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DESCRIPCION
Composicion para su uso topico a base de un complejo carnosina-magnesio
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a composiciones para su uso tépico, tales como productos de gel-crema,
particularmente a una composicidon transdérmica tépica y a un método para suministrar nutrientes y/u otras
sustancias a traves de la piel.

Especificamente, la presente divulgacion se refiere a un complejo carnosina-magnesio para su uso topico. El
complejo carnosina-magnesio puede absorberse a través de la piel y puede tener, entre otros, el efecto de mejorar el
rendimiento fisico de un atleta. Ademas, pueden mejorarse varias enfermedades en las que se produce una caida
del pH o una oxidaciéon patolégica.

Antecedentes de la técnica

La carnosina (B-alanil-L-histidina) es un compuesto natural que contiene histidina que se encuentra en muchos
tejidos animales, incluyendo el musculo esquelético, que es la fuente mas abundante. La carnosina es un dipéptido
multifuncional con un peso molecular de 226,23 Da. Es muy hidrdfilo y tiene un coeficiente de particion (log P) de -
2,972 + 0,436 (SciFinder-Scholar: Advanced Chemistry Development (ACD/labs) Software v8.14 de Solaris, TM
2007).

La estructura molecular de la carnosina se muestra a continuacion:

Es un ligando polidentado que tiene varios sitios de unién potenciales: dos atomos de nitrogeno de imidazol, un
grupo acido carboxilico y un grupo amino.

Es capaz de formar complejos metalicos con una diversidad de iones metalicos, por ejemplo, con Ni?*, Mn?*, Cd?*,
C82+, Sr2+y M92+.

Con el fin de formar un complejo con Mg?*, la carnosina se pone en solucion acuosa donde se desprotona la funcion
carboxilica de la carnosina (pK = 2,6) (E. J. Baran, Biochemistry, 2000, 65, 7, 789-797) para formar una especie
anionica con carga negativa:

En presencia de una sal de magnesio, la coordinacidon con el magnesio se produce a través de la interaccion de la
funcién carboxilica y el nitrdgeno N1 del anillo de imidazol para formar un complejo catiénico carnosina-magnesio 1:1
con una constante de estabilidad del orden de 103 (E. J. Baran, Metal Complexes of Carnosine, Biochemistry, 2000,
65,7, 789-797; G. R. Lenz y A. E. Martell, Biochemistry, 1964, 3, 750-753):
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La carnosina es un constituyente de varios tejidos y tiene numerosas funciones bioldgicas. Por ejemplo, la carnosina
se usa en la regulacion enzimatica y en la regulacién del calcio del reticulo sarcopldsmico (G. Begum, et al., Journal
of Sport Nutrition and Exercise Metabolism, 2005, 15, 493-514). También es capaz de actuar como tampé6n de pH y
como antioxidante.

La carnosina se descompone en el cuerpo por la enzima carnosinasa que se encuentra en la mayoria de los tejidos
excepto en el musculo esquelético. Esto explica parcialmente las concentraciones elevadas de carnosina que se
encuentran en el musculo esquelético.

La concentraciéon de carnosina en el musculo esquelético humano varia generalmente de 5 a 10 mM (peso humedo)
o de 15 a 40 mmol/kg (peso seco). Las concentraciones difieren de una especie animal a otra, en parte debido a las
diferencias en la masa muscular. Por ejemplo, se ha publicado que los caballos tienen concentraciones de carnosina
mas altas que los perros galgos.

Los niveles de carnosina normalmente son mas altos en las fibras musculares de contraccion rapida en comparacion
con las fibras musculares de contraccion lenta, lo que esta en linea con la observacion de que los animales que
esprintan con frecuencia, tienen reacciones de vuelo explosivas o experimentan inmersiones hipoxicas prolongadas,
tienen concentraciones iniciales de carnosina mas altas. También se encontré que los atletas humanos implicados
en deportes anaerobicos, tales como los velocistas y los culturistas, tienen concentraciones intramusculares de
carnosina mas altas. Se publicé que el entrenamiento fisico aumenta las concentraciones de carnosina muscular en
este tipo de atletas segun lo observado por Goebel et al. para seis sujetos masculinos que realizaron entrenamiento
de velocidad dos veces por semana durante un total de 16 sesiones de entrenamiento. Se recogieron muestras
musculares del vasto lateral una semana antes del entrenamiento y nuevamente dos dias después del protocolo de
entrenamiento. Los resultados revelaron que el contenido de carnosina muscular y el resultado de potencia media
aumentaron significativamente después de las ocho semanas de entrenamiento (A. S. B. Goebel et al., Skin
Pharmacology and Physiology, 2012, 25: 281-287). La carnosina se descubrié por primera vez como un tampén de
pH intracelular en 1953 por Severin y sus colegas usando tejido muscular de rana (S. E. Severin, Effect of carnosine
and anserine on action of isolated frog muscles - articulo en ruso - Dokl Akad Nauk SSSR 91: 691-694, 1953). A
partir de entonces le siguieron estudios posteriores que examinaron esta relacion en el tejido muscular humano.

Cuando se implican musculos esqueléticos en ejercicio moderado a intenso, normalmente se genera acido lactico.
Este posteriormente se disocia en lactato y H+. La produccion de protones puede alterar los niveles de pH y se sabe
que la mayoria de los protones producidos en la sangre durante el ejercicio son tamponados por el sistema
tamponante de bicarbonato. El pKa de este sistema es de 6,1, que es menor que el de la carnosina (pKa de 6,83) y,
por lo tanto, se necesita un mayor cambio de pH para obtener beneficios de este sistema. Puesto que el pKa de la
carnosina esta mas cerca del pH fisiologico, es probable que esta molécula actie como un tamponante primario
durante el ejercicio de alta intensidad. De hecho, el grupo imidazol del resto histidina de la carnosina lo hace
especialmente eficaz como tamponante, teniendo un valor de pKa cercano al pH intracelular, ya que uno de los
atomos de nitrogeno del anillo de imidazol puede utilizarse para aceptar un protén (A. A. Boldyrev et al., Physiol Rev
93, 1803-1845, 2013).

Un estudio realizado por Sewell y asociados (D. A. Sewell et al., Equine Exercise Physiol 3, 276-280, 1991) examind
especificamente la capacidad tamponante de la carnosina en diferentes tipos de fibras de caballo. Se encontré que
la carnosina contribuia con aproximadamente el 20 % del tamponamiento en las fibras de tipo | y hasta el 46 % en
las fibras de tipo IIb. Estos hallazgos son consistentes con la observacion de que se acumula menos acido lactico en
las fibras de tipo | debido a la actividad muscular de menor intensidad asociada a este tipo de fibra.

Aparte de los efectos tamponantes, se ha encontrado que la carnosina tiene otras funciones fisiolégicas. Por
ejemplo, es capaz de actuar como un antioxidante eficaz contra el estrés oxidativo. Durante el ejercicio, pueden
producirse especies reactivas de oxigeno (ERO) debido al aumento de la respiracion (lo que provoca un aumento en
el flujo de electrones en el sistema de transporte electronico) o debido a una disminucion del pH (conduciendo a que
se libere oxigeno de la hemoglobina dando como resultado una pO2 aumentada en los tejidos). Algunos creen que
la produccion de ERO esta relacionada con la fatiga muscular durante la actividad. La carnosina también esta
vinculada a la regulacion enzimatica relacionada con la activacion de la miosina ATPasa, que se usa para ayudar a
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mantener las reservas de ATP.

Por ultimo, se ha descubierto que la carnosina desempefia una funcion en el acoplamiento de la contracciéon de
electrones (C-E) en el musculo esquelético. Un estudio temprano de Lamont y Miller (C. Lamont et al., J Physiol 454,
421-434, 1992) mostrd que la presencia de 15 mM de carnosina dio como resultado un aumento significativo en
sensibilidad a Ca?* en las fibras musculares de Rana Temporaria. Mas recientemente, Dutka y Lamb (T. L. Dutka et
al., J Muscle Res Cell Motil, 25, 203-213, 2004) examino si la carnosina afecta al acoplamiento C-E en fibras
funcionales en condiciones fisiolégicas. Usaron fibras musculares extensoras largas de dedos de rata desolladas
mecanicamente. Sus resultados mostraron que la carnosina no afecté a la liberacion de Ca?* del reticulo
sarcoplasmico; sin embargo, la carnosina fue capaz de aumentar la sensibilidad a Ca?* de los componentes
contractiles de las fibras musculares. Se sugirid que un aumento en la sensibilidad a Ca?* podria ayudar a mantener
la produccién de fuerza en las Ultimas fases de la fatiga una vez que la liberacion de Ca?* comienza a disminuir. Por
lo tanto, niveles mas altos de carnosina pueden ayudar a compensar la disminucion de Ca?* asi como la
acumulacion de iones H* durante el ejercicio de alta intensidad.

Teniendo en cuenta que la carnosina ayuda a controlar las concentraciones de Ca?* y acido lactico, actuando
ademas como un antioxidante eficaz contra el estrés oxidativo, la formulacién de un producto tépico que aumente la
concentracion de carnosina en el organismo seria de interés cosmético y farmacéutico notable.

Se entiende bien que con el fin de que un medicamento actue, el principio activo contenido en el medicamento debe
suministrarse al sitio de accién especifico en una concentracion eficaz y en el momento adecuado. Aunque estos
requisitos se aplican a todos los tipos de principios activos, son particularmente importantes en la ciencia
dermocosmética para principios activos que tienen funcionalidad tépica (J. W. Wiechers; Skin Delivery: What It Is
and Why We Need It; Science and Applications of Skin Delivery Systems; 2008).

Un principio activo que se aplica por via tépica a la piel debe ser capaz de penetrar la barrera superior de la piel, el
estrato corneo (EC), antes de ser suministrado a su sitio de accion en las concentraciones necesarias. Sin embargo,
aparte de los mecanismos de transporte especificos, en general, debido a las propiedades lipéfilas del EC, las
moléculas hidréfilas no son capaces de penetrar el estrato cérneo eficazmente. Por lo tanto, obtener la
biodisponibilidad cutanea de principios activos hidréfilos, como péptidos o sustancias similares a péptidos es un reto
(A. S. B. Goebel et al. Skin Pharmacol Physiol 2012, 25, 281-287).

Moléculas potenciadoras tales como 1,2-pentilenglicol (PG) o etoxidiglicol (Transcutol) pueden aumentar la
penetracion dérmica de los péptidos mejorando su biodisponibilidad. De hecho, se publicé que la adicion de PG a
una preparacion que contiene L-carnosina o N-acetil-L-carnosina dio como resultado un aumento significativo de la
sustancia dentro del EC (A. S. B. Goebel et al., Skin Pharmacology and Physiology, 2012, 25: 281-287). Se
detectaron concentraciones de dipéptido de aproximadamente 6 veces y mas en el EC y en las capas viables de la
piel en comparacion con la formulacion sin la molécula potenciadora.

El producto "Pulverizacion de proteccion y regeneracion de la piel (Protection and Regeneration Spray for the Skin)"
(registro Mintel ID 2426239) describe una pulverizacion de proteccidon y regeneracion para la piel que contiene
carnosina y sulfato de magnesio.

El documento JP H04 178314 divulga un cosmético que contiene un derivado de L-carnosina, homocarnosina, su
derivado o una de sus sales como componente activo.

El documento WO-A-2015/026954 se refiere a métodos de mantenimiento o mejora del rendimiento tactico y/o el
rendimiento psicomotor, en donde se administra beta-alanina, o una sal o éster de la misma, a un individuo.

El documento WO-A-02/26940 divulga un método de alteracion de la senescencia de las células que comprende
aplicar a dichas células una cantidad eficaz de una composicion en donde dicha composicién incluye N-acetil-
carnosina como principio activo.

A pesar de algunos avances, existe una necesidad en la técnica de una formulacién topica que sea capaz de
aumentar la concentracién de carnosina en el cuerpo.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han encontrado inesperadamente que la presencia de iones de magnesio (Mg?)
coordinados con carnosina, produce un aumento significativo en el nivel de carnosina en la capa de piel inferior
después de la aplicacion en la piel. Adicionalmente, se encontré que una composicion que contiene una cantidad
fisiolégicamente activa de un complejo carnosina-magnesio aplicada en la piel de los atletas, mejoro
considerablemente el rendimiento fisico de los atletas.

Un aspecto de la presente divulgacion, por lo tanto, se refiere a una composicion tépica que comprende una
cantidad fisioldgicamente activa de un complejo carnosina-magnesio, en donde la cantidad fisiologicamente activa
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representa una cantidad de un complejo carnosina-magnesio del 0,5 al 5 % en peso de la composicion topica. La
composicion tépica puede estar en forma de un gel, una crema, una solucion, una pomada, una pasta, una locién, un
parche, una pulverizacién o una espuma. Preferentemente, la composicion tépica estda en forma de un gel. La
composicion tépica puede comprender aditivos seleccionados del grupo que comprende un lubricante, un portador,
un agente espesante, un conservante, un tensioactivo, un humectante y un agente emoliente. También puede
comprender un agente de calentamiento.

Ademas, el objeto de la presente divulgacién es el uso de una composiciéon tépica que comprende una cantidad
fisiolégicamente activa de un complejo carnosina-magnesio para mejorar el rendimiento fisico de un atleta.

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion se refiere a un producto de gel que contiene una cantidad fisiologicamente activa de un
complejo carnosina-magnesio, que puede ser absorbido por el cuerpo a través de la aplicaciéon en la piel y puede
tener el efecto de mejorar el rendimiento fisico de un atleta. En otras palabras, mediante la formacion de un complejo
con magnesio, puede suministrarse carnosina a través de la piel y puede llegar a su sitio de accién, tal como el tejido
muscular esquelético.

Ademas, el complejo carnosina-magnesio puede actuar como agente tamponante, en particular, como tampon
intracelular y/o intersticial, capaz de tamponar el pH y/o capaz de prevenir la acumulacion de H*.

Especificamente, la presente divulgacion se refiere a una composicién topica que comprende una cantidad
fisiologicamente activa de un complejo carnosina-magnesio, en donde la cantidad fisiolégicamente activa representa
una cantidad de un complejo carnosina-magnesio del 0,5 al 5 % en peso de la composicion tépica.

La composicion tépica puede estar en forma de un gel, una crema, una solucion, una pomada, una pasta, una locion,
un parche, una pulverizacién o una espuma o en cualquier otra forma que sea adecuada para su aplicacion en la
piel. Preferentemente, la composicion tépica esta en forma de un gel.

La expresion "cantidad fisioldgicamente activa", como se usa en el presente documento, puede indicar, en particular,
una cantidad de un principio activo, tal como carnosina o un complejo carnosina-magnesio, que desencadenara la
respuesta biolégica o médica que busca el usuario.

El complejo carnosina-magnesio esta presente en la composicion tépica en una cantidad que varia del 0,5 al 5% en
peso de la composicion topica, lo que representa una cantidad fisiolégicamente activa del complejo carnosina-
magnesio. En particular, el complejo carnosina-magnesio puede estar presente en la composicion topica en una
cantidad que varia del 0,6 al 4,5 % en peso, en particular, del 0,7 al 4 % en peso, en particular, del 0,75 al 3,5 % en
peso, en particular, del 0,8 al 3 % en peso, tal como del 0,85 al 2,84 % en peso, de la composicion topica.

En una realizacion, la composicién topica puede comprender un componente potenciador de la absorcion en la piel.
El potenciador de la absorcién en la piel también puede denominarse portador, en particular portador para el
complejo carnosina-magnesio, lo que puede facilitar el transporte del complejo carnosina-magnesio a través de la
piel.

El agente o portador de absorcion en la piel puede comprender, en particular, un alcohol de éter, un alcohol alifatico
0 éster 0 mezclas de los mismos, en particular, un alcohol de éter o una mezcla de alcoholes de éter. En particular,
el portador puede comprender uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en 2-(2-
etoxietoxi)etanol, 3-(3-propoxipropoxi)-1-propanol, 2-(2-propoxietoxi)etanol, 1-(1-metil-2-propoxietoxi)propan-2-ol, 1-
(2-etoxipropoxi)-2-propanol, 1,2-pentilenglicol, propilenglicol, alcoholes de cadena corta y larga tales como alcoholes
y ésteres etilicos, propilicos, isopropilicos, miristilicos, laurilicos y octilicos, tales como salicilato de octilo y miristato
de isopropilo. Preferentemente, el agente o portador de absorcion en la piel puede comprender en particular 2-(2-
etoxietoxi)etanol, también conocido como etoxidiglicol (Transcutol). EI componente de absorcion en la piel puede
estar presente en la composicion tdpica en una cantidad que varia del 0,5 al 4 % en peso, en particular, del 0,75 al
3,5% en peso, tal como del 1,0 al 3% en peso, de la composicién topica. En una realizacion adicional, la
composicion tépica puede comprender uno o mas componentes seleccionados del grupo que comprende un
lubricante, un portador, un agente espesante, un conservante, un tensioactivo, agua, un agente humectante y un
agente emoliente.

Los lubricantes pueden seleccionarse del grupo que comprende aceites de silicona, propil-eptil-caprilato, carbonato
de dicaprililo, dicaprilil éter, cocoato de etilesilo, miristato de isopropilo, laurato de exilo, adipato de dibutilo y adipato
de isopropilo, y mezclas de los mismos.

Un lubricante puede estar presente en la composicién topica en una cantidad que varia del 1 al 20 % en peso de la
composicion topica.

Los portadores pueden seleccionarse del grupo que comprende dioxido de silicio, didxido de titanio, 6xido de cinc y
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copolimeros de acrilato y mezclas de los mismos. Un portador puede estar presente en la composicion tépica en una
cantidad que varia del 0,2 al 6 % en peso de la composicion topica, preferentemente en una cantidad que varia del
0,4 al 0,2 % en peso de la composicion topica.

Un agente espesante puede seleccionarse del grupo que comprende goma de esclerocio, goma xantana, goma
guar, pectina, agar agar, etoxietilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, acidos
hialurénicos y mezclas de los mismos.

Un agente espesante puede estar presente en la composicion tépica en una cantidad que varia del 0,1 al 4 % en
peso de la composicién topica, preferentemente en una cantidad que varia del 0,2 al 2 % en peso de la composiciéon
topica.

Un conservante puede seleccionarse del grupo que comprende fenoxietanol, etilhexilglicerina, acido benzoico, sales
benzoicas, ésteres benzoicos, acido sorbico y sales sérbicas, acido deshidroacético y sales deshidroacéticas, y
mezclas de los mismos.

Un conservante puede estar presente en la composicion tépica en una cantidad que varia del 0,1 al 1,5 % en peso
de la composicion tépica, preferentemente en una cantidad que varia del 0,4 al 0,8 % en peso de la composicion
topica.

Un tensioactivo puede seleccionarse del grupo que comprende tensioactivos cationicos tales como sales de amonio
cuaternario, tensioactivos aniénicos tales como laurilsulfato de sodio, tensioactivos no iénicos tales como
alquilpoliglucdsido o tensioactivos anfoteros tales como cocamidopropilbetaina.

Un tensioactivo puede estar presente en la composicién topica en una cantidad que varia del 0,05 al 2 % en peso de
la composicion topica, preferentemente en una cantidad que varia del 0,1 al 1 % en peso de la composicion topica.
Un agente humectante puede seleccionarse del grupo que comprende glicerina, pentilenglicol, acido hialurénico,
trehalosa, linositol y mezclas de los mismos.

Un agente humectante puede estar presente en la composicién topica en una cantidad que varia del 0,5 al 5% en
peso de la composicion topica, preferentemente en una cantidad que varia del 1 al 3 % en peso de la composicién
topica.

Un emoliente puede seleccionarse del grupo que comprende aceite de almendras dulces, aloe vera, mantequilla de
Butyrospermum parkii, aceite de Olea europea, aceite de argan, aceite de Persea gratissima, aceite de coco y
mezclas de los mismos.

Un emoliente puede estar presente en la composicion topica en una cantidad que varia del 1 al 10 % en peso de la
composicion tépica, preferentemente en una cantidad que varia del 2 al 4 % en peso de la composicion tépica.
Puede haber presente agua en la composicion topica en una cantidad que varia del 60 al 95 % en peso de la
composicion tépica, preferentemente en una cantidad que varia del 80 al 95 % en peso de la composicién topica.

La composicion topica de la presente divulgacion puede modificarse introduciendo un componente que tiene el
efecto de calentar la piel durante la aplicacion. Este componente se denomina agente de calentamiento.

Por lo tanto, la composicién toépica de la presente divulgacién puede comprender un agente de calentamiento. El
agente de calentamiento puede elegirse de cualquier agente de calentamiento adecuado conocido en la técnica. Los
ejemplos de agentes de calentamiento que pueden emplearse en la composicién tépica de la presente divulgacion
incluyen agentes de calentamiento seleccionados del grupo que comprende nicotinato de metilo, nicotinato de etilo,
nicotinato de hexilo, nicotinato de bencilo, nicotinato de tocoferilo, oleorresina de Capsicum annuum, aceite de
corteza de Cinnamomum camphora, salicilato de metilo y mezclas de los mismos.

En una realizacion de la presente divulgacion, puede haber presente un nicotinato en la composicion topica en una
cantidad de entre el 0,05 - 0,1 % en peso de la composicion topica.

En otra realizacion de la presente divulgacion, puede haber presente oleorresina de Capsicum annuum en la
composicion tépica en una cantidad de entre el 0,5-1 % en peso de la composicién topica.

En una realizacion adicional de la presente divulgacion, el aceite de corteza de Cinnamomum camphora puede estar
presente en la composicion tépica en una cantidad del 1-10 % en peso de la composicion tépica.

En otra realizacién, puede haber presente salicilato de metilo en la composicion topica en una cantidad del 1-10 %
en peso de la composicion topica.

En una realizacién, la composicion tépica puede comprender ademas creatina y/o carnitina, en particular, un
complejo creatina-magnesio y/o un complejo carnitina-magnesio. En otras palabras, la composicion topica puede
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comprender una combinacién de un complejo carnosina-magnesio con un complejo creatina-magnesio y/o un
complejo carnitina-magnesio, que puede proporcionar un efecto particular pronunciado, o incluso un efecto sinérgico,
de mejora del rendimiento fisico de un atleta. La creatina puede actuar como un tamponante extracelular, si se
combina con carnosina, tiene un efecto sinérgico y mejora el rendimiento deportivo proporcionando tampones tanto
intracelulares como extracelulares. La carnitina podria sinergizar con la carnosina a través de su papel en la
produccion de energia, asi como en el tratamiento de los trastornos del espectro autista.

En una realizacion, la composicion topica puede comprender ademas bicarbonato de sodio, que puede tamponar el
L-tartrato de L-carnitina altamente acido y conferir un beneficio adicional como tamponante extracelular. En
particular, el bicarbonato de sodio puede servir como un tamponante extracelular cuando se combina con la
carnosina y mejoraria con la capacidad de la carnosina para mitigar el hidrogeno, este tampoén extracelular no de
bicarbonato mejoraria la eficacia del bicarbonato de sodio mitigando la liberacién de iones H* provenientes de la
titulacion por retroceso de los tampones no de bicarbonato.

En una realizacion, la composicion topica puede comprender ademas 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) también conocido
como oxitriptan. El 5-HTP es un aminoacido de origen natural y un precursor quimico, asi como un intermediario
metabdlico en la biosintesis de los neurotransmisores serotonina. Por lo tanto, la carnosina, un neuropéptido
citoplasmatico conocido, podria ayudar en el suministro por via topica de 5-HTP.

En una realizacién, la composicion topica puede comprender ademas potasio en formas que incluyen, pero sin
limitacién, citrato de potasio o bicarbonato de potasio. Una formulacion de este tipo podria ayudar a retrasar la caida
del pH intersticial durante el ejercicio de moderado a intenso. La mejora en el entorno de pH extracelular podria
mejorar el equilibrio de K+ y evitar una caida en el flujo sanguineo durante la aparicién de la fatiga.

Una composicion de ejemplo de la composicion topica proporcionada en forma de gel viene dada por los siguientes
ingredientes (en porcentaje en peso):

Ingrediente Concentracion
Agua Resto

Glicerina 2,20%-4,10 %
Etoxidiglicol 0,81%-3,15%
Complejo carnosina-magnesio 0,85 % - 2,84 %
PVP 0,76 % - 1,87 %
Hidroxipropilcelulosa 0,72% -1,82 %
Fenoxietanol 0,12% -1,43 %

La composicion tépica que comprende un complejo carnosina-magnesio puede evitar la hidrélisis por carnosinasa y
puede servir como tampén de pH.

El complejo carnosina-magnesio de la presente divulgacion puede prepararse combinando una sal de magnesio, una
solucién acuosa y carnosina. Preferentemente, la sal de magnesio se afade a la solucion acuosa que contiene
carnosina. Preferentemente, se usa una cantidad estequiométrica de una sal de magnesio.

Las sales de magnesio adecuadas incluyen sulfato de magnesio o cloruro de magnesio o citrato de magnesio o
lactato de magnesio. Preferentemente, la sal de magnesio es sulfato de magnesio. Preferentemente, la solucién
acuosa es agua.

La concentracién de la sal de magnesio en la solucion acuosa esta en el intervalo entre el 1 y el 10 % en peso,
preferentemente en el intervalo entre el 1y el 5 % en peso.

La concentracion de la carnosina en la solucion acuosa esta en el intervalo entre el 1 y el 10 % en peso,
preferentemente en el intervalo entre el 1y el 5 % en peso.

Una vez que la carnosina y la sal de magnesio estan en contacto entre si en una solucién acuosa a temperatura
ambiente, el complejo carnosina-magnesio se forma casi instantaneamente.

Una vez formado, el complejo carnosina-magnesio puede usarse para preparar una composicion topica. La
composicion tépica puede prepararse agitando los componentes diferentes.

El complejo carnosina-magnesio puede usarse para aumentar la concentraciéon de carnosina en las capas inferiores
de la piel. Dichas capas de la piel incluyen, por ejemplo, la epidermis.

El complejo carnosina-magnesio de la presente divulgacion puede usarse para aumentar el rendimiento deportivo de
un sujeto, tal como la duracion del esfuerzo, la velocidad y la recuperacion muscular. La presente divulgacion puede
mejorar muchas afecciones médicas, en particular, cuando se produce una caida del pH o una oxidacién patolégica.
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Ademas, el objeto de la presente divulgacion es el uso de una composicion topica que comprende un complejo
carnosina-magnesio para aumentar la concentracién de carnosina en las capas inferiores de la piel, tales como la
epidermis.

La composicion tépica de la presente divulgacion también puede usarse para aumentar el rendimiento atlético
(fisico) de un sujeto.

La composicién topica de la presente divulgacion es para su aplicacion en la piel. Puede aplicarse en la piel de
cualquier parte del cuerpo, pero es mas adecuado para aplicarse a las piernas, brazos, torso.

Cuando la composicion tépica que comprende un complejo carnosina-magnesio se aplica en la piel, después de 24
horas, entre el 0,0033 % y el 0,02 % de la carnosina aplicada en la piel puede atravesar la capa de piel de un
modelo de epidermis humana reconstruida EpiDerm™ y puede encontrarse en el medio.

Cuando la composicion tépica que comprende un complejo carnosina-magnesio se aplica en la piel, después de 48
horas, entre el 0.005 % y el 0,01 % de la carnosina aplicada en la piel puede atravesar la capa de piel de un modelo
de epidermis humana reconstruida EpiDerm™ y puede encontrarse en el medio.

Cuando la composicion tépica que comprende un complejo carnosina-magnesio se aplica en la piel, después de 24
horas entre el 0,033 % y el 0,01 % de la carnosina aplicada en la piel puede encontrarse en los homogeneizados del
modelo de piel del modelo de epidermis humana reconstruida EpiDerm™. Cuando la composicion topica que
comprende un complejo carnosina-magnesio se aplica en la piel, después de 48 horas, entre 0,05 % y 0,07 % de la
carnosina aplicada en la piel puede encontrarse en los homogeneizados del modelo de piel del modelo de epidermis
humana reconstruida EpiDerm™.,

Las multiples capas de la composicion tépica pueden aplicarse en un area de la piel. Preferentemente, se aplican
entre 1 y 5 capas de la composicion tépica en un area de la piel, mas preferentemente se aplican entre 1 y 3 capas
de la composicion topica en un area de la piel.

La una o mas capas de composicion tépica pueden aplicarse en la piel de 1 a 5 veces al dia, preferentemente de 1 a
3 veces al dia. La composicion tépica puede aplicarse en la piel en cualquier momento del dia y antes, después o
durante el ejercicio. Preferentemente, la composicion topica se aplica en la piel antes y después del gjercicio.

La composicion tépica puede aplicarse en la piel en cualquier época del afio y a cualquier temperatura ambiente.

La composicion tépica de la presente divulgacién puede usarse segun sea necesario durante el tiempo que se
requiera.

La composicion topica de la presente divulgacion puede ser utilizada por sujetos adultos de todos los sexos y etnias.
Seccion experimental

Materiales y métodos

En los experimentos se usaron las siguientes tres muestras:

Muestra A: Complejo carnosina-magnesio en la formulacion de gel final (que tiene la formulaciéon que se indica a

continuacién en la Tabla 1):

Tabla 1: Formulaciéon de gel de carnosina-magnesio

Componente Cantidad (g)
Agua 90,260

Glicerina 3,000

Carnosina 1,500

Sulfato de magnesio 1,640
2-(2-Etoxietoxi)etanol (Transcutol) 2.000

Goma de esclerocio 0,800
Fenoxietanol Etilglicerina 0,800

TOTAL 100,000
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Muestra B: Carnosina libre, en la formulacion de gel final como para la muestra A.
Muestra C: Formulacién de gel final pero sin el principio activo carnosina Todas las muestras son formulaciones de

gel.

Ejemplo 1

Evaluacion de la penetracion transepidérmica del complejo carnosina-magnesio en formulacion de gel en
modelos 3D de piel

El objetivo de los experimentos descritos es investigar el suministro de L-carnosina en la piel humana mediante la
formulacion de gel que contiene L-carnosina en asociacion con magnesio, que forma un complejo monocationico
(complejo carnosina-magnesio), con el objetivo de mejorar la biodisponibilidad. La investigacion se realizé usando
una preparacion exenta de carnosina como producto de referencia (S. E. Severin et al. Effect of carnosine and
anserine on action of isolated frog muscles (articulo en ruso). Dokl Akad Nauk SSSR 91: 691-694, 1953).

Modelo de epidermis humana reconstruida (EHR) EpiDerm™ y tratamientos

Se us6 epidermis humana reconstruida (EHR) como modelo de tejido de piel humana. El modelo de tejido
EpiDerm™ se adquiri6 en MatTek (MatTek In Vitro Life Science Laboratories, Bratislava, Republica Eslovaca). Tras
la recepcion, los tejidos se transfirieron a Medio de mantenimiento SkinEthic™ y se mantuvieron a 37 °C en una
atmésfera de CO; al 5 % humidificada.

El modelo de epidermis humana reconstruida (EHR) EpiDerm™ consiste en un tejido epidérmico tridimensional que
crece en la interfaz aire-liquido a partir de queratinocitos humanos normales. El modelo es histolégicamente similar a
la epidermis humana, teniendo todas las capas celulares diferenciadas, y una barrera de permeabilidad funcional.

Antes de realizar los tratamientos, el medio se retird y se afiadié medio nuevo. Para los tratamientos, se aplicaron
10 ul de las tres mezclas diferentes (A: complejo de carnosina; B: carnosina libre sin el potenciador; C: vehiculo)
cada una por via tépica sobre tejidos de EHR separados, ya sea en una dosis Unica durante 24 h o en una aplicacion
repetida cada 24 h durante un total de 48 h. El tejido de control solo se expuso al medio. Puesto que no se
observaron diferencias entre las dosis aplicadas a las 24 y 48 h para los tejidos control, las muestras se agruparon y
se presentaron como el grupo de control. Todas las mezclas y muestras de control se analizaron por triplicado
usando tres conjuntos de EHR para cada grupo.

Después de 24 o 48 h de tratamiento, se recogieron alicuotas de medio tisular y se centrifugaron durante 20 minutos
para retirar las impurezas insolubles y los residuos de tejido a 1000xg a 4 °C. Los sobrenadantes transparentes se
almacenaron a -20 °C hasta su analisis. Después de lavar con PBS y ultracongelar en nitrégeno liquido, los tejidos
de EHR se homogeneizaron en un recipiente de vidrio con 150 ul de PBS en hielo. Después, los homogeneizados se
centrifugaron durante 5 minutos a 5000xg para obtener los sobrenadantes que se almacenaron a -20 °C hasta su
analisis.

ELISA para carnosina

Se determinaron los niveles de carnosina en los medios de cultivo de EHR y los homogeneizados se recogieron en
diferentes puntos temporales (24 o 48 h), usando un kit ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas)
(Elabscience Biotechnology Co., Ltd). El procedimiento se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
absorbancia optica se midid con un lector de microplacas a 450 nm. Se obtuvo una curva de calibraciéon usando
carnosina como patron. Todas las muestras se sometieron a ensayo por duplicado. El limite inferior de deteccion
para carnosina fue de 8,438 ng/ml. Los resultados se expresan como ng/ml. Los cambios en los niveles de carnosina
desde el nivel basal (EHR de control) se compararon sobre la base de un ensayo t de Student. Un valor P < 0,05 se
consider6 estadisticamente significativo.

Resultados

Los niveles de carnosina se midieron en medios y homogeneizados y los resultados para las tres muestras, A,By C
a las 24 horas (primer punto temporal) y 48 horas (segundo punto temporal) se publican a continuacion.

Niveles de carnosina en medios

En el primer punto temporal, después de 24 horas desde el tratamiento, se detectd el nivel mas alto de carnosina
para la muestra A con un valor P de 0,028 en comparacion con el nivel de carnosina en el tejido de control. Incluso si
el nivel de carnosina para la muestra B fue mas alto que para el tejido de control, estos datos tuvieron un valor P no
significativo (p = 0,065).

La comparacién entre muestras A y B muestra que el nivel de carnosina detectado en el medio de la muestra A fue
significativamente mas alto que el nivel de carnosina detectado en el medio de la muestra B (p = 0,043). El nivel de
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carnosina detectado en el medio de la muestra C fue comparable a la concentracién de carnosina registrada para el
tejido de control.

En el segundo punto temporal, después de 48 horas desde el tratamiento, el nivel de carnosina en el medio de la
muestra A fue mas bajo que el nivel detectado en el primer punto temporal, aunque fue mayor que el nivel de
carnosina detectado en el tejido de control.

Los niveles de carnosina en el medio de las muestras. B y C fueron similares a los niveles detectados en el primer
punto temporal.

Tabla 2: valores de deteccion de carnosina en medios

Muestra ng/ml D.T.
Control (CTRL) 6,2 3,8
A24 19,3 3,4
1er punto temporal (24 h) B24 12,9 1,6
C24 7,1 1,7
A48 14,6 2,7
2do punto temporal (48 h) B48 12,5 6,8
C48 6,7 5,0
Tabla 3: valores p de carnosina en medios
valor p

CTRL frente a A24 0,028

CTRL frente a B24 0,065

CTRL frente a C24 0,712

CTRL frente a A48 0,062

CTRL frente a B48 0,336

CTRL frente a C48 0,911

A24 frente a B24 043
A48 frente a B48 0,648
A24 frente a A48 0,133

Niveles de carnosina en lisados de EHR

En el primer punto temporal, el tejido tratado con muestra A tenia un contenido de carnosina significativamente
menor que el nivel detectado en el tejido de control (p = 0,019).

En el tejido tratado con la muestra B, el nivel de carnosina aumenté en comparacion con el tejido de control, pero
este dato no fue significativo (p = 0,708). El nivel de carnosina detectado en el tejido tratado con la muestra C fue
similar al del control.

Después de 48 horas, en el segundo punto temporal, los niveles de carnosina detectados fueron equivalentes al
control de tejido para todas las muestras.

10
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Tabla 4: valores de deteccién de carnosina en homogeneizados

Muestra ng/ml D.T.
Control (CTRL) 107,8 11,2
A24 65,9 9,4
1er punto temporal (24 h) B24 127,0 14,5
C24 98,3 9,0
A48 98,0 8,1
2do punto temporal (48 h) 848 99,0 27,8
C48 105,6 7,3

Tabla 5: valores p de carnosina en homogeneizados

valor p
CTRL frente a A24 0,019
CTRL frente a B24 0,218
CTRL frente a C24 0,363

CTRL frente a A48 0,326

CTRL frente a B48 0,708
CTRL frente a C48 0,800

A24 frente a B24 0,004
A48 frente a 848 0,956
A24 frente a A48 0,011

Conclusiones

De acuerdo con los datos recogidos, parece que en el primer punto temporal, 24 horas, la preparacién A (complejo
carnosina-magnesio en la formulacion final) mostré un aumento significativo en el suministro de carnosina en la capa
inferior de la piel. De hecho, un nivel mas alto de carnosina paso6 al medio con respecto a la preparacion B. Como
contraprueba, el contenido de carnosina fue mas bajo en el tejido correspondiente.

En el segundo punto temporal, 48 horas, se observd un aumento no significativo en los niveles de carnosina en el
medio. Esto puede deberse a las limitaciones del modelo de EHR in vitro, que después de 48 horas pierde sus
propiedades iniciales y, por lo tanto, puede ser menos fiable.

Por ultimo, se puede concluir que el complejo carnosina-magnesio fue eficaz para aumentar el suministro de
carnosina a través de un modelo 3D de piel.

De hecho, la concentracién de carnosina que quedaba en los tejidos fue casi la mitad de la de la muestra que
contenia carnosina libre.

Ejemplo 2
Evaluacion de los efectos del gel de carnosina-magnesio en futbolistas. Estudio piloto.

El objetivo del estudio piloto fue evaluar, los efectos del complejo carnosina-magnesio presente en una nueva
formulacion de gel para su uso tépico en los rendimientos de jugadores de futbol.

1"
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Métodos

El estudio se dividié en dos partes correspondientes a los siguientes ejercicios:

1) un ensayo de recuperacion intermitente yo-yo;
2) Ensayo de esprint de 1.000 m repetido 3 veces (1' 30 s entre series).

Se realizaron ensayos para cada atleta con y sin gel de carnosina-magnesio.

Preparacion antes del rendimiento con una aplicacion de crema de calentamiento

Se uso6 una crema de calentamiento que contenia guindilla para optimizar la preparacion muscular antes de los
ensayos. Este tipo de crema de calentamiento se usa habitualmente por los deportistas antes de cualquier actividad
fisica para prevenir lesiones y traumatismos de caracter muscular que pueden producirse durante la actividad fisica.

Diseno del estudio

Se evalud el rendimiento de 11 atletas adultos entre 18 y 35 afos (jugadores de futbol). Durante la duracion del
periodo de ensayo, los atletas no tomaron ningun suplemento dietético, no se trataron con farmacos y se abstuvieron
de entrenamientos o competencias adicionales.

Durante una fase previa al estudio, se evaluaron las diferencias entre el rendimiento de los atletas con y sin la crema
de calentamiento con el fin de verificar si la crema de calentamiento provocaba algun efecto relevante.

En la fase de estudio, a la aplicacion de la crema de calentamiento en las piernas le siguié un tratamiento tépico con
gel de carnosina-magnesio usando la muestra A. Durante la fase de estudio, los atletas no realizaron ninguna otra
actividad deportiva o competiciéon. Para cada tipo de ejercicio, hubo un retraso de tres dias entre el ensayo realizado
con la aplicacion solamente de la crema de calentamiento y el ensayo con la aplicacion de la crema de
calentamiento y el gel de carnosina-magnesio (muestra A).

Ensayo de recuperacion intermitente yo-yo

En el ensayo yo-yo, el atleta corre entre delimitadores de velocidad colocados a 40 metros de distancia entre si. La
velocidad aumenta regularmente y el ensayo termina cuando el sujeto ya no puede mantener la velocidad. El
resultado del ensayo se determina por la distancia recorrida durante el ensayo, y es un ensayo de resistencia.

Ensayo repetitivo de 1000 metros X 3 (1 minuto y 30 segundos de descanso entre cada ensayo)

Se registré el tiempo que tardo un atleta en correr 1000 m. El ensayo se repitio tres veces y se permitio que el atleta
descansara durante 1 minuto y treinta segundos entre cada ensayo. El ensayo mide la resistencia.

RESULTADOS

Los resultados del rendimiento de cada atleta individual durante los diferentes ensayos realizados sin aplicacion de
ninguna crema topica, después de la aplicaciéon de la crema de calentamiento y después de la aplicacion tanto de la
crema de calentamiento como del gel de carnosina-magnesio (muestra A), se resumen en las Tablas 6y 7.

Todos los atletas publicaron satisfaccion y buenas sensaciones en las piernas durante y después del ejercicio. No se
observaron efectos secundarios locales o sistémicos reconocidos.

Tabla 6: Resultados del ensayo Yo-Yo 40 m

Con crema de

Solamente crema de calentamiento y gel de

Sin ninguna crema .
9 calentamiento

Mejora debido a la

Atleta carnosina-magnesio adicién de gel de
Distancia | Puntuacion | Distancia | Puntuacién | Distancia | Puntuacién carnosina-magnesio
recorrida global recorrida global* recorrida global*

A.F. 1670 m 16 1672 m 16 1690 m 17 +1
F.F. 1701 m 17 1700m 17 1740 m 17 0
S.A. 1487 m 15 1490 m 15 1600 m 16 +1
C.s. 1553 m 15 1550 m 15 1680 m 17 +2

12
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(continuacion)

Sin ni Solamente crema de | r(‘Itor';‘?rﬁltna de Id
n nlnguna crema calentamiento calenta . iento y ge . e Mejora debido a Ia
Atleta carnosina-magnesio adicion de gel de
Distancia | Puntuacion | Distancia | Puntuacion | Distancia | Puntuaciéon carnosina-magnesio
recorrida global recorrida global* recorrida global*
B.G. 1420 m 14 1420 m 14 1630 m 16 +2
T.A. 1760 m 17 1760 m 17 1960 m 20 +3
B.S. 1443 m 15 1440 m 15 1480 m 15 0
S.S. 1501 m 15 1500 m 15 1610 m 16 +1
AA. 1659 m 16 1660 m 16 1690 m 17 +1
S.P. 1780 m 18 1780 m 18 1830 m 18 +1
D.S. 1692 m 16 1690 m 16 1680 m 16 0

Tabla 7: Resultados de ensayos repetitivos 1000 metros x 3 (1 minuto y 30 segundos entre ensayos)

Un tiempo rc?n-mr:j?:)p:on C Tiempo promedio con D ") Mejora debida a la
Atleta promedio sin sc?lamente crema | crema de calentamientoy | adicion de gel de carnosina-
ninguna crema | 4o miento gel de carnosina-magnesio magnesio
A.F. 4'13s 4'12s 4'02s +10s
F.F. 4'09s 4'09s 3'57s +12s
S.A. 4'15s 4'14 s 4'05s +9s
C.S. 4'05s 4'04s 3'59s +5s
B.G. 4'29s 4'28s 4'22s +6's
T.A. 3'57s 3'58s 3'47s +11s
B.S. 4'02s 4'02s 3'40s +22's
S.S. 4'16's 4'16s 4'07 s +9s
A.A. 4'18s 4'17 s 4'12s +5s
S.P. 4'07 s 4'04s 4'03s +0,1s
D.S. 3'53s 3'52s 3'42s +10s

Nota 1) Los numeros de la columna D corresponden a la diferencia entre los valores de las columnas By C. La
reduccion de tiempo se indica como un valor positivo.

Conclusiones

La investigacion in vitro mostré que con la aplicacion del gel de carnosina-magnesio hubo un aumento significativo
en el rendimiento de todos los atletas que participaron en el estudio.

Se observaron mejoras tanto en los ensayos tanto de duracién de la velocidad como de resistencia.

Los atletas no publicaron ningun efecto secundario después del tratamiento con gel de carnosina-magnesio.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion tépica que comprende una cantidad fisioldgicamente activa de un complejo carnosina-magnesio,
en donde la cantidad fisiolégicamente activa del complejo carnosina-magnesio representa una cantidad del complejo
carnosina-magnesio del 0,5 al 5 % en peso de la composicién topica.

2. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el complejo carnosina-magnesio tiene la siguiente
férmula:

H,N

I=z

3. La composicién tépica de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde la composicion topica esta en forma de un
gel, una crema, una solucién, una pomada, una pasta, una locion, un parche, una pulverizacién o una espuma.

4. La composicion topica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende ademas un componente
potenciador de la absorcion en la piel elegido del grupo que consiste en 1,2-pentilenglicol, etoxidiglicol (Transcutol),
propilenglicol, alcoholes etilicos, propilicos, isopropilicos, miristilicos, laurilicos y octilicos, salicilato de octilo y
miristato de isopropilo.

5. La composicion tépica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que comprende ademas un lubricante, un
portador, un agente espesante, un conservante, un tensioactivo, agua, un agente humectante y un agente emoliente.

6. La composicion tépica de la reivindicacion 5, en donde el lubricante se selecciona del grupo que comprende
aceites de silicona, propil-heptil-caprilato, carbonato de dicaprililo, dicaprilil éter, cocoato de etilhexilo, miristato de
isopropilo, laurato de hexilo, adipato de dibutilo y adipato de isopropilo, y mezclas de los mismos; el portador se
selecciona del grupo que comprende didxido de silicio, diéxido de titanio, 6xido de cinc, copolimeros de acrilato y
mezclas de los mismos; el agente espesante se selecciona del grupo que comprende goma de esclerocio, goma
xantana, goma guar, pectina, agar agar, -etoxietilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, acidos hialurénicos y mezclas de los mismos; el conservante se selecciona del grupo que
comprende fenoxietanol, etilhexilglicerina, acido benzoico, sales benzoicas, ésteres benzoicos, acido sorbico, sales
sorbicas, acido deshidroacético, sales deshidroacéticas y mezclas de los mismos; y el tensioactivo se selecciona del
grupo que comprende sales de amonio cuaternario, laurilsulfato de sodio, alquilpoliglucdsido vy
cocamidopropilbetaina.

7. La composicion topica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que comprende ademas un agente de
calentamiento seleccionado del grupo que comprende nicotinato de metilo, nicotinato de etilo, nicotinato de hexilo,
nicotinato de bencilo, nicotinato de tocoferilo, oleorresina de Capsicum annuum, aceite de corteza de Cinnamomum
camphora, salicilato de metilo y mezclas de los mismos.

8. La composicién tépica de la reivindicacion 7, en donde si hay presente un nicotinato en la composicion, esta
presente en el 0,05 - 0,1 % en peso de la composicion; si hay presente oleorresina de Capsicum annuum en la
composicion, esta presente en el 0,5 - 1% en peso de la composicién; si hay presente aceite de corteza de
Cinnamomum camphora en la composicion, esta presente en el 1 - 10 % en peso de la composicion; y si hay
presente salicilato de metilo en la composicion, esta presente en el 1 - 10 % en peso de la composicion.

9. El uso de una composicion tépica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para suministrar
carnosina al tejido del musculo esquelético.

10. El uso de una composicion topica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para mejorar el
rendimiento fisico de un atleta, en donde el rendimiento fisico del atleta es la duracion del esfuerzo, la velocidad y la
recuperacion muscular.

11. El uso de una composicion topica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para suministrar
carnosina a través de la piel.

12. El uso de una composicién tdpica de acuerdo con la reivindicacion 11 para suministrar carnosina a traves de la
epidermis.
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