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DESCRIPCION

Aducto de diéster del dcido L-ascorbico-4cido 2-O-maleico y a-tocoferol 1-propanol y procedimiento para produ-
cirlo.

La presente invencién se refiere a un aducto nuevo y ttil de diéster del 4cido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y
a-tocoferol-1-propanol y a sus sales farmacoldgicamente aceptables, a procedimientos para su produccién y a usos de
los mismos como componente o ingrediente cosmético, antioxidante, captador de radicales, agente antiinflamatorio o
inhibidor de elastasa.

El documento WO-A-0104114 describe diésteres del dcido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol repre-
sentados por la siguiente férmula (I):
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y su uso como un ingrediente cosmético, antioxidante, captador de radicales o agente antiinflamatorio.

No obstante, el procedimiento que se describe en el documento WO-A-0104114 proporciona diésteres del 4cido L-
ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol que son dificiles de cristalizar e incluso cuando cristalizan son dificiles de
filtrar, y tienen una estabilidad inferior. El procedimiento no es adecuado para usar a escala comercial. Por tanto, existe
una fuerte demanda de un procedimiento de cristalizacion para diésteres del acido L-ascérbico-acido 2-O-maleico y
a-tocoferol que pueda eliminar dichos defectos.

Los autores de la presente invencién han descubierto que el tratamiento después de la reaccién con 1-propanol o
una mezcla en solucién de 1-propanol con un disolvente orgdnico puede proporcionar diésteres del d4cido L-ascérbico-
dcido 2-O-maleico y a-tocoferol que tienen una mejor cristalinidad y una capacidad para filtrarse mejorada y que el
aducto con 1-propanol obtenido de este modo tiene una estabilidad excelente.

El procedimiento para producir diésteres del dcido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol descrito en el
documento WO-A-0104114 usa etanol en la etapa de purificacién y proporciona aductos con etanol cristalizados de
dichos diésteres, que se considera estdn limpios del alcohol (desalcoholizacidn) por un secado posterior a presion
reducida.

Se ha descubierto que el uso de un alcohol puede permitir cristalizar los diésteres del dcido L-ascérbico-acido 2-O-
maleico y a-tocoferol mediante la adicién de un alcohol. El alcohol se puede usar solo, pero con preferencia se usa en
combinacién con uno o dos o mds de n-hexano, ciclohexano y éter de petréleo. Se ha descubierto que estos aductos con
alcohol cristalinos estdn limpios del alcohol (desalcoholizacién), cuando se secan a aproximadamente 60°C a presion
reducida, pero permanecen intactos en la forma de un aducto con alcohol consistente en 1 mol de diéster del acido L-
ascorbico-acido 2-O-maleico y a-tocoferol y 1 mol de un alcohol, cuando se secan a una temperatura cercana a 30°C.
I-propanol o 1-butanol pueden proporcionar la menor cristalinidad a los aductos producto, mientras que 2-propanol
tiene el defecto de menores rendimientos de produccién puesto que los diésteres del 4cido L-ascérbico-dcido 2-O-
maleico y a-tocoferol son mds solubles en el mismo. Metanol o butanol no son deseables en términos de toxicidad y
olor desagradable, respectivamente. La comparacién entre aductos con etanol y 1-propanol muestra que el aducto con
1-propanol es con mucho superior al etanol en estabilidad térmica.

Las sales farmacolégicamente aceptables de la presente invencion estdn ejemplificadas por sus sales de metales
alcalinos, tales como sales de sodio y potasio, y sus sales de metales alcalinotérreos, tales como sus sales de calcio y
de magnesio, y pueden incluir cualquier otra sal, solo si éstas son farmacoldgicamente aceptables.
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El aducto de diéster del dcido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-propanol de la presente invencién
(“el aducto”) se puede sintetizar, por ejemplo, por el siguiente procedimiento o por cualquier procedimiento similar:

El 4cido maleico monotocoferol y el dcido ascérbico que tienen los grupos hidroxilo protegidos en las posiciones 5
y 6 se hace reaccionar en un disolvente muy polar en presencia de una base tal como compuestos carbonato alcalinos
o trietilamina, para llevar a cabo la esterificacion por el procedimiento de anhidrido de dcido mixto, seguido por la
retirada de los grupos protectores con un acido para dar el diéster del acido L-ascorbico-dcido 2-O-maleico y a-
tocoferol que fundamentalmente tiene una unién éster en la posicién 2 del acido ascérbico. Ejemplos del disolvente
muy polar incluyen dimetil sulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF) y acetonitrilo, mientras que los compuestos
carbonato alcalinos incluyen, por ejemplo, carbonato sédico y carbonato potasico. Una solucién que contiene un
compuesto diéster como el obtenido de este modo se somete a extraccién con un disolvente de extraccion, tal como
cloroformo y acetato de etilo y, después de separar por destilacién el disolvente de extraccidn, el residuo resultante se
mezcla con 1-propanol o una mezcla en solucién de 1-propanol con un disolvente organico tal como uno o dos o mas
de, por ejemplo, n-hexano, ciclohexano y éter de petréleo, permitiendo que el aducto cristalice.

El aducto obtenido por este procedimiento se puede convertir en sus sales farmacolégicamente aceptables por
procedimientos conocidos de forma convencional. La conversion en tales sales se puede efectuar después de aislar en
la solucién de reaccién o directamente sin dicho aislamiento.

El dcido maleico monotocoferol, que es un compuesto de partida para el aducto y sus sales farmacéuticamente
aceptables (“los aductos”) se puede sintetizar por el procedimiento descrito en el documento WO-A-9933818 (solicitud
internacional n® PCT/JP98/05765) o por un procedimiento similar.

El 4cido ascérbico que tiene grupos protectores en los grupos hidroxilo en las posiciones 5 y 6, que es otro com-
puesto de partida, se puede sintetizar por procedimientos conocidos, tales como los que se describen en los documen-
tos JP-B-2-44478 y JP-B-5-23274, o en procedimientos similares. Los grupos protectores para los grupos hidroxilo
en las posiciones 5 y 6 del acido ascérbico incluyen, por ejemplo, grupos acilo tales como isopropilideno y grupos
bencilideno, usdndose corrientemente el grupo isopropilideno. Estos grupos protectores se pueden retirar ficilmente
acidificando la solucién de reaccién. Para dicha acidificacidn, se pueden utilizar, por ejemplo, dcidos inorgdnicos, tales
como 4cido clorhidrico, dcido fosférico y dcido sulfirico y 4cidos organicos, tales como 4cido acético y dcido citrico.

Los aductos, que poseen actividad antiinflamatoria, actividad antioxidante, actividad captadora de radicales y ac-
tividad inhibidora de elastasa, estian destinados especificamente al uso en supresién de eritema o enrojecimiento cau-
sados por radiacién ultravioleta, prevencion del bronceado solar causada por la radiacion ultravioleta y el embelleci-
miento cutdneo, blanqueamiento cutdneo (por ejemplo, prevencién de la deposicion de pigmentos de melanina que
causa, por ejemplo, manchas y pecas) y prevencion de arrugas asi como en la estabilizacién de varios ingredientes
cosméticos y, por consiguiente, se pueden afiadir adecuadamente a cosméticos tales como cremas, lociones y lociones
cutneas.

En la formulacién de aductos en cosméticos, puede ser adecuado afiadir diversos ingredientes que se usan corrien-
temente para cosméticos. Tales ingredientes pueden incluir, por ejemplo, dcido nicotinico y derivados, tales como
dcido nicotinico, nicotinamida y nicotinato de bencilo; vitamina A y derivados tales como retinol, acetato de retinoi-
lo y aceites de vitamina A; vitamina B, y derivados, tales como riboflavina, acetato de riboflavina y flavina adenina
dinucleétido; vitamina B4 y derivados, tales como hidrocloruro de piridoxina y dioctanoato de piridoxina; vitamina
C y derivados, tales como dcido L-ascérbico, dcido L-ascérbico-2-sulfato sédico y dipalmitado de L-ascorbilo; dcido
pantoténico y derivados, tales como pantotenato de calcio, éter etilico de pantotenilo, alcohol D-pantenilico y éter eti-
lico de acetilpantotenilo; vitamina D y derivados, tales como colecalciferol y ergocalciferol; vitamina E y derivados,
tales como a-tocoferol, acetato de tocoferol, nicotinato de DL-a-tocoferilo y succinato de DL-a-tocoferilo; varias
vitaminas; aminodcidos, tales como glicina, alanina, fenilalanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, aspara-
gina, dcido aspartico, aspartatos, glutamina, dcido glutdmico, glutamatos, lisina, metionina, cisteina, cistina, arginina,
histidina, triptofano, prolina e hidroxiprolina; sales de aminoacidos dcidos N-acilados tales como de N-4cido graso de
aceite de coco L-glutamato sédico y N-palmitoil-L-aspartato de dietilo; sales de aminodcidos neutros acilados tales
como lauroilmetil-B-alanina de sodio y dcido graso de aceite de coco succinotrietanolamina; acido pirrolidoncarboxi-
lico y sus sales; derivados de aminodcidos, tales como monopiroglutamato monoisostearato diéster de aceite de ricino
endurecido polioxietilenado y 4cido graso de aceite de coco-L-arginina etil éster-DL-pirrolidona carboxilato; aceites
tales como aceite de salvado de arroz, aceite de cacahuete, aceite de palma, sebo de ternera, grasa de aguacate, aceite
de yoyoba, lanolina, parafina liquida, escualeno, cera de carnauba, alcohol isostearilico, palmitato de isostearilo y tri-
2-etilhexanoato de glicerilo; alcoholes polihidroxilados tales como glicerol, sorbitol, mannitol y 1,3-butilenglicol; éte-
res de alcoholes polihidroxilados tales como polietilenglicol; polisacdridos miicicos tales como coldgeno, hialuronato
sddico, condroitinsulfato sédico y dextrano sulfato sédico; antioxidantes tales como p-hidroxianisol y eritorbato s6di-
co; derivados de la celulosa tales como polimero de carboxivinilo, carboximetilcelulosa e hidroxipropil metilcelulosa;
tensioactivos tales como estearilsulfato sédico, dietanolamina cetilsulfato, cetil trimetilamonio sacarina, isostearil po-
lietilen glicol, isostearato de diglicerilo y fosfolipidos; conservantes tales como etilparabeno, propilparabeno y butil-
parabeno; agentes antiinflamatorios tales como hinokitiol, derivados de 4cido salicilico, derivados del 4cido glicirrizi-
nico, derivados del 4cido glicirrético, alantoina y 6xido de cinc; y diversos agentes como reguladores del pH, tampones,
perfumes y colorantes.
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En casos en los que los aductos se usen en cosméticos, éstos se formulardn normalmente en una proporcién de
0,001 a 5 (p/p)%, con preferencia de 0,005 a 2 (p/p)%, aunque tales proporciones pueden variar dependiendo de los
aductos, el tipo de cosmético que se esté procesando por formulacién y el objeto de la formulacién.

Los aductos presentan actividad antiinflamatoria como se ha descrito antes y los trastornos inflamatorios particu-
lares que se van a tratar con los aductos incluyen, por ejemplo, hemorroides, artritis reumatoide crénica, reumatismo
deformans, espondilitis deformans, artritis deformans, dolor lumbar, inicio de gota, otitis media aguda, cistitis, pros-
tatitis, odontalgia, conjuntivitis, queratitis, iridociclitis, uveitis y sinusitis.

Los aductos se pueden administrar por via oral o parenteral como un agente antiinflamatorio y se pueden proce-
sar en cualquier forma de dosificacidn, tal como preparaciones farmacéuticas sélidas que pueden ejemplificarse por
comprimidos, granulados, polvos y cdpsulas o preparaciones farmacéuticas liquidas que se ejemplifican por inyeccio-
nes y soluciones oftdlimicas, por procedimientos conocidos de forma convencional. Se pueden usar adecuadamente
en tales formas de dosificacién una diversidad de aditivos usados normalmente o auxiliares farmacéuticos, tales co-
mo excipientes, ligantes, espesantes, dispersantes, promotores de reabsorcion, tampones, tensioactivos, solubilizantes,
conservantes, emulsionantes, agentes de tonicidad, estabilizantes y reguladores del pH.

En el uso de los aductos como un agente antiinflamatorio, la dosis puede variar dependiendo del peso corporal y
la edad del paciente, el tipo y estado del trastorno a tratar y el procedimiento de administracion, y éstos se pueden
administrar deseablemente a pacientes adultos en dosis que varian desde 1 mg a 30 mg una vez al dia en el caso de
inyecciones y en dosis que varian desde 1 mg a 100 mg cada vez y varias veces al dia en el caso de medicamentos para
uso interno. En el caso de soluciones oftdlmicas, una solucién oftdlmica de una concentracién que varia desde 0,01
a 5 (p/v)% se instila preferiblemente o se aplica tépicamente al ojo de un paciente adulto en varias gotas cada vez y
varias veces al dfa.

Cuando se usan como agentes antiinflamatorios, los aductos se pueden incorporar con cualquier otro agente anti-
inflamatorio o diferentes tipos de agentes activos, a no ser que estén contraindicados con el propésito de la presente
invencion.

A continuacién se presentan ejemplos de la presente invencion.

La Figura 1 del dibujo muestra la asignacion del espectro de resonancia magnética nuclear del aducto de diéster
del 4cido L-ascdrbico-4acido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-propanol y la férmula estructural determinada del mismo.

Ejemplo 1
Aducto de diéster del dcido L-ascorbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-propanol
(1) Sintesis

Se afiade un volumen de 400 ml de acetona a 63,0 g de dl-a-tocoferol, 40,0 g de anhidrido maleico y 20 g de acetato
sddico, seguido por calentamiento durante 1 hora a reflujo con agitacién, y se elimina la acetona por destilacién. El
residuo resultante se mezcla con 500 ml de éter diisopropilico, 200 ml de 4cido clorhidrico 1N y 100 ml de agua y la
mezcla se agita durante un corto periodo de tiempo. La fase orgdnica se separa, se lava dos veces con agua y se limpia
el éter diisopropilico dando 77,6 g de 4cido maleico mono-a-tocoferol en forma de una sustancia oleosa residual (que
cristaliza en reposo).

La sustancia se disuelve en 400 ml de cloroformo y se afiaden 17,8 g de trietilamina, seguido por enfriamiento.
Se afiaden gradualmente gota a gota 17,4 ml de clorocarbonato de etilo a la mezcla en solucién con agitacién y 10
minutos después de completarse la adicién gota a gota se afiade rdpidamente una solucién de 41,7 g de 4acido 5,6-
isopropilidenascérbico y 21,0 g de trietilamina en 450 ml de acetonitrilo, seguido por agitacién durante 15 minutos y
luego durante 30 minutos a una temperatura incrementada hasta 5°C. La solucién de reaccién se acidifica con 120 ml
de 4cido clorhidrico 2N y se limpia de los disolventes a presion reducida, y el residuo resultante se extrae con 500 ml
de acetato de etilo. El extracto se lava con agua y el acetato de etilo se elimina por destilacién dando una sustancia
oleosa residual (aproximadamente 105 g).

La sustancia oleosa residual obtenida de este modo se mezcla con 400 ml de etanol y 100 ml de dcido clorhidrico
2N, seguido por agitacién durante 20 minutos a 60°C para retirar el grupo protector. Después de eliminar el etanol
por destilacién a presién reducida, el residuo resultante se somete a extraccién con 500 ml de acetato de etilo y el
extracto se lava con agua y se limpia del acetato de etilo. La sustancia oleosa residual resultante se mezcla con 100
ml de 1-propanol y 300 ml de n-hexano, seguido por enfriamiento y los cristales blancos que cristalizan se recuperan
por filtracion y recristalizan en 1-propanol/n-hexano, seguido por secado a 30°C a presién reducida dando 48,5 g de
aducto de diéster del dcido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-propanol, p.f. 86 a 87°C.
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(2) Propiedades fisico-quimicas

(1) Espectro de resonancia magnética nuclear

En la Figura 1 se muestra la asignacién del espectro de resonancia magnética nuclear y la férmula estructural
determinada.

(2) Espectro de absorcién infrarroja

IR: 2927, 1754 y 1679 cm™" (el procedimiento de KBr).

(3) Cromatografia de gases

Se determind que el contenido de aducto de diéster del dcido L-ascérbico-acido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-
propanol era del 8,0% (valor que corresponde a 1 mol de 1-isopropanol por 1 mol de diéster del dcido L-ascérbico-
dcido 2-O-maleico y a-tocoferol) por cromatografia de gases.

Procedimiento de determinacion para el contenido de 1-propanol

Se pesé con exactitud una cantidad de 0,1 g del aducto (Wrg), y se disolvié en alcohol bencilico, llevando de este
modo el volumen de forma exacta hasta 10 ml. Se midi6 de forma exacta un volumen de 2 ml de la solucién y se
mezcl6 con alcohol bencilico para llevar todo el volumen de forma exacta hasta 20 ml. La solucién se considera una
solucién de ensayo. Por separado, se pesa con exactitud aproximadamente 1 g (Wsg) de 1-propanol en un cilindro
graduado que tiene aproximadamente 5 ml de alcohol bencilico introducido con antelacién en el mismo, y se mezcla
con alcohol bencilico para llevar el volumen con exactitud hasta 20 ml, de los cuales 4 ml se miden con exactitud y se
mezclan con alcohol bencilico para llevar el volumen de forma exacta hasta 20 ml. Se miden con exactitud 2 ml de la
solucién y se mezclan con alcohol bencilico para llevar el volumen de forma exacta hasta 20 ml, de los cuales 2 ml se
miden con exactitud y se mezclan con alcohol bencilico para llevar el volumen total de forma precisa hasta 25 ml. La
solucién se considera una solucién patrén.

Se toman un volumen de 1 ul de cada una de la solucién de ensayo de de la solucién patrén para ensayar por el
procedimiento de cromatografia de gases en las siguientes condiciones:

Se miden las dreas At y Ag de los picos para 1-propanol proporcionados individualmente por la solucién de ensayo

y la solucién patrén mediante un procedimiento de andlisis automatico, y se calcula la cantidad de 1-propanol por la
siguiente ecuacion:

Cantidad (%) de 1 — propanol = Ap/As X W,/W; X 0,8

Condiciones de operacion

Condiciones de ensayo

Detector : Detector de ionizacidn a la llama de hidrégeno

Precolumna : SBP-5, 0,53 mm de d.i. X 5 m, espesor de pelicula, 0,5 um (fabricada
por Supelco Co.)

Columna : SBP-5, 0,53 mm de d.i. X 30 m, espesor de pelicula, 0,5 um (fabricada
por Supelco Co.)

Temperatura de la columna : Mantenida a 35°C durante 10 min después de la inyeccién de una mues-

tra, luego elevada a una velocidad de 8°C/min hasta 175°C y a una ve-
locidad de 35°C/min hasta 260°C durante 16 minutos.

Temperatura de entrada en la inyeccién : 180°C

Temperatura del detector : 260°C
Gas portador : helio
Caudal : 35 cm/min
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(4) Valores del andlisis elemental

Cs9 Hsg O49-C3H;O
C, 67,37; H, 8,91
C, 67,02; H, 8,99

Andlisis elemental, para
Calculado (%):
Encontrado (%):

(5) Analisis de rayos X de polvo

El andlisis de rayos X de polvo indica que el aducto muestra una absorcién de rayos X intrinseca que tiene un pico
que no es ruido. Esto conduce a la conclusion de que el aducto tiene una estructura cristalina firme.

Ejemplo 2

Locion cutdnea

Aducto de diéster del 4cido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-propanol  :0,2 g
Polivinilpirrolidona :1,0g

Aceite de ricino endurecido polioxietilenado (HCO-60) :1,0g

Etanol : 15 ml
Trietanolamina : Cantidad aprop.
p-oxibenzoato de metilo :0,1g
p-oxibenzoato de propilo :0,05¢

Agua purificada esterilizada :c.s.p. 100 ml

Los ingredientes anteriormente citados se mezclan de forma convencional para preparar una locién cutinea.

Ejemplo 3

Comprimido para administracion interna

Aducto de diéster del 4dcido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-propanol  : 30 mg
Lactosa : 80 mg
Almidoén de patata : 17 mg
Polietilenglicol 6000 :3mg

Los ingredientes anteriormente citados se comprimen en un comprimido de la forma convencional.

Ejemplo 4
Cosmético

Aducto de diéster del 4dcido L-ascérbico-acido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-propanol
Aceite de oliva

:0,5¢
:c.s.p. 100 ml de
volumen total

Los ingredientes anteriormente citados se mezclan hasta una mezcla en solucién de forma convencional para
preparar un cosmético oleoso.
Ejemplo de referencia 1
Aducto de diéster del dcido L-ascorbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol-etanol

Siguiendo el mismo procedimiento que se describe en el Ejemplo 1, se lleva a cabo la reaccién usando 46,0 g

de dl-a-tocoferol, y se lleva a cabo el tratamiento posterior a la reaccién y recristalizacién reemplazando etanol por
1-propanol dando 46,0 g del compuesto aducto con etanol de p.f., 86-88°C.
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Ejemplo experimental 1
Ensayo de estabilidad

Se evaluaron las estabilidades al almacenamiento del aducto de diéster del dcido L-ascorbico-acido 2-O-maleico y
a-tocoferol-etanol y el aducto de diéster del dcido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-propanol determi-
nando, por cromatografia de liquidos, sus relaciones residuales después de almacenamiento durante 4 semanas a 40°C
y 50°C.

Las condiciones experimentales son como sigue:

Detector : Absorptiometro ultravioleta (longitud de onda: 220 nm)

Columna : Un tubo de acero inoxidable de 6 mm de DI y 15 cm de longitud relleno con gel de silice
octadecilada de 5-10 um de tamafio de particulas disefiada para usar en cromatografia de liquidos.

Temperatura  : 40°C
Fase movil : Se prepar6 disolviendo 0,4 g de dihidrogenofosfato sédico cristalino y 0,3 g de cloruro sédico en
50 ml de agua y afiadiendo 500 ml de metanol y 450 ml de acetonitrilo, seguido por adicién de

dcido fosforico para ajustar a pH 4,0.

Caudal : Se regul6 de modo que el tiempo de retencion puede ser de aproximadamente 12 min.

Los resultados se presentan en la Tabla 1.

TABLA 1
Temp. | Aducto con 1-|Aducto con  etanol
propanol (Ejemplo 2)
(Ejemplo 1)
Relacién residual | 4°C 99,3% 99,7%
40°C | 99,0% 90,9%
50°C |93,9% 81,7%

Como es evidente de la Tabla 1, la estabilidad al almacenamiento del aducto con 1-propanol es superior a la del
aducto con etanol.

Ejemplo experimental 2
Actividad inhibidora de elastasa

Las elastinas son las proteinas muy eldsticas extensibles de forma reversible que son los constituyentes principales
de las fibras eldsticas para mantener la extensibilidad y elasticidad de la piel. Las elastinas se degradan y sintetizan de
una forma sostenible, actuando asi para mantener la extensibilidad y elasticidad de la piel, pero pueden perder su ex-
tensibilidad y elasticidad, cuando la velocidad de su degradacidn por elastasa, debida, por ejemplo, al envejecimiento
supera la velocidad de su sintesis. Por consiguiente, la inhibicién de elastasa permite a la piel mantener su extensibili-
dad y elasticidad. El aducto de la presente invencion se ensaya para determinar su actividad inhibidora de elastasa de
la siguiente forma:

Se usa como especie de ensayo el aducto de diéster del 4cido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-
propanol (0,01 a 1 mM) de la presente invencién y vitaminas E + C (0,01 a 1 mM), mientras que el sustrato para la
elastasa es N-metoxisuccinil-L-alanil-L-alanil-L-prolil-L-valina-4-metil-cumaril-7-amida, o un sustrato sintético que
emita fluorescencia al degradarse.

Procedimiento de ensayo

Se anaden a una placa de microvaloracién de 96 pocillos 25 ul del sustrato sintético (1,6 mM), 2 ul de una muestra
de ensayo, 150 ul de un tampén (HEPES 62,5 mM (4cido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]-etanosulfénico), NaCl
6,25 mM, BSA al 0,125% (albtimina sérica bovina), pH 7,8) y 25 ul de elastasa originada de glébulos blancos humanos

7
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(0,1 mg/ml), y la mezcla se somete a medida de la intensidad de fluorescencia (Ex. 360/40 nm Em. 460/40 nm)
en intervalos regulares de 1 minuto. La relacién de la inhibicién de elastasa se determina en base a una curva de
calibracién preparada con 7-amino-4-metil-cumarina.
Los resultados se presentan en la Tabla 2.
TABLA 2

Actividad inhibidora de elastasa del aducto

Muestra de ensayo Relacion de inhibicién de elastasa
0,01 mM 4
Aducto con propanol 91T mM 19
1mM 71
0,01 mM 2
Vitaminas E + C 0,1mM 0
1mM 0

Como es evidente a partir de la Tabla 2, el aducto de diéster del dcido L-ascorbico-dcido 2-O-maleico y a-
tocoferol- 1-propanol presenta una actividad inhibidora de elastasa notable, mientras que las vitaminas E + C ape-
nas muestran actividad inhibidora de elastasa. Esto indica que el aducto con 1-propanol de la presente invencién actia
inhibiendo la elastasa para mantener y mejorar la extensibilidad y elasticidad de la piel, siendo de utilidad de este
modo para mantener la belleza de la piel y también prevenir y mejorar las arrugas.
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REIVINDICACIONES

1. Aducto de diéster del dcido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-tocoferol-1-propanol o una de sus sales farma-
colégicamente aceptables.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1 que es aducto de diéster del dcido L-ascérbico-dcido 2-O-maleico y a-
tocoferol-1-propanol en forma cristalina.

3. Un procedimiento para producir un compuesto como el que se define en la reivindicacién 2, que comprende
extraer una solucién que contiene diéster del dcido L-ascérbico-acido 2-O-maleico y a-tocoferol con un disolvente de
extraccion, eliminar por destilacién el disolvente de extraccién y afiadir 1-propanol o una mezcla en solucién de 1-
propanol con un disolvente organico al residuo, permitiendo de este modo la cristalizacién.

4. Un procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que dicho disolvente orgdnico es n-hexano, ciclohexano y/o
éter de petréleo.

5. Un procedimiento segun la reivindicacién 3 o la reivindicacién 4, en el que dicho disolvente de extraccién es
cloroformo, acetato de etilo o una mezcla disolvente de los mismos.

6. Una composicién que comprende un compuesto como el que se define en la reivindicacién 1.
7. Una composicién segun la reivindicacion 6, que es una composicién cosmética.
8. Una composicién segtin la reivindicacion 6, que es una composicién farmacéutica.

9. Un procedimiento de tratamiento cosmético no terapéutico que comprende administrar un compuesto como el
que se define en la reivindicacién 1.

10. Un procedimiento segtin la reivindicacion 9, en el que el tratamiento comprende la inhibicién de elastasa.

11. El uso de un compuesto como el que se define en la reivindicacién 1 en la fabricacién de un medicamento
antioxidante.

12. El uso de un compuesto como el que se define en la reivindicacién 1 en la fabricacién de un medicamento
captador de radicales.

13. El uso de un compuesto como el que se define en la reivindicacién 1 en la fabricacién de un medicamento
antiinflamatorio.

14. El uso de un compuesto como el que se define en la reivindicacién 1 en la fabricacién de un medicamento
inhibidor de elastasa.
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