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DESCRIPCION

Agentes como la nicotinamida o cARDR para el tratamiento de trastornos de la piel.
La presente invencidn se refiere al uso de un agente y el uso de una combinacion.

La presente invencién se refiere en general a composiciones para el tratamiento de enfermedades hiperprolifera-
tivas, asi como para el tratamiento del envejecimiento de la epidermis, para utilizar agentes para la preparacién de
dichas composiciones farmacéuticas, asi como para los métodos de tratamiento de enfermedades hiperproliferativas y
el envejecimiento de la epidermis.

El crecimiento normal y la diferenciacién de las células epidérmicas requiere un nimero de factores reguladores
que incluye la Vitamina D3, la Vitamina A, un ndmero de citoquinas y factores de crecimiento, asi como Ca*? libre intra
y extracelular. Los trastornos hiperproliferativos benignos y malignos de la piel aparecen por un fallo en la regulacién
del crecimiento y la diferenciacion de las células epidérmicas. La regulacion defectuosa puede estar causada por la
falta de respuesta o a la falta de una respuesta apropiada para regular los factores, o debido a los niveles o funcién
anormales de los factores reguladores en si. Por ejemplo, es bien conocido que una sefializacion aberrante a través del
receptor de factor de crecimiento epidérmico resulta en crecimiento y diferenciacién inapropiados. Esta anormalidad
puede contribuir en el desarrollo de soriasis, carcinomas celulares escamosos y de otros multiples tumores humanos.

Recientemente, se ha visto que la nicotinamida (NA), un derivado de la vitamina B, niacina, puede inducir la dife-
renciacion de células productoras de insulina®. En modelos animales se ha demostrado el tratamiento y la prevencién
exitosos de la diabetes mellitus insulino-dependiente con NA®, y los efectos terapéuticos y profilacticos de la NA
sobre la diabetes mellitus estdn actualmente en fase de ensayos clinicos internacionales®.

La NA es conocida como un depurador de radicales libres débil, inhibidor de la poli-ADP-ribosa sintetasa y la
6xido nitrico sintasa inducible en los islotes pancreéticos®. Existe un tinico informe sobre el papel significativo de la
NA en la regeneracién de NAD celular tras el agotamiento inducido por peréxido®. No obstante, todos los efectos
enumerados de la NA en las células epidérmicas humanas no se han estudiado.

Existen muchos informes de tratamiento exitoso de la soriasis, y otros trastornos de la piel relacionados, en huma-
nos siguiendo un tratamiento oral o tépico con vitamina D3 y sus andlogos®.

Se sabe que las rutas de sefializacién del Ca*? estdn involucradas en la diferenciacion de los queratinocitos. Recien-
temente, se ha descubierto que la ADP ribosa ciclica (cADPR), que es un derivado ciclico del NAD+, es un potente
compuesto natural movilizador de Ca*™ en diferentes células eucariotas™. No obstante, el efecto de la cADPR sobre
la sefializacién del Ca*? en los queratinocitos humanos no ha sido estudiado.

Recientemente se ha visto que el 4cido holo-trans-retinoico (atRA), que es un metabolito de la vitamina A, induce la
activacion de la sintesis de la cADP ribosa en las células renales LLC-PK, al aumentar la actividad de la ADPR-ciclasa
sin afectar la ADPR-hidrolasa®. No obstante, el efecto del atRA sobre la sintesis de la cADPR en los queratinocitos
humanos no se ha estudiado.

La DE-A-4 335 454 describe una composicién de medicina geridtrica en forma de una formulacién que contiene
extractos de ginseng. Especificamente, la composicién contiene aparte del extracto de ginseng siberiano, extracto de
ginseng coreano y tartrato de L-carnitina, también una mezcla de vitaminas y elementos traza.

La WO-A-98 52 529 esta relacionada con una composicién con alto nivel de hidratacién, que se caracteriza por
comprender:

a) entre el 0,01% y el 50%, preferiblemente entre el 0,1% y el 10%, en peso de un compuesto de vitamina
B3;

b) entre el 1% y el 99% de un componente acondicionador con un factor de hidratacién mayor de 0, preferiblemente
mayor de 1,2, mas preferiblemente mayor de 1,5

La EP-A-0 052 705 se refiere a una composicién efectiva para la disminucién de las lesiones de inflamacién del
acné comtn en pacientes humanos que presentan tales lesiones inflamatorias, y que se caracteriza por un transportador
que contiene una cantidad terapéuticamente efectiva de dcido nicotinico o nicotinamida.

La presente invencidn estd basada en el hallazgo sorprendente de que la nicotinamida (NA) as{ como la adenosina
difosfato ribosa ciclica (cADPR) puede promover la diferenciacion, e inhibir la proliferacién de las células epidérmi-
cas humanas en dos sistemas modelo: un queratinocito humano inmortalizado de forma espontanea, llamado: “lineas
celulares HaCat”, que pueden utilizarse como modelo de la epidermis altamente proliferativa, por ejemplo, la epider-
mis soridsica®; y para los efectos de los moduladores externos en la diferenciacion epidérmica!”; y una linea celular
de carcinoma epidérmico llamado: “A431” portadora de alelos mutados de p53, que sirve como modelo para probar
fdrmacos anticancinogénicos".
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Los efectos antiproliferativos de los formacos se demostraron en los queratinocitos humanos de proliferacién rapida
llamados “Queratinocitos Epidérmicos Humanos Cultivados”, que se utilizan para detectar el tratamiento antiprolife-
rativo de la soriasis"'?.

La presente invencion se basa ademads en el sorprendente hallazgo de que una composicién que comprende una
mezcla de NA y un metabolito de Vitamina D3, la 1a, 25-dihidroxi-vitamina D3 (llamada a partir de ahora: “/a, 25
(OH),D3”), es mas efectiva en promover la diferenciacion e inhibiendo la proliferacion, que la suma de cada uno de
los efectos individuales de la NA y el metabolito de la vitamina D3 cuando se administran por separado. Esto significa
que la combinacién del metabolito de la vitamina D3 (1@, 25(0OH,D3) y la NA poseen un efecto sinérgico sobre la
diferenciacién y la proliferacién de las células epidérmicas humanas.

La presente invencion se basa ademds en el sorprendente hallazgo de que una composicién que comprende una
mezcla del dcido holo-trans-retinoico (atRA), (que es un metabolito de la vitamina A), junto con NA es mds efec-
tiva en promover la diferenciacién e inhibir la proliferacién de las células epidérmicas humanas, que la suma de
cada uno de los efectos de cada uno de estos compuestos por separado, es decir, la NA y el atRA poseen un efec-
to sinérgico en la promocién de la diferenciacién y en la inhibicién de la proliferacioén de las células epidérmicas
humanas.

La presente invencion se basa ademds en el sorprendente hallazgo de que los queratinocitos humanos tratados a
largo plazo con NA son altamente resistentes al estrés oxidativo inducido por el peréxido de hidrégeno, indicando asi
que la NA puede servir como un fuerte antioxidante y por lo tanto como un potencial protector anti-envejecimiento y
anticancerigeno de las células epidérmicas humanas.

Asi, un aspecto de la presente invencién proporciona una composicion para el tratamiento de enfermedades epidér-
micas hiperproliferativas y para el envejecimiento de la epidermis, que comprende un transportador y un ingrediente
o0 agente activo seleccionado del grupo que consiste en:

(i) nicotinamida (NA);
(i1) adenosina difosfato ribosa ciclica (c(ADPR); y
(iii)) una combinacién de NA y cADPR.
La composicién puede ser farmacéutica o cosmética.

La composicién de la presente invencion estd destinada a las administracién por via tépica asi como para la ad-
ministracién por via subcutdnea junto con un transportador dermatolégicamente o cosméticamente aceptable y puede
estar en forma de crema, solucién, ungiiento, locién, pomada o pomada grasa.

La composicién puede utilizarse para aumentar las propiedades antioxidantes de las células epidérmicas, por ejem-
plo como una composicién anticancerigena o antienvejecimiento.

Cuando se utiliza para el tratamiento del envejecimiento de la epidermis, la composicién cosmética de la invencién
puede administrarse como cualquier otra preparacién cosmética de la materia junto con un transportador cosmética-
mente aceptable.

La concentracién de nicotinamida en la composicién farmacéutica de la invencién debe ser de entre 0,5 mM y
20 mM; preferiblemente entre | mM y 10 mM; mds preferiblemente entre 2,5 mM y 5 mM.

La concentracién del cADPR en la composicién de la invencién debe ser de entre 1 uM y 100 uM; preferiblemente
entre 10 uM y 50 uM: mas preferiblemente entre 25 uM y 50 uM.

De acuerdo con la opcién (iii) anterior, la composiciéon comprende una combinacién de NA y cADPR, cuya pro-
porcién debe estar entre 100:1 y 200:1 (p/p), en la que la concentracién final de nicotinamida debe ser de entre
2,5 mM y 5 mM, y la concentracién final de cADPR debe ser de entre 25 uM y 50 uM.

En una realizacién de la invencidn, basada en la actividad sinérgica de la NA y un metabolito de la Vitamina D3,
la composicién de la invencién comprende una mezcla de NA y metabolito de la Vitamina D3. Preferiblemente, el
metabolito de la Vitamina D3 es la, 25-dihidroxi-vitamina D3. La concentracién de NA en la mezcla estara en el
rango definido antes. La proporcién entre NA y D3 debe estar entre 5000:1 y 500.000:1, en la que la concentracién
final del metabolito de la vitamina D3 debe estar entre 0,01 uM y 1 uM. Otros metabolitos adecuados de la vitamina
D3 pueden ser el 25-hidroxicolecalciferol (25 OH D3); y 24R, 25-dihidroxicolecalciferol (24R, 25 (OH),D3).

En una segunda realizacion, basada en el sorprendente efecto sinérgico de la NA y del metabolito de la Vitamina
A (atRA), la presente invencion se refiere a una composicion que comprende NA en el rango de las concentraciones
como se han definido antes y un metabolito de la vitamina A, preferiblemente atRA. La concentracidn final de atRA
debe estar entre 0,1 nM y 10 nM. La proporcion entre NA y atRA debe estar entre 5 x 10°:1 y 25 x 107:1.
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El término “enfermedades epidérmicas hiperproliferativas” se refiere a enfermedades que se caracterizan por un
nivel superior al normal de proliferacion de las células epidérmicas, y como norma, también por una diferenciacién
anormal.

Las enfermedades epidérmicas hiperproliferativas pueden ser malignas: y los ejemplos de tales enfermedades ma-
lignas son el carcinoma de células escamosas (CCE), carcinoma de células basales (CCB) y otros cdnceres de piel no-
melanoma (CPNM).

Otra opcidén es que las enfermedades hiperproliferativas pueden ser enfermedades benignas, como por ejemplo:
la soriasis, verrugas comunes, queratoacantoma, queratosis seborreica, asi como otros trastornos benignos de la piel
como la seborrea o ictiosis.

El término “envejecimiento de la epidermis” se refiere a todos los sintomas asociados con el envejecimiento fi-
siolégico, como las arrugas, pérdida de elasticidad, disminucién del metabolismo, sequedad, aspereza, quemazén y
atrofia de la piel, prurito, hiperpilosidad y alopecia.

El término “tratamiento” como se ha definido antes, se refiere al alivio de los efectos adversos de la enfermedad,
que puede manifestarse, por ejemplo, por un descenso en la tasa de proliferacién, mejora de la diferenciacién, o
una combinacién de ambas: por completa eliminacién de la proliferacion y diferenciacién anormales de las células
epidérmicas en la persona enferma, o alternativamente por la prevencién de la diferenciacion anormal y/o proliferacién
superior a la normal antes de que éstas sucedan. El tratamiento en el aspecto cosmético puede incluir también la
prevencion de signos del envejecimiento antes de que aparezcan. En particular, los compuestos de la invenciéon pueden
utilizarse como composiciones antienvejecimiento y anticancerosas.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un agente seleccionado del grupo que consiste en:
(i) nicotinamida (NA);
(i) adenosina difosfato ribosa ciclica (CADPR); y
(iii) una combinacién de NA y cADPR

para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades epidérmicas hiperproliferativas, o para el
tratamiento del envejecimiento de la epidermis.

Otro aspecto de la presente invencién concierne a un método para el tratamiento de enfermedades epidérmicas
hiperproliferativas o para el tratamiento del envejecimiento de la epidermis que comprende: la aplicacién en la piel de
un individuo que necesita dicho tratamiento, de una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente seleccionado del
grupo que consiste en:

(i) nicotinamida (NA);
(i1) adenosina difosfato ribosa ciclica (c(ADPR); y
(iii)) una combinacién de NA y cADPR

El término “una cantidad terapéuticamente efectiva” como se ha definido antes, se refiere a una cantidad que
mejora, de forma mesurable, la diferenciacién de las células epidérmicas como se determina, por ejemplo, mediante
un andlisis de inmunofluorescencia indirecta de la expresion de queratina 10 e involucrina; o mediante la determinacién
del nivel de formacion de la cubierta cornificada®. Alternativamente la cantidad es una cantidad que puede disminuir,
en una cantidad mesurable, la proliferacion de las células como se indica mediante la medicién de la actividad de los
enzima(s1 5g)ieshidrogenasa mitocondriales de las células vivas (ensayo MTT)!¥ y mediante el contaje del nivel de células
basales".

La presente invencion se refiere ademds a un método para inhibir la hiperproliferacion de las células epidérmicas
que comprende poner en contacto las células con una cantidad efectiva de un agente seleccionado del grupo que
consiste en:

(i) nicotinamida (NA);
(ii) adenosina difosfato ribosa ciclica (CADPR); y
(iii) una combinacion de NA y cADPR
Las células pueden ser células epidérmicas malignas como de un carcinoma de células escamosas (CCE), carcino-

ma de células basales (CCB) y otros canceres de piel no-melanoma (CPNM), o alternativamente pueden ser células
hiperproliferativas benignas como queratinocitos humanos de piel soridsica, y queratinocitos de queratoacantoma,
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verrugas comunes o lesiones queratosas seborreicas. Las células pueden también provenir de otros trastornos benignos
de la piel como la ictiosis.

Las células pueden también ser células epidérmicas con sintomas de envejecimiento de la piel (sequedad, aspereza,
quemazoén y atrofia de la piel, picor, intolerancia al frio, arrugas, hiperpilosidad, alopecia), cuando las células epidér-
micas estdn involucradas en un proceso de envejecimiento natural, o inducido por estrés oxidativo. Alternativamente,
las células pueden ser células de la piel con una sensibilidad mayor al dafio oxidativo (células con predisposicién a la
iniciacién de tumores).

La invencion ademads se refiere a un método para aumentar las propiedades antioxidativas de las células epidérmicas
que comprende poner en contacto las células con una cantidad efectiva de NA.

Para poder entender la invencidn y para ver como se lleva a la préctica, se describe a continuacion una realizacién
preferida a modo de ejemplo no limitante, en referencia a los esquemas acompaiantes, en los que:

Fig. 1A muestra el efecto de la NA sobre la proliferacion celular de HaCat y A431;

Fig. 1B muestra el efecto anti-proliferativo de NA sobre queratinocitos epidérmicos humanos cultivados;

Fig. 2 muestra el efecto del metabolito D3 (1a 25 (OH),D3) sobre la proliferacion celular de HaCat 'y A431;
Fig. 3 muestra el efecto de cADPR sobre la proliferacion celular de HaCat y A431;

Fig. 4 muestra el efecto del metabolito de la Vitamina A (atRA) sobre la proliferacion celular de HaCat y A431:

Fig. 5SA muestra el efecto combinado de la NA y el metabolito D3 (1a 25 (OH),D3) sobre la proliferacion de la
linea celular HaCat;

Fig. 5B muestra el efecto combinado de la NA y el metabolito D3 (1a 25 (OH),D3) sobre la proliferacién de la
linea celular HaCat menos el efecto de cada uno de los compuestos por separado (sinergismo);

Fig. 6A muestra el efecto combinado de la NA y el metabolito D3 (1a 25 (OH),D3) sobre la proliferacién de la
linea celular A431;

Fig. 6B muestra el efecto combinado de la NA y el metabolito D3 (1a 25 (OH),D3) sobre la proliferacion de la
linea celular A431 menos el efecto de cada uno de los compuestos por separado (sinergismo);

Fig. 7A muestra el efecto combinado de la NA y cADPR sobre la proliferacion de la linea celular HaCat;

Fig. 7B muestra el efecto combinado de la NA y cADPR sobre la proliferacion de la linea celular HaCat menos el
efecto de cada uno de los compuestos por separado (sinergismo);

Fig. 8 A muestra el efecto combinado de la NA y cADPR sobre la proliferacion de la linea celular A431;

Fig. 8B muestra el efecto combinado de la NA y cADPR sobre la proliferacién de la linea celular A431 menos el
efecto de cada uno de los compuestos por separado (sinergismo);

Fig. 9A muestra el efecto combinado de la NA y el metabolito de Vitamina A (atRA) sobre la proliferacién de la
linea celular HaCat;

Fig. 9B muestra el efecto combinado de la NA y el metabolito de Vitamina A (atRA) sobre la proliferacion de la
linea celular HaCat menos el efecto de cada uno de los compuestos por separado (sinergismo);

Fig. 10A muestra el efecto combinado de la NA y el metabolito de Vitamina A (atRA) sobre la proliferacion de la
linea celular A431;

Fig. 10B muestra el efecto combinado de la NA y el metabolito de Vitamina A (atRA) sobre la proliferacién de la
linea celular A431 menos el efecto de cada uno de los compuestos por separado (sinergismo);

Fig. 11 muestra el efecto de la NA sobre la involucrina y la expresion de la queratina k10 en células HaCat;

Fig. 12 muestra el efecto de la NA sobre la expresion de las células basales y de la cubierta cornificada en la linea
celular HaCat;

Fig. 13 muestra el efecto de la NA sobre el nivel de apoptosis en las lineas celulares HaCat y A431;y

Fig. 14 muestra la resistencia de las células HaCat tratadas por un periodo largo con NA al estrés oxidativo inducido
por el peréxido de hidrégeno (H,O,).
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Descripcion detallada de la invencion
Procedimientos experimentales
A. Cultivo celular

Las células de queratinocito humano inmortalizadas HaCat se cultivaron de forma rutinaria en frascos de 75 cm?
usando medio esencial minimo Eagle (MED-EAGLE) suplementado con suero fetal bovino al 5% (SFB) y un 1% de
antibioticos (penicilina 20 u/ml; estreptomicina 20 pug/ml y nistatina 2,5 u/ml) a 37°C en 95% aire/5% CO,. El medio
se cambi6 cada 3-4 dias. En algunos experimentos se utilizaron células HaCat cultivadas durante 6 meses de forma
rutinaria utilizando medio suplementado con NA 10 mM o NA 20 mM (cultivo prolongado de células HaCat con NA).

Los Queratinocitos Epidérmicos Humanos (pases 3-6) obtenidos de cirugia de alisamiento facial “lifting” se cul-
tivaron en medio libre de suero KGM® -2 BulletKit® CC-3107 (Clonetics, USA) con calcio bajo para acelerar la
proliferacién de los queratinocitos. La linea celular de carcinoma epidérmico A431 se cultivé en medio DMEM su-
plementado con SFB al 10% y antibidticos.

B. Reactivos

Nicotinamida (NA); adenosina difosfato ribosa ciclica (¢(ADPR); calcitriol (1, 25-dihidroxi-vitamina D3); aci-
do holo-trans-retinoico (atRA; 4cido de Vitamina A: Tretinoina): bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenilte-
trazolio (MTT): yoduro de propidio; dimetilsulféxido (DMSO); albimina de suero bovino (BSA): sacarosa: citrato
trisédico; igepal CA-630 (NP-40); Tris-(hidroximetil)-aminometano; tripsina; inhibidor de tripsina; ribonucleasa A;
espermintetrahidrocloruro: dodecilsulfato sédico (SDS); B-mercaptoetanol y peréxido de hidrégeno (H,O,) se ob-
tuvieron de Sigma (USA). El Medio Minimo Esencial Eagle (MEM-EAGLE); antibiéticos 2 MEM; suero bovino
fetal (SFB); L-glutamina; tampén salino fosfato de Dulbecco (PBS); solucién tripsina 0,05%-EDTA (1:1000) se ob-
tuvieron de Biological Industries (Israel). Keratinocyte Growth Medium® -2 Bullet Kit® CC-3107 (para acelerar la
proliferacion) se recibié de BioWhittaker, Inc. A Cambrex Company, Clonetics, USA). Anticuerpos monoclonales
de ratén anti citoqueratina 10 humana (NCL-CK10) e involucrina (NCL-INV) se obtuvieron de Novocastra Labo-
ratories Ltd. (UK) y las IgG conjugadas con Cy™ 2 de cabra anti-ratén de Jackson Immunoresearch Laboratories,
Inc. (USA). Las células HaCat y A431 se propagaron en frascos de cultivo de tejidos de 25 cm? o 75 cm? (Corning,
USA) y se utilizaron placas de cultivo de tejidos de 24-pocillos y 96-pocillos (Corning, USA) para la incubacién de
las células con diferentes dosis de NA (1-50 mM/L), cADPR (1-50 microM), Vitamina D3 (1-10000 nM) y atRA
(0,1-10000 nM).

C. Ensayos de Proliferacion
C1 Método MTT

Se determind la viabilidad/proliferacion de las células HaCat y A431, y los Queratinocitos Epidérmicos Humanos
Cultivados tras el tratamiento con varias concentraciones de nicotinamida sola y en combinacién con cADPR, los
metabolitos de las Vitaminas D3 y A, mediante el ensayo MTT (Mosmann, T: Rapid colorimetric assay for cellular
growth and survival: Application to proliferation and cytotoxicity assays, J. Immunol Meth., 65:55-63, (1983)) en
placas microtituladas de 96 pocillos. Brevemente, se sembré el mismo niimero de células en cada pocillo y tras 24 h
de incubacidn se afiadié NA s6lo o en diferentes combinaciones (NA y cADPR; NA con D3; NA con Vitamina A) a
las diferentes concentraciones finales. Tras 72 h de incubacidn, se afladieron a cada pocillo 20 ul de MTT 5 mg/ml en
tamp6n fosfato salino (PBS) sin Ca*?* ni Mg*>. Las placas se colocaron entonces en un incubador de CO, y el MTT
se convirtid en cristales de MTT-formazan insolubles mediante las deshidrogenasas mitocondriales durante 3,5 h. Se
retird el medio y los cristales de formazan se disolvieron en 0,2 ml de DMSO. La cantidad de formazan se cuantificé
en un lector de ELISA a 550 nm. Se restaron los valores de ruido de fondo a 650 nm. Los datos son resultado de tres
experimentos independientes.

D. Ensayos de Diferenciacion
D1 Formacion de la Cubierta Cornificada

La formacion de la cubierta cornificada celular se determiné (Sun T-T, Green, H: Differentiation of the epidermal
keratinocytes in cell culture: formation of cornified envelope, Cell 9: 511-521, 1976) como una medida de los procesos
de diferenciacion tardios en las células HaCat tratadas con nicotinamida. Brevemente, las células se sembraron en
placas de cultivo tisular de 24 pocillos y tras la unién (24 h) se expusieron a varias concentraciones de NA (0, 4, 10,
15 y 20 mM) durante 96 h. Las células se despegaron y resuspendieron en el medio. El contaje de las células totales
y basales (pequeiias, redondeadas) se realiz6 utilizando un hemocitémetro en alicuotas por tetraplicado. Las células
restantes se centrifugaron con un pulso, se trataron con Tris-HCI 10 mM (pH 7,4) suplementado con S-mercaptoetanol
al 1% y SDS al 1% durante 10 min y las células de la cubierta cornificadas se contaron en alicuotas por tetraplicado
utilizando el hemocitémetro. Se presentan los resultados de tres experimentos independientes.
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D2 Inmunofluorescencia Indirecta

Los efectos de la NA sobre los procesos tempranos (expresion de queratina k10) y tardios (expresion de involucri-
na) de diferenciacién sobre las células HaCat se estimaron mediante inmunofluorescencia indirecta. Brevemente, se
sembraron 2x10* células/ml sobre cubreobjetos de vidrio en placas de Petri con 0, 5, 10 y 20 mM de NA. Tras 72 h de
incubacion, se lavaron las células del cubreobjetos de vidrio con PBS, se fijaron mediante metanol enfriado con hielo:
acetona (1:1) y se incubaron a -20°C durante 10 minutos. Las células fijadas se lavaron en PBS y se incubaron con
tamp6n de bloqueo (BSA al 1% en PBS) durante 10 minutos para minimizar la absorcién no especifica de los anticuer-
pos primarios sobre los cubreobjetos. Para detectar la expresion de queratina 10, se utilizé un anticuerpo monoclonal
de ratén antihumano en una dilucién final de 1/50. La expresion de involucrina se detecté mediante un anticuerpo
monoclonal de ratén anti involucrina humana en una dilucién final de 1/100. Tras bloquear las células, se incubaron
con los anticuerpos mencionados a 37°C durante 1 h en una cdmara himeda. Las células lavadas exhaustivamente con
PBS se incubaron con la IgG de cabra conjugada con Cy™ 2 anti-ratén en una dilucién final de 1/50 durante 30 min a
temperatura ambiente. Los portaobjetos se visualizaron en un microscopio Zeiss (Axioskop-2) equipado con lentes de
epifluorescencia y los filtros apropiados para evitar la contaminacién cruzada. El nivel de expresion de queratina 10 y
de involucrina se estimé contando las células positivas en relacion al nimero total de células. En cada portaobjetos se
contaron al menos 500-1000 células. Los datos representan la media de 3 experimentos independientes.

D3 Marcaje de DNA y andlisis por citometria de flujo

Se sembraron células HaCat y A431 en frascos de cultivo tisular de 25 cm? y se incubaron durante 72 h con 0,
5, 10 y 20 mM de NA. Las células se trataron con etanol al 5% que sirvié6 como control positivo de la apoptosis.
Los nicleos para el andlisis por citometria de flujo del DNA se prepararon mediante un método de detergente tripsina
con yoduro de propidio (Lars L Rindelov: A detergent trypsin method for the preparation of nuclei for FACS DNA
analysis, Cytometry 3 (5) 323-327, 1983). Brevemente, las células (10° por tubo) se lavaron con PBS. El botén celular
se resuspendié en 40 ul de tampén citrato (pH 7,6) suplementado con sacarosa 250 mM, citrato trisédico 40 mM
y DMSO al 5%. Luego las células resuspendidas se incubaron en 450 ul de solucién de tripsina (0,15 mg/ml, pH
7,6) durante 10 minutos. Tras 10 min mds de incubacién con el inhibidor de tripsina y la ribonucleasa A, se afiadié
a los ntcleos la solucién de fluorocromo que contenia yoduro de propidio 100 pg/ml. Los tubos se colocaron en
oscuridad antes del andlisis por citometria de flujo. El andlisis por citometria de flujo se llev a cabo en un selector de
células activado por fluorescencia (FACScan; Becton Dickinson, CA) y se determind el nivel de apoptosis utilizando
el Programa Cell Quest de Becton Dickinson. Cada experimento se repitio tres veces.

E. Andlisis estadistico

Los resultados estdn presentados como la media + desviacién estindar de la media (media+DE). La significacién
estadistica (P<0,05) derivé de la prueba t de Student.

Ejemplo 1
Efecto de la NA sobre la proliferacion de células epidérmicas

Se incubaron 2x10* células de queratinocito humano inmortalizadas HaCat/ml, 2x10* Queratinocitos Epidérmicos
Humanos Cultivados/ml, y 5x10° células de carcinoma escamoso humano A431/ml con varias cantidades de NA

durante un periodo de 72 horas.

La proliferacién se estimé mediante el método MTT, como se ha descrito en la Seccién C de los Procedimientos
Experimentales, y se expresé como el porcentaje control (células sin tratar).

Los resultados se muestran en la Fig. 1A y 1B, e indican que la proliferacion celular de HaCat, A431 y de Quera-
tinocitos Epidérmicos Humanos Cultivados se inhibi6 significativamente por NA.

Ejemplo 2
Efecto de la cADPR, metabolito de Vitamina D3, y metabolito de Vitamina A sobre la proliferacion celular
Las células se incubaron, como se ha descrito en el Ejemplo 1, con varias cantidades de cADPR durante 72 horas.
Como se puede ver en la Fig. 3, la cADPR 25 y 50 uM fue efectiva en la inhibicion de la proliferacion.
Se determinaron los efectos del metabolito de la Vitamina D3 (1a 25 (OH),D3), y del metabolito de la Vitamina
A (atRA) sobre la proliferacion celular. Las células, se incubaron, como se ha descrito antes, con varias cantidades
de metabolito de la Vitamina D3 y metabolito de la Vitamina A, y los resultados se muestran en las Figs. 2 y 4,

respectivamente.

Como se puede ver, en las concentraciones examinadas, ni el metabolito de la Vitamina D3 ni el metabolito de la
Vitamina A, solos, afectaron a la proliferacion de la linea celular HaCat y A431.
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Ejemplo 3
Efectos sinérgicos de la NA y un metabolito de Vitamina D3

Las células HaCat y las células A431 se incubaron con el metabolito D3 de forma separada, y con metabolito D3
junto con NA (Figs. 5A y 6A, respectivamente) durante un periodo de 72 horas.

El efecto de cada uno de ellos, metabolito D3 y NA separadamente, se dedujo del efecto combinado de NA junto
con el metabolito D3 en las células HaCat (Fig. 5B) y las células A431 (Fig. 6B).

Como se puede observar, el efecto combinado de NA y de metabolito D3 fue superior a la suma de cada uno de
estos efectos por separado, en una cantidad de alrededor del 12% para una concentraciéon de 100 nM de D3 y 5 mM
de NA en a las células HaCat, y alrededor de un 20% de sinergismo para 10 nM de metabolito D3 y 5 mM de NA en
las células A431.

Ejemplo 4
Efecto sinérgico de cADPR y NA

Se incubaron 2x10* células HaCat/ml y 5x10* células de carcinoma escamoso humano A431/ml con NA a una
concentraciéon de S mM y 2,5 mM respectivamente, variando la cantidad de cADPR (25-50 um), cuyos resultados se
muestran en las Figs. 7 y 8 respectivamente.

Como se puede observar en la Fig. 7A, 50 uM de cADPR y 5 mM de NA mostraron un efecto sinérgico de
alrededor del 20% en la inhibicién de la proliferacion en comparacién con el efecto de cada uno de estos agentes a esa
concentracion en las células HaCat, y 25 uM de cADPR y 2,5 mM de NA mostraron un sinergismo de alrededor del
16% en la inhibicién de la proliferacién de las células A431, en comparacién con la inhibicién de cada uno de estos
componentes solos.

Ejemplo 5
Efecto sinérgico de una combinacion de NA y metabolito de Vitamina A sobre células epidérmicas

Se incubaron células HaCat y células A431 con NA en una cantidad de 5 mM y 2,5 mM respectivamente y variando
las concentraciones de atRA (0,1 nM-1 uM), cuyos resultados se muestran en las Figs. 9 y 10, respectivamente.

Como se puede observar en las Figs. 9B y 10B, el efecto de la combinacién mostrd un sinergismo de alrededor del
25% a una concentracién de 0,1 uM de atRA para las células A431 (Fig. 10B) y un sinergismo de alrededor del 20%
para una concentracion de 10 uM de atRA (en las células HaCat) (Fig. 9B), por encima del efecto alcanzado para cada
uno de los agentes separados, Vitamina A y NA, en las mismas cantidades por separado.

Ejemplo 6
Efecto de NA sobre la diferenciacion celular y apoptosis

El efecto de la NA sobre la diferenciacion se determiné por la formacién de la cubierta cornificada como se describe
en D1 e mediante inmunofluorescencia indirecta de la queratina K10 y la involucrina como se describe en D2, y los
resultados se muestran en las Figs. 11 y 12, respectivamente.

Como se puede observar, el tratamiento con NA, simulé la expresion de queratina 10 (K10) e involucrina, que son
marcadores de los procesos de diferenciacién temprana y tardia de las células epidérmicas.

La NA, también cambié la proporcién entre la cantidad de células y las células de la cubierta cornificada, por
lo que una mayor proporcion de las células testadas fueron células de la cubierta cornificada, que son células mas
diferenciadas, como se puede ver en la Fig. 12.

Finalmente, la Fig. 13 muestra que la NA se convierte en citot6xica para la célula, como se determina por el nivel de
apoptosis, en cantidades de 30 mM para las células A431 y de 50 mM para las células HaCat. Esto indica que el efecto
de la NA sobre la proliferacién celular, como por ejemplo, se expresa en la Fig. 1 se manifiesta a una concentracién
de NA que estd por debajo de las concentraciones toxicas para las células.

Ejemplo 7

Resistencia de las células HaCat cultivadas con NA durante un plazo largo (10 mM) al estrés oxidativo inducido por
peroxido de hidrégeno

Se incubaron 2x10* células inmortalizadas de queratinocito humano HaCat cultivadas de forma rutinaria/ml, o
la misma cantidad de células HaCat cultivadas con NA 10 mM durante 6 meses, con concentraciones crecientes de

8
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peroxido de hidrégeno durante un periodo de 24 horas. La citotoxicidad se estimé mediante el método MTT, como se
describe en la Seccién C de “Procedimientos Experimentales”, y se expresé como un porcentaje del control (células
sin tratar).

Los resultados se muestran en la Fig. 14, que demuestra que s6lo las células HaCat cultivadas de forma rutinaria
(sin el suplemento de NA) fueron dafiadas significativamente por el per6xido de hidrégeno. Estos datos indicaron que
el tratamiento a largo plazo con NA puede aumentar las propiedades antioxidantes de las células epidérmicas humanas.
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REIVINDICACIONES
1. El uso de un agente seleccionado de entre el grupo que consiste en
(i) nicotinamida (NA);
(i1) adenosina difosfato ribosa ciclica (cADPR); y
(iii)) una combinacién de NA y cADPR

para la preparacion de una composicion para el tratamiento de soriasis, ictiosis o enfermedades epidérmicas hiperpro-
liferativas malignas.

2. El uso de una combinacién de NA y al menos un metabolito de Vitamina D3 para la preparacion de un medica-
mento para el tratamiento de soriasis, ictiosis o enfermedades epidérmicas hiperproliferativas malignas.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el metabolito de la Vitamina D3 es 1, 25 dihidroxi vitamina
D3.

4. El uso de una combinacién de NA y metabolito de Vitamina A para la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de soriasis, ictiosis o enfermedades epidérmicas hiperproliferativas malignas.

5. El uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el metabolito de la Vitamina D3 es dcido holo-trans-retinoico
(atRA).

6. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la enfermedad maligna se selecciona del
grupo que consiste en carcinoma de células escamosas (CCE), carcinoma de células basales (CCB) y otros canceres
de piel no-melanoma (CPNM).
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