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DESCRIPCION
Derivados de tocotrienoles, procedimientos y utilizacion de los mismos
Sector técnico

La presente invencion se refiere a la utilizacién de tocotrienoles estabilizados en la industria médica,
veterinaria o cosmética. En particular, a la utilizacion de tocotrienoles estabilizados en la prevencion, terapia o
tratamiento de enfermedades o trastornos de la piel, tales como acné, dermatitis seborreica, rosacea o como
agente antienvejecimiento.

Estado de la técnica anterior

La vitamina E se refiere a los tococromanoles, un grupo de ocho moléculas con una estructura quimica
similar: cuatro tocoferoles, consistiendo cada uno de los cuales en una cadena saturada (fitilo) unida a un
anillo de cromanol que difiere en el nivel de metilacion (a, B, v, 6); y cuatro tocotrienoles, consistiendo cada
uno de los cuales en una cadena lateral insaturada (fitilo) unida a un anillo de cromanol que difiere en el nivel
de metilacion (o, B, v, 8). La vitamina E se encuentra de forma natural en todas las especies de plantas y en
algunas cianobacterias [1]. Los niveles de concentracion de cada isémero dependen del organismo, la
especie de planta y la parte de la planta (hojas, raices, semillas, etc.). Fuentes importantes de
tococromanoles son el aceite de palma, el salvado de arroz y el aceite de achiote.

Los tococromanoles son antioxidantes potentes. Se les conoce como potentes antioxidantes que rompen
cadenas y secuestran radicales peroxilo, y que también son capaces de desactivar el oxigeno singlete.
Cuando se prueba su poder antioxidante en solucién o en membranas liposomales, tanto los tocoferoles
como los tocotrienoles muestran el mismo poder en sus isémeros correspondientes, pero el poder
antioxidante entre los diversos isémeros disminuye segun la secuencia a>B=y>0 [1]. Se sugiere que los
tocotrienoles, debido a su cadena de acidos grasos insaturados, pueden mostrar un mayor poder antioxidante
debido a una mayor movilidad dentro de las membranas y entre las mismas, y a una interaccion menos
restringida con los radicales lipidicos. Ademas, a diferencia de los tocoferoles, los tocotrienoles no aumentan
la rigidez de la membrana [2].

Ademas del efecto antioxidante, se ha demostrado que la vitamina E también tiene efectos antiinflamatorios
[3], antitumorales y antiangiogénicos. Los efectos antiinflamatorios provienen de la capacidad de estas
moléculas para bloquear la secrecion de TNF-a e IL-1B, asi como la produccién de ciclooxigenasa-2
citosdlica (COX-2) y la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). Todos estos factores bioldgicos inciden en gran
medida en la cascada de sefializacion celular de la respuesta inflamatoria. También se ha descubierto que,
de todos los isdmeros, el &-tocotrienol era el mas eficaz para este propoésito y al mismo tiempo poseia la
capacidad de bloguear la expresion génica inducida por lipopolisacaridos (LPS) de TNF-a, IL-13, IL-6 € INOS
[4].

En la piel, la vitamina E actla como antioxidante y antiinflamatorio, protegiendo del dafio causado por el
estrés oxidativo al secuestrar las especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species), tales como
los radicales peroxilo y el oxigeno singlete, y al regenerar el glutation endégeno (GSH) a su forma reducida.
En comparacion con el o-tocoferol, los tocotrienoles tienen un mayor poder antioxidante y efectos
antiinflamatorios, dado que activan vias antiinflamatorias adicionales. Sin embargo, la administracion natural
de tocotrienoles presenta importantes inconvenientes, ya que tienen una estabilidad baja en su forma pura y
muestran una biodisponibilidad deficiente.

Los tococromanoles, mas habitualmente el a-tocoferol, estan presentes en el cuerpo humano, tal como en las
membranas celulares y el plasma (en promedio, un agregado de lipoproteina de baja densidad (LDL)
contiene entre 5 y 12 moléculas de a-tocoferol y menos de un tocotrienol u otras moléculas antioxidantes).
Los seres humanos no pueden sintetizar moléculas de tococromanol y deben adquirirlas mediante fuentes
alimenticias; por lo tanto, se clasifican como nutrientes esenciales [5].

El proceso de absorcién de tococromanoles se facilita con la ayuda de la proteina de transferencia de
a-tocoferol (a-TTP); sin embargo, la o-TTP muestra una mayor afinidad por el isémero alfa del tocoferol, lo
que explica, en parte, la baja biodisponibilidad oral de los otros isémeros y formas de la vitamina E [6].

La biodisponibilidad y localizacién de la vitamina E en el organismo depende en gran medida de la via de
administracion. La administracion oral es eficiente para el suministro de vitaminas a los sistemas internos del
organismo, pero es menos eficiente en el suministro de vitamina E a las capas externas de la piel, en las que
es mas necesario en el tratamiento de afecciones topicas. Esto se debe a la naturaleza lipofilica y al tamafio
de la molécula. Por lo tanto, a menudo, es preferente la administracion topica para la rapida renovacion del
contenido de vitamina E en la piel.
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A excepcion del a-tocoferol, la biodisponibilidad oral de todos los demés isémeros de la vitamina E es
sustancialmente menor. Una pequefia cantidad de isébmeros de tocotrienoles evitan la o-TTP por difusion,
pero estan presentes aun en concentraciones muy bajas en los tejidos. Se ha demostrado que la
suplementacion con a-tocoferol disminuye en gran medida la biodisponibilidad y la concentracion endégena
de otros isbmeros de vitamina E (particularmente tocotrienoles) y disminuye sus efectos superiores asociados

[7].

Cuando se aplica topicamente, la vitamina E tiene una afinidad elevada por el estrato cérneo debido a su
naturaleza lipéfila y tiene problemas para penetrar mas profundamente en la piel. Por lo tanto, la vitamina E
administrada topicamente tendra un tiempo de residencia elevado en la capa externa de la piel, en la que
estd expuesta a factores oxidativos y puede degradarse rapidamente, perdiendo de este modo su funcién.
Este es un factor limitante importante para las aplicaciones tépicas y reduce aun mas la eficiencia de
administracion.

La elevada tasa de degradacion de los tococromanoles se debe a la naturaleza antioxidante de estas
moléculas, que hace que reaccionen rapidamente con el oxigeno singlete u otros ROS presentes en la
atmosfera. Ademas, el anillo de cromano, presente en todos los isémeros de la vitamina E, es propenso a la
degradacion por la radiacion UV.

Se han desarrollado muchas estrategias para reducir la degradacion de la vitamina E en las formulaciones
cosmeceéuticas. Por gjemplo, la inclusion de coantioxidantes de sacrificio (tales como la vitamina C), sistemas
de encapsulacion coloidal o modificaciones quimicas de las moléculas.

La modificacion quimica es la estrategia mas utilizada debido a su simplicidad y facilidad para obtener
moléculas de vitamina E modificadas que son capaces de sortear los problemas de penetracion cutanea y de
estabilidad molecular. Estas modificaciones se dirigen habitualmente al grupo hidroxilo del anillo de cromano,
el lugar mas facil y bioldgicamente mas apropiado para la modificacion. Se han creado una gran cantidad de
tocoferoles modificados en O para su aplicacion topica en la piel. Entre los ejemplos se incluyen fosfato de
tocoferol, sal de fosfato de tocoferol, ascorbil fosfato de tocoferol, succinato de tocoferol, acetato de tocoferol,
cloroacetato de tocoferol, propionato de tocoferol, sales de aminoacidos de tocoferol y salicilato de tocoferol
[8]. Los mas utilizados en las formulaciones actuales para el tratamiento de afecciones de la piel son el
acetato de o-tocoferol y el succinato de a-tocoferol.

El enlace éster entre el a-tocoferol y el compuesto modificador unido es de particular importancia. Cuando se
modifica en el grupo hidroxilo, la vitamina E pierde sus propiedades antioxidantes [1], pero gana resistencia a
la degradacion quimica. El poder antioxidante de la vitamina E se consigue mediante la transferencia de
radicales de ROS al grupo hidroxilo, formando radicales tocoferilo y/o tocotrienilo que son mas facilmente
eliminados por procesos metabdlicos endégenos.

El enlace éster en el grupo hidroxilo es de particular interés debido a la presencia de enzimas, tales como las
esterasas no especificas, en la piel que hidrolizan el tocoferol o tocotrienol esterificado, produciendo el
tocoferol o tocotrienol puro original y el compuesto modificador puro original. Los productos hidrolizados
mantienen su actividad quimica y biolégica normal. La actividad de estas esterasas no especificas no es
uniforme en toda la piel; se ha informado de una mayor actividad en varias zonas, tales como entre el estrato
corneo y el estrato granuloso, |la vaina externa de los foliculos pilosos activos, las células sebaceas jovenes y
el sebo viejo acumulado [9, 10]. Este ultimo es de especial interés debido a la acumulacion de sebo en casos
de acné. La modificacion del éster es excepcionalmente estable en formulaciones neutras, pero tendera a
degradarse si el pH es demasiado acido o basico debido a la naturaleza inherente de los ésteres. La
modificacién quimica de las moléculas de tococromanol puede mejorar su penetracion al modificar la
polaridad de las moléculas, lo que les permite penetrar mas facilmente en el estrato coérneo.

Cuando las moléculas de tocoferol y tocotrienol modificadas mediante un enlace éster son escindidas por las
esterasas, el compuesto modificador también se libera en la piel, lo cual es un factor importante a tener en
cuenta debido a posibles efectos secundarios, antagonismo, sinergia o citotoxicidad. Las modificaciones mas
comunes en el mercado liberan compuestos, tales como el acetato y el succinato, que se utilizan en el
metabolismo normal, con el fin de disminuir al méaximo los efectos secundarios. Sin embargo, utilizar una
molécula modificadora que carece de efectos terapéuticos es una oportunidad desaprovechada de aumentar
aun mas la eficacia de la formulaciéon en el tratamiento tépico, basandose en efectos multifacéticos o
sinérgicos.

La vitamina B3, tanto en su forma de amida (Niacinamida) como de &cido carboxilico (Acido nicotinico), es un
precursor de coenzimas esenciales para numerosos procesos metabdlicos, tales como el metabolismo
energeético celular, la regulacion de la sintesis de ADN y los procesos de transcripcion. Los niveles inferiores a
lo normal de esta vitamina pueden provocar pelagra, una afeccion caracterizada por dermatitis fotosensible,
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diarrea y demencia [11, 12]. Sin embargo, hoy en dia es una afeccion rara para alguien con una dieta
promedio, ya que el pescado, la carne y el trigo son fuentes ricas en esta vitamina.

La vitamina B3 también posee efectos neuroprotectores y antioxidantes que reducen la produccién de sebo,
las arrugas, la inmunosupresion inducida por los rayos ultravioleta y la pigmentacion de la piel [12].

Los cosmecéuticos con niacinamida o compuestos relacionados son eficaces para el tratamiento de
afecciones de la piel. Sin embargo, la niacinamida y sus compuestos relacionados pueden provocar efectos
secundarios, tales como enrojecimiento en el area aplicada e inflamacion sistémica debido a su capacidad
elevada de penetracion que le permite ingresar al torrente sanguineo [13].

Estos hechos se dan a conocer con el fin de ilustrar el problema técnico abordado por la presente invencion.
Descripcién general

La presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion se refiere a la
utilizacion de tocotrienoles estabilizados en la industria médica, veterinaria o cosmética. En particular, a la
utilizacion de tocotrienoles estabilizados en la prevencion, terapia o tratamiento de enfermedades o trastornos
de la piel, tales como el acné, la dermatitis seborreica, la rosacea o como agente antienvejecimiento.

La presente invencion describe la modificacion de tocotrienoles con acido nicotinico, la modificacion de
tocotrienoles con un enlazador y &cido nicotinico o alcohol nicotinilico, la mayor estabilidad de los
tocotrienoles modificados en formulaciones cosméticas, la penetracion de tocotrienoles modificados en |a piel
humana y la conversion de los tocotrienoles modificados en el tocotrienol original y &cido nicotinico,
permitiendo de este modo una administracion topica efectiva y simultanea de tocotrienoles y acido nicotinico.

Los tocotrienoles y tocoferoles forman parte del grupo de moléculas conocidas de manera colectiva como
vitamina E y también se denominan "tocoles". El &cido nicotinico se refiere a la vitamina B3, precursora de la
niacinamida, que participa en la sintesis de otras moléculas metabdlicas importantes.

En una realizacion, la combinacion de a-tocoferol con acido nicotinico se consigue mediante un enlace éster
producido a partir de la reaccion entre el grupo hidroxilo del a-tocoferol y el grupo carboxilo del acido
nicotinico.

La molécula obtenida se denomina en lo sucesivo nicotinato de a-tocoferilo.

En una realizacion, la combinacion de los diferentes tocotrienoles con acido nicotinico se consigue mediante
un enlace éster producido a partir de la reaccion entre el grupo hidroxilo de los tocotrienoles y el grupo
carboxilo del acido nicotinico. Las moléculas obtenidas a partir de la combinaciéon de acido nicotinico con
a-tocotrienol, y-tocotrienol y &-tocotrienol se denominan en lo sucesivo nicotinato de a-tocotrienilo, nicotinato
de y-tocotrienilo y nicotinato de &-tocotrienilo, respectivamente. De manera colectiva, se les denomina
tocotrienoles modificados.

En una realizacion, la combinacién de o-tocotrienol con acido nicotinico o alcohol nicotinilico y otra molécula
intermedia, denominada en lo sucesivo "enlazador" o "enlazadores”, se consigue mediante enlaces éster o
amida entre los grupos hidroxilo, amina y carboxilo de las diversas moléculas involucradas en la reaccion. Los
enlazadores utilizados en este trabajo son acido glicolico, acido ferilico, glicina y &cido succinico. Los
enlazadores mencionados anteriormente son ejemplos utilizados con fines ilustrativos; se pueden utilizar
otros enlazadores en la reaccion. Las moléculas obtenidas a partir de la combinacion de &cido nicotinico y
enlazadores de acido glicolico, acido ferulico y glicina con o-tocotrienol se denominan en lo sucesivo
nicotinato de o-tocotrienil glicolilo, nicotinato de a-tocotrienil ferulilo y nicotinato de a-tocotrienil glicinilo,
respectivamente. La molécula obtenida a partir de la combinacién del alcohol nicotinilico y el enlazador de
acido succinico con a-tocotrienol se denomina en lo sucesivo succinato de a-tocotrienil nicotinilo. De manera
colectiva, se les denomina a-tocotrienoles modificados con enlazadores.

En una realizacién, la modificacion de los otros isémeros de tocotrienol (y, 8) con un enlazador y acido
nicotinico o alcohol nicotinilico se puede obtener mediante las mismas rutas sintéticas, seleccionando
cualquiera de los isémeros, para obtener el respectivo tocotrienol modificado con enlazador.

En una realizacion, la esterificacion de tocotrienoles y acido nicotinico se consigue mediante reacciones de
acoplamiento de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC)/4-dimetilaminopiridina (DMAP). El tipo de
reaccion y las condiciones de reaccion seleccionadas se describen en el presente documento como un
ejemplo de obtencién de moléculas de tocotrienol modificadas. Las moléculas de tocotrienol modificadas se
sintetizaron con éxito y la estructura y pureza se confirmaron mediante diversos procedimientos analiticos.

En una realizacion, la esterificacion de tocotrienoles y acido nicotinico se consigue mediante reacciones de
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acoplamiento de haluro de acilo, utilizando especificamente cloruro de nicotinoilo. El tipo de reaccién y las
condiciones de reaccion seleccionadas se describen en el presente documento como un ejemplo para
obtener las moléculas de tocotrienol modificadas. Las moléculas de tocotrienol modificadas se sintetizaron
con éxito y la estructura y pureza se confirmaron mediante diversos procedimientos analiticos.

En una realizacion, la esterificacién/amidacion de a-tocotrienol, enlazador y &cido nicotinico/alcohol
nicotinilico se consigue mediante diferentes rutas sintéticas especificas para cada compuesto.

En una realizacion, la sintesis de nicotinato de a-tocotrienil glicolilo y nicotinato de o-tocotrienil ferulilo
comprende la esterificacion de acido glicélico o acido ferulico y &cido nicotinico mediante una reaccién de
acoplamiento de haluro de acilo, utilizando especificamente cloruro de nicotinoilo, seguida de una
esterificacion de la molécula intermedia resultante con a-tocotrienol mediante reacciones de acoplamiento de
EDC/DMAP.

En una realizacion, la sintesis de nicotinato de a-tocotrienil glicinilo comprende la esterificacion de
a-tocotrienol y BOC-glicina-OH mediante una reaccién de acoplamiento de EDC/DMAP, seguida de una
desproteccion de la molécula intermedia obtenida mediante una hidrdlisis selectiva del grupo BOC utilizando
acido trifluoroacético, seguida de una amidacion del intermedio obtenido y el acido nicotinico mediante una
reaccion de acoplamiento de EDC/DMAP.

En una realizacién, la sintesis de succinato de a-tocotrienil nicotinilo comprende la esterificacion del acido
nicotinico y el acido succinico mediante una reaccién de acoplamiento de anhidrido catalizada por &cido,
utilizando especificamente acido sulfurico y anhidrido succinico, seguida de la esterificacion de la molécula
intermedia resultante con o-tocotrienol mediante una reaccion de acoplamiento de EDC/DMAP.

En una realizacioén, el tipo de reaccion y las condiciones de reaccion seleccionadas sirven como ejemplos
para obtener los a-tocotrienoles modificados con moléculas enlazadoras.

En una realizacion, la estructura y pureza de los tocotrienoles modificados y los a-tocotrienoles modificados
con enlazadores obtenidos se confirmaron mediante procedimientos analiticos de rutina.

En una realizacion, se evaluaron la penetracion en la piel humana y la conversion de los tocotrienoles
modificados y los a-tocotrienoles modificados con moléculas enlazadoras en la piel humana mediante
experimentos de permeacion utilizando celdas de difusion de Franz. El perfil de conversion se evalud y
cuantificd midiendo el acido nicotinico o el alcohol nicotinilico en las soluciones de permeado.

En una realizacion, se compararon la penetracion y permeacion cutanea de tocotrienoles modificados y
a-tocotrienoles modificados con moléculas enlazadoras con nicotinato de a-tocoferilo.

En una realizaciéon, se evalu6é la penetracion de tocotrienoles modificados y nicotinato de o-tocoferilo
cuantificando la cantidad de moléculas no modificadas presentes dentro de la piel después de periodos de
tiempo definidos.

Los resultados experimentales han confirmado que las moléculas de tocotrienol modificadas, los
a-tocotrienoles modificados con enlazadores y también el nicotinato de a-tocoferol, penetran en la piel y se
convierten nuevamente en las moléculas iniciales de tocotrienol (o tocoferol), acido nicotinico y alcohol
nicotinilico. También se ha descubierto que la tasa de liberacion de &cido nicotinico difiere para diferentes
moléculas de tocotrienol modificadas. La liberacion de acido nicotinico a partir del nicotinato de o-tocotrienilo
fue tres veces mas rapida que a partir del nicotinato de y-tocotrienilo o del nicotinato de &-tocotrienilo. La
liberacion de acido nicotinico a partir del nicotinato de a-tocotrienilo también fue mas rapida que a partir del
nicotinato de a-tocoferilo.

En una realizacion, se evalu6 la estabilidad quimica del nicotinato de a-tocoferilo, los tocotrienoles
modificados, algunos a-tocotrienoles modificados con enlazadores, los tocotrienoles no modificados y el
a-tocoferol en una formulacién cosmética en pruebas de envejecimiento acelerado (45 °C).

En una realizacién, se evalu6 y compar6 la estabilidad quimica de las moléculas de tocotrienoles
modificados, los a-tocotrienoles modificados con enlazadores, nicotinato de a-tocoferilo y de las moléculas de
a-tocoferol, a-tocotrienol, y-tocotrienol y 6-tocotrienol. Las moléculas modificadas y no modificadas se
mezclaron individualmente en una formulacién cosmética y se sometieron a un envejecimiento acelerado. Los
resultados han demostrado que, después de 3 meses en estas condiciones, la cantidad de o-tocoferol,
a-tocotrienol, y-tocotrienol y d-tocotrienol no modificados disminuyé en un 50 % o mas, mientras que las
moléculas modificadas permanecen en > 95 % de la masa inicial. En el caso de los o-tocotrienoles
modificados con enlazadores, los resultados han demostrado que el nicotinato de a-tocotrienil ferulilo no es



10

15

20

25

30

35

ES 2992 651 T3

estable y se degrada incluso a temperaturas de almacenamiento en frio, mientras que el nicotinato de
a-tocotrienil glicolilo, el nicotinato de a-tocotrienil glicinilo y el succinato de a-tocotrienil nicotinilo permanecen
en > 95 % de la masa inicial. Por lo tanto, con la excepcion del nicotinato de o-tocotrienil ferulilo, las
moléculas modificadas demostraron ser muy estables en la formulacién cosmética probada y, lo que es mas
importante, presentan una mayor estabilidad que los tocoles no modificados.

En una realizacion, se demostré que las moléculas modificadas penetran la piel humana y se convierten en
las moléculas originales. El nicotinato de a-tocotrienilo, preferentemente, nicotinato de o-tocotrienil glicolilo,
se convierte a una tasa mayor que los otros tocotrienoles modificados.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica o cosmética que
comprende, como minimo, un compuesto de la formula (I} de la presente invencién en combinaciéon con,
como minimo, un excipiente aceptable farmacéuticamente o cosméticamente.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto de la formula general siguiente (1)
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en la que

R1, Ro, Rs y R4 se seleccionan independientemente entre si;
R1 es H o CHjs;

Rz es H o CHjs;

Rs es H o CHjs;
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en la que * representa el sitio de unién, y
Rs es un residuo de diéster glicolico, un residuo de diéster succinico o un residuo de éster de amida de

glicina.

En una realizacion, el compuesto puede seleccionarse entre las siguientes moléculas:

nicotinato de oa-tocotrienil glicinilo;
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succinato de o-tocotrienil nicotinilo.

En una realizacion, el compuesto de la presente invencion se puede utilizar en medicina, veterinaria o como
cosmeético. A saber, para su utilizacion en la prevencion, terapia o tratamiento de enfermedades de la piel,
trastornos de la piel o antienvejecimiento. Preferentemente, para la prevencion, terapia o tratamiento de
enfermedades inflamatorias de la piel. Mas preferentemente, para su utilizacion en la prevencion, terapia o
tratamiento del acné o dermatitis seborreica.

En una realizacion, la composicion farmacéutica o cosmética de la presente invencion puede comprender
hasta un 20 % en masa de, como minimo, un compuesto de la formula (I}, en comparacion con la masa total
de la composicion.

En una realizacion, la composicion puede comprender del 0,01 % al 10 % en masa de, como minimo, un
compuesto de la formula (), en comparacion con la masa total de la composicion, mas preferentemente, del
0,1 % al 5 % en masa de, como minimo, un compuesto de la formula (1), en comparacion con la masa total de
la composicion, atin mas preferentemente, del 0,1 % al 2 % en masa de, como minimo, un compuesto de la
férmula (1) en comparacion con la masa total de la composicion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la prevencion, terapia o tratamiento
del acné, rosacea o dermatitis seborreica, que comprende la aplicacion sobre la piel de un compuesto,
composicion cosmeética/farmacéutica y/o parche con el objeto de la presente invencion.

En una realizacion, la composicién puede ser una composicion topica. Preferentemente, la composicion
tépica es un gel, una crema, una locién, una pomada, un suero, una pasta, una espuma, entre otros.

También se da a conocer un procedimiento para el tratamiento cosmético del acné o la dermatitis seborreica
que comprende la aplicacion sobre la piel de una composicion cosmética/farmacéutica.

Descripcion breve de los dibujos
Las siguientes figuras proporcionan realizaciones preferentes para ilustrar la descripcion.

Figura 1: representacion esquematica del tocotrienol modificado, incorporaciéon en una formulacion
cosmeética, penetracion en la piel humana y conversion a las moléculas originales.

Figura 2: cromatogramas de nicotinato de o-tocotrienilo, nicotinato de vy-tocotrienilo y nicotinato de
d-tocotrienilo después del proceso de sintesis y purificacion.

Figura 3: imagen de una celda de difusion de Franz utilizada en experimentos de permeacion.
1- compartimento donante; 2- muestra de piel; 3- compartimento receptor; 4- acceso para toma de muestras;
5- bafio de agua termostatico.

Figura 4: A - Evolucién de la concentracion de acido nicotinico en la solucién permeada con el tiempo de
permeacion para nicotinato de a-tocoferilo; nicotinato de a-tocotrienilo y nicotinato de y-tocotrienilo al 5 %
m/m; B - Comparacion conjunta de la concentracion de acido nicotinico en la solucién de permeacion final,
después de 48 horas para nicotinato de a-tocoferilo (a-T-N), nicotinato de a-tocotrienilo (a-T3-N), nicotinato
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de y-tocotrienilo (y-T3-N), nicotinato de a-tocotrienil ferulilo (N-Fer-T3), nicotinato de a-tocotrienil glicinilo
(N-Gly-T3), nicotinato de a-tocotrienil glicolilo (N-Glc-T3) y succinato de o-tocotrienil nicotinilo (N-Suc-T3) al
10 % m/m.

Descripcion detallada

La presente invencion también se describe con mas detalle, en particular, utilizando realizaciones de la
presente invencion.

La presente invencion se refiere a una realizacion para la utilizacion de tocotrienoles en medicina, veterinaria
0 cosmética, a saber mediante la estabilizacion de tocotrienoles, en particular en formulaciones cosméticas,
sin obstaculizar sus funciones en la piel. En particular, la presente invencion se refiere a la modificacion de
tocotrienoles con acido nicotinico, la estabilizacion de la molécula y el perfil de penetracion en la piel humana.

Los compuestos y composiciones de la presente invencion son Utiles en medicina, en la industria veterinaria o
cosmeética, a saber en la prevencion, terapia o tratamiento de enfermedades de |a piel, trastornos de |a piel, o
como terapia o tratamiento del acné, dermatitis seborreica o como agente antienvejecimiento.

En una realizacion, el o-tocoferol, el a-tocotrienol, el y-tocotrienol o el 8-tocotrienol se hicieron reaccionar con
acido nicotinico siguiendo el procedimiento descrito en el procedimiento general. (Figura 1)

En una realizacién, se realiz6 la modificacion de tocotrienoles y tocoferoles mediante acoplamiento de
EDC/DMAP. La evolucion de las reacciones se controld mediante cromatografia de capa fina (TLC, thin layer
chromatography) y los productos se recuperaron después de la extraccion liquido-liquido, seguida de
purificacion mediante cromatografia en columna. La estructura de las nuevas moléculas y su pureza se
confirmaron mediante resonancia magnética nuclear de protones (RMN de H), espectroscopia de masas
(EM), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC).

En una realizacion, la modificacion de tocotrienoles y tocoferol con acido nicotinico se consiguié con un
procedimiento de reaccion basado en el agente de acoplamiento EDC y catalizado por DMAP.

En una realizacion, se afiaden EDC (1 equivalente molar) y DMAP (0,05 equivalentes molar) a diclorometano
(DCM) y se agitan a temperatura ambiente hasta su disolucion completa (habitualmente, son suficientes 20
minutos, aproximadamente). A continuacion, esta solucion se enfria hasta = 0 °C con la ayuda de un bafio de
agua helada y se afiade la masa de &cido nicotinico (1 equivalente molar) hasta que se observa una
disolucion completa. A continuacion, se afiade a la mezcla de reaccion la masa de tocotrienol o tocoferol,
previamente disuelta en DCM para facilitar su manipulacion, seguida de la adicion inmediata de
N,N-diisopropiletilamina (DIEA) (1 equivalente molar). A continuacién, la mezcla de reaccioén se mantiene con
agitacion durante toda la noche. La formacion exitosa del producto o de los productos deseados se controla
mediante analisis de TLC.

En una realizacion, los productos de reaccion obtenidos se purificaron. Después del tiempo de reaccion
definido, la mezcla de reaccion se extrae mediante extraccion liquido-liquido con agua para eliminar parte de
los reactivos no reaccionados y los productos secundarios no deseados que son solubles en agua. La
evolucion de las extracciones se controla mediante TLC.

En una realizacion, la fraccion organica, a continuacion, se seca del agua residual con sulfato de sodio
anhidro y se evapora para eliminar el disolvente. El residuo sélido se recupera y se purifica adicionalmente
mediante cromatografia ultrarrapida en columna de fase normal. Las fracciones recogidas se analizan
mediante TLC y se combinan en consecuencia. A continuacion, el disolvente se elimina al vacio en un
evaporador rotatorio, seguido de un secado durante toda la noche en una camara de alto vacio.

En una realizacion, la sintesis de nicotinato de o-tocotrienilo se realizé utilizando &cido nicotinico, EDC, DIEA
y DMAP. Las cantidades de &cido nicotinico, EDC, DIEA y DMAP utilizadas estan en exceso en relacion con
el a-tocotrienol. En un procedimiento, se hicieron reaccionar 1.745 mg de o-tocotrienol y 1.251 mg de acido
nicotinico utilizando 4.164 mg de EDC, 1.745 pl de DIEA y 85 mg de DMAP en 30 ml de DCM. La purificacion
del nicotinato de o-tocotrienol se realizé mediante cromatografia en columna con gel de silice 60 y elucién
con DCM/metanol 40:1.

En una realizacion, |a sintesis de nicotinato de y-tocotrienilo se realizé utilizando &cido nicotinico, EDC, DIEA
y DMAP. Las cantidades de &cido nicotinico, EDC, DIEA y DMAP utilizadas estan en exceso en relacion con
el y-tocotrienol. En un procedimiento, se hicieron reaccionar 1.326 mg de y-tocotrienol y 985 mg de &cido
nicotinico utilizando 2.160 mg de EDC, 1.380 pl de DIEA y 85 mg de DMAP en 30 ml de DCM. La purificacion
del nicotinato de y-tocotrienol se realizd mediante cromatografia en columna, con gel de silice 60 y elucién
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con DCM/metanol 40:1.

En una realizacion, la sintesis de nicotinato de é-tocotrienilo se realizé utilizando &cido nicotinico, EDC, DIEA
y DMAP. Las cantidades de &cido nicotinico, EDC, DIEA y DMAP utilizadas estan en exceso en relacion con
el d-tocotrienol. En un procedimiento se hicieron reaccionar 584 mg de &-tocotrienol y 566 mg de acido
nicotinico utilizando 1.607 mg de EDC, 778 pl de DIEA y 53,2 mg de DMAP en 30 ml de DCM. La purificacion
del nicotinato de d&-tocotrienol se realizé mediante cromatografia en columna con gel de silice 60 y elucién con
DCM/metanol 30:1.

En una realizacion, la sintesis de a-tocotrienoles modificados con enlazadores se realiz6 utilizando una gran
variedad de rutas sintéticas diferentes segun las necesidades practicas y consideraciones de cada molécula
especifica.

En una realizacién, se controld la evolucion de las reacciones mediante TLC.

En una realizaciéon, la estructura y pureza de las nuevas moléculas se confirmé mediante RMN de H, EM,
FTIR y HPLC.

En una realizacién, la sintesis de nicotinato de o-tocotrienil glicolilo se realizé6 en un procedimiento de dos
etapas. La primera etapa es la esterificacion del acido glicélico y del acido nicotinico, de la siguiente manera:
a un matraz de fondo redondo se afiadieron 500 mg de clorhidrato de cloruro de nicotinoilo, 640 mg (3
equivalentes) de acido glicolico y 20 ml de acetonitrilo, bajo agitacion en un bafio de hielo etandlico; la mezcla
se agité hasta alcanzar la temperatura de -10 °C y, a continuacion, se afiadié 1 ml de DIEA y la mezcla se
dejo reaccionar durante 1 hora. Transcurrido el tiempo de reaccion asignado, se afiadieron al medio de
reaccion 2,5 ml de cloruro de palmitoilo, seguido inmediatamente de la adicién de 2 ml de DIEA. La mezcla se
dejo reaccionar durante 30 minutos adicionales. A continuacion, se afiadieron al medio de reaccioén 10 ml de
agua desionizada y se agité el medio durante toda la noche; a continuacion, se filtré el medio de reaccién y se
recuper¢ el filtrado. Se eliminé al vacio el acetonitrilo del filtrado en un evaporador rotatorio a 45 °C,
aproximadamente, y, a continuacion, se liofiliz6 para eliminar el agua restante. En la segunda etapa, el
producto en bruto obtenido en la primera etapa se utilizé sin purificacion adicional. En un matraz de fondo
redondo se mezclaron bajo agitacion 400 mg de producto en bruto, 540 mg (6 equivalentes) de EDC, 5 mg de
DMAP y 20 ml de DCM. Se afiadieron a la mezcla 200 mg de a-tocotrienol disueltos en 0,5 ml de DCM,
seguido de 0,5 ml de DIEA. La reaccion se dejo en agitacion durante 1 hora a una temperatura que variaba
de 18 °C a 25 °C. El medio de reaccion se extrajo sucesivamente con 30 ml de &cido citrico al 5 % vy tres
porciones de 50 ml de agua desionizada. Las fracciones organicas se recuperaron, se combinaron, se
secaron sobre sulfato de sodio y se filtraron. El disolvente se eliminé al vacio en un evaporador rotatorio a
45 °C, aproximadamente. La estructura y la pureza de las nuevas moléculas se confirmaron mediante RMN
de H, EM, FTIR y HPLC.

En una realizacion, la sintesis de nicotinato de o-tocotrienil ferulilo se realizé6 en un procedimiento de dos
etapas. En la primera etapa, se disolvieron 720 mg (1,5 eq) de acido ferdlico en 20 ml de acetonitrilo en un
matraz de fondo redondo y se enfri6 hasta -10 °C utilizando un bafio de hielo etandlico. Se afiadieron 980 mg
de clorhidrato de cloruro de nicotinoilo al recipiente de reaccién y la mezcla se agitd durante 5 minutos,
seguida de la adicién gota a gota de 2 ml de DIEA bajo agitacion vigorosa durante 1 minuto. La reaccion se
agité durante 2 horas adicionales para asegurar que la reaccion se completara. A continuacion, el medio de
reaccion se extrajo sucesivamente con tres porciones de 50 ml de agua desionizada; las fracciones organicas
se recuperaron, se combinaron y se secaron sobre sulfato de sodio. A continuacion, se elimind el disolvente
al vacio en un evaporador rotatorio a, aproximadamente, 30 °C. El producto en bruto obtenido se volvid a
disolver en una cantidad minima de &cido férmico al 5% en acetonitrilo y se purific6 mediante HPLC
preparativa en un sistema de fase inversa (columna preparativa Waters Atlantis C18, 19 x 250 mm, 10 um,
acetonitrilo:agua 60:40 a 20 ml/min). Para la segunda etapa, se afiadieron 50 mg del intermedio obtenido de
la primera etapa a un matraz de fondo redondo, junto con 96 mg de EDC (3 equivalentes) y 5 mg de DMAP
en 10 ml de DCM y se agité completamente durante 10 minutos. Se afadieron al recipiente de reaccién 70
mg de o-tocotrienol disueltos en 5 ml de DCM para facilitar su manipulacion, seguido inmediatamente de la
adicién de 0,2 ml de DIEA, bajo agitacion vigorosa. La reaccion se agitdé durante 2 horas para asegurar que
se completara. A continuacion, el medio de reaccion se extrajo sucesivamente con 30 ml de solucién de acido
citrico al 5 % (p/v) y tres porciones de 50 ml de agua desionizada. Las fracciones organicas se combinaron y
se secaron sobre sulfato de sodio. El disolvente se elimind al vacio en un evaporador rotatorio a 30 °C,
aproximadamente. El producto en bruto obtenido se volvid a disolver en una cantidad minima de &cido
férmico al 5 % en acetonitrilo y se purifico mediante HPLC preparativa en un sistema de fase inversa
(columna preparativa Waters Atlantis C18, 19 x 250 mm, 10 pm, 100 % acetonitrilo a 20 ml/min).

En una realizacién, la sintesis de nicotinato de a-tocotrienil glicinilo se realizé en un procedimiento de tres
etapas. En la primera etapa se afiadieron a un matraz de fondo redondo 120 mg de BOC-Glicina-OH (1,5
equivalentes), 410 mg de EDC (4,5 equivalentes), 20 mg de DMAP y 15 ml de DCM bajo agitacién vigorosa.
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Se disolvieron 120 mg de a-tocotrienol en 5 ml de DCM, para facilitar su manipulacion, y se afadieron al
recipiente de reaccion, seguidos inmediatamente de 3 ml de DIEA, bajo agitacion vigorosa. La reaccion se
agitdé durante 2 horas adicionales para asegurar que se completara. El medio de reaccidén se extrajo
sucesivamente con 30 ml de acido citrico al 5 % en agua y dos porciones de 50 m| de agua desionizada. Las
fracciones organicas se recuperaron, se combinaron y se secaron sobre sulfato de sodio. El disolvente se
eliminé al vacio en un evaporador rotatorio a 40 °C, aproximadamente. El producto en bruto se utilizé en las
siguientes etapas sin purificacion adicional. En la segunda etapa, se afiadié al producto en bruto bajo
agitacion una solucion gue comprendia 3 ml de DCM + 3 ml de &cido trifluoroacético (TFA) y se dejé
reaccionar durante 1 hora para asegurar la eliminacion del grupo protector BOC. El medio de reaccion se
evaporé azeotropicamente con metanol al vacio en un evaporador rotatorio a 40 °C, aproximadamente. El
producto en bruto se volvié a disolver en DCM y se extrajo con tres porciones de 50 ml de agua desionizada.
Las fracciones organicas se recuperaron, se combinaron, se secaron con sulfato de sodio y se filtraron. En la
tercera etapa la fraccion organica filtrada de la segunda etapa se coloc6 en un matraz de fondo redondo bajo
agitacion vigorosa y se le afiadioé una solucion fresca previamente preparada de 120 mg de &cido nicotinico (2
equivalentes), 1,2 g de EDC (6 equivalentes) y 5 mg de DMAP en 5 ml de DCM y se agit6 durante 10 minutos
adicionales. Se afiadié 1 ml de DIEA al medio de reaccion y la reaccion se agitdé durante 1 hora adicional a
temperatura ambiente para asegurar que se completara. La reaccion se extrajo sucesivamente con 30 ml de
acido citrico al 5 % y tres porciones de 50 ml de agua desionizada. Las fracciones organicas se recuperaron,
se combinaron y se secaron sobre sulfato de sodio. El disolvente se elimind al vacio en un evaporador
rotatorio a, 40 °C, aproximadamente. El producto en bruto obtenido se volvié a disolver en una cantidad
minima de DCM y se purificd mediante cromatografia ultrarrdpida en fase normal. La columna se rellend con
50 g de gel de silice 60 dispersos en una solucion de DCM:metanol 10:1, se cargd con la cantidad total de
producto en bruto obtenido en la tercera etapa y se eluyd con una solucién de DCM:metanol 10:1.

En una realizacion, la sintesis de succinato de a-tocotrienil nicotinilo se realizé en un procedimiento de dos
etapas. En la primera etapa, se afadieron 770 mg de anhidrido succinico, 1,9 g de alcohol nicotinilico (1,9
equivalentes) y 20 ml de acetonitrilo a un matraz de fondo redondo y se agitaron durante 10 minutos. A
continuacion, se afadieron 200 pl de acido sulfurico al 98 % a la mezcla bajo agitacion vigorosa y la reaccion
se agito durante 1 hora adicional para asegurar que la reaccion se completara, aunque la reaccion evoluciona
rapidamente formando grumos de precipitados blancos y amarillo palido. Se filtré el medio de reaccion, se
recupero el filtrado y se transfirid a un matraz de fondo redondo bajo agitacion. Se afiadieron 4 ml de cloruro
de palmitoilo y 2,5 ml de DIEA al recipiente de reaccion y la mezcla se agité durante 1 hora adicional. Se filtro
nuevamente el medio de reaccion y se recuperd el filtrado. A continuacion, se extrajo el filtrado con tres
porciones de 30 ml de hexano. Se recupero la fraccion de acetonitrilo y se eliminé el disolvente al vacio en un
evaporador rotatorio a 40 °C, aproximadamente. El producto en bruto obtenido se disolvié en 50 ml de agua
desionizada y se filtr6 mediante un filtro de vidrio sinterizado (tamafio 4). El filtrado se recupero, se liofilizé y
se utilizé para la siguiente etapa sin purificacion adicional. En la segunda etapa, se mezclaron en un matraz
de fondo redondo 296 mg del producto en bruto obtenido en la etapa anterior, 542 mg de EDC (6
equivalentes) y 20 mg de DMAP en 15 ml de DCM. A continuacion, se afiadieron al medio de reaccion 200
mg de a-tocotrienol disueltos en 5 ml de DCM, seguido inmediatamente de la adicion de 4 ml de DIEA, bajo
agitacion vigorosa. La reaccion se agitdé durante 2 horas adicionales para asegurar que se completara. A
continuacion, la reaccion se extrajo sucesivamente con una solucion de acido citrico al 5 % y tres porciones
de 50 ml de agua desionizada. Las fracciones organicas se recuperaron, se combinaron y se secaron con
sulfato de sodio. El disolvente se elimind al vacio en un evaporador rotatorio a 40 °C, aproximadamente. El
producto en bruto obtenido se disolvié en una cantidad minima de acido férmico al 5 % en acetonitrilo y se
purifico mediante HPLC preparativa en un sistema de fase inversa (columna preparativa Waters Atlantis C18,
19 x 250 mm, 10 um, 100 % acetonitrilo a 20 ml/min).

En una realizacion, los analisis de TLC se realizaron en placas de gel de silice 60 con soporte de aluminio
impregnadas con la sonda de fluorescencia F254 (Merck). Las placas tenian 8 cm de longitud y las muestras
tenian un recorrido de 7,5 cm. Las placas reveladas se visualizaron bajo luz UV (254 nm y 365 nm) antes de
aplicar cualquier solucion de revelado (tincion). Las tinciones utilizadas (tinciones TLC, tincion de Seebach,
tincion de Draggendorff) sirven para la identificacion universal de compuestos y también para la deteccion
selectiva de compuestos.

En una realizacion, los productos de reaccion se caracterizaron adicionalmente mediante FTIR, HPLC, EM y
RMN de H. Las mediciones de FTIR se realizaron en un espectrofotometro IRPrestige-21 de Shimadzu,
utilizando la ventana de los granulos de bromuro de potasio (KBr) comprimidos. Los espectros se obtuvieron
en el modo de transmision, en el intervalo de 4.000 cm™ a 400 cm™, con una resolucion de 4 cm™ y como
promedio de 32 mediciones individuales. Los andlisis de HPLC se realizaron en un cromatografo Knauer
compuesto por 3 médulos: Smartline manager 5000, Smartline pump 1000 y Smartline UV Detector 2600. El
detector UV estd equipado con un conjunto de fotodiodos (PDA, photo diode array) que permite un control
continuo de 190 - 450 nm. El sistema de columnas estaba compuesto por una precolumna (fase inversa C18
Atlantis T3, 5 um, 4,6 x 20 mm) y una columna (fase inversa C18 Atlantis T3, 5 um, 4,6 x 250 mm), que se
mantuvieron a 30 °C utilizando un horno especifico. La elucion se realizé con acetonitrilo (que contenia acido
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acético al 0,1 % v/v) a 1 ml/min y el volumen de inyeccion fue de 50 pl. Los espectros de EM se adquirieron
en un espectrometro de masas Triple Cuadrupolo Quattro Micro (Waters) mediante infusién directa de
soluciones que contenian la muestra. Las temperaturas de desolvatacion y el flujo de gas (N2) se
establecieron en 300 °C y 600 I/h para la sonda y 120 °C y 20 I’h para el capilar. El voltaje capilar fue de
4,00 keV y el voltaje del cono se establecié en 40 V. Los espectros se registraron en el modo espectro i6nico
de producto (“daughter mode”) utilizando argén (Ar) como gas de colision. Después de la seleccion y el
blogueo de m/z del ion molecular respectivo y el ajuste de la energia de colision, los registros se realizaron en
el intervalo m/z de 50 a 600. La molécula de interés se disolvié en acetonitrilo:metanol 1:1 y se infundié a
20 pl/min.

En una realizacion, después de la eliminacion completa del disolvente, las moléculas modificadas se
caracterizaron adicionalmente siguiendo los protocolos descritos. Los resultados de FTIR muestran la
presencia de una fuerte banda de absorcion a, aproximadamente, 1740 cm™, caracteristica del enlace éster y
la ausencia de bandas de absorcion en la regién de 2750-3500 cm’™', caracteristicas de los grupos hidroxilo y
carboxilo. Los cromatogramas de HPLC (figura 2) para cada producto de reaccion purificado presentan solo
un pico y los espectros de MS muestran la presencia del pico de ion molecular esperado (segun la tabla I).
Los picos del espectro de RMN de H concuerdan con las estructuras esperadas. Las moléculas de tocotrienol
modificado y o-tocotrienoles modificados con enlazadores se obtuvieron con una pureza del 97 % m/m o
superior.

Tabla | - Resultado del andlisis de EM de los productos de reaccion: masa molecular teérica y pico de iones
moleculares obtenidos para las moléculas sintetizadas.

Molécula Masa teérica Pico molecular, [M+H]"
o-tocoferol 430,71 431,24
o-tocotrienol 424,66 425,16
v-tocotrienol 410,63 411,41
o-tocotrienol 396,61 397,13
nicotinato de a-tocoferol 535,82 536,24
nicotinato de a-tocotrienilo 529,77 531,25
nicotinato de y-tocotrienilo 515,74 516,40
nicotinato de &-tocotrienilo 501,72 502,31
nicotinato de a-tocotrienil glicolilo 587,80 588,11
nicotinato de a-tocotrienil ferulilo 705,94 706,24
nicotinato de a-tocotrienil glicinilo 586,82 587,11
succinato de a-tocotrienil nicotinilo 615,86 616,97

En una realizacion, se evalué la permeacion cutanea de los compuestos modificados. Las pruebas de
permeacion se realizaron con piel humana de grosor completo. Estas muestras se obtuvieron en un hospital
local, de donantes sanos sometidos a cirugia estética. La piel extirpada se almacend en una solucion de PBS
que contenia 10 % de antibidtico y se mantuvo a 4 °C hasta su posterior procesamiento en el laboratorio. Una
vez recibida la muestra de piel, se extrajo y descarto el tejido graso subyacente. La piel restante (capas de
dermis y epidermis) se cortd en trozos de, aproximadamente, 1,5 x 1,5 cm. Cuando los experimentos de
permeacion se realizaron con piel fresca, las muestras se utilizaron inmediatamente. De lo contrario, las
muestras de piel previamente cortadas se congelaron a -80 °C y se almacenaron para su utilizacion posterior.
Al recuperar las muestras de piel congeladas, las muestras se sacaron del almacenamiento y se
descongelaron hasta temperatura ambiente durante 1 hora antes de su posterior manipulacion.

Los experimentos de permeacion se realizaron en celdas de difusion de Franz. Estas celdas de difusion estan
constituidas por un compartimento donante, en el que se coloca la formulacion que contiene la molécula de
permeado, y un compartimento receptor que contiene el fluido receptor en el que se recoge la molécula de
permeado y se acumula en el tiempo. La muestra de piel se coloca entre los compartimentos donante y
receptor y esta equipada ademas con un acceso de muestreo que permite la recogida de muestras (un cierto
volumen del fluido receptor) sin requerir el desmontaje de la celda y, por lo tanto, permite que el experimento
de permeacion continte (figura 3).

Al comienzo del experimento, el compartimento receptor se llena con el fluido receptor y la muestra de piel se
coloca en su lugar con cuidado para que no se formen burbujas de aire debajo. El receptor donante se coloca
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en su lugar y se sujeta. A continuacién, el conjunto se coloca en el bafio termostético (37 °C) durante 30
minutos para permitir el equilibrio de la temperatura. Después del tiempo de equilibrio, el nivel del fluido
receptor se ajusta segun sea necesario. El compartimento receptor esta equipado con un mezclador
magnético, que garantiza la homogeneidad de la solucion durante el transcurso del experimento de
permeacion.

En una realizacion, las soluciones de permeado se controlan para detectar la presencia de acido nicotinico
liberado a partir de las moléculas de tocoferol y tocotrienoles modificadas. La cantidad de &cido nicotinico se
cuantifica mediante HPLC utilizando un procedimiento de apareamiento iénico. La concentracion de acido
nicotinico se calcula a partir de una curva de calibracién patron de soluciones de concentracion de &cido
nicotinico conocida medidas en las mismas condiciones. El analisis HPLC se realiza en un cromatografo
Knauer que consiste en 3 moédulos: Smartline manager 5000, Smartline pump 1000 y Smartline UV Detector
2600. El detector UV esta equipado con un conjunto de fotodiodos (PDA) que permite un control continuo de
190 - 450 nm. Los cromatogramas en linea se controlan a 254 nm. El eluyente comprende un eluyente de
apareamiento i6nico (50 mM de hidroxido de tetrabutilamonio (TBAOH), pH corregido a 7,4 con
hidrogenofosfato dibasico (NasH:PO4)) que contiene 10 % de acetonitrilo a un caudal de 1 ml/min y la
columna utilizada es una Atlantis T3 4,6 x 250 mm (con columna de proteccion del mismo tipo 4,6 x 20 mm) a
30 °C.

En una realizacion, los experimentos de permeacion de la piel se realizan con formulaciones de diferentes
concentraciones de moléculas de tocotrienol y tocoferol modificadas. Las moléculas modificadas se disuelven
en concentraciones del 5 % y el 10 % m/m en una mezcla de volimenes iguales de 2-(2-etoxietoxi)etanol y
propilenglicol y se aplican 150 pl de estas soluciones sobre las muestras de piel. Se cuantifica la
concentracion de acido nicotinico presente en las soluciones permeadas del experimento con una solucion
donante de concentracion de 5 % m/m para diferentes puntos temporales (8, 24, 33 y 48 horas). Para el
experimento con una solucion donante de concentracion del 10 % m/m, se cuantifica la concentracion de
acido nicotinico en las soluciones permeadas después de 48 horas de permeacion. Los resultados obtenidos
se expresan en la tabla Il y en la figura 4.

Tabla Il - Concentracion (ug/ml) de acido nicotinico en la solucién de permeado.

Concentracion Punto temporal/ Compuesto permeable
Horas o-T-N o-T3-N ¥T3-N
5% m/m 8 ND ND ND
24 ND 0,32 ND
33 ND 0,54 ND
48 0,06 0,89 0,09
10 % m/m 48 0,72 2,83 0,70

o-T-N: nicotinato de o-tocoferilo; a-T3-N: nicotinato de o-tocotrienilo; ¥T3-N: nicotinato de y-tocotrienilo; ND:

No detectable.

En una realizacion, los experimentos de permeacion de la piel se realizaron con formulaciones de diferentes
concentraciones de o-tocotrienol modificado con moléculas enlazadoras. Las moléculas modificadas se
disolvieron en concentraciones del 10 % m/m en una mezcla de volumenes iguales de 2-(2-etoxietoxi)etanol y
propilenglicol y se aplicaron 150 pl de estas soluciones sobre las muestras de piel. Se cuantificd la
concentracion de acido nicotinico en las soluciones de permeado de los experimentos con nicotinato de
a-tocotrienil ferulilo, nicotinato de a-tocotrienil glicolilo y nicotinato de a-tocotrienil glicinilo mediante HPLC,
utilizando el procedimiento de apareamiento idnico descrito. La concentracion de alcohol nicotinilico en la
solucion de permeado de succinato de a-tocotrienil nicotinilo se midié mediante HPLC, utilizando la misma
configuracion del sistema, pero utilizando agua como eluyente. Se determinaron las concentraciones de &cido
nicotinico y alcohol nicotinilico después de 24 y 48 horas de permeacion. Los resultados obtenidos se
expresan en la tabla Ill.
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Tabla Il - Concentracion (pg/ml) de acido nicotinico y alcohol nicotinilico en la solucién de permeado.

Concentracion | Punto temporal/Horas Compuesto permeable
N-Fer-T3 N-Gly-T3 N-Suc-T3 N-Glc-T3
24 1,19 0,18 3,02
10 % m/m NC*
48 2,96 0,38 8,18

N-Fer-T3: nicotinato de o-tocotrienil ferulilo; N-Gly-T3: nicotinato de o-tocotrienil glicinilo; N-Suc-T3:
succinato de a-tocotrienil nicotinilo; N-Gle-T3: nicotinato de a-tocotrienil glicolilo; NC: No cuantificable. *Se
detectaron trazas de alcohol nicotinilico, insuficientes para la cuantificacion.

En una realizacion, la cantidad de compuesto de tocotrienol modificado o tocoferol modificado presente
dentro de la piel se cuantifico al final del experimento de permeacién. Para ello, al finalizar el experimento de
permeacion con una solucion donante de concentracion del 10 % m/m, se recogieron las muestras de piel, se
retird la formulacion restante presente en el compartimento donante de la celda de difusion de Franz y se lavo
completamente con agua destilada. Las muestras de piel se extrajeron con tres volimenes de 5 ml de
acetonitrilo, se combinaron los voliumenes y se cuantifico la presencia de compuestos modificados mediante
HPLC, siguiendo las condiciones analiticas descritas para la determinacion de la pureza de los compuestos.
Se descubrié que la cantidad de compuesto modificado era comparable entre las diferentes moléculas y era,
aproximadamente, 0,600 mg/cm? de piel.

En una realizacion, el nivel mas elevado de &cido nicotinico se encontrd en las soluciones de permeado de
nicotinato de o-tocotrienilo para moléculas sin enlazador, y de nicotinato de a-tocotrienil glicolilo para
moléculas con un enlazador.

En una realizacion, se evalu6 la estabilidad quimica de las moléculas modificadas en pruebas de degradacion
acelerada. Para este propoésito, las moléculas de prueba se formularon en una formulacién cosmeética
relevante y se evaluaron sus degradaciones durante un periodo de 3 meses.

En una realizacién, la formulacién cosmética puede comprender agua, aceite de semilla de jojoba,
butilenglicol, escualano, hialuronato de sodio, alcohol cetearilico y un carbémero.

En una realizacion, la formulacion cosmeética puede comprender ingredientes adicionales adecuados para
obtener caracteristicas adicionales deseadas en la formulacion cosmética.

En una realizacion, se afiadieron las moléculas de prueba a la formulacion cosmética a un nivel de 0,1 %
m/m, se homogeneizaron completamente para garantizar una dispersion uniforme y se almacenaron en
botellas de vidrio cerradas en un horno a 45 °C durante 3 meses. Para evaluar la homogeneidad y la
estabilidad, se recogieron 3 muestras de posiciones aleatorias inmediatamente después de la preparacion y
en cada punto de tiempo evaluado. La cuantificacion de las moléculas de prueba se realizé mediante HPLC.

En una realizacion, la preparacion de las mezclas para la evaluacion de la estabilidad se realizé de acuerdo
con el siguiente protocolo experimental. La masa del compuesto se pesdé y se disolvid en
2-(2-etoxietoxi)etanol (también pesado) y se afiadié a una masa conocida de producto humectante. La mezcla
se homogeneiz6 y se recogieron 3 muestras para confirmar la distribucion homogénea y la concentracion
inicial de moléculas modificadas. A continuacion, las mezclas se almacenaron en un horno a 45 °C durante 3
meses (tabla IV).

En una realizacion, se determiné la estabilidad de las moléculas de prueba en la formulacién cosmética. Las
mezclas de prueba se muestrearon por triplicado en zonas aleatorias. Las muestras se prepararon para el
andlisis solubilizandolas en acetonitrilo y la cuantificacion de las moléculas de tocoferol y tocotrienol
modificadas y no modificadas se realizd6 mediante HPLC. El % de los compuestos iniciales se describe en la
tabla IV. Los tocotrienoles modificados no se degradaron durante el tiempo de almacenamiento mientras que
los tocotrienoles no modificados se degradaron hasta, aproximadamente, la mitad o menos de la cantidad
inicial. Los a-tocotrienoles modificados con enlazadores mostraron un comportamiento diferente dependiendo
de la molécula. El nicotinato de a-tocotrienil glicinilo, el nicotinato de a-tocotrienil glicolilo y el succinato de
a-tocotrienil nicotinilo mostraron una excelente estabilidad, mientras que el nicotinato de a-tocotrienil ferulilo
es inestable incluso en condiciones de almacenamiento en frio.

Tabla IV — % de compuesto inicial después de almacenamiento en estufa a 45 °C durante 3 meses.

Compuesto % del compuesto después de 3 meses

o-tocoferol 44 %
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Compuesto % del compuesto después de 3 meses
o-tocotrienol 53 %
v-tocotrienol 20 %
o-tocotrienol 57 %
nicotinato de a-tocoferilo 295%
nicotinato de a-tocotrienilo 295%
nicotinato de y-tocotrienilo 295 %
nicotinato de &-tocotrienilo 295%
nicotinato de a-tocotrienil glicinilo 295%
succinato de a-tocotrienil nicotinilo 295%
nicotinato de a-tocotrienil glicolilo 295%
nicotinato de a-tocotrienil ferulilo 0 %

El término "que comprende" siempre que se utiliza en el presente documento pretende indicar la presencia de
caracteristicas, numeros enteros, etapas o componentes indicados, pero no excluir la presencia o adicion de
una o mas caracteristicas, nimeros enteros, etapas, componentes o0 grupos de los mismos.

Cuando se utilizan formas singulares de elementos o caracteristicas en la especificacion de las
reivindicaciones, también se incluye la forma plural, y viceversa, si no se excluye especificamente. Por
gjemplo, el término "un compuesto” 0 "el compuesto” también incluye las formas plurales "compuestos” o "los
compuestos”, y viceversa. En las reivindicaciones, los articulos tales como "un”, "una" y "el" o “la” pueden
significar uno 0 mas de uno, a menos que se indique lo contrario 0 sea evidente a partir del contexto. Las
reivindicaciones 0 descripciones que incluyen "o" entre uno 0 mas miembros de un grupo se consideran
satisfechas si uno, mas de uno o todos los miembros del grupo estan presentes, se utilizan o son de otro
modo relevantes para un producto o proceso determinado, a menos que se indique lo contrario o0 sea
evidente a partir del contexto. La presente invencion incluye realizaciones en las que exactamente un
miembro del grupo esta presente, se utiliza o es de otro modo relevante para un producto 0 proceso
determinado. La presente invencion también incluye realizaciones en las que mas de uno, o todos los
miembros del grupo estan presentes, se utilizan o son de otro modo relevantes para un producto o proceso
determinado.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de la formula general siguiente (l)
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en la que

R1, Ro, Rs y R4 se seleccionan independientemente entre si;

10 Ri1 es H o CHj3;
R> es H o CHj3;
R3; es H o CHj3;
R4 se selecciona entre una lista que consiste en

Ny
& ESY
g5 \\\

\\X
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X

&

s Ry &
N N, | e &
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15
R5 es un residuo de diéster glicélico, un residuo de diéster succinico o un residuo de éster de amida de
glicina.
20 2. Compuesto, segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto se selecciona entre la siguiente lista:
"\\\ \--'i'§§:§..\ \-f\\_\_v
.u-“\\_\.\‘ "\\\ \§§\ *\.\\) g
25
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%,

3. Compuesto, segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para su utilizacion en medicina o
veterinaria.

4. Compuesto para su utilizacion, segun la reivindicacion 3, en la prevencion, terapia o tratamiento de
enfermedades inflamatorias de la piel, enfermedades de la piel o trastornos de la piel.

5. Compuesto para su utilizacion, segun la reivindicacion 4, en la prevencion, terapia o tratamiento del acné,
la rosacea o la dermatitis seborreica.

6. Utilizacion no terapéutica del compuesto, segln cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en cosmeética.

7. Utilizacién no terapéutica, segun la reivindicacion 6, en la que el compuesto se utiliza como agente
antienvejecimiento.

8. Composicion farmacéutica 0 cosmética que comprende, como minimo, un compuesto descrito, segin
cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en combinacion con, como minimo, un excipiente aceptable
farmacéuticamente o cosméticamente.

9. Composicion farmacéutica 0 cosmética, segun la reivindicacion 8, en la que dicha composicion comprende
hasta un 20 % en masa de, como minimo, un compuesto descrito, segun cualquiera de las reivindicaciones
1-2, basado en la masa total de la composicion.

10. Composicion farmacéutica o cosmeética, segun cualquiera de las reivindicaciones 8-9, en la que dicha
composicion comprende del 0,01 % al 10 % en masa de, como minimo, un compuesto descrito, segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-2, basado en la masa total de la composicion.

11. Composicion farmacéutica o cosmética, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en la que dicha
composicion comprende del 0,1 % al 5% en masa de, como minimo, un compuesto descrito, segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-2, basado en la masa total de la composicion.

12. Composicion farmacéutica o cosmética, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en la que dicha
composicion comprende del 0,1 % al 2% en masa de, como minimo, un compuesto descrito, segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-2, basado en la masa total de la composicion.

13. Composicion farmacéutica o cosmeética, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en la que la
composicion es una composicion topica.

14. Composicion farmacéutica o cosmética, segun la reivindicacion 13, en la que la composicion topica esta
en forma de gel, crema, locién, pomada, suero, pasta o espuma.

15. Parche que comprende el compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, o la composicion
descrita segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14.
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