T1y T2 = Ty
+ 30 s, obtenido con el disolvente del producto de ensayo.

P = cantidad de producto de ensayo en mg.

Ejemplo 2. Medicién del efecto de neutralizacidn del 6xido nitrico y efectos de diversas moléculas.
Se llevo a cabo el ensayo descrito en el ejemplo 1 para ensayar las siguientes moléculas:

Acido rosmarinico (Aldrich 536954)

Acido p-cumarico (Sigma C9008)

(+)-Catequina hidrato (Sigma C1251)
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Acido cafeico (Sigma-Aldrich C0625)

Acido clorogénico (Sigma-Aldrich C3878)
Quercetina dihidrato (Sigma Q0125)
Hemoglobina porcina (Sigma H4131)
Verbascoésido (HWI Analytik GMGH 0082-05-80)
Luteolina (Sigma L9283)

Después de haber calibrado la sonda de medicién de la concentracion de 6xido nitrico del equipo descrito en el ejemplo
1, en el recipiente A, como se describe en el ejemplo 1 y se ilustra en la figura 1, se ponen 20 ml de una solucion
acuosa de:

Acido sulfarico (H2SOs, ref. Sigma-Aldrich 32.050-1): 1ml
Sulfato ferroso (FeSOs, 7H20, ref. Sigma-Aldrich 215422):  5,5¢g
Agua desionizada: 200 ml

En el recipiente B, como se describe arriba y la figura 1, se ponen 20 ml de disolucién de tampdn de fosfato a pH 7,4.

Se introduce nitrégeno gaseoso en el aparato con un caudal de 80 mil/min durante 10 min, después se inicia el registro
del valor de la intensidad de corriente eléctrica producida por la sonda de deteccién del 6xido nitrico y se inyectan (en
el tiempo To) en el recipiente A, 0,5 ml de una disolucién acuosa de nitrito de sodio (NaNOg, ref. Sigma-Aldrich 237213)
en una concentraciéon de 0,70%.

En el tiempo T1 = To + 4 min, se inyectan 400 pl de disolucion hidroetandlica con una concentraciéon alcohdlica
comprendida entre 0% y 100%, segun la solubilidad del producto de ensayo, que contiene una cantidad P de producto
de ensayo expresado en mg, ajustado segun la eficacia del producto ensayado.

Se toma nota de los valores de las concentraciones de 6xido nitrico en el tiempo To, Ti = To+4 miny T2 =Tt + 30 s.
Los valores de E calculados segun la férmula (1) se muestran en la tabla 1 a continuacion.

Tabla 1.
Moléculas ensayadas E (UM.s'.mg™)
Hemoglobina (control +) 2,27
Acido cafeico 0,957
Acido rosmarinico 0,043
Acido p-cumarico 0,13
Catequina 0,13
Acido clorogénico 0,043
Luteolina 0,174
Quercetina 0,087
Verbascosido 0,058

Ejemplo 3. Preparacién y medicion del efecto de la o-quinona del &cido cafeico (ejemplo de referencia)

La ortoquinona del &cido cafeico:

Cafeoil-quinona

se puede obtener cristalizada, por oxidacién del acido cafeico con o-cloranilo en disolucién en una mezcla de éter y
tetrahidrofurano (4/1) a -70°C, segin un método descrito en la técnica anterior (20, 21).

Segun el método de medicion del efecto neutralizante del 6xido nitrico como se describe en el ejemplo 1, la
cafeoilquinona produce un efecto E de 24,36 uM.s'.mg".
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Por lo tanto, se observa un valor de E alto para esta molécula en comparaciéon con los efectos producidos por
moléculas ya conocidas como capaces de neutralizar el éxido nitrico.

Ejemplo 4. Preparacién de un extracto de llantén y evaluacion de su actividad de neutralizacion del 6xido nitrico.

Con el fin de determinar el método de tratamiento de la planta y el método de extraccion que conduzcan a la mejor
eficacia de neutralizacion del 6xido nitrico, se procedié a la extraccion de planta seca y planta fresca mediante
disoluciones hidroalcohélicas de concentraciones que variaban de 10 en 10 que iban de 0% a 100% de etanol, ya sea
por maceracion a temperatura ambiente durante 48 h, en voliumenes de disolvente que correspondian a 10 veces el
peso de la planta (v/p), o por extraccion a ebullicién a reflujo durante 30 min mediante volimenes de disolventes que
corresponden también a 10 veces el peso de la planta (v/p). Después de estos ensayos preliminares, se eligio el
siguiente método ya que produce el extracto mas activo:

Se recogen partes aéreas de Plantago lanceolata y se congelan rapidamente a -18°C con el fin de asegurar su
conservacion. Se tritura groseramente 1 kg de este lote y se pone a macerar en 10 litros de etanol acuoso al 60%
durante 48 h. Esta concentracion alcohdlica se define teniendo en cuenta el contenido de agua de la planta,
previamente determinado por desecacién en una muestra representativa. Al final de la maceracion, la planta se elimina
por tamizado, después la disolucion de extraccion se filtra sobre un filtro de porosidad de 0,45 um para eliminar la
mayor parte de los gérmenes presentes. Después, la disolucion se concentra a presién reducida de modo que se
obtenga un volumen total de 1 litro, completamente desprovisto de etanol.

Esta disolucion después se seca por liofilizacion para obtener un peso final de 43 g.
La eficacia E de neutralizacion del éxido nitrico es 0,16 pM.s".mg™".

Ejemplo 5. Preparacién de un extracto de partes aéreas de Plantago lanceolata enriquecido con o-quinonas
procedentes de verbascésido

Se recogen partes aéreas de Plantago lanceolata y se congelan rapidamente a -18°C con el fin de asegurar su
conservacion. Se tritura groseramente 1 kg de este lote y se pone a macerar en 10 litros de etanol acuoso al 60%
durante 48 h. Esta concentracion alcohdlica se define teniendo en cuenta el contenido de agua de la planta,
previamente determinado por desecado en una muestra representativa. Al final de la maceracion, la planta se elimina
por tamizado, después la disolucion de extraccion se filtra sobre un filtro de porosidad de 0,45 pm para eliminar la
mayor parte de los gérmenes presentes. Después, la disolucion se concentra a presion reducida con el fin de obtener
un volumen total de 1 litro, completamente desprovisto de etanol.

Esta disolucién concentrada se extrae a continuacion en contracorriente con 5 veces 200 ml de acetato de etilo. Las
disoluciones organicas se combinan, se secan sobre sulfato de sodio anhidro, se filtran y después se evaporan a
sequedad a presion reducida. De este modo se obtienen 1,12 g de extracto seco que se recoge en 25 ml de etanol
puro.

Esta disolucion etandlica se somete a cromatografia ultrarrapida (equipo Grace Reveleris X2) en una columna de gel
de silice de 40 g (cartucho de silice Grace Reveleris de 40 g) con un gradiente de diclorometano-metanol como en la
tabla 2 a continuacion:

Tiempo (min) Diclorometano % Metanol %
0 100 0
15 80 20
18 80 20
18,5 50 50
23,5 50 50

Tabla 2

Se recogen fracciones de 2 ml que se someten al ensayo de neutralizacion del éxido nitrico. Se conservan las
fracciones mas activas que corresponden a los volimenes de elucion de 568 ml a 576 ml, que en conjunto
proporcionan 17,7 mg de materia seca después de evaporacion del disolvente a presion reducida, y que tiene una
eficacia E de neutralizacion del éxido nitrico de 0,96 uM.s™'.mg".

Después se verifica la presencia de o-quinona del verbascésido en espectrometria de masas de alta resolucion en
tandem, con ionizacion por electropulverizacién en modo negativo, por la presencia de un ion doblemente cargado a
m/z 311, que corresponde a la quinona considerada y que presenta la fragmentacion caracteristica de heterdsidos
fenilhidantoicos, en este caso relacionados con el del verbascésido.

Ejemplo 6. Forma farmacéutica de una crema que contiene un extracto de llantén, destinada a tratar inflamaciones
cutaneas (en particular dermatitis, eccema, psoriasis) adecuada para uso corporal.

Se prepara una crema que tiene la siguiente formula en peso, segun un procedimiento y con materiales convencionales
conocidos de la técnica anterior:
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Agua purificada: 67,28%
Glicerol (Glicerina, AMI Chimie): 20%
Alcohol cetoestearilico (Lanette O, AMI Chimie): 7%
Acido palmitoestearico (estearina, Stéarinerie Dubois): 3%
Extracto de partes aéreas frescas

de Plantago lanceolata como se describe en el Ejemplo 5: 1%
Alcohol bencilico (Geogard 221, Lonza): 0,87%
Sulfato de sodio cetoestearilico (Lanette E, AMI Chimie): 0,7%
Acido deshidroacético (Geogard 221, Lonza): 0,09%
Hidréxido de sodio (Sigma-Aldrich): 0,058%

Ejemplo 7. Forma farmacéutica de una crema que contiene un extracto de llantén, dirigida a tratar inflamaciones
cutaneas (en particular dermatitis, eccema, psoriasis) adecuada para uso facial.

Agua purificada : 67,28%
Glicerol (Glicerina, AMI Chimie): 10%
Alcohol cetoestearilico (Lanette O, AMI Chimie): 7%
Miristato de isopropilo (Isopropyle Myristate, Interchimie): 3%
Extracto de partes aéreas frescas

de Plantago lanceolata como se describe en el ejemplo 5: 1%
Alcohol bencilico (Geogard, Lonza): 0,87%
Sulfato de sodio cetoestearilico (Lanette E, AMI Chimie): 0,7%
Acido deshidroacético (Geogard, Lonza): 0,09%
Hidroxido de sodio (Sigma-Aldrich): 0,058%

Ejemplo 8: Forma farmacéutica de un gel limpiador que contiene un extracto de llantén, dirigido a lavar el cabello, la
caray el cuerpo de sujetos que presentan inflamaciones cutaneas (en particular, dermatitis, eccema, psoriasis)

Mezcla de éter-sulfatos de alcohol graso (Texapon ASV50, AMI Chimie): 50%
Agua purificada: 34,03%
Glicerol (Glicerina, AMI Chimie): 10%
Cloruro de sodio (sodium chloride VWR): 4%
Extracto de partes aéreas frescas

de Plantago lanceolata como se describe en el Ejemplo 5: 1%
Alcohol bencilico (Geogard 221, Lonza): 0,87%
Acido deshidroacético (Geogard 221, Lonza): 0,09%
Hidréxido de sodio (Sigma-Aldrich): 0,01%

Ejemplo 9: Forma farmacéutica de un gel dirigido a tratar inflamaciones cutaneas (dermatitis, eccema, psoriasis)
adecuado para uso corporal y facial.

Agua purificada: 95,69%
Carbomer (Carbopol 980, Lubrizol): 2%
Extracto de partes aéreas frescas

de Plantago lanceolata como se describe en el ejemplo 5: 1%
Alcohol bencilico (Geogard 221, Lonza): 0,87%
Acido deshidroacético (Geogard 221, Lonza): 0,09%
Hidréxido de sodio (Sigma-Aldrich): 0,35%

Ejemplo 10. Forma farmacéutica de una crema que contiene un extracto de llantén, dirigida a tratar inflamaciones
relacionadas con el acné.

Agua purificada: 71,04%
Alcohol cetoestearilico (Lanette O, AMI Chimie): 10%
Aceite esencial de limén (Myrtéa): 7,5%
Aceite esencial de naranja dulce (Myrtéa): 7,5%
Extracto de partes aéreas frescas

de Plantago lanceolata como se describe en el Ejemplo 5: 1%
Sulfato de sodio cetoestearilico (Lanette E, AMI Chimie): 2%
Alcohol bencilico (Geogard 221, Lonza): 0,87%
Acido deshidroacético (Geogard 221, Lonza): 0,09%

Ejemplo 11. Forma farmacéutica de un jarabe para la tos

Agua purificada: 44,23%
Sacarosa: 44,22%
Glicerol (Glicerina, AMI Chimie): 5%

11
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Extracto de partes aéreas frescas

de Plantago lanceolata como se describe en el ejemplo 5: 4%
Sabor natural a frambuesa: 1,5%
Acido citrico monohidrato: 0,75%
Benzoato de sodio: 0,3%

Ejemplo 12. Forma farmacéutica de capsulas para tratar las manifestaciones inflamatorias de la artrosis.
Para una capsula de gelatina n® 0 (Capsugel):

Extracto de partes aéreas frescas
de Plantago lanceolata como se describe en el ejemplo 5: 0,350 g
Maltodextrina: 0,045¢g
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto de férmula (1)
1
R
@)
SN

en la que R’ se selecciona entre el grupo que constituido por:
+ -CH=CH-COOR?
con R2? que representa la formula -Y-O-X-(3,4)difenol (lI) con:

. Y representa un ciclo de piranosa, sustituido con un CH2-OH y al menos una funcion hidroxilo y sustituido con
una ramnosa;

. X representa la cadena -CHz2-CHz-;
.+ -Z-O-R®
Con:
- Z representa la cadena -CHz-CHz-;

- R3 representa la formula -W-O-CO-CH=CH-(3,4)difenol (lll) representando W un ciclo de piranosa, sustituido con un
-CH2-OH y al menos una funcion hidroxilo y sustituido con una ramnosa;

para su uso para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades y/o trastornos inflamatorios.

2. Compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, seleccionado entre la 12 forma de la quinona del verbascdsido y
la 22 forma de la quinona del verbascésido.

3. Compuesto para su uso segun la reivindicacion 2, caracterizado por que esta contenido en un extracto de Plantago
lanceolata.

4. Compuestos segln una de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso para la prevencién y/o tratamiento de
enfermedades y/o trastornos inflamatorios cutaneos seleccionados entre psoriasis, dermatitis atépica, dermatitis de
contacto, irritacién cutanea, reaccion de hipersensibilidad de contacto, manifestaciones alérgicas cutaneas,
vasodilatacion excesiva, rosacea, eritema solar, acné.

5. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso para la prevenciéon y/o tratamiento de
enfermedades y/o trastornos inflamatorios articulares seleccionados entre artritis, artrosis, poliartritis reumatoide,
espondiloartritis anquilosante, lupus eritematoso, condritis.

6. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso para la prevencién y/o tratamiento de la tos.

7. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso para la prevencién y/o tratamiento de choques
anafilacticos o de choques sépticos.

8. Compuestos segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso para combatir el envejecimiento intrinseco o
extrinseco de la piel; para combatir los signos de envejecimiento de la piel, tales como fotoenvejecimiento, arrugas,
lineas de expresion, pieles secas o agrietadas; para combatir los procesos inflamatorios neurogénicos cutéaneos; para
mejorar el confort de las pieles sensibles; para reforzar la funcién de barrera de la piel; para estimular la hidratacion
de la piel; para mejorar el confort de pieles secas; para controlar la sudoracion; para estimular la lipolisis; para inhibir
la caida de cabello.

9. Composicion farmacéutica o cosmética que contiene al menos un compuesto de formula (I) como se describe en
una de las reivindicaciones 1 a 3, asi como un vehiculo fisioldgicamente aceptable.

10. Composicién segun la reivindicacion 9, caracterizada por que esta dirigida a ser aplicada sobre la piel o a ser
administrada por via oral.
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11. Composicion segun la reivindicacion 10, caracterizada por que es una crema, un gel, un aceite, una locién, una
leche.

12. Composicion segun la reivindicacion 10, caracterizada por que es un jarabe, una pastilla para chupar, una capsula
un comprimido.
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