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PRODUCTO COSMETICO CON PROPIEDADES REPARADORAS DEL ADN
OBJETO DE LA INVENCION

La invencion que se propone se refiere a un nuevo producto cosmético con
propiedades reparadoras del ADN que ha sufrido dafos después de la exposicion de la
piel a la radiacion UV y que tiene su aplicacidén en el sector de los centros de belleza,

cosmética y dermatologia.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se conocen hasta la fecha diferentes preparaciones para reparar el ADN que
incluyen principios activos de varios tipos, pero no se conocen preparaciones que
incluyan liposomas unilamelares de naturaleza fosfolipidica con ingredientes activos

como: aminodcidos, sales de Zinc y enzimas reparadoras del ADN.

Lo mas préximo conocido dentro del estado de la técnica es la patente
EPQ707844, en la que se describe un producto para la reparaciéon del ADN celular
después de la exposicién a radiacion UV, donde los principios activos son complejos de
vitaminas y polipéptidos, tirosina o sus derivados, glicoproteinas con iones metalicos de

cobre, zinc o magnesio y enzimas reparadoras del ADN.

El producto descrito en esta patente utiliza derivados de la tirosina, vitaminas en
un complejo proteico y forskolin, a diferencia del producto descrito en la presente

memoria, ademas de incorporar una fotoliasa.

Ademas encapsulan en un mismo liposoma varios principios activos a diferencia
de la invencion aqui descrita, en la que se encapsulan en los liposomas cada principio
activo por separado, lo que proporciona mayor estabilidad a cada uno de los liposomas y

por ello al producto final

No se conoce ningun producto para la reparacion del ADN celular después de la

exposicién a radiacion UV con las caracteristicas de la presente invencion.

La fosfatidilcolina empleada en la formulacién del liposoma es una lecitina de

pureza > 94%, mientras que la de la patente citada la pureza es del > 25%.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

El producto que la invencién propone consiste en una preparacién liposomada en
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la que los liposomas incorporan, como principios activos, una mezcla de los aminoacidos
arginina, glicina, prolina, fenilalanina, cisteina, serina, tirosina, glutamina, metionina,
junto con sales de Zinc (cloruro, gluconato, clorhidrato, etc ), ademas de otras enzimas
reparadoras como arabidopsis thaliana, extracto de plancton, fermento lisado de bifida,

lisado de microccocus, etc.

Debido a sus rutas metabdlicas podemos justificar la incorporacién de los

siguientes aminoacidos a la invencién, pese a no estar en la formula:
Serina: es precursor de cisteina y glicina.
Tirosina: su precursor es fenilalanina. Se obtiene por hidroxilacién de fenilalanina.

Metionina: producto intermedio de la sintesis de cisteina. Cisteina obtiene el atomo de

azufre de metionina.

Glutamina: se sintetiza a través de la reaccion quimica entre glutamato y el ion amonio y
la glutamina puede convertirse en glutamato y la prolina se forma a partir de la cadena

pentacarbonada del acido glutamico.

La exposicién de la piel a las radiaciones UV del sol da lugar a unos dafios en el
ADN de las células de la piel. Este dafio puede ser medido, entre otras formas por los

dimeros de timina o citosina que se producen en la cadena del ADN celular.
REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

Como realizacion preferente se propone un producto cosmético liposomado, que
presenta distintas formas cosméticas como solucién, serum, emulsién, suspension etc.
en el que los diferentes componentes se pueden encontrar en uno de los casos en las

siguientes proporciones de ingrediente activo y de liposomas:

COMPONENTE INCI % Total | % de Liposomas
AGUA 70-80
GLICERINA 4-5
LECITINA 4-5
ALCOHOL 3-4
ACEITE DE CASTOR HIDROGENADO PEG-40 2-3
CICLOPENTASILOXANO 2-3
POLISORBATO 20 1
FENOXIETANOL <1
COLATO DE SODIO <0,5
CITRONELILO METILCROTONATO <0,5
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PERFUME <0,5
ACETATO DE TOCOFEROL <0,5
ARGININA <0,5 | ARGININA 6-7%
DIMETICONA <0,5
ETHYLHEXYLGLYCERIN <0,5
POLISILICONA-11 <0,5
GLICINA <0,5 |GLICINA 5-7%
PROLINA <0,5 |PROLINA 5-7%
BUTILENGLICOL <0,5
ACIDO LACTICO <0,5
EDTA DISODICO 0,1
CLORURO DE SODIO <0,1
FERMENTO LISADO DE BIFIDA <0,1 | ENZIMAS BIFIDA 7-8%
CAPRILICO/CAPRICO TRIGLICERIDO <0,1
FENILALANINA <0,1 |FENILALANINA 5-7%
CISTEINA <0,1 |CISTEINA 5-7%
EXTRACTO DE ARABIDOPSIS THALIANA <0,1 | ARABIDOPSIS 10-12%
LISADO DE MICROCOCCUS <0,1 |MICROCOCCUS 10-12%
HIDROXIDO SODICO <0,1
EXTRACTO DE PLANCTON <0,1 |PLANCTON 6-7%
DECILGLUCOSIDO <0,1
CLORURO DE ZINC <0,1|ZINC 10-12%
TEPRENONA <0,1 | TREPENONA 7-8%
ACIDO CLORHIDRICO <0,1
CAPRILILGLICOL <0,1
HEXILENGLICOL <0,1

100,0000

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcidn que se esta realizando, y con objeto de ayudar
a una mejor comprension de las caracteristicas del invento, se acompana a la presente

memoria descriptiva, como parte integrante de la misma, una serie de figuras.

Una parte de las figuras incluidas en esta memoria se corresponden con los
ensayos realizados sobre embriones de peces de la especie Medaka, con este tipo de

productos y que nos demuestran su capacidad reparadora del ADN.

Del mismo modo, veremos como el mecanismo de accién para dicha reparacion
del ADN, es la activacidén de la expresion de las proteinas P53 y P21, que mediremos
por PCR cuantitativa (QPCR).

En estas figuras, con caracter ilustrativo se ha representado lo siguiente:
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Figura 1.- Muestra un esquema del efecto de la radiacion UV sobre las cadenas de ADN

y la formacién de dimeros de timina, entre dos bases de una misma hélice de ADN.

Figura 2.- Presenta un esquema de los danos producidos en el ADN con respecto al
control a tiempo Oy a los 15 minutos. Este ensayo se realiza con muestras NO tratadas,
donde aumenta el dafio al ADN (tiempo= 0), pero la célula utiliza sus propios
mecanismos endogenos para reparar este dafo y a los 15 los niveles de DT son

similares al control.

Figura 3.- Muestra la variacion de la expresiéon de la Histona H2Ax y de los niveles de
dimeros de timina con respecto al control a tiempo 0 y a los 15 minutos. Aunque
sabemos que la H2Ax fosforilada actua como reclamo de los compuestos enzimaticos
de reparacion del ADN. Los resultados at = 0 y t = 15°, no son estadisticamente

significativos.

Figura 4.- Representa la variacion de las células en las fases del ciclo celular GO-G1,
G2-M y S a tiempo Oy a los 15 minutos. Los tratamientos No inducen cambios
estadisticamente significativos en la distribucion de células en las fases del ciclo celular

gue puedan afectar los resultados.

Figura 5.- Muestra los niveles de DT , en el caso control, incluye la crema base sin los
ingredientes activos, la E: incluye crema base con enzimas reparadoras, Z: crema base
con aminoacidos y sal de Zn y E+Z: crema base con enzimas reparadoras +
aminoacidos+ sal de Zn. La combinacién E+Z reduce la presencia de DT en un 36%

respecto al control.

ESTUDIOS CLINICOS

Para determinar la eficacia del producto que la invencion propone se realizan
unos ensayos en los que utilizan tres preparaciones cosméticas E, Z y E+Z. El ensayo

se realiza in vitro sobre embriones de peces Eleutheroembryos de 4 dias de edad.

De los tres productos usados en el estudio, el producto E contiene una mezcla de
liposomas con enzimas reparadoras (arabidopsis thaliana, extracto de plancton,
fermento lisado de bifida, lisado de microccocus), el producto Z contiene una mezcla de

liposomas con aminoacidos (arginina, glicina, prolina, fenilalanina, cisteina) y cloruro de
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zinc y el producto E+Z la mezcla de liposomas con todas las enzimas reparadoras

citadas en el producto E, mas los AA y Zn del producto Z.

En primer lugar se analiza la posible toxicidad de las muestras y el tiempo de

tratamiento a utilizar en los ensayos.

Se preparan muestras control sin irradiar, irradiadas sin tratar e irradiadas
tratadas después de la irradiacidon. Los productos se aplicaran a los embriones antes y
después de la irradiacidén para detectar la posible reparacién del ADN tras la induccion

del dafio.

Para ello se hace un andlisis de la presencia de dimeros de timina ya que la
radiacién UV induce la formaciéon de dimeros de pirimidina en el ADN que pueden ser
detectados por anticuerpos especificos para estos dimeros (bien de timina, bien de
citosina). Utilizando un anticuerpo especifico cuantificaremos la cantidad de dimeros de

timina inducidos por la radiacion UV. (ver Fig. 1)

Las muestras se fijan y procesan para su analisis por Citometria de flujo que se

realiza de la siguiente forma:

Los embriones se disgregan con un tratamiento enzimatico con ftripsina para
separar las células sin danarlas. Se fijan con paraformaldehido y se tifien con el
anticuerpo para dimeros de timina DT y para el compuesto para teiir ADN (Hoescht) y
calcular su cantidad. A partir de la cantidad de ADN se determinan las fases del ciclo

celular en las que se encuentran las células.

Tras tratar las muestras con las cremas se exponen a la radiacion UV y se
analiza el dafio celular basandonos en la presencia de dimeros de timina inducidos por

UV, la activacién de la histona H2Ax y alteraciones en el ciclo celular.

Tras la exposicion a la radiacion UV aumenta el dano al ADN (tiempo = 0)
respecto a las muestras no tratadas (C). La célula utiliza sus propios mecanismos para
reparar este dano (34 %) y alos 15 min. (t=15) los niveles de DT son similares al control.
(Ver Fig. 2)

Tras la exposicion a la radiacién UV aumenta la expresion de H2AX (tiempo = 0)
y a t=15 se observa que los niveles de H2AX disminuyen de manera similar a como lo
hacen los niveles de DT a t=15, indicando una correlacién entre la expresién de H2AX y

la presencia de DT. Sin embargo, debido a la alta variabilidad detectada en el control, la
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disminucién no es estadisticamente significativa. (Ver Fig. 3)

La fase GO-G1 es la etapa de reposo de la célula o preparacion para entrar en
division. La fase G2-M es la de separacion de cromatidas y divisién celular (mitosis). La
fase S es la de sintesis de ADN. E+Z parece aumentar ligeramente la fase G2-M, pero

la diferencia no es significativa. (ver Fig. 4)

La combinacion de E+Z reduce la presencia de dimeros de timina en un 36 = 14

% (22-50 %) respecto al control.

La crema control (“vacia®) es la misma que para E, Z y E+Z pero sin estos
componentes. Las muestras se tratan con las cremas, se irradian y se analizan,
tomando como referencia (C) la cantidad de DT detectados en la muestra tratada con la

crema “vacia”. (ver Fig. 5)

Por ultimo cabe destacar, el ensayo realizado para comprobar la activacién de
los mecanismos de accion que provoca dicha reparacion. Elegimos 2 proteinas, la P53 y

P21, ambas intervienen en este mecanismo de accidn y se activan por la radiacién UV.

El experimento se realiza por duplicado, utilizando 10 embriones, con un grupo
control, sin tratar con crema, de los cuales la mitad se tratan con radiacién UV 15’ y la

otra mitad no. Y el grupo tratado donde se aplica la crema durante 1H.

Tras el analisis por qPCR los resultados son: Tras la irradiacion con luz UV, los
embriones tratados con E+Z aumentan la expresién génica de p53 en un 46%. Del
mismo modo, el tratamiento con E+Z aumenta la expresién de p21 a los 15 de la

irradiacion en un 130%.

Una vez descrita suficientemente la naturaleza de la presente invencién,
solamente queda por anadir que dicha invencién puede sufrir ciertas variaciones en los
componentes y porcentajes, siempre y cuando dichas alteraciones no varien

sustancialmente las caracteristicas que se reivindican a continuacién:
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REINVINDICACIONES

1.- Producto cosmético con propiedades reparadoras del ADN que comprende:

- un principio activo que consiste en una mezcla de liposomas que tienen en su interior
enzimas reparadoras tales como arabidopsis thaliana, extracto de plancton, fermento

lisado de bifida o lisado de microccocus.

- un segundo principio activo que consiste en una mezcla de liposomas que incorporan
en su interior unos aminoacidos tales como arginina, glicina, prolina, fenilalanina,

cisteina, serina, tirosina, glutamina o metionina.

- un tercer principio activo es una sal de zinc (cloruro, gluconato, clorhidrato, etc.) que

también se encuentra encapsulada en liposomas.

2.- Producto cosmético con propiedades reparadoras del ADN de acuerdo la
reivindicacién primera caracterizado por que los liposomas encapsulan cada uno de los

aminoacidos, las enzimas reparadoras o la sal de zinc por separado.

3.- Producto cosmético con propiedades reparadoras del ADN de acuerdo la
reivindicacion primera caracterizado por que la fosfatidilcolina empleada en la

formulacién de los liposomas es una lecitina de pureza mayor del 94%.

4.- Producto cosmético con propiedades reparadoras del ADN de acuerdo la
reivindicacion primera caracterizado por que los porcentajes de liposomas con enzimas

reparadoras:

Liposomas de extracto de plancton 5-10%
Liposomas de lisado de micrococcus 10-20%
Liposomas de arabidopsis thaliana 10-20%
Liposomas de lisado de bifida 5-10%

5.- Producto cosmético con propiedades reparadoras del ADN de acuerdo la
reivindicacion primera caracterizado por los porcentajes liposomas con aminoacidos en

el interior es del 5 al 10%

6.- Producto cosmético con propiedades reparadoras del ADN de acuerdo la
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reivindicacion primera caracterizado por que el porcentaje de sal de zinc es del 10 -
15%.
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A EP 0707844 A2 (CALIFORNIA SUNCARE INC.) 24.04.1996, 1-6
pagina 3, linea 18 — pégina 4, linea 11; reivindicaciones 1, 15, 18 y 19.
A ES 2335713 T3 (COTY PRESTIGE LANCASTER GROUP 1-6

reivindicacién 1.

GMBH) 31.03.2010, pégina 2, linea 33 — pédgina 4, linea 39;

A ES 2269335 T3 (STADA ARZNEIMITTEL AG.) 01.04.2007, 1-6

pagina 2, linea 33 — pégina 4, linea 39; reivindicacién 1.

A ES 2128710 T3 (DR. RENTSCHLER ARZNEIMITTEL 1-6

pagina 4, linea 57 — péagina 5, linea 16.

GMBH & CO.) 16.05.1999, pégina 3, linea 57— pagina 4, linea 3;

D En la continnacién del recuadro C se relacionan otros documentos

Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

nAY

"

L

"Qr

npr

Categorias especiales de documentos citados:

documento que define el estado general de la técnica no
considerado como particularmente relevante.

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la
fecha de presentacién internacional o en fecha posterior.
documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la
indicada).

documento que se refiere a una divulgacién oral, a una
utilizacion, a una exposicién o a cualquier otro medio.
documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

e

"y

ny

" g

documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir
la comprensién del principio o teorfa que constituye la base
de la invencidn.

documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventiva por referencia al documento
aisladamente considerado.

documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la biisqueda internacional.

12/03/2014

Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.

14 de marzo de 2014 (14/03/2014)

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la
buisqueda internacional

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS

Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)

N° de fax: 91 349 53 04

Funcionario autorizado
M. Garcia Gravalos

N° de teléfono 91 3493404

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

Informaciones relativas a los miembros de familias de patentes PCT/ES2013/070818
Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de buisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
EP0707844 A2 24.04.1996 CA2148202 Al 21.04.1996
ES2335713T T3 31.03.2010 KR20090033462 A 03.04.2009
US2009196895 A1 06.08.2009
US7968129 B2 28.06.2011
JP2009541450 A 26.11.2009
JP5222288B B2 26.06.2013
W02008003638 A1 10.01.2008
EP2040664 Al 01.04.2009
EP2040664 B1 28.10.2009
CN101484122 A 15.07.2009
CN101484122B B 22.06.2011
AT446736T T 15.11.2009
DE102006031762A1 10.01.2008
ES2269335T T3 01.04.2007 PT1153600E E 29.12.2006
EP1642560 Al 05.04.2006
EP1153600 A2 14.11.2001
EP1153600 A3 07.05.2003
AT333262T T 15.08.2006
ES2128710T T3 16.05.1999 GR3029581T T3 30.06.1999
JPH10502328 A 03.03.1998
W09520379 Al 03.08.1995
EP0740547 Al 06.11.1996
EP0740547 B1 24.02.1999
DKO0740547T T3 27.09.1999
AT176865T T 15.03.1999
DE4402867 C1 14.06.1995

PCT/ISA/210 (Anexo — familias de patentes) (Julio 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud inernacional a°

PCT/ES2013/070818

CLASIFICACIONES DE INVENCION

A61K8/14 (2006.01)
A61K8/27 (2006.01)
A61K8/66 (2006.01)

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Julio 2009)



	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - claims
	Page 9 - claims
	Page 10 - drawings
	Page 11 - drawings
	Page 12 - wo-search-report
	Page 13 - wo-search-report
	Page 14 - wo-search-report
	Page 15 - wo-search-report
	Page 16 - wo-search-report
	Page 17 - wo-search-report

