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DESCRIPCION

Preparado fotoprotector y tratante que contiene enzimas reparadores del ADN.

La presente invencion se refiere a preparados fotoprotectores y otros productos para el cuidado de la piel expuesta
al sol, los cuales contienen enzimas reparadores del ADN.

El efecto nocivo de la fraccion ultravioleta de la radiacion solar sobre la piel se conoce desde hace tiempo. Para
proteger la piel tanto de la radiacién UV-A como de la radiacién UV-B se han desarrollado numerosas sustancias
filtrantes de tipo fisico y quimico, capaces de atenuar la accién de los rayos solares incidentes.

Las sustancias filtrantes de tipo fisico actiian sobre la piel como pequefios espejos que reflejan y dispersan la
radiacién UV.

Mediante los filtros fotoprotectores de tipo quimico, la radiacién UV que incide sobre la piel se transforma en
energia calorifica. Los filtros fotoprotectores quimicos pueden tener caracteristicas tanto lipéfilas como hidréfilas vy,
atendiendo a estas propiedades, se distingue entre filtros liposolubles e hidrosolubles. Dado que la piel humana posee
tanto zonas lipdfilas como hidréfilas, para que la accién de un protector solar cubra la mayor superficie posible es
ventajoso que contenga tanto sustancias filtrantes liposolubles como hidrosolubles.

Las sustancias filtrantes fisicas y quimicas solo sirven para reflejar o absorber la radiacién solar del modo mas
completo posible, pero en suficiente medida para cada caso, a fin de evitar que se dafie la piel. Aunque esta finalidad se
alcanza en gran medida con los actuales productos comerciales correctamente aplicados, durante su empleo no puede
excluirse que la piel reciba radiacion UV y cause lesiones cutdneas. Estos dafios pueden consistir en una leve irritacién
cutdnea, p.ej. un ligero eritema solar, pero también pueden manifestarse como lesiones celulares. Es sabido que, sobre
todo, la radiaciéon UV-B provoca dafos en el ADN que pueden producir mutaciones celulares e inmunosupresion
en la piel y, por lo tanto, cancer cutdneo. Los dafios al ADN en la piel humana se reparan mediante una compleja
accion conjunta de varios enzimas. Como este proceso no requiere ninguna luz, también se denomina “dark-repair”
(reparacidn en la oscuridad). En algunas algas, animales marsupiales y en una especie de armadillo se ha descubierto
hace poco un sistema de reparacion de dafios celulares, que funciona bajo la accién de la luz y con intervencion de
diversos enzimas.

De las patentes US 5 296 231, 5 190 762 y 5 272 079, asi como de la patente EP 0 423 214 (correspondiente a
la patente DE 689 17 729) se conocen métodos para aislar enzimas reparadores de ADN. Como las lesiones cutdneas
causadas por la luz UV aparecen en la epidermis, cerca de la capa inferior de células basales, es ventajoso incorporar
los enzimas reparadores de ADN a un vehiculo que pueda transportarlos hacia el verdadero punto accidn, atravesando
las capas de la piel situadas sobre la capa de células basales (estrato corneo, estrato licido, estrato granuloso y estrato
espinoso). En el estado técnico arriba mencionado, como vehiculo especialmente apropiado se describen preparados
liposomales, en los cuales los enzimas reparadores de ADN estdn incluidos en liposomas. Los liposomas conocidos de
uso corriente en el sector cosmético y farmacéutico no son adecuados para la administracién de enzimas reparadores de
ADN. En cambio se logra una 6ptima penetracion de los liposomas a través de las capas cutdneas y una Optima eficacia
de los enzimas cuando los liposomas estan constituidos por fosfolipidos puros. Este tipo de liposomas que contienen
enzimas reparadores de ADN los comercializa la firma AGI DERMATICS, por ejemplo bajo la marca “Photosomen®”.
En el caso de dicho producto se trata de liposomas como los descritos anteriormente, que llevan incluido un extracto
del organismo marino Anacystis nidulans, el cual presenta un alto contenido del enzima reparador de ADN fotoliasa.

La estructura y forma de actuacién del enzima fotoliasa son conocidas. Al irradiar la piel humana con rayos
UVB, en los nicleos celulares se forman dimeros de ciclobutanpirimidina (CPDs), principales fotoproductos de ADN,
acompaifiados de una serie de efectos inmunosupresivos, p.€j. la supresién de una respuesta inmune celular, como por
ejemplo un eccema de contacto alérgico o la inhibicién de la molécula inmunolégica clave ICAM-1. Mediante los
cofactores FADH y MTHF contenidos en el enzima fotoliasa, los dimeros de ciclobutanpirimidina se disocian por
accion de la energia luminica y el ADN recupera su estado inicial.

Como muchos enzimas reparadores de ADN, y especialmente la fotoliasa, producen su efecto bajo la accién de la
luz, en principio seria deseable incorporarlos a formulaciones fotoprotectoras o a otros productos para el cuidado de
la piel expuesta al sol, con el fin de lograr una pronta reparacién del ADN. Como se ha observado que los preparados
liposomales de enzimas reparadores de ADN penetran bien en la piel, seria deseable incorporar a dichos preparados los
liposomas comercialmente disponibles que llevan enzimas reparadores de ADN. Pero por parte del fabricante de estos
preparados liposomales se indica explicitamente que presentan varias incompatibilidades. Asi, segtin el prospecto de
un producto, no deben exponerse a las siguientes condiciones y sustancias:

a disolventes organicos o alcohol

- auna base oleosa

a glicerina 5% o etilenglicol

a tensoactivos o emulsionantes por encima de su concentracion critica de formacién de micelas
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- atemperaturas superiores a 25°C
- avalores de pH menores de 6,0 o mayores de 8,0
- apresién osmotica diferente de la fisioldgica y a procesos que formen espuma.

El hecho de que los liposomas conocidos no sean adecuados para la administracion eficaz de enzimas reparadores
de ADN vy las incompatibilidades de los liposomas desarrollados con tal fin parecian descartar la incorporacién de
los liposomas que llevan enzimas reparadores de ADN a las formulaciones fotoprotectoras o tratantes, pues éstas
suelen basarse en emulsiones del tipo aceite-en-agua o agua-en-aceite y ademas contienen frecuentemente alcohol y/o
tensioactivos o emulsionantes. Otra desventaja de los preparados liposomales conocidos es que deben presentar un
alto contenido de liposomas con enzima reparador de ADN, como minimo del 1%.

Segtn el prospecto del producto, los liposomas que contienen enzimas reparadores de ADN deben incorporarse
a los preparados cosméticos en cantidades de al menos 1% en peso. Las composiciones conocidas del estado técnico
que contienen enzima reparador de ADN también tienen un contenido de liposomas de al menos 1% en peso. Stege y
otros (PNAS, 15 febrero 2005, vol. 97, n° 4, pdginas 1790-1795) describen una locién con 1% en peso de liposomas
que contienen fotoliasa - para la aplicacion tpica sobre piel irritada por UV-B - en la cual los liposomas que contienen
la fotoliasa se incorporaron a un hidrogel del 1%, sin adicién de un protector solar.

El objeto de la presente invencidn consiste en indicar preparados cosméticos estables al almacenaje con un conte-
nido menor, pero aceptablemente efectivo, de liposomas que lleven enzima reparador de ADN.

Este objetivo se resuelve con el preparado definido en la reivindicacién principal.
Las reivindicaciones subsiguientes definen unas formas de ejecucion ventajosas de la presente invencion.

En las investigaciones que sirven de base a la presente solicitud de patente se encontré de manera sorprendente
que, contrariamente a las informaciones explicitas del fabricante, los liposomas conocidos y disponibles en el comercio
con un contenido de enzimas reparadores de ADN pueden incorporarse a formulaciones basadas, segin el caso, en
una emulsién alcohdlica de aceite-en-agua (O/W) o agua-en-aceite (W/O), o en un hidrogel alcohélico, sin que los
liposomas se descompongan.

Asimismo, en ensayos realizados in-vitro e in-vivo por la solicitante se ha demostrado que las composiciones objeto
de registro ain muestran actividad enzimatica, cuando su contenido de liposomas con enzima reparador es del 0,1 al
0,75% en peso.

Las composiciones segtn la presente invencion se pueden formular, dado el caso, como emulsién alcohdlica O/W
o W/O, como gel hidrodisperso o bien, dado el caso, como gel hidrodisperso alcohdlico.

Las emulsiones O/W o W/O comprenden fundamentalmente una fase oleosa, agua y enzima reparador de ADN,
o liposomas que lo contengan, y, segtn el caso, alcohol. La fase oleosa puede estar formada por grasas, aceites,
ceras disueltas o bien otros componentes lip6filos. Como aceites pueden llevar ventajosamente aceite de parafina,
triglicéridos de cadena media, por ejemplo el Myritol 318, octildodecanol, miristato de isopropilo, aceite de jojoba,
aceite de coco o aceite de ricino. La fase acuosa de las emulsiones de la presente invencion suele estar formada por
agua, mezclada segun el caso con alcohol desnaturalizado.

Los geles hidrodispersos de la presente invencién comprenden bdsicamente una fase oleosa, un espesante adecua-
do, agua y un contenido efectivo de enzima reparador de ADN, o de liposomas que lo contengan. A su vez, la fase
oleosa puede estar formada por grasas, aceites, ceras disueltas u otros componentes lip6filos, pudiendo contener como
aceites los ya mencionados arriba en relacion con las emulsiones.

Los hidrogeles segtin la presente invencién, ademds del enzima reparador de ADN o de los liposomas que lo
contengan, comprenden bdsicamente agua, un espesante adecuado y, dado el caso, alcohol. Como espesantes para los
geles hidrodispersos e hidrogeles de la presente invencién entran en consideracién normalmente todos los empleados
de modo usual, pero con preferencia derivados de poli(4cido acrilico), como por ejemplo poliacrilatos del grupo de los
denominados Carbopoles, copolimeros del dcido acrilico, como por ejemplo Pemulen TR1, o xantano. El contenido
de espesante en los geles de la presente invencién es de 0,05 hasta 20% en peso, con preferencia de 0,1 hasta 3% en
peso y sobre todo de 0,5 hasta 1% en peso.

Como liposomas con enzima reparador de ADN los preparados de la presente invencidn contienen preferentemente
los que vende la firma AGI DERMATICS, sobre todo los comercializados con la marca “Photosomen®”. La nomen-
clatura INCI de los “Photosomen®” reza: “extracto de plancton y lecitina”. El contenido de liposomas que llevan
enzimas puede ser del 0,05 hasta el 0,75% en peso, referido al total de la composicién. Segtin una forma de ejecucién
preferida, los liposomas que llevan los enzimas estdn contenidos en una concentracién del 0,2 hasta el 0,75% en peso,
sobre todo en concentraciones comprendidas entre 0,25 y 0,5% en peso.
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Asimismo, las composiciones segin la presente invencién pueden llevar, al menos, un emulsionante adecuado.
Sorprendentemente se encontré que los liposomas con enzima reparador de ADN también pueden formularse de ma-
nera que sean estables, cuando el contenido de emulsionante en los preparados de la presente invencién es superior
a la concentracion critica de formacién de micelas. En la presente invencidn se usan preferentemente como emulsio-
nantes sistemas emulgentes compatibles con la piel, a base de tensioactivos de azicar, como p.ej. el poligliceril-3-
metilglucosa-diestearato, que se comercializa con la marca “Tego Care”.

Con especial preferencia, los preparados de la presente invencién también contienen al menos un filtro fotoprotec-
tor. Puede tratarse de filtros UV liposolubles o hidrosolubles, de filtros fotoprotectores de tipo fisico, o de combina-
ciones de los mismos. Como filtros UV liposolubles adecuados cabe mencionar:

- ésteres del dcido cindmico, por ejemplo p-metoxicinamato de isoamilo (Neo Heliopan 1000) o metoxicina-
mato de octilo (Neo Heliopan AV);

- 4cidos p-aminobenzoicos, sus ésteres y derivados, por ejemplo p-dimetilaminobenzoato de 2-etilhexilo
(Escalol 507);

- benzofenonas, por ejemplo benzofenona-3 (Neo Heliopan BB);
- derivados de bencilidenalcanfor, por ejemplo 4-metilbencilidenalcanfor (Eusolex 6300);
- dibenzoilmetanos, por ejemplo butilmetoxidibenzoilmetano (Parsol 1789);

- octiltriazona (Uvinul T 150) y

octocrileno (Neo Heliopan 303).

El contenido de dichos filtros UV liposolubles en los preparados de la presente invencion puede estar comprendido
entre 1 y 10% en peso. Como filtros UV hidrosolubles adecuados cabe mencionar el dcido 2-fenilbencimidazol-5-
sulfénico (Neo Heliopan Hydro) y sus sales, y también benzofenonas como por ejemplo la benzofenona-4 (Uvinul
MS 40). EI contenido de estas sustancias filtrantes en los preparados de la presente invencién puede ser del 1 hasta el
10% en peso.

Ademds de dichas sustancias filtrantes de tipo quimico, los preparados de la presente invencién también pueden
llevar filtros fotoprotectores de tipo fisico en cantidades del 1 hasta el 10% en peso, como por ejemplo didéxido de
titanio u 6xido de cinc. En tal caso es especialmente conveniente que los filtros fotoprotectores de tipo fisico se hallen
en forma hidr6foba, es decir que su superficie repela el agua, lo cual puede conseguirse recubriendo las particulas de
pigmento con una capa superficial hidr6foba de silicona. Dichos tipos de pigmentos pueden adquirirse comercialmente,
por ejemplo de la firma Tayca, con la marca MT 100 T.

Los siguientes ejemplos de recetas ilustran la presente invencion. En ellos, los ingredientes llevan la denominacién
correspondiente a la nomenclatura de la INCI.

Ejemplo 1
Deteccion de la actividad de la fotoliasa in-vitro e in-vivo

Para los ensayos in-vitro se usé un sistema fotoinmunolégico “Read-Out” establecido en trabajos preliminares,
en el cual la formacién de CPDs en el ADN de células de piel humana (fibroblastos) o de células con presencia de
antigenos inhibe la expresion de la molécula inmunolégica clave ICAM-1. Pero, si las células irradiadas con UV-B
se tratan con fotosomas después de la radiacion, la inhibicién de la expresion de la ICAM-1 se puede evitar mediante
la reparacién de las CPDs que produce dicho tratamiento. Por lo tanto, la evitacién de este efecto inmunosupresor
inducido por UV-B es una medida de la actividad de los fotosomas que se hallan en una preparacién determinada.
Ademads en los ensayos in-vitro primero se determiné mediante unas series de diluciones si las preparaciones tenian
un efecto citotéxico y en qué concentracion.

La actividad in-vivo se detect6 de manera andloga. Para ello también se usé como sistema de medicién fotoinmuno-
16gico la inhibicion de la expresion de la ICAM-1 en la piel humana irradiada con UV-B, que resulta de la generacién
de CPDs en el ADN de los queratinocitos. Las preparaciones de fotosomas ensayadas se aplicaron tépicamente sobre
zonas de piel irradiadas y su capacidad de evitar la inhibicién de la expresion de la ICAM-1 se adopté como medida
de la actividad de fotoliasa contenida en dichos preparados.

Los ensayos in-vitro e in-vivo se efectuaron con preparados de la siguiente composicién:
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Ingrediente Contenido (% en peso)
Pemulen TR1 0,5
NaOH 0,19
EDTA sédico 0,1
Pantenol 1,0
Glicina 1,0
Fenoxietanol 1,0
Tocoferol 0,2
Fotosoma variable
Agua hasta 100

El contenido de fotosomas (fotoliasa incluida en liposomas) fue de 0,1, 0,25, 0,5% en peso.

Las soluciones asi preparadas - con unos contenidos de fotosomas del 0,1, 0,25 y 0,5% en peso - se sometieron a los
ensayos in-vitro e in-vivo arriba descritos y se determiné su actividad de fotoliasa. Como patrén se usé un preparado
con un contenido de fotosomas del 1% en peso. En las tres composiciones ensayadas, tanto in-vivo como in-vitro, se

detect6 una actividad de fotoliasa de casi el 100%.
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REIVINDICACIONES

1. Preparado fotoprotector estable que incluye un contenido de enzima reparador de ADN del 0,05 hasta el 0,75%
en peso.

2. Preparado segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el enzima reparador es fotoliasa.
3. Preparado segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el enzima reparador es endonucleasa.

4. Preparado seguin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque estd formulado como gel hidro-
disperso o como hidrogel.

5. Preparado segtin una de las reivindicaciones 1 hasta 3, caracterizado porque incluye un soporte basado segtin el
caso en una emulsion alcohdlica del tipo aceite-en-agua o agua-en-aceite y ademds, como minimo, un emulsionante.

6. Preparado segtin la reivindicacién 5, caracterizado porque el contenido de emulsionante es superior a su con-
centracion critica de formacién de micelas.
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