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@Resumen:

El envejecimiento se caracteriza por una pérdida
progresiva de la integridad fisica y funcional, que
afecta progresivamente a la salud del organismo. Una
caracteristica peculiar del envejecimiento es el
aumento de la cantidad de células senescentes, las
cuales han entrado en un estado de parada
irreversible de los ciclos celulares tras sobrepasar un
nivel de stress inherente o ambiental. Aunque la
senescencia celular es un proceso esencial para
varios procesos fisioldgicos, ésta juega un papel
perjudicial en una gran cantidad de patologias
relacionadas con la edad. Un primer aspecto de la
invencion aporta una composicién de extractos
vegetales para paliar los efectos del envejecimiento
que comprende un contenido de asiaticésidos de al
menos 6,0 % en peso preferiblemente procedentes de
un extracto de centella asiatica, un contenido de
verbascdsidos de al menos 2,5 % en peso
preferiblemente procedente de un extracto de
cistanche, un contenido de hesperidina de al menos
12,5 % en peso, preferiblemente procedente de un
extracto de naranja dulce y un contenido de
punicalaginas de al menos 3,0 % en peso,
preferiblemente procedente de un extracto de
granada. Una composicion como la descrita
anteriormente previene los efectos negativos del
envejecimiento mediante una reduccion de la
cantidad de células que alcanzan el estado de
senescencia, debido a la capacidad de dicha
formulacién de prevenir o reducir el acortamiento de
los teldmeros durante la division celular. Esta
composicion esta particularmente indicada para
prevenir los efectos del envejecimiento sobre la piel.
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DESCRIPCION

Composicion de extractos vegetales para paliar los efectos del envejecimiento

mediante prevencion o retraso de la senescencia celular

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se enmarca dentro de campo técnico de productos para el
retraso o reduccion de los efectos del envejecimiento en los tejidos celulares,
particularmente la piel, pero también en los érganos y tejidos internos, mediante un
tratamiento alternativo a los habituales, basado en el retraso y/o la prevencion de la

senescencia celular.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El envejecimiento es una decadencia fisiologica en homeostasis estructural, asi como
en integridad funcional, que afecta progresivamente a la salud del organismo (Shulin
et al, 2020). Una caracteristica peculiar del envejecimiento es el aumento de la
cantidad de células senescentes, las cuales han entrado en un estado de parada
irreversible de los ciclos celulares tras sobrepasar un nivel de stress inherente o
ambiental. La senescencia es una consecuencia del acortamiento de los telébmeros
después de repetidas divisiones celulares y aunque la senescencia celular es un
proceso esencial para varios procesos fisioldgicos, ésta juega un papel perjudicial en
una gran cantidad de patologias relacionadas con la edad. Sin embargo, los
productos antienvejecimiento actuales para la piel, se limitan a corregir los efectos
visibles del envejecimiento, tales como arrugas, flacidez, falta de brillo, etc, mientras
que otros efectos del envejecimiento que no son tan visibles, es decir, los efectos
patoldgicos, tales como una disminucién de la proteccion contra agentes patégenos,
una mayor susceptibilidad a la irritacion, una disminucion de la capacidad cicatrizante,

y una mayor susceptibilidad al cancer, quedan sin ser tratados.
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Opportunities”; published in Advanced Science, Dec. 2020, Vol 7, Issue 23
(Wiley).

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la invencion aporta una composicion de extractos vegetales
para paliar los efectos del envejecimiento que comprende un contenido de
asiaticésidos de al menos 6 % en peso, un contenido de verbascésidos de al menos
2,5 % en peso, un contenido de hesperidina de al menos 12,5 % en peso y un

contenido de punicalaginas de al menos 3 % en peso.

Como se ilustrara en los ejemplos adjuntos, una composicion como la descrita
anteriormente previene los efectos negativos del envejecimiento, tanto los visibles
como los patoldgicos, mediante una reduccion de la cantidad de células que alcanzan
el estado de senescencia, debido a la capacidad de dicha formulacion de prevenir o
reducir el acortamiento de los telomeros durante la divisién celular y en condiciones
adecuadas, de prolongar la longitud de los telé6meros mediante una estimulacion de
la actividad de la enzima telomerasa. Al impedir o retrasar el acortamiento de los
telomeros, la piel no sélo es mas bonita, sino que ademas es mas sana, porque las
células madre epiteliales cuando tienen teldmeros muy cortos no abandonan sus
nichos epiteliales, ni regeneran la piel y el pelo de manera adecuada, lo cual produce
un envejecimiento prematuro. Esta composicién también mejora el estado de salud

de todos los tejidos y 6rganos, tanto externos como internos.

Los teldbmeros son estructuras criticas al final de los cromosomas de organismos
eucarioticos compuestos por copias de repeticiones ricas en guanina. En los
mamiferos, la repeticidén telomérica TTAGGG se repite miles de veces (Moyazis et al.,
1988). Los telomeros protegen los extremos de los cromosomas de su degradacion y

de ser reconocidos como rupturas de la doble hélice de ADN. Sin teldmeros, los
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cromosomas se fundirian y se produciria una inestabilidad genética (O’Sullivan and
Karlseder, 2010). En humanos, la longitud media de los telémeros decrece desde 11
kilobases en el nacimiento hasta menos de 4 kilobases en edad avanzada (Arai et al.
2015). Durante la replicacion de los cromosomas, las enzimas que duplican el ADN
no pueden continuar su duplicacién hasta el final de los cromosomas, de forma que
en cada duplicacion se acorta el final de los cromosomas. Los telémeros forman los
finales o extremos de los cromosomas humanos, y por lo tanto se acortan en cada
ronda de division celular. Este mecanismo limita la proliferacién de células humanas
hasta un numero finito de divisiones celulares mediante la induccién de senescencia

replicativa, diferenciacion o apoptosis (Miyata et al. 2004; Smeets et al., 2011).

La longitud de los telédmeros, por tanto, decrece con el tiempo y puede predecir la
esperanza de vida. El acortamiento de los teldmeros tiene efectos negativos en la
salud y ha sido asociado a la senescencia celular, y otros muchos problemas de salud
que incluyen el envejecimiento y el cancer. Una cuantificacion precisa y consistente
de la longitud de los telémeros es importante en muchos aspectos de biologia celular,
tales como inestabilidad cromosdmica, reparo de ADN, senescencia, apoptosis,

disfunciones celulares y oncogénesis.

En este sentido, la piel es un tejido autoregenerante que pasa por una proliferacion
extensiva a lo largo de la vida de un organismo. Los telémeros en las células
epiteliales son particularmente susceptibles al acortamiento acelerado de los
telomeros debido a la proliferacion y a los agentes perjudiciales para el ADN, tales
como la radiacion solar, la contaminacién ambiental o las especies radicales

oxigenadas (Buckingham y Klingelhuts, 2011; D’Errico et al., 2007).

Preferiblemente el contenido de asiaticosidos se aporta como un extracto de centella
asiatica. Preferiblemente la composicion contiene alrededor de 36 % en peso de

extracto de centella asiatica.

La centella asiatica es una fuente rica en asiaticosidos y por tanto es una planta
adecuada para aportar el contenido requerido en asiaticésidos, sin tener que incluir

una gran cantidad de inertes o compuestos inactivos en la composicion.
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Preferiblemente, el contenido en verbascosidos se aporta como un extracto de
cistanche. Preferiblemente la composicién contiene alrededor de un 32 % en peso de
extracto de Cistanche. El extracto de cistanche puede ser de las variedades de

Cistanche siguientes: Cistanche tubulosa, Cistanche salsa ylo Cistanche deserticola.

El cistanche es una fuente rica en verbascésidos y por tanto es una planta adecuada
para aportar el contenido requerido en verbascdsidos, sin tener que incluir una gran

cantidad de inertes o compuestos inactivos en la composicion.

Opcionalmente, el contenido en verbascosido puede ser aportado también con
extractos de otras plantas como Lippia citriodora, Budeja sp., Rehmania glutinosa,

Plantago spp.

Preferiblemente, el contenido de hesperidina se aporta como un extracto de citricos,
es decir, Citrus sinensis, Citrus amara ssp. sinensis variedad dulcis, entre otras
muchas. Preferiblemente la composicion contiene alrededor de un 23 % de extracto

de naranja dulce.

Los citricos constituyen una fuente rica en hesperidina y por tanto son plantas
adecuadas para aportar el contenido requerido en hesperidina, sin tener que incluir

una gran cantidad de inertes o compuestos inactivos en la composicion.

Preferiblemente, el contenido de punicalaginas se aporta como un extracto de
granada (Punica granatum). Preferiblemente la composicion contiene alrededor de un

9 % de extracto de granada.

La granada constituye una fuente rica en punicalaginas y por tanto es una planta
adecuada para aportar el contenido requerido en punicalaginas, sin tener que incluir

una gran cantidad de inertes o compuestos inactivos en la composicion.

La administracion de las composiciones de la presente invencion se selecciona de
entre formulaciones que la contienen destinadas para administracion por via oral,

tépica, transdérmica o parenteral.
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Preferentemente, las composiciones de la presente invencion pueden ser
administrada por via oral conteniendo uno o mas vehiculos o excipientes
fisioldgicamente compatibles, en forma sdélida o liquida. Estas formulaciones pueden
contener componentes convencionales tales como agentes de union, cargas,
lubricantes y agentes humectantes fisioldgicamente aceptables. Las formulaciones
pueden tomar cualquier forma apropiada, tales como comprimidos, grageas,
capsulas, pastillas para chupar, disoluciones aceitosas o acuosas, suspensiones,
emulsiones o en forma en polvo seco adecuada para la reconstitucion con agua u otro

medio liquido adecuado antes del uso, para la liberacién inmediata o controlada.

Las formas orales liquidas para la administracion también pueden contener
determinados aditivos tales como edulcorantes, aromatizantes, conservantes y
agentes emulsionantes. Las composiciones liquidas no acuosas para la
administracion oral pueden formularse también, conteniendo por ejemplo aceites
comestibles. Tales composiciones liquidas pueden encapsularse de manera
conveniente en, por ejemplo, capsulas de gelatina en una cantidad de dosificacion

unitaria.

Preferiblemente, la composicion se administra en dosis de 100 mg a 1 g diarios, y

mas preferiblemente entre 100 y 300 mg diarios.

Las composiciones de la presente invencidn pueden ser administradas por via
parenteral en combinacion con vehiculos liquidos inyectables convencionales, tales
como agua o alcoholes adecuados. Los adyuvantes farmacéuticos convencionales
para inyeccién, tales como agentes estabilizadores, agentes solubilizantes y
tampones pueden incluirse en tales formulaciones inyectables. La composicién de la
presente invencion puede ser administra por via intramuscular, por via intraperitoneal

0 por via intravenosa.

Igualmente, las composiciones de la presente invencion pueden ser administradas
por via tépica, las formulaciones de aplicacion tépica conteniendo uno o mas
vehiculos o excipientes fisiologicamente compatibles con la piel, en forma liquida,

aerosol, crema, etc.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 ilustra el efecto de las células senescentes en los tejidos epiteliales.

La Figura 2 muestra un grafico ilustrativo del efecto de una composicion segun la
presente invencion sobre la proliferacion celular de fibroblastos dérmicos humanos

normales (ensayo MTT).

La Figura 3 muestra un grafico ilustrativo del efecto antioxidante de una composicion
segun la presente invencion sobre cultivos de fibroblastos dérmicos humanos

normales.
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La Figura 4 muestra un grafico ilustrativo del efecto de una composicion segun la
presente invencién sobre la actividad de la telomerasa en fibroblastos dérmicos

humanos normales.

La Figura 5 muestra un grafico ilustrativo del efecto de una composicion segun la
presente invencién sobre la longitud de los telémeros en fibroblastos dérmicos

humanos normales.

La Figura 6 muestra un grafico ilustrativo del efecto de una composicion segun la
presente invencidn sobre el acortamiento telomérico en fibroblastos dérmicos

humanos normales referido al nuUmero de divisiones celulares.

La Figura 7 muestra un grafico ilustrativo del efecto de una composicion segun la
presente invencién sobre el acortamiento telomérico en fibroblastos dérmicos

humanos normales referido al numero de divisiones celulares por pares de bases.

La Figura 8 muestra un grafico ilustrativo del efecto de una composicion segun la
presente invencion sobre la produccion de melanina en melanocitos epidérmicos

humanos normales expuestos a radiacion ultravioleta.

La Figura 9 muestra un grafico ilustrativo del efecto de una composicion segun la
presente invencion sobre la viabilidad celular en melanocitos epidérmicos humanos

normales expuestos a radiacion ultravioleta.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION Y EJEMPLOS.

En la siguiente descripcion se detallan con ejemplos como sorprendentemente la
composicion A segun la presente invencion puede paliar los efectos del
envejecimiento mediante la prevencion o reduccion de la velocidad a la que las células

epiteliales entran en senescencia.
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La composicion A comprende un 36,4 % en peso de extracto de centella asiatica, un
31,8 % en peso de extracto de cistanche, un 22,7 % den peso de extracto de naranja

dulce y un 9,1 % en peso de extracto de granada.

El extracto de centella asiatica contiene alrededor de un 20% de asiaticosidos

cuantificados por Cromatografia Liquida de Alta resolucion (HPLC)

El extracto de cistanche contiene alrededor de 10% de verbascdsido cuantificado por
HPLC.

El extracto de naranja dulce contiene alrededor de 60% de hesperidina cuantificado
por HPLC.

El extracto de granada contiene alrededor de 40% de punicalaginas cuantificadas por
HPLC.

Envejecimiento epitelial

El envejecimiento cutaneo es un proceso en el que progresivamente se producen
cambios morfologicos y funcionales en la piel. Hay un declive en las funciones
bioldgicas y en la habilidad para adaptarse al estrés metabdlico que finalmente resulta

en la aparicion de arrugas, flacidez y cambios en pigmentacion, entre otros.

Los factores determinantes del envejecimiento de la piel pueden ser internos y
externos. El envejecimiento intrinseco esta causado por determinantes genéticos.
Mientras que el envejecimiento extrinseco depende de la exposicidn a varios factores
ambientales (rayos UV, polucién, etc..) y el estilo de vida (tabaco, alimentacién, suefio

y stress).

A nivel celular, los fibroblastos, el tipo de células mas importante de la dermis, son
esenciales para producir los colagenos y demas proteinas que conforman la matriz
extracelular, y que permiten que la piel mantenga su funcién de forma adecuada. A
medida que envejecemos se reduce progresivamente el numero de fibroblastos al ir

perdiendo su capacidad proliferativa y su funcion se va deteriorando progresivamente,
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por ejemplo, reduciéndose la expresion de genes codificadores de isoformas de

colageno.

Ademas, el numero de fibroblastos senescentes aumenta con la edad, debido, entre
otras causas, al deterioro de los sistemas de eliminacién de las células senescentes.
Las células senescentes son perjudiciales porque se desarrollan hacia un fenotipo
secretorio asociado con la senescencia (SASP), que se considera una de las
principales causas del envejecimiento. Los fibroblastos humanos que han adoptado
SASP secretan citocinas proinflamatorias y metaloproteinasas (MMPs) de la matriz y
liberan especies reactivas del oxigeno. Todo ello da lugar a la degradacion de la
matriz extracelular y por consiguiente el envejecimiento cutaneo (ver Figura 1 (Freitas
et al., 2007)).

Adicionalmente, las especies oxigenadas reactivas (ROS) juegan un papel
fundamental en el envejecimiento tanto intrinseco como extrinseco. Al aumentar la
edad, el equilibrio entre las ROS y agentes antioxidantes se pierde a favor de las
primeras, produciéndose activacién de multiples vias MAP kinasa, las que inducen

un aumento en la sintesis de matriz-metaloproteinasas (MMP), responsables de la
degradacion del colageno de la piel humana. Este desbalance entre las enzimas que
remodelan y reparan la matriz dérmica favorece la pérdida de tejido conectivo y la

atrofia de la piel. A esto se asocia la pérdida de la funcion inmunoldégica.

Por esta razén, los ejemplos 1 y 2 evaluan los efectos anti-envejecimiento de la
composicién A segun la presente invencion tras el tratamiento in vitro de fibroblastos
dérmicos humanos normales (NHDF) sujetos a condiciones de cultivo que simulan el
proceso de envejecimiento (senescencia celular), mediante la cuantificacion de la
viabilidad celular con el ensayo MTT (proliferacion celular) y de los ROS tras la

exposicion a un medio que contiene peroxido de hidrogeno (H205).

Referencias

Sandra Freitas-Rodriguez, Alicia R. Folgueras, Carlos Lopez-Otin, The role of matrix
metalloproteinases in aging: Tissue remodeling and beyond, Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Molecular Cell Research,(2007) 1864, Issue 11, Part A, 2015-2025.
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EJEMPLO 1. La formulacién A segun la presente invencion evita la pérdida de
potencial de proliferacion de fibroblastos en medio envejecedor protegiéndolos

de la senescencia celular.

Metodologia

Para el ensayo de proliferacion celular, se expusieron los fibroblastos dérmicos
humanos normales (NHDF) durante 3 horas a un medio envejecedor condicionado
que contenia H202 (500 uM). Tras el periodo de incubacién, el medio fue sustituido
con medio fresco que contenia la composicién A segun la invencion a diferentes
concentraciones durante 96 horas. Se incluy6 factor de crecimiento epidérmico (EGF,
20 ng/ml) como control positivo y NHDF sin pretratamiento en H2O2 como control sin

envejecimiento (Control). La viabilidad celular fue cuantificada usando el ensayo MTT.
Resultados
Los resultados obtenidos se pueden observar en la grafica de la Figura 2.

Los fibroblastos pretratados con H202 (control envejecido) exhibieron una viabilidad
celular marcadamente reducida (-9,2 %) comparada con la del control no envejecido.
Las células suplementadas con la composicién A segun la invencion recuperaron su
capacidad de proliferacién y se observéd un incremento significativo de la viabilidad
celular a 0,001 % en peso (+11,3 %) y a 0,0005 % en peso (+10,8 %) comparados
con el control envejecido, elevando la capacidad de crecimiento a niveles similares a
el de los fibroblastos no envejecidos, y algo inferiores al nivel de las células de control

incubadas con el factor de crecimiento epidérmico EGF (+22,9 %).
Este ejemplo demuestra la potente eficacia de la composicién A segun la invencién

para contrarrestar los efectos del envejecimiento celular sobre la capacidad de

regeneracion de los tejidos.

11
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EJEMPLO 2. La formulaciéon A segun la presente invencién inhibe el stress
oxidativo inducido por H,0,, medio envejecedor condicionado, en fibroblastos

humanos.

Metodologia

Los fibroblastos epidérmicos humanos normales (NHDF) fueron expuestos durante 3
horas a un medio envejecedor condicionado que contenia H202 (500 uM). Tras la
incubacion, el medio fue sustituido por medio fresco que contenia la composicion A
segun la invencion a diferentes concentraciones durante 24 horas. Tras este periodo,
la produccion de especies radicales oxigenadas (ROS) fue medida mediante
fluorometria. Las medidas de la generaciéon de ROS fueron calculadas frente a las

células sin tratar con la composiciéon A y envejecidas con H202 (control envejecido).

Resultados

Los resultados obtenidos se pueden observar en la grafica de la Figura 3.

La dosis de H2O2 producente de senescencia exhibié un nivel de ROS intracelular
significativamente mayor en las células sin tratar con la composicién A (+ 60,4 %), lo
cual es una caracteristica del envejecimiento de la piel. Mientras que cuando las
células fueron tratadas con la composicion A durante 24 horas, el nivel de ROS
disminuy6. El tratamiento con la composicion A a 0,005 % y a 0,01 % en peso

disminuyo los niveles de ROS en 32 % y 57,7 %, respectivamente.

Este ejemplo demuestra la potente eficacia de la composicién A segun la invencién
para reducir los efectos del estrés celular sobre la capacidad de produccion de
radicales libres oxidantes.

Telédmeros y senescencia

Los teldbmeros son complejos de ADN-proteina dinamicos que protegen los extremos

de los cromosomas y favorecen la estabilidad cromosémica. Cuando las células se

dividen, los telédmeros no son replicados en su totalidad lo que implica un acortamiento

12
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de los mismos en cada replicacién (Chan and Blackburn, 2004) Una vez que los
telomeros llegan a una longitud critica, las células paran de dividirse y entran en
senescencia (Victorelli and Passos, 2017). Por tanto, la longitud de los telomeros es
considerada un marcador del envejecimiento celular. El proceso de acortamiento de
los teldbmeros, a medida que envejecemos, es reducido por la enzima telomerasa,
cuya funcion es afadir nucleétidos al final del extremo de la molécula de ADN
(Oeseburg H, 2010).

La actividad de la telomerasa se encuentra en determinadas células (por ejemplo,
células germinales y células madre), la cuales se dividen continuamente y deben
mantener los teldmeros por encima de una determinada longitud con el fin de poder
realizar sus funciones. Mediante el estimulo de la actividad de la telomerasa, es
posible aumentar la longitud de los telémeros y consecuentemente extender el
numero de divisiones celulares que pueden tener lugar sin incurrir en aberraciones
cromosdémicas perjudiciales o fusion telomérica (Sahin E, 2010). Si bien esto no hace
inmortales a las células, si puede extender su ciclo de vida. Ademas, la cantidad de
telomerasa en nuestros cuerpos decrece a medida que envejecemos (Eisenberg,
2011).

Asi, mediante la activacién de la telomerasa se puede:
- Hacer frente al acortamiento de los telomeros y al envejecimiento celular
- Ayudar a las células a vivir mas tiempo y continuar funcionando
adecuadamente.
- Hacer que las células viejas funcionen como cuando eran jovenes (cambiando

la expresion genética a un fenotipo mas joven).

EJEMPLO 3A. La composiciéon A segun la presente invencion exhibe efectos
anti-envejecimiento y efectos de proteccidon frente a la senescencia mediante

estimulacion de la actividad de la telomerasa.

Metodologia

Determinacion de la actividad relativa de telomerasa mediante Q-TRAP
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El protocolo de amplificacion de las repeticiones teloméricas basado en la reaccién
en cadena de la ADN-polimerasa (PCR) cuantitativa es un ensayo basado en PCR

sensible y preciso que permite la medida de la actividad de la telomerasa.

Pellets celulares fueron divididos usando el tampdén de division CHAPS (3-
colamidopropildimetilamonio 1-propanosulfonato) para la extraccion de proteina. Las
muestras fueron almacenadas a 4 °C y se usaron en 24 horas) La cuantificacion de
proteina para cada muestra fue realizada usando el ensayo de proteina Bio-Rad (Bio-
Rad Kit 50000002). Se requiere un minimo de concentracion de proteina de 0.3 mg/ml
para efectuar el analisis de las muestras. Los extractos de proteina de telomerasa
fueron incubados a 27 °C durante 30 minutos para permitir a la telomerasa de los
extractos de proteina alargar los teldmeros mediante adicidn de secuencias repetidas
TTAGGG. Tras la reaccion enzimatica, los productos de extension de la telomerasa
fueron amplificados y cuantificados mediante qPCR a tiempo real usando verde SYBR
(un pigmento fluorescente de cianina). La PCR se inicié a 95 °C durante 10 minutos,
seguida de una amplificacion de 40 ciclos (95 °C durante 15 s, 60 °C durante 60 s) y
de una etapa de curva de fusion. Las reacciones fueron seguidas y analizadas con
QuantStudio 5 (Applied Biosystems). La actividad de la telomerasa en las lineas
celulares o muestras fue calculada basandose en el ciclo umbral (Ct). Todas las

muestras fueron corridas por triplicado.

La serie de diluciéon estandar de positivo en telomerasa se representa frente a la
concentracion de proteina de telomerasa (r2>0,9) como una curva estandar de
valores de Ct. La curva estandar se genera representando ciclos umbrales (valores
Ct) de linea celular estandar HelLa frente al logaritmo de 1000, 333, 111, 37,03, 12,34,

4,11, 1,37 y 0,45 ng de proteina (extracto celular completo).

La actividad de la telomerasa se midi6 en los fibroblastos humanos durante un periodo
de 24 y 72 horas.
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Resultados

Los resultados del ensayo de la actividad de la telomerasa se muestran en la grafica

de la Figura 4.

A las seis horas de ensayo, el control y las muestras tratadas con la composicion A
segun la presente invencidn mostraban niveles de actividad de la telomerasa
similares. Solo se observdé un incremento no significativo de la actividad de la
telomerasa en la muestra tratada con composicion A a 0,001 % en peso de

concentracion.

A las 24 horas, se observd un incremento de la actividad de la telomerasa en todas
las muestras celulares tratadas con la composicion A, comparadas con el grupo de
control sin tratar. Estas diferencias se identificaron como estadisticamente

significantes (p<0,01 %).

A las 72 horas el control y las muestras tratadas mostraban niveles similares de

actividad de la telomerasa.
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EJEMPLO 3B. La composiciéon A segun la presente invencion exhibe efectos
anti-envejecimiento y efectos de proteccidon frente a la senescencia mediante

prevencion del acortamiento de los telémeros.

Para comprobar si la composicién A es capaz de inhibir, al menos parcialmente, el
acortamiento de los telémeros, se han realizado dos experimentos distintos con dos

técnicas diferentes y condiciones diferentes.

PROTOCOLO 1

Metodologia

Para el experimento de la longitud de los telémeros, los fibroblastos NHDF fueron
cultivados y crecidos durante 24-29 duplicaciones celulares, induciendo
envejecimiento y acortamiento de los telomeros debido al paso celular. Durante todo
este cultivo, las células fueron tratadas o no tratadas (control sin tratar) con la
composicion A, sustituyendo el medio por producto fresco cada 3 dias. Tras la
incubacion, las células fueron recogidas y el gADN fue extraido y la longitud de sus
telomeros fue cuantificada mediante RT-qPCR. El gDNA fue también extraido de las
células a tiempo 0. El numero de duplicaciones celulares fue calculado mediante

conteo de células.

Para calcular la longitud de los telémeros, se incluyé una muestra de ADN gendémico
humano de referencia en la reaccion qPCR, la cual tenia una longitud de teléomeros
conocida. Para realizar el analisis de los datos primarios, se utilizé el método Pfaffl
(Pfaffl, 2001) para calcular la proporcion de la expresion de genes en relacion a SCR
(control interno). La expresién matematica de la expresion de genes relativa in tiempo

PCR real es la siguiente:

ACPpietivo(control-muestra)
(Eobjetivo) OPIEHVO

(Ereferencia)ACPreferencia(control—muestra)

Proporcion =
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Resultados

Los resultados obtenidos se pueden observar en la grafica de la Figura 5.

Los fibroblastos envejecidos durante 24-29 duplicaciones sin tratamiento mostraron
una longitud de teldmeros significantemente reducida, comparada con el control sin
envejecer. Sin embargo, el tratamiento de los fibroblastos con una concentracion tan
baja como 0,0001 % en peso de composicidon A incrementd significativamente la

longitud de los teldomeros en comparacion con las células envejecidas sin tratar.

Para reflejar mejor el acortamiento de los teldmeros resultante de la division celular,
los valores del acortamiento de los telomeros fueron normalizados con respecto al
numero de divisiones celulares estimado que se produjo en las distintas condiciones.
Cuando se aplica esta correccion, los resultados (mostrados en la Figura 6) muestran
un descenso en el acortamiento de los telomeros estadisticamente significativo
causado por la Composicion A a 0,0001 % en peso de concentracion (p < 0,05). Bajo
estas condiciones, los teldbmeros se acortaron a una velocidad de 0,010 £ 0,003
kb/division mas lenta que en las células sin tratar. Esta cifra es un 57,7 % mas lenta

que el control sin tratar.

PROTOCOLO 2

Metodologia

Para este experimento, fibroblastos humanos normales fueron cultivados y crecidos
durante 8 semanas (14-17 duplicaciones celulares) junto con la composicién A a tres
concentraciones diferentes, 0,001 %, 0,0005 % y 0,0001 % en peso. Las células
fueron cultivadas y testadas bajo condiciones de estrés oxidativo afiadiendo H202 (10
uM) como agente de estrés oxidativo. Se determinaron las alteraciones en las
longitudes de los teldmeros y en las velocidades de acortamiento de los telébmeros

(TSRs) para cada concentraciéon de composicién A y se compararon los resultados.
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La medida de la longitud de los teldmeros se llevé a cabo utilizando la tecnologia
Telomere Analysis Technology (TAT®) propiedad de Life Lenght. TAT® mide la
longitud de los telomeros usando la técnica de alta productividad (HT) Q-FISH
(quantitative fluorescent in situ hibridization) descrita previamente (de Pedro et al,
2020). Este método se basa en un método de cuantificacion por fluorescencia con
hibridacién in situ modificado para medir cromosomas individuales en células en
interfase. En breve, los telomeros se hibridan con un &cido nucleico péptido
fluorescente (PNA) que reconoce tres repeticiones de teldbmero (la secuencia:
Alexa488-O0-CCCTAACCCTAACCCTAA, comprada a Panagene). Las imagenes de
los nucleos y los telébmeros son capturadas por un sistema de pantalla de alto
contenido. La intensidad de la sefal fluorescente del PNA telomérico que hibridan a
un teldmero dado es proporcional a la longitud de dicho telébmero. La intensidad de
fluorescencia se transforma en pares de bases (bp) mediante una curva de regresién
estdandar que se genera utilizando lineas celulares de control con longitud de
teldmeros conocida. TAT® no solo mide la longitud de los telémeros en pares de bases
absolutas, también aporta una evaluacion de la distribucion de la longitud de los
telomeros y el porcentaje de telobmeros cortos, permitiendo asi un analisis mas

completo de cada muestra.

De este modo, se midieron tres variables distintas con el método TAT®: la longitud de
telomero mediana, el 20° percentil de la longitud de telémero y el porcentaje de
telomeros mas corto de 3 Kbp que se percibe como la cantidad de telémeros
criticamente cortos que incrementa el riesgo a que las células entren en senescencia.
Todas las muestras fueron analizadas por quintuplicado.

Los fibroblastos dérmicos humanos normales fueron usados para observar el efecto
de la composicion A en los telomeros bajo condiciones de estrés oxidativo (10 ug/ml
de H202) en un periodo de 6 y 8 semanas.

Resultados

Los resultados obtenidos se pueden observar en la grafica de la Figura 7.
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Los resultados muestran que los fibroblastos no tratados envejecidos durante 6 y 8
semanas bajo estrés oxidativo exhiben una longitud de teldmeros mas reducida, asi
como un mayor porcentaje de teléomeros cortos comparados con los fibroblastos sin
envejecer (control tiempo 0). En contraste, los fibroblastos tratados con la
composicion A exhibieron una longitud de telémeros mediana y valores del 20°
percentil mayores, asi como un menor porcentaje de telédmeros cortos (<3Kb),
comparados con el grupo de control sin tratar, tanto durante las 6 y 8 semanas de

tratamiento.

Ademas, tras normalizar los datos con la poblacion duplicada, se observé una
velocidad de acortamiento de los teldmeros menor en los fibroblastos tratados con la
composicion A, lo que sugiere un efecto protector de los teldmeros bajo condiciones

de estrés oxidativo y de envejecimiento.

Estos experimentos demuestran la potente eficacia de la composicién A segun la
invencion para retrasar la progresion celular hasta un estado de senescencia,

mediante una reduccién en la velocidad de acortamiento de los teldbmeros.

Nuestra piel envejece porque, individualmente, cada célula del cuerpo envejece y
entra en una fase de senescencia, segun la cronologia establecida por un reloj celular

biolégico: los telomeros.

Los telémeros son unidades repetitivas de ADN que protegen los extremos de los
cromosomas durante la divisién celular. A medida que las células se dividen con el
transcurso del tiempo, los telédmeros se acortan y cuando la longitud de los telémeros

es muy corta, las células terminan su replicacion por division y entran en senescencia.

Las células senescentes se encuentran en mayor cantidad en edades avanzadas
debido a un deterioro relacionado con la edad de los sistemas de eliminacion de

células senescentes, tales como el sistema inmunitario y el ciclo autofagico-lisosomal.
Las células senescentes son perjudiciales porque evolucionan hasta un fenotipo de

secrecion asociado a la senescencia (SASP), el cual se sospecha es una de las

mayores causas del envejecimiento. Las células SASP se comunican con células
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préximas utilizando citoquinas proinflamatorias, que incluyen moduladores
catabodlicos tales como las metaloproteinasas de matriz (MMPs) (ver Figura 1,
derecha), y liberan especies radicales oxigenadas, resultando en la degradacién de

la matriz celular en sus alrededores.

Efectos ambientales y del envejecimiento sobre la pigmentacion de la piel
(Radiacién UVA)

El sistema de pigmentacion de la piel se modifica por el proceso de envejecimiento y
una pigmentaciéon irregular es uno de los mayores cambios asociados con el

envejecimiento.

La melanina segregada por los melanocitos es el pigmento mas importante de la piel
humana en la base de la epidermis. La melanina es crucial para la fotoproteccion de
la piel humana de los rayos dafinos del sol. Sin embargo, existen varios trastornos
de hiperpigmentacion epitelial resultantes de la sobreproduccion y acumulacion
subsecuente de melanina, tales como pecas, manchas de la edad, melasma y lentigo
senil, los cuales pueden ser un problema angustioso. Esta sobreproduccién se
desencadena por una variedad de factores, pero los mas importantes son la
exposicion a la luz solar, los cambios hormonales relacionados con la edad o estados

inflamatorios de la piel.

La hiperpigmentacion aparece tipicamente en areas de la piel que estan regularmente
expuestas al sol, tales como las manos o la cara. La radiacion ultravioleta (UVA)
contribuye a la melanogénesis mediante la produccion de estrés oxidativo celular,

neutralizando las defensas antioxidantes.

La pigmentacién cutanea anormal es una condicidén estética significativa que puede
afectar a la calidad de vida de una persona. Ademas, una sobreproduccion de
melanina puede asociarse al melanoma, un tipo de cancer de piel. Por lo tanto, es
importante el estudio y desarrollo de productos capaces de regular la sobreproduccion
de melanina de forma efectiva, tal como la composicion A, cuyos efectos en los

melanocitos se ilustran en el ejemplo 4.
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EJEMPLO 4. La composicion A segun la presente invencidon exhibe efectos
blanqueantes mediante la inhibicion de sintesis de melanina y el dafo celular

inducidos por la exposicion a la radiacién ultravioleta.

Metodologia

Se cultivaron melanocitos epidérmicos humanos normales durante 72 horas junto con
la composicion A segun la presente invencién. Durante el periodo de incubacioén, las
células fueron expuestas a radiacién ultravioleta dos veces al dia (dosis total = 5
Jicm?). Tras la ultima radiacion, las muestras fueron incubadas durante 96 horas

adicionales antes de la cuantificacion de la melanina y la viabilidad celular.

Resultados

Los resultados obtenidos se pueden observar en las graficas de la Figura 8, para la

produccion de melanina, y la Figura 9, para la viabilidad celular.

La radiacion ultravioleta (UVA) incremento significativamente los niveles de melanina
en un 41 %, comparado con el control sin exposicion a radiacion UVA. La composicién
A segun la invencion a concentraciones de 0,005 % y 0,0005 % en peso redujo
significativamente los niveles de melanina en 41 y 40 %, respectivamente,

comparados con las células irradiadas no tratadas.

La radiacion ultravioleta redujo significativamente la viabilidad de los melanocitos
humanos en un 25 % comparad con el control no irradiado. La composicion A segun
la invencidn a concentraciones de 0,005 % y 0,0005 % en peso aumento
significativamente la supervivencia celular y redujo el dafio celular causado por la
radiacion UVA en un 25 y un 20 %, respectivamente, comparados con las células

irradiadas no tratadas.
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EJEMPLO 5. La composicion A segun la presente invencion exhibe muiltiples
efectos beneficiosos muy significativos sobre la piel como se demuestra en

este estudio clinico en humanos con control de placebo.

Se seleccionaron 60 voluntarias que mostraban sintomas de envejecimiento de la piel.
A las voluntarias fueron divididas en 2 grupos, a uno de ellos se les administré una
dosis diaria de composicidén A de 225 mg y al otro una dosis de placebo (es decir, una
capsula sin composicion A). El estudio duré tres meses y se hicieron mediciones de

los parametros de estudio a los 28 y 56 dias y al final del estudio, a los 84 dias.

Resultados Estudio Clinico

Globalmente, la composicion A influye positivamente en todos los parametros clinicos
monitorizados, tanto en comparacién con el comienzo del estudio (T0), como frente
al grupo placebo desde el primer mes de tratamiento (28 dias), excepto para el
parametro R9, donde los resultados obtenidos son estadisticamente significativos en
comparacién con el valor inicial, pero no son significativos en comparacién con el

grupo tratado con placebo hasta los 56 dias.

En la siguiente tabla se muestra la variacion de cada uno de los parametros frente al

comienzo del estudio después de 28, 56 y 84 dias de tratamiento.

Realizacion del estudio: el estudio clinico se llevd a cabo en grupos paralelos,
aleatorizado, doble ciego en 60 voluntarias con signos evidentes de envejecimiento.
El estudio dur6é 12 semanas y se evaluo la eficacia del producto después de 4, 8 y 12
semanas de toma del producto. Los parametros que se determinaron fueron:
la hidratacién de la piel (corneometer ®), la pérdida de agua transepidérmica
(tewameter ®), la luminosidad y el tono de la piel (espectrofotdmetro), la elasticidad y
la firmeza de la piel (cutometer ®), la profundidad de las arrugas y la rugosidad de la
piel (andlisis de imagen con Primos 3D ®) y el espesor de la epidermis y dermis

(ultrasonidos).

22



10

15

20

ES2952437 Al

Composiciéon A Placebo
PARAMETROS 28d 56 d 84 d 28d 56 d 84 d
% variacion vs. comienzo (T0)

e Hidratacion de la piel +7.1%>* | +15,3%°* | +19,6%S* | +3.7%° | +3.3%™ | +2.4%"™

¢ Perdida de agua transepidermal| -5.7%* | -10.6%°* | -14.3%°* | -1.8%° | -1.0%" | -1.1%"

e Profundidad de las arrugas -10.2%5* | -11.2%%* | -14.4%°* | +3.1%° | -2.2%™ -3.7%°

¢ Pardmetro Ra de suavidad ¥ -2.3%> -2.9% -5.3% | +1.3%™ | +0.8%M | -0.1%"°

e Elasticidad global de la piel - +6.8%°* | +11.8%°* | +14.2%°* | -0.8%™ | +0.4%"™ | +1.7%"™
Pardmetro R2

e Firmeza de la piel - -5.5%°* -9.9%* | -11.7%* | -1.3%™ | -1.1%"™ | -1.9%"™
Parametro RO @

e Elasticidad neta — +5.8%%* | +14.1%°* | +17.3%°* | -1.2%™ | +1.1%"™ | +1.5%"™
Pardmetro RS ©

. Efe(ct)os de cansancio de la piel =|  -5.1%° -9.6%%* | -11.7%%* | -2.0%™ | -4.0%° -4.7%°
R9 4

e Color de piel (dngulo ITA) ® +19.6%°* | +23.5%°* | +26.2%°* | +11.1%° | +9.2%° | +13.4%°

e Brillo de la piel (pardmetro de +13.9%* | +23.7%°* | +27.3%°* | +7.2%° | +7.8%" +9.5%°
brillo)

variacién vs. comienzo (TO)
e Espesor de la piel (mm) +0,06%* | +0.11%>* | +0.15%°* | +0.02° | +0.03° | +0.05°

(1) Un descenso del parametro Ra puede ser expresado en valores absolutos como un incremento

de la suavidad de la piel.

(2) Un descenso del parametro RO puede ser expresado en valores absolutos como un incremento
de la firmeza de la piel.

(3) Una mejora del parametro R5 indica una mejora de la recuperacién elastica de la piel tras su

deformacion.

(4) Cuanto mas cerca esta este valor de 0, mas bajaos son lor efectos del cansancio. Su descenso
indica una mejora en la piel.

(5) Un angulo de ITA bajo indica una pigmentaciéon marrén, mientras que un valor alto del angulo
ITA indica pigmentacion clara.

S: estadisticamente significativo vs. comienzo del studio (TO) (p<0.05)|

*: estadisticamente significativo vs. placebo (p<0.05)|

NS: no estadisticamente significativo vs. comienzo del estudio (T0) (p>0.05)

En vista de estos resultados, se puede concluir que la composicién A ejerce un
beneficio excepcional y muy significativo sobre todas las propiedades de la piel
como mejora hidratacion y elasticidad, reduccién de arrugas y favorece la
redensificacién de la dermis y epidermis, como resultado del efecto sinérgico de
todos sus componentes sobre los teldmeros de las células epiteliales. Ademas, es
capaz reducir las manchas oscuras de la piel y aportar mas luminosidad haciendo

que la piel adquiera un tono mas uniforme.
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REIVINDICACIONES

Una composicion de extractos vegetales para paliar los efectos del
envejecimiento caracterizada porque comprende un contenido de asiaticésidos
de al menos 6 % en peso, un contenido de verbascésidos de al menos 2,5 % en
peso, un contenido de hesperidina de al menos 12,5 % en peso y un contenido

de punicalaginas de al menos 3 % en peso.

Una composicidén segun la reivindicacién 1 caracterizada porque el contenido de

asiaticésidos se aporta como un extracto de centella asiatica.

Una composicién segun la reivindicacidon 2 caracterizada porque la composicion

contiene alrededor de 36 % en peso de extracto de centella asiatica.

Una composicidn segun cualquier reivindicacion anterior caracterizada porque el

contenido en verbascdsidos se aporta como un extracto de cistanche.

Una composicién segun la reivindicacidén 4 caracterizada porque la composicion

contiene alrededor de un 32 % en peso de extracto de cistanche.

Una composicion segun la reivindicacién 4 o 5 caracterizada porque el extracto
de cistanche es de las variedades de cistanche siguientes: Cistanche tubulosa,

Cistanche salsa ylo Cistanche deserticola.
Una composicidn segun cualquier reivindicacion anterior caracterizada porque el
contenido en verbascésido es aportado con extractos de plantas como Lippia

citriodora, Budeja sp., Rehmania glutinosa, Plantago spp.

Una composicidn segun cualquier reivindicacion anterior caracterizada porque el

contenido de hesperidina se aporta como un extracto de citricos.

Una composicién segun la reivindicacién 8 caracterizada porque la composicion

contiene alrededor de un 23 % de extracto de naranja dulce.
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10.Una composicién segun cualquier reivindicacion anterior caracterizada porque el
contenido de punicalaginas se aporta como un extracto de granada (Punica

granatum).

11.Una composicion segun la reivindicacion 10 caracterizada porque contiene

alrededor de un 9 % de extracto de granada.

12.Una composicidon segun cualquier reivindicacion anterior caracterizada porque

ademas reduce la produccion de melanina en la piel expuesta a la radiacion solar.

13.Una formulacién para paliar los efectos del envejecimiento caracterizada porque
comprende una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12y
ademas esta configurada para ser administrada por via oral conteniendo uno o
mas vehiculos o excipientes fisiolégicamente compatibles, en forma sdlida o

liquida.

14.Una formulacién para paliar los efectos del envejecimiento caracterizada porque
comprende una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12y
ademas esta configurada para ser administrada por via tdpica conteniendo uno o

mas vehiculos o excipientes fisiolégicamente compatibles con la piel humana.
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Longitud del telémero (en Kb)
de cada cromosoma (+ 0,16)

Acortamiento telomérico relativo
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Viabilidad celular relativo
al control de células tratadas

Contenido de melanina relativo

al control de células tratadas

con radiacion UVA

con radiacion UVA
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