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DESCRIZIONE

La presente invenzione riguarda un nuovo usc di
composti antidepressivi.

In particolare, 1l'invenzione riguarda l'usc di un
composto antidepressivo, preferibilmente appartenente
alla classe degli inibitori selettivi della
ricaptazione della serotonina (SSRI), in applicazioni
mediche o cosmetiche che richiedono la rigenerazione
del tessuto cutaneo e/o la stimclaziocne della
crescita dell’apparato tegumentario e dei relativi
annessi cutanei, quali peli e capelli e/o il recupero
della pigmentazione e/o del trofismo originari dei
suddetti annessi cutanei, inclusa la stimolazione
della vitalit3d dei fellicoli piliferi.

SFOND) TECNICO DELLINVENZIONE

LA PELLE

Il tessuto cutanes, © cute, & caratterizzato da



due  strati, ogsia l'epidermide e il derma.
L'epidermide & lo strato pil esterno della cute ed &
formata da cellule indurite dalla presenza di
cheratina, chiamate cheratinociti. Alla base dellio
strato di cheratinociti vi sono numercosi altri
stratli di cellule che si riproducone continuamente
per sosgtituire quelle che muocionoc € si staccano. 5i
pPOSSONsC gquindi riconoscere nell'epidermide i
sequenti strati:
- un strato corneo (cellule apoptotiche ormail
ridotte a lamine e cellule di Merchel con
terminazioni nervoge afferenti):
- uno strato granulare {(cellule pavimentose vricche
di cheratina);
- une stratoe spinoso (cellule poliedriche in cul si
verifica un progressivo accumulo di proteine di
membrana e granull lamellati e cellule ramificate di
Langerhans con funzioni di difesal; e
- uno strato basale {(cheratinociti dotato di cellule
cubiche wunite tra di lore da desmosomi ed i
melancociti che producono melaninal .

L'epidermide & guindi & compostce da uno gtrato
cornec piu esterno, uno strato granuleoso al di scotto
dello gtrato cCoOrnean, uno strato gpinocso che

comprende tutta la zona intermedia, ed uno strato



basale che si attacca, mediante la membrana basale,
direttamente al derma. L’epidermide ha la funzione
di Dbarriera nei confronti degli agenti fisici
egterni {ad esempioc caldo, freddo, raggi solari,
ece.} e degli agenti patogeni (batteri, ecc.}.

Le rughe SONO egssenzialmente legate
allfespressione - per un‘azione riflessa del muscoli
facciali - © alla senescenza - per il rilassamento
irreveregibile della pelle.

Le rughe di espressicne s8i manifestanc anche
sul visc giovane per un‘azione riflessa del muscoli
facciali. Queste rughe, o© ’'pieghe" Jdi espressicne,
s1 differenziano da guelle di senescenza proprioc
perché =21 formano su un’epidermide <che non ha
perduto la propria normale elasticitd. Alcune
persone particolarmente emotive hanno un visge ricco

di pieghe o rughe che rviflettono d4i velta in volta e

]

pesso involontariamente tutte le emozioni provate
dalla persona.

Le rughe di vecchiaia sonce invece causate dal
rilassamento della pelle che inizia a manifestarsi
gid wverso 1 30 amnni, con la comparsa delle prime
pieghe ai lati della Dbocca, sotto le palpebre e
sulla fronte.

I processi che si wverificano all'interno della



pelle, dal derma all'epidermide, dall 'apparato
microvascolare a gquello sebaceco-follicelare e a
gquellc pigmentaric, portanc lentamente alla maturitid
prima e alla senescenza cutanea poi, & gono
inevitabili e irreversibili.

Il gquadro cutanec comprendente le rughe, le
zampe di gallina, l'avvizzimento e il rilassamento
della pelle, & l'espressione del normale decadimento
organico che gi verifica con 311 passare degli
anni. Incidono notevolmente nello sviluppo di questi
inestetismi, il climateric 34 il creollo endocrino
che lo caratterizza. Inoltre 1 disturbi interni
asgociatli  all’invecchiamente  possone  certamente
aculre e incidere sulla condizione della cute.

Lt'invecchiamento dell'epidermide determina una
certa rarefazione della riproduzione cellulare,
tipica dello strato germinativo della pelle e la
diminuzione dello strato di cellule malpighiane che
sono di estrema importanza per llepidermide. Alcune
sostanze, quall i fosfolipidi impilegati in forma di
liposomi, s8i sgono rvivelati utili nel mantensere il

turgore delle cellule dell'epidermide. Lo strato

corneo, con i1 pasgssare del tempo, appare
incartapecorito, yuvido e disidratato, percid &
opPpOTLund intervenire con sostanze di tipo



vitaminice, con fattori idratanti naturali ed altre,
che limitanc e vrallentano la manifestazione di
guesti inestetismi. I prodotti per 1la pelle ben
formulati, servonoe quindi come prevenzione e come
coadivvanti nel combattere la comparsa di rugosita,
anche se non possono ringiovanire la pelle. Scope
principale & guello di mantenere 1'umiditd, impedire
la perdita di elasticitd e la disidratazicne, tipica
della pelle anziana tendenzialmente carente d4di
acqua. Non devono per® costituire una barriera versc
la normale traspirazicne della pelle.

Per prevenire o rallentare 1 processi di
invecchiamento cutaneo, innanzitutto €& necessario
contrastare ltinevitabile modificazione della
componente mucopolisaccaridica della gostanza
fondamentale e ltallentamento della componente
elastica e collagena del derma.

Rallentare l'appiattimento dei rilievi
papillari, evitare 11 rallentamento del circoclo
ganguigno, impedire l'aumentc delle tossine non
agportate e cercare di impedire uno scargo apporto
di nutrizione versgo 1 tessuti soprastanti la zona
papillare del derma sone una forma di prevenzione
valida.

I prodotti per la pelle ben formulati servono,



gquindi, come prevenzione e come coadiuvanti nel
combattere la comparsa 4l rugositd, anche se certo
non possonc ringiovanire la pelle. Scope principale
¢ quello di mantenere l'umiditad, impedire la perdita
di elasticitd e la disidratazione, tipica della
pelle anziana tendenzialmente carente di acgua. Non
devone perd costituire una barviera verso la normale
traspirazione della pelle.

L CUQIC CAPELLUTO

Numerosi sono gli studi condotti sulla crescita
dei peli in generale e del capelli in particolare,
cosl come 1 tentavi di mettere a punto composizioni
che potessero risolvere 1 problemi di  alopecia,
effluvico & defluvio nei mammiferi, inclusce l'essere
UMano.

2 tale riguardeo vale la pena citare lo studio
di Rcbinson M et al. [6], in relazione allc sviluppo
in wvitro dei follicoli delle wvibrisse d4i ratto
adulto. Tale studic ha posto le Dbasi er la
definizicone di un protocolilo di coltura in grado di
mantenere vitali 1 follicoli piliferi per oltre 20
giorni (prima di guesta ricerca la crescita deil
capelli *in vitro®” generalmente si arrestava in modo
prematuro a differenza di gquanto accadeva in

vive) [6]. Lfesame al microscopioco ha mostrato che,



noncstante le diffuse modificazioni patologiche
nell‘epitelic del folliceolo, le celliule del
fellicolo presentavano una notevole capacitada  di
recupero. Questi dati hanno, pertanto, confermato
che la caduta dei capelli non & riconducibile alla
perdita deila capacitd rigeneratrice dei follicoli
{che rimangono comungue vivi in uno stato di
guiescenza ¢, meglic, di atrofia reversibile}, bensi
ad un insieme di fattori che condizionance il ciclo
vitale del folliccle stesso [1-6].

Per alopecia si intende l’assenza © la carenza
di peli o capelll nelle aree di cute in cul essi
gono normalmente presenti. Il terxmine alopecia
comprende sia 17ipotrichia, che indica la carvenza di
peli o capelli, sia la calvizie, c¢he indica 1la
mancanza irreversibile di capelli.

I1 termine defluvic vienes invece utilizzato per
indicare una caduta di capelli ancormale per guantitd
e gualitd, mentre quello di effluvie va usatoe per
riferirsi ai casi in cui la caduta & numericamente
molto elevata, anche molte centinaia di capelli al
giornoc, e qualitativamente omcgenea.

Claggicamente le alopecie vengono distinte in
temporanee {(transitoria inibizione funzicnale della

papilla del pelo) e definitive {scomparsa del



follicolo e della papilla germinativa). Da gueste
vanne differenziate le pseudo-alopecie, nelle quali
i capelli sono stati strappati via o gi sono
gpezzabi {tricoclasia)l in seguito ad eventil
traumatici, chimici, infettivi o per ancmalie
congenite del fusto.

L’alopecia pud derivare da fattori genetici,
dall’invecchiamento, da malattie locali o)
sistemiche. La dermatite seborroica e la psoriasi

sono le patologise che pid comunemente interessano il

cucic capelluto, ma provecand meolto  raramente
alopecia. L’alopecia pud gssere di origine
cicatriziale o non-cicatriziale, LOSs1Co-

medicamentosa, areata o di tipce pseudoarea 41 Broog,
iatrogena {(generalmente da farmaci), post-gravidica,
post-infettiva, pud inoltre essere determinata da
tricotilliomania, tigne, kerion e tigna favosa.
Ancora, l’alopecia pud essere determinata da lupus
eritematosus ({sia nella forma sistemica <che in
gquella discoide fissal), sclerodermia, lichen planus,
mucinosi follicolare o feollicolite decalzante,
nonché da aplasia cutlis o tumori {1-4].

Lfalopecia androgenetica non compare 8e le
concentrazioni degli cormoni maschili non raggiungono

i livelll presenti negli adulti, e guindi non



compare mal prima della pubertd. Nell'uomo 1la
calvizie non dipende da un eccesgo di  ormoni
androgeni, ma da un‘eccessiva risposta dell’apparato
tegumentaric a questi ormoni [5].

La sensibilitd dei capelli, ¢ meglic dei
follicoli piliferi, agli ormoni androgeni dipende
soprattutto da un enzima, la S-alfa-reduttasi di tipo
2, prodotto dalle cellule del folliceole [5]. Questo
enzima trasforma 11 testosterone, il principale
crmone maschile, nel suc derivato pit potente, il
diidrotestosterone o© DHT, principale respongabile
dell’alopecia androgenetica. I follicoli delle aree
del cuecic capelluto che vannoe incontro a calvizie
producceno, infatti, alte guantita di guesto enzima e
quindi alte cuantitad di DHT [5].

La forma di calvizie androgenetica della domnna
inizia verso 1 35 anni e sl manifesta tipicamente in
tre stadi. Soprattutto nelle domne giovani il
diradamento & spesse piu evidente in corrispondenza
della fronte [4-5]. Nella domna 1in mencpausa 2
invece freguente notare anche una stempilatura,
gimile a gquella che si osserva nel maschio. BAnche
nei casi pit gravi perd nen 81 osserva mal una
calvizie completa, ma, solo, un grave diradamento

f4-5]. Wella donna la calvizie androgenstica pud
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essere conseguenza di un eccesso di ormoni maschili
o di una eccessgiva sgensgibilita  dell’apparato
tegumentarioc a livelli d4i androgeni assolutamente

normali [4-51.

DESCRIZTIONE DELL’ INVENZIONE

La presente invenzione gl prefigge lo scopoe di
trovare una soluzione valida ed efficace per
stimolare e migliorare la vitalitd ed il trofismo
dell’apparato tegumentario nel suo complesso, ivi
inclusi il tessuto cutaneo e 1 relativi annesgsi
cutanei, quali peli o capelli, inducendone la
rigenerazione.

Secondo la presente invenzione tale scopo @&
raggiunte grazie alla scluzione richiamata in modo
specifico nelle rivendicazionli che seguono. Le
rivendicazioni formano parte integrante
dell’ ingsegnamento tecnico gui fornito in relazione
all’invenzione.

Lrinvenzione si fonda sull’osservazione di un
particolare stimole proliferativo esercitato sulla
cute, sul cuolc capellute e sui relatbtivi annessi
cutaneil {peli e capelli) dai composti
antidepreassivi, soprattutto guelli appartenenti alla

classe degli inibitori selettivi della ricaptazione

dellia serotonina (88RI}). Tale attivitd & indotta
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attraverso liinterazione con recettori loco-
regionali 4i gueste sostanze, atta ad indurre un
recupere del trofismo del tessuto cutaneo senescente
2 del cuecio capelluto pataelogico [14,15].

Tale attivita del composti antidepressivi pud
agsgere utilmente applicata sia in campo cosmetico
sia in campo medico.

In campo cosmeticoe, un composto antidepressivo
pud essere utilizzatoe per il trattamento cosmetico
delle rughe, per 11 recupero della pigmentazione
originaria degll annessi cutanel {(pell e capelli) in
un mammiferc, 1ivi incluso l'essere umanc, € per la
stimeolazione della crescita degli annessil cutanel
{peli e capelli) in un mammifero.

In campe medico, il composte antidepressivo pud
esgere utilizzato per la rigenerzzione del tessuto
cutanen in pazienti che hanng gubito un
danneggiamento di tale tessutc o per il trattamento
di alopecia, effluvic o defluvio.

Preferibilmente, il composto antidepressivo € un
inibitore selettivo della ricaptazione della
serotonina (SSRI), un suc precursore o un suo derivato
naturale o di sintesi. Tra gli SSRI & particolarmente
preferita la paroxetina.

Per gli scopl medici e cosmetici indicati sopra

..12..



= nelle annesse rivendicazioni, il COmposto
antidepressivo puc esgsere preparato sotto forma di
una compogizione cosmetica, una composizione
farmaceutica, un medical device, o sotto forma di un
terrenoc di coltura per la rigenerazione del tessuto
cutaneo in vifro o per la stimolazione della
cregcita, il ctrofisme e/o 1a pigmentazionea
originaria degli annessi cutanei (peli e/o capelli}
in vitro. Tali preparazioni, comprendentl il
composte  antidepressive come  principio  attivo,
possone inoltre opzionalmente comprendere uno ¢ pid
ulteriori ingredienti attivi sinergici, guali un
enzima proteclitico e/o una vitamina. Tali
preparazioni possone inoltre cpzionalmente
comprendere un solvente e/o un diluente
fisiclogicamente accettabile, nonché usuali
eccipienti e/o additivi per composizioni
farmaceutiche o cosmetiche.

Come indicate in precedenza, il composto
antidepressivo preferito nell‘ambito della presente
invenzione & la paroxetinag, 1n farmaco ben
conosciuto appartenente alla classe degli inibitori
selettivi della ricaptazione della  serotonina
{88RI}. Tuttavia, per gli scopl dell’invenzione sono

adatti anche altri composti antidepressivi naturali
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o di sintesi, quali 1’iperico {ottenuto dalla pianta
officinale Hypericum perforatum), la fluoxetina, la
fluvoxamina, 1'mitriptilina, la desipramina, la
clorimipramina, 1’imipramina, la nortriptilina e 1la
venlafaxina.

In generale, 1l composto antidepressivo &
utilizzato in quantitd fra 100 mg/Kg e 100 g/Kg,
preferibilmente tra 0,5 g/Kg e 20 g/Kg, ancor pid
preferibilmente fra 1 g/Kg e 10 g/¥g per le
composizionli sostanzialmente solide, e fra 100 mg/l
e 100 g/1l, preferibilmente fra 9,5 g/l e 20 g/1,
ancor pil preferidbilmente fra 1 g/l e 10 g/1, per le
composiziconi seostanzialmente liguide.

Tra gli enzimi proteolitici che possono
opzionalmente essere utilizzatli in combinazione con
lrantidepressive si citanc a titolo esemplificativo
proteasi, peptidasi, papaina, collagenasi
{(preferibilmente di tipo ZIa, tipo II, tipo IV},
serratiopeptidasi, eparanasi, DN&si, elastasi,
bromelaina, bradichinasi, Clogtridium peptidasi,
enziml espressi da Lactobacillus acidophilus, enzimi
espressi dal geners Aspergillus, aliinasi,
fibrinolisina. Tra di essi sono preferite le
proteasi, enzimi in grado di attivare tre fenomeni

estremamente importanti, atti a produrre un effetto

-0 4~



sinergico con lrattivita del composto
antidepressivo, ovvero:

- ltattivazione del fattori di crescita presentl
sulla cute;

- un accelerato assorbimento dei nutrienti presenti
nella preparazione;

- una ezfoliazione profonda degli apparati
tegumentari.

In generale, gli enzimi proteclitici possono
essere utilizzati in guantitd comprese fra 1 mg/Xg e
1 g/Kyg, preferibilmente tra 10 mg/Kg e 100 mg/Xg per
le composizioni sostanzialmente solide, e fra 1 mg/l
ed 1 g/l, preferibilmente fra 10 mg/l e 100 mg/l,
per le composizioni sostanzialmente ligquide,

Come wvitamine che possone opzionalmente essere
utilizzate in combinazione con 1l’antidepressivo ed
eventualmente anche con 1l’enzima proteolitico, si
citano a titelo esemplificativo la retinaldeide
{retinoide}, i suol precursori naturali o di sintesi
e 1 suol derivati naturali o di sintesi. Anche la
retinaldeide esercita un effetto sinergico, in
guante & atta ad indurre una rapida rigenerazicone
del tessuti.

In generale, la vitamina pud essere utilizzata

in una guantitd compresa tra 0,01 mg/Kg & 10 g/Kg,



preferibilmente tra 0,1 mg/Hg e 1 g/Kg per le
composizioni sgostanzialmente zolide, e fra 0,01 mg/l
e 10 g/l, preferibilmente fra 0,1 mg/l e 1 g/l, per
le composizionl scostanzialmente solide.

Il composto  depressivo, eventualimente in
combinazione con l’enzima proteolitice e/o 1la
vitamina, pud essere formulate in preparazioni
solide o ligquide, anidre o acgucse, ad esempic
creme, unguentl, pomate, polveri, cerottl, membrane
impregnate, scluzioni, emulsioni, sospensioni,
dispersioni vesciceclari, leozioni, gel, spray.

L'esperto del settore & in grado di preparare
queste preparazioni, utilizzando gli adatti
additivi, eccipienti e/c diluenti.

LY invenzione sard ora descritta in modo
dettagliato, a puro titolo di egempic  non
limitativo, facendo riferimento ad alcune forme di
realizzazione particolarmente preferite.

Tali forme A1 realizzazione sonoe rappresentate
dalla composizione denominata Ru-BASE descritta gui
soctto, che contiene parcoxetina come principilo attivo
principale. La composizione Ru-BASE & stata
preparata come crema e come infusione.

Composizioni in Crema & infusionali

comprendenti solamente lrantidepressivo come
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principic attivo, in un mezzo fisioclogicamente
accettabile (guale una crema base © una scluzione
fisiologica), sonc indicate qui di seguito come
composiziconi Ru-BASE-CREMA & Ru-BASE-INFUS e sono
illustrate rispettivamente nelle tabelle 1 & 2. Le
succegsive tabelle 3 a 8 illustrano  invece
compegizionl del tipoe Ru-BASE in cuil 11 composto
antidepressivo paroxetina & combinato con unc o piif
ulteriori ingredienti attivi.

In particelare, le tabelle 3 e 4 illustrano
rispettivamente composizioni Ru-BASE in crema e in
forma di infusione, comprendenti la combinazione di
paroxetina ed enzima proteasi. Tali composizioni
EONOC rigpettivamente denominate Ru-~BASE-CREMA-
PROTEQ-PLUS & Ru-BASE-INFUS- PROTEOC-PLUS.

Le tabelle 5 e 6 illustranc rispettivamente
compesizioni Ru-BASE in crema e in forma di
infusione, comprendenti la combinazione di
paroxetina e retinaldeide. Tall composizionil sono
rigspettivamente dencminate Ru-BASE-CREMA-RET-PLUS e
Ru-BASE-INFUS-RET-PLUS.

Le Tabelle 7 e 8 illustranc rispettivamente
composizioni Ru-BASE in crema e in  forma di
infusione, comprendenti la combinazione di

paroxetina, enzima proteasi e retinaldeide. Tali
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composizioni sono rispettivamente denominate Ru-
BASE-CREMA-COMBO-PLUS & Ru-BASE-INFUS-COMBO-PLUS.

I risultati istologici ottenuti in vive dopo
sei mesi di trattamento con le composizioni Ru-BASE
sotto illustrate confermance la formazione di una
ritrofizzazione delle rughe attraverso una
modulazione del ciclo vitale del fibroblasto con
recupero degli stati di  atrofia e Dblocco di
proliferazione dei medesimi. La ritrofizzazione
indotta dalle composizioni Ru-BASE é
morfologicamente comparabile a gquella integra in
vivo con caratteristiche isgto-funzionall ottimali.

Queste osservazioni hanno spinto gli inventori
a testare le composizioni Ru-BASE anche su biopsie
di cuoio capellute in vitro f(aree colpite da
alopecia di natura da determinarsi}.

La composizicone Ru-BASE-INFUS si & dimostrata
utile & stimclare la crescita del peloc in vitro,
nigliorande la vitalitd del follicolo pilifero atroficeo
e non. Tuttl 1 peli, nuovi e non, dopo ventuno giorni
di trattamente in vitro recuperane il trofismo
originaric, appalono rinvigoriti, con una pigmentazicne
originaria e presentanc, inoltre, un diametro aumentato

del fustc sanc e privo di desquamazione.
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Tabella.

1 - Composizicone Ru-BASE-CREMA

SOstLanza

Conc. mg/Kg

Paroxetina

2500(2, Sgr/XG)

BASE in crema =

magra

ESSEX

Tabella. 2 - Composizione Ru-BASE-INFUS
Sostanza Conc. mg/kg
Parcxetina
2500(2,5gr/L)
figiologica g.b. per 1L di prodobto

Tabella. 3 - Composizione Ru-BASE-CREMA-PROTEQ-PLUS

Sostanza

Conc. mg/Eg

Paroxetina

2500(2, Sar/KG)

proteasi

22

BASE in c¢yrema = ES

magra

Tabella. 4 - Camposizicne Ru-BASE-INFUS- PROTEC-PLUS

Sostanza

Conc. mglL

Paroxetina

25004{2,5qr/L)

=19~




proveasi

5
&

figiglogica

g.b. per 1

L di prodotio

Tabella. 5 - Composizicne Ru-BASE-CREMA-RET-PLUS

magra

Sostanza Cone. mg/Xg
Paroxetina 2500(2, Bgr/XG)
Retinaldeide 300
BASE in c¢rema = ESSEX
q.b.

Tabella. 6 - Composizione Ru-BASE-INFUS-RET-PLUS

Sostanza Cone. mg/L
Paroxetinag
2840(2, Bgr/L)
Retinaldeide 500
fisiclogica g.b. per 1L 4i prodotto

Tabella. 7 - Canposizione Ru-BASE-(REMA-COMBO-PLUS

SosCanza conc. ma/Xg
Paroxetina 2500{2, 3g=/KG)
Retinaldelide 500
proteast 22

=20




BASE in crema = ESSEX

magra

Tabella. 8 - Compogizione Ru-BASE-COMBO-RET-PLUS

Sostanza Conc. mg/L

Paroxetina
2500 (2, 5gr/fL)

Retinaldelide 500
proteasi o 22
fisiologica g.b. per 1L di prodotho

Tutti 1 campioni bioptici di tegsutoe testati
hannco risposto positivamente allfimpiego delle
composizioni Ru-BASE, restando wvitali, depositando
collagense od avendo una distribuzione ordinata e
tridimensionale durante 6 mesi di coltura in vitro.
La witalitd dei tessuti epiteliall atreofici &
apparsa nettamente miglicorata dopo 15 giorni di
trattamento.

Tutti 1  campioni testati di pazienti con
alopecia maschile, femminile e cicatriziale sono
rimasti in coltura wvitali e con 1 follicoli piliferi
attivi per sei mesi. Tutte le bicpsie trattate
presentanc uno spiccato costante rinfoltimento delle

filiere di capelli, sempre determinato da un ordine



di distribuzione topografica e da un tessuto
sobttostante trofico e prive di lesioni.

Senza volersi vincolare ad alcuna teoria
gpecifica al riguardo, i presenti inventori
ritengono che i risultati ottenuti con le
composizioni Ru-BASE abbiano permesso di dimostrare
che lo state di atrofia cutanea, e pid in generale
tegqumentaria, in corsc in processi degenerativi &
recuperabile. Le composizioni Ru-BASE si sono
infarti dimostrate capaci di indurre una eccellente
crescita e sviluppe di tessutoe cutaneo, nonché di
indurre in vitro la ricrescita di  pelo con
caratteristiche isto-funzionali normali.

Le sgperimentazioni effettuate sono descritte in
magglore dettaglic nella sezione che segue.

Biopsie e scluzicni-prototipo

Tutti i campioni {bicpsie di tessuto
cartilaginea) sono stati  lavati tre velte con
soluzione fisiologica ed antibilotici (100 unitd/ml
di penicillina + 100 ug/ml streptomicina + 160 mg/L
gentamicina) per 10 minutli a temperatura ambiente,

Le biopsie sono quindi state sezionate in tre
parti {due contrclli e un campilione per ciascun
paziente). Il campione & stato trattakto con una

aoluzione 4i Ru-BASE con concentraziones finale 1X



dentro pilastre {Lab-Tek chamber sglides, Nunga,
Kamstrup, Danimarca) 4i 15-cm.

Sono state preparate due tipologie di
controlli, un  contrellc negativo {1} trattato
egclusivamente con soluzione fisiclogica €
antibiotici {come sopra descritto}, e un controllo
negativo {2} trattato con terreni per coltura
cellulare comuni.

1. 1 reperti biloptici d4i controllo sono stati
sogpesi in soluzione fisioclogica dentyro piastre
{Lab-Tek chamber slides, Nunc, Kamstrup, Danimarcal
di 18-om.

2. 1 reperti bioptici di controlle sono guindi
stati postl dentro plastre (Lab-Tek chamber slides,
Nunc, KXamstrup, Danimarca) di 15-cm in terreno RPMI
1640 supplementato con:

10% FBE {Celbio, Milanco, Italial

100 unitd/ml di penicillina

100 ug/ml streptomicina

160 mg/L gentamicina {Schering-Plough, Milano,
ITtalia)l

Z wM L-glutammina (Life Technologies; growth
medium) .

Tutti 1 campioni sono statl posti in un

incubatore Heraesus termostaticamente controllato

i
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alla temperatura di 37¢C con una atmosfera
contenente 178% di apporto costante di C0; (v/v in
arial .

BIQFSIE CUTANEE

Protocollo d4i colorazione della matrice

Dopo tre lavaggi per 10 minuti a temperatura
ambiente in PBS (pH 7,4), 1 campioni sone stati
riscspesi in una soluzione fissante di
paraformaldeide al 4% in D-MEM (Gibco} con pH 7,4,
per un ora a temperatura ambiente. Tutte le hiopeie
oggetto di studic sono state trattate con azzurro di
Alcian blu. Questo colorante & costituito da un
gruppe dei colori basgici polivalenti solubili in
acgua. Il colore blu & dovute la presenza di rame
nells molecola.

L'azzurro di Alcian blu in soluzione con PRS
{pH 7,4} all'1% di concentrazione finale p/V viene
addizionato ad una soluzione di acido acetico al 3%
{pH 2,5}. Questa composizione, dopo incubazione di 2
ore a temperatura ambiente, colora indelebilmente
legando i mucopolisaccaridi acidi e le glicoproteine
sia solfonati c¢he carbossilati. Per ogni campione
sono stati allestiti contrelli specifici.

Tutti i campioni sono stati lavati 3 volte con

PBS (pH 7.4} a tempsratura amblente per cingue
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minuti e pol osservati al microscopio ottico. 8i
nota un netto aumento di collagene tipo 2, collagene
tipo 3 e collagene tipo 4, che si coloranc di blu,
nei campionl Crakttati con la composizione F-BASE
gotto forma di soluzione rispetto al controlli 1 ed
al controllo 2 [13].

BIOPESIE CUTANEE: RISULTATI

Colorazione con metodo colorimetrice Alcian blu

- Contrcello 1 trattato con fisiologica: lievissima
colorazione di fondo appena percettibile
{punteggio=+/-}.

- Controllo 2 trattate con comune terreno di coltura
per biopsie D-MEM, 10% FBS addizionato, come
descritto sopra. Si nota una lievissima colorazione
di fondo azzurrina pallida diffusa(alcian blu,
{punteggio=++} .

- Campione trattato con F-BASE INFUS. Si nota come
la cellule, ove si & indotta una rideposizione di
collagene, si colorino nettamente con Alcian blu,
crescendo in strati sovrapposti (punteggio=+++++) .

Western blot

I campioni sonc statl sottoposti ad analisi
fenotipiche con Western Blet per 1 marcatori anti
collagene  tipo  II {Santa Cruz Biotechnology,

America, Califcrnia), antl collagene tipo IIT {(Santa



Cruz  Bilotechnology, America, California), anti
collagene tipo IV {Santa Cruz Biotechnology,
America, California), anti aggrecano (Santa Cruz
Bictechnology, America, California). Dopo c<ingue
lavaggi, le wmemprane sone state incubate con i
relativi anticorpi secondari ({(1:1000} coniugati con
percssidasi di rafanc (HRF, SantaCruz
Bictechnologies Inc., BSanta Cruz, California, USA)
per 1h a temperatura ambiente, come riportato nelle
tabella 3 che segue.

Caratterizzazione del tessuto cutaneo Erattato con

Ru-BASE versus controlli non trattati

I rigsultati relativi all’esgpressione di
collagene tipoe II, collagene tipo III, collagene
tipo IV e di aggrecano sone statl espressi con una

scala quantitativa come segue:

Tabella 3
Marcatori Controllo 1| Controllo 2 Campione

collagene -/ + e bt
tipe IT

collagens -+ + ot
tipo 11T

collagene -/+ ++ PR
tipo IV

aggrecano - —_— S444




= agsgenza di banda

-/ = lieve presenza di banda
+ = banda presente sottile
++ = banda presente media

+ bt = banda presente estesa
44 = banda presente alta

banda presente effusa

FA++d

JOPSIE DI CUCIQ CAPELLUTC

Protocollo di immunofliuorescenza

Dopo tre lavaggi per 10 min a Cemperatura
ambiente in PBS (pH 7,4), 1 campiconi s8onoc stati
risospesi in una soluzione figgante di
paraformaldeide al 4% in RPMI 1640 con pH 7,4, per
un‘ora a temperatura amblente. Dopo l inclusions in
paraffina, 1 campioni sonoc stati seziocnati e
posizionati su vetrini portacggetti. Le sezioni sono

state colorate con ematogsilina/ecsina, anticorpil

monoclonali anti-citocheratina 10 {(Ganta Cruz
Bictechnology, America, Californial, anticorpl
mencclonali anti-c¢itocheratina 11 {Santa Cruz
Biotechnology, America, Californial) . Per ogni

anticorpe monoclonale sone stati allestiti controlli

gspecifici con i relativi isotipi {fanta Cruz

Biotechnology, America, California) . TutLl i
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campioni posizionati su vetrini portacggetti sono
stati osservati al wmicroscopioc ottico dopo essere
stati sigillati con moviol e vetrini coprioggetti.

Western Blot per citocheratine

Le bicopsie, sospese in tampone lisante {1% 8DS,
30 mM Tris pH 6,8, 5% glicerolo} al guale sonc stati
aggiunti gli inibitori delle proteasi (Protease
Inhibitor Cocktail, Calbiochem, San Diego,Ca), hanno
subito una omogeinizzazione, cui segue una
incubazione del campioni per 30 minuti a 4°C. I
lisati ottenuti sono statl centrifugati a 12.000 rpm
per 20 minuti a 4°C ed €& stato raccolto 1l
surnatante; la concentrazione proteica dei campioni
& stata valutata con metodo Bio-Rad {Benchmark Flus
agsay, Bico-Rad). Prima della corsa elettroforetica,
i campioni sono stati fatti kollire per 5 minutli in
presenza di beta-mercaptoetanclo =) blu di
bromofenole. I campioni sono statli sottopostl a
corsa elettroforetica in un gel al 12% (SDS-PAGE) e
trasferiti su membrana PVDF {(Perkin Elmer Inc.). Le
membrane sono state saturate con metanclo a
temperatura ambiente e successivamente incubate con
i seguenti anticorpi primari diluiti in PBS con 5%
di latte in polvere scremato: anti-citocheratina 14

con titelo di diluizigne 1:500 {SantaCrusz



Bictechnologies Inc., Santa Cruz, California US&},
anti-citocheratina 18 con titolo di diluizicne 1:500
{SantaCruz Biotechnologies Inc., Santa Cruz,
California USA} e anti-citocheratina 1% con titole
di diluizione 1:500 {SantaCruz Bilotechnologies Inc.,
Santa Cruz, California USA) per tutta la notte a 4°
C. Dopo cingue lavaggl, le membrane sono state
incubate con 1 relativi anticorpi secondari (1:1000)
coniugati con perossidasgi di rafanco {(HRP, Santalruz
Biotechnologies Inc., Santa Cruz, California UsA)
per ih & temperatura ambiente. Le bande
corrispondenti sgono state evidenziate con liguidi di
chemicluminescenza {Guper  Signal Western  Pico
solution, Pierce Biotechnology Inc., Rockford,
Illinois, UBA) e fissate su lastre fotografiche.

BIOPEIE DI CUOIO CAPELLUTQO: RISULTATI

Microscopla ottica

Questi risultati indicano un cuclio capelluto in
ricrescita Privo di patologia alopecica con
distribuzicne delle fasi di ricrescita normali.

I risultati relativi all’espressicne delle
citocheratina 10 e 11 e le colorazionli istologiche
dei preparati Dbioptici con ematossilina/cosina
{utilizzati per la wvisuvalizzazione della vitalitd

follicolare) sono riportati in tabella e sono stati
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egpressl con una scala guantitativa.

Dall’analisi deil risultati in Tabella 4 gi
evidenzia alla micrescopilia ottica (colorazione con
eogina ed ematossilina) un netto incremento del
numero di follicoli nei camploni trattati con la
composizione oggetto di invenzione Ru-BASE rispetto
al controlli non trattati. Inoltre tutti i follicoli
appaione trofici, wvitali ed attivi nei campioni
trattati rispetto ai controlli non tratti dove si
nota una atvofia o un ipotrofismo del follicolo
stesgo. Infine, si segnala una netta predominanza
delle citocheratine 10 ed 11, tipiche dei tessuti
tegumentari normali con follicoli vitali ed attivi
nel campioni trattati con la composizione oggetto di
invenzione  Ru-BASE rispetto ai controlli mon

trattati [8].

Tabella 4.

Marcatori Controlle 1 | Controlloc 2 | Campione

Citocheratina

+ + ¥ +ob 44
ig
Citocheratina + ++ Tt
11
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Marcatori Controlle 1 | Contrello 2 Campions

Eosina/ 4+ . At

Ematossilina

Legenda

assenza di fluorescenza

+ = bassa fluorescenza per campo otticeo
++ = media flucrescenza per campo ottico
4+ = alta fluorescenza per campo ottico
++++ = altissima fluorescenza per campo ottico

paziente

Pz

Western blot

I campionl sono statl sottoposti ad analisi
fenctipiche con Western Blet per 1 marcatori
citocheratina 14, c¢itocheratina 18 e c¢iltocheratina
19, come di seguitco discusso in Tabella 5.

I risultati evidenziano una forte positivita
per la produzione di citocheratina 14, citocheratina
18, citocheratina 19 nei campioni trattati, ed in
particolare neli camplioni di cicatrici trattate, per
gel mesi in vitro con la composizicone oggetto della
presente invenzione, Ru-BASE, rispetto ad una solo
lieve positivitd per la produzione di citocheratina

14, citocheratina 18, citocheratina 19 nei campioni
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di controlle non trattati, come riportato in tabella
4. Le citocheratine 14, 18 e 19 sono espresse nel
tessutli tegumentari normali con follicoli wvitali ed
attivi durate gli stati di differenziamento
cellulare, di crescita del follicolo pilifero e di

controllo della formazicone del capello [8-92].

Tabella 5.
| Marcatori Coentrolle 1 | Controllo 2 | Campione
Citocheratina

+ + 4+ F

i4 L
Citocheratinag | + + +4 4+
18
Citocheratina + + PR
13

Legenda

- - = assenza di banda

-/ + = lieve presenza di banda
+ = banda presente sottile
+ 4 = banda presente media

+ 4+ = banda presente estesa
4t = banda presente alta



+++++ = banda presente effusa
02 = paziente
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RIVENDICAZIONI

1. Use di  un  composto  antidepressivo per  la
stimolazione della rigenerazione dell’apparato
tegqumentario /o per la stimolazione della crescita,
del trofismo originaric e/o della pigmentazione
originaria dei relativi annessi cutanei,
particolarmente peli e/o capelli, in un mammifero.

2. Usc secondo la rivendicasione 1, per il
trattamento cosmetico delle rughe.

3. Uso seconde la rivendicazione 1, per 1la
stimolazione della crescita di peli e/o capelli.

4, Use seconde la rivendicazicone 1, per 11
ripristino della pigmentazione originaria di peli
e/o capelli.

5. Uso di un compoesto antidepressivo per 1la
preparazicne di un medicamento per la rigenerazione
di tessuto cutanec danneggiato ¢ per il trattamento
di alopecia, effluvio e/o defluvic in un mammifero.
5. Usc seconde una qualsiasi delle rivendicazioni
1 & 5, in cui il composto antidepressive & scelto
fra gli inibitori selettivi della ricaptazione della
gerotonina {85RY}, 1 lore precursori e 1 loro
derivati naturali o di sintesi.

7. Uso secondo la rivendicazione 6, in cui il

composto antidepressive &  scelto  fra  iperico,
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parcxetina, fluoxetina, Ifluvoxamina, amitriptilina,
desipramina, clorimipramina, imipramina,
nortriptilina, wvenlafaxina, 1 loro precursori e 1
lore derivati naturali o di gintesi.

8. Use secondo la rivendicazione 7, in cui il
composto antidepressivo & paroxetina.

9. Uso secondo una qualsiasl delle rivendicazioni
1 & 8, in c¢ui il compoesto antidepressive &
utilizzato in combinazione COT un enzima
proteclitico.

10. Uso seconde la rivendicazione 9, in cul
l'enzima proteolitico & scelto nel gruppo che
consiste di papaina, cellagenasi, serratiopeptidasi,
eparanasi, DNAsi, aelastasi, bromelaina,
bradichinasi, Clostridium peptidasi, enzimi esgpressi
da Lacteobacillius acidophilus, enzimi espressi dal
genera Aspergillus, proteasi, aliinasi,
fibrinoclisina.

11. Uso secondo una gqualsiasi delle rivendicazioni
1 a 10, in cui 1l composto antidepressive &
utilizzato in combhinazione con una vitamina.

12. Usoc secondo la rivendicazione 11, in cui la
vitamina & scelta f{ra retinaldeide, suol precursori
e sucl derivati naturali o di sintesi.

13. Uso secondo una gualsiasi delle rivendicazioni
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1 a 12, in «cul il composto antidepressivo 2
utilizzato in combinazione con un enzima
proteclitico & una vitamina.

14. Usco secondo una gualsgiasi delle rivendicazioni
I a 13, in cui il composto antidepressive &
formulato in una preparazione sostanzialmente solida
o liquida, anidra o acquosa.

15, Uso secondo la rivendicazione 14, in cui il
composto antidepressivo & formulate in una
preparazione sgcelta nel gruppe comprendente creme,
unguenti, pomate, polveri, cerotti, membrans
impregnate, soluzioni, emulsioni, dispersioni
vescicolari, lozioni, gel, spray e sospensioni.

16. Uso secondo una gualsiasi delle rivendicazioni
1 a 1%, in c¢ui il composto antidepressivoe &
formulate in una preparazione sostanzialmente solida
ed & utilizzato in una guantitd compresa fra 100
mg/Kg e 100 o/Kg, preferibilmente tra 0,5 ¢g/¥g e 20
g/¥g, ancor pit preferibilmente fra 1 o/Kg e 10
g/Kg.

17. Uso secondo una gualsiasi delle rivendicazioni
1 a 15, in cui il composto antidepressive @&
formulato in una preparaziones sostanzialmente
ligquida ed & utilizzato in una quantita compresa fra

100 mg/l e 100 g/l, preferibilmente tra 0,5 g/l & 20
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g/l, ancor pil preferibilmente fra 1 g/l e 10 g/1.
18. Usc gecondo una gualsiasi delle rivendicazioni
3 a 17, in cui in cui il composto antidepressivo &
formulato in una preparazione sostanzialmente solida
in combinazione con almeno un enzima proteolitico,
che é utilizzato in una quantitd compresa tra 1
mg/Kg e 1 ¢/Kg, preferibilmente tra 10 mg/XKg e 100
mg/Kg.

18. Uso seconde una qualsiasi delle rivendicazioni
g a 17, in cui in cui il composto antidepressivo &
formulato in una preparazione gostanzialmente
liguida in combinazione con almeno un enzima
proteclitice, c¢he €& wutilizzato in una gquantita
compresa tra 1 mg/l e 1 g/l, preferibilmente tra 10
mg/le 100 mg/l.

20. Usc secondo una gualsiasi delle rivendicazioni
11 & 19, in cul in cul il compostce antidepressivo &
formulato in una preparazione scostanzialmente sclida
in combinazione con almeno una vitamina, che @
utilizzata in una quantitd compresa tra 0,01 mg/Kg e
10 g/Kg, preferibilmente tra 0,1 mg/Kg e 1 g/XKg.

21. Uso seconde una gualsiasi delle rivendicazioni
11 a 19, in cul in cul il composto antldepressivo &
formulato din una  preparazione sostanzialmente

ligquida in combinazione con almeno una vitamina, che
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& utilizzata in una guantitd compresa tra 0,01 mg/l
e 10 g/l, preferibilmente tra 0,1 mg/l e 1 g/1.

22. Uso secondo una qualsiasi delle rivendicazioni
1 a 21, in cui il composto cosmetico & preparato
come compoesizione farmaceutica, composizione
cosmetica, dispositivo medico (medical device} o

terreno di coltura.
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