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DESCRIPCION
Urolitina A y composicion que contiene la misma para uso externo en inflamaciones de diversas etiologias
Campo de la invencion

La invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una o mas sustancias auxiliares tipicas y un
principio activo, en donde como principio activo la composicién contiene urolitina A, 3,8-diacetato de urolitina A,
preferiblemente urolitina A sintética, para su uso en el tratamiento, la inhibicién y la prevenciéon de enfermedades
inflamatorias de la piel y/o de las membranas mucosas, y en donde la composicién es para administracién externa
topica.

La composicion administrada por via tépica en inflamaciones de diversas etiologias actia reduciendo el nivel de
S100A8/A9 (calprotectina) y estimulando la fosforilacion de las cinasas MAP ERK1/2.

Antecedentes de la invencién

Las inflamaciones de la piel de diversas etiologias afectan a una gran parte de la sociedad. La dermatitis atopica
(DA) se produce en aproximadamente el 20 % de los nifios y el 7 % de los adultos. Se observa un aumento
particular de la incidencia de la dermatitis atépica en los paises desarrollados (Odhiambo et al., 2009). La patogenia
de la DA es muy compleja. Implica células del sistema de respuesta inflamatoria especifica (linfocitos T, mastocitos)
asi como células del sistema de respuesta inflamatoria no especifica (neutréfilos, macréfagos). Actualmente se cree
que los linfocitos Th2 que producen IL-4, IL-5 e IL-13, cuya secrecién esta asociada con un aumento de la
produccién de inmunoglobulina E, desempefian un papel importante en el curso de la DA (Eichenfield et al., 2016).

La psoriasis es una enfermedad que afecta al 2-5 % de la poblacién mundial. Esta asociada a una hiperproliferacién
e hiperqueratosis de las células epidérmicas. Como consecuencia, se producen un engrosamiento epidérmico y una
infiltracién inflamatoria de neutrofilos, macroéfagos, células dendriticas y células T en la dermis. Las principales rutas
de sefializacion responsables del desarrollo de lesiones psoriasicas en la piel son: la ruta de la proteina S100
(incluyendo S100A8/A9), la ruta de Wnt, la ruta de JAK-STAT, y la ruta de RAR (Yadav et al., 2018).

La etiologia de las inflamaciones de la piel es muy compleja y depende de la interaccién entre las células de la piel,
queratinocitos y fibroblastos, y las células inmunitarias, mastocitos, linfocitos, monocitos, macréfagos, neutréfilos, y
células dendriticas. En los dltimos afios, a la proteina dimérica calprotectina se le ha empezado a atribuir un papel
especial en las inflamaciones de la piel de diversas etiologias, incluyendo la dermatitis atépica y la psoriasis
(D’Amico et al., 2018; Jin et al., 2014; Schonthaler et al., 2013). La proteina heterodimérica S100A8/A9
(calprotectina, calgranulina) se considera actualmente uno de los factores clave que regulan la respuesta
inflamatoria. Pertenece a la familia de proteinas de unién a Ca® y se encuentra en grandes cantidades en el
citoplasma de los neutréfilos (hasta el 40 % de las proteinas citosélicas solubles) y el citoplasma de los monocitos
(hasta el 5 %). Al secretarse pasiva o activamente por los neutréfilos y macréfagos, realiza sus funciones efectoras
uniéndose a los glicosaminoglicanos y a los receptores de reconocimiento de patrones: receptor 4 tipo Toll 4 (TLR4)
y receptor de productos finales de glicacién avanzada (RAGE) en la superficie de las células endoteliales, fagocitos y
linfocitos. Se ha demostrado que S100A8/A9 aumenta la secrecion de IL-8, IL-6, MCP-1 y moléculas de adhesién
por las células endoteliales y contribuye al aumento de la permeabilidad de la monocapa mediante la
desorganizacion de la F-actina e la inhibicién de la expresién de E-cadherina, zonula occludens-1 (ZO-1) y B-
catenina. Al interactuar con el receptor TLR4 en la superficie de los neutréfilos, S100A8/A9 provoca una disminucion
en la expresién superficial de L-selectina (CD62L) y un aumento en el nivel de integrina 2 (CD11b/CD18) que
condiciona la adhesion estrecha y la diapédesis. Se ha demostrado que estos efectos pueden estar asociados con la
activacion de las cinasas MAPK/ERK y la ruta de NF-xB. Ademas, también se ha demostrado que S100A8/A9
aumenta significativamente la produccién de IL-17 por las células T CD8+. Se cree que la proteina S100A8/A9 por si
sola no tiene propiedades quimiotacticas, pero induce la quimiotaxis activando las células inmunitarias. El nivel de
S100A8/A9 se correlaciona estrechamente con la progresion de la inflamacién y, por tanto, a menudo se considera
un biomarcador importante en diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias (reumatismo, enfermedad
inflamatoria intestinal, inflamacién de la piel, vasculitis, lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis, esclerodermia,
esclerosis multiple, arteritis de células gigantes, psoriasis, fibrosis quistica, rechazo de aloinjerto renal, infecciones,
enfermedades cardiovasculares). Actualmente, S100A8/A9 se considera un factor clave que estimula la respuesta
inflamatoria, cuya regulacién puede suprimir las funciones de las células inmunitarias responsables de la progresion
de enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias (Pruenster et al., 2016).

Resultados de investigaciones publicadas recientemente indican que S100A8/A9 puede ser una diana interesante en
el desarrollo de nuevas terapias para enfermedades inflamatorias. Hasta la fecha, sélo compuestos del grupo de
derivados de quinolina-3-carboxamida han demostrado inhibir la interaccién de S100A8/A9 con el receptor TLR4
(Bjork et al., 2009). También es importante que en estudios clinicos dichos compuestos hayan mostrado actividad
contra la esclerosis multiple (Comi et al., 2012), el lupus eritematoso (Bengtsson et al., 2012) y la enfermedad de
Crohn (D’Haens et al., 2015).
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Se ha demostrado que, en las inflamaciones de la piel, la disminucion de la actividad de la cinasa ERK1/2 es de gran
importancia, ya que conduce a la estabilizacion del ARNm de las citocinas proinflamatorias y, por consiguiente, a un
aumento de la produccién de las mismas y a la progresién de la inflamacién. Por tanto, la estimulacién de la ruta de
fosforilacién de ERK1/2 puede ser una diana importante a la hora de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas
para las inflamaciones de la piel de diversas etiologias (Pastore et al. 2005).

En los Gltimos afios, el conocimiento sobre el papel de la microbiota intestinal en el mantenimiento de la homeostasis
en el cuerpo humano ha comenzado a desarrollarse de manera dinamica. La actividad de la microbiota intestinal se
considera de importancia clave para la salud, principalmente a través del efecto de los nutrientes y xenobioticos en
el sistema inmunolégico y el metabolismo (Tuohy y Del Rio, 2015). Los resultados de la investigacion, que se
refieren a cambios en la estructura de los compuestos ingeridos por via oral que se ve influenciada por la microbiota
intestinal, hacen que ahora sea necesario tener en cuenta la actividad biologica de los metabolitos formados en el
intestino al evaluar el impacto de las sustancias presentes en los alimentos y los medicamentos en el cuerpo
humano (Haiser y Turnbaugh, 2013).

Uno de los grupos de compuestos sujetos a cambios estructurales significativos bajo la influencia de la microbiota
intestinal son los elagitaninos, que son polifencles de alto peso molecular, que se encuentran en productos
alimenticios tales como nueces, avellanas, almendras, zumo de granada, frambuesas, fresas y vino afiejado en
barricas de roble y en muchas plantas medicinales. La biodisponibilidad de estos compuestos en estado inalterado,
debido a la estructura de alto peso molecular y la naturaleza hidréfila y la susceptibilidad a la hidrélisis, no esta
completamente establecida o incluso se considera dudosa. Sin embargo, se sabe que los elagitaninos se
metabolizan bajo la influencia de la microbiota intestinal a derivados de dibenzo[b,d]piran-6-ona, a saber, urolitinas,
que a diferencia de los elagitaninos, son compuestos lipéfilos de bajo peso molecular con una biodisponibilidad bien
documentada, que puede alcanzar concentraciones micromolares en sangre, tejidos, heces y orina (Espin et al,
2013). Se encontraron en estudios in vivo efectos beneficiosos de alimentos ricos en elagitanino administrados por
via oral sobre enfermedades inflamatorias crénicas. Se destacan particularmente efectos positivos de alimentos
ricos en elagitanino sobre el sistema cardiovascular y la enfermedad inflamatoria intestinal. Debido al metabolismo
de los elagitaninos por la microbiota intestinal, tal como se ha demostrado en los Ultimos afos, se cree que las
urolitinas formadas en el intestino pueden ser las responsables de los efectos observados (Colombo et al., 2013;
Larrosa et al., 2010a; Piwowarski et al., 2014b; Tomas-Barberan et al., 2016).

Las inflamaciones de la piel de diversas etiologias afectan a una gran parte de la sociedad. La dermatitis atépica se
presenta en el 20 % de los nifios y el 7 % de los adultos y es comuin tanto en paises desarrollados como en
desarrollo. Los esteroides topicos, incluyendo la hidrocortisona, son los medicamentos de primera linea para la DAy
la psoriasis. Las indicaciones para el uso topico de hidrocortisona y otros farmacos esteroides son enfermedades de
la piel tales como lupus eritematoso, eritema multiforme, dermatitis seborreica; picaduras de insectos (para reducir el
dolor, el picor y las molestias de hinchazén después de las picaduras, especialmente si el sujeto es alérgico al
veneno de los insectos que pican); acné (eczemas); cambios en la piel provocados por la toma de medicamentos;
quemaduras de primer y segundo grado; picor en la piel; enrojecimiento de la piel. Sin embargo, el uso de farmacos
esteroides estd asociado con efectos secundarios graves tales como infecciones bacterianas y fungicas, atrofia
cutanea, cambios en la pigmentacion de la piel, telangiectasias, y el riesgo de actuar sobre el eje hipotalamo-
hipofiso-suprarrenal (especialmente en nifios). Ademas, la eficacia de los farmacos esteroides esté limitada por la
aparicion de taquifilaxia (debilitamiento del efecto provocado por el uso prolongado del farmaco), lo que limita la
eficacia en el tratamiento de las inflamaciones cronicas de la piel. Cuando la terapia con esteroides es ineficaz o0 no
puede usarse debido a la hipersensibilidad existente, se introduce la terapia con inhibidores de calcineurina
(tacrélimus, pimecroélimus). Sélo puede llevarse a cabo durante un corto periodo de tiempo y esta asociado con un
mayor riesgo de cancer (cancer de piel no melanoma y linfoma) y con un mayor riesgo de infecciones virales, por
ejemplo, Herpes simplex. En el caso del tratamiento topico de la DA con farmacos esteroides e inhibidores de
calcineurina, la enfermedad en la mayoria de los casos reaparece después de seis meses como maximo (Berth-
Jones et al., 2003; Breneman et al., 2008; Papier y Strowd, 2018).

La presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una 0 mas sustancias auxiliares
tipicas y un principio activo, que como principio activo contiene urolitina A, 3,8-diacetato de urolitina A,
preferiblemente urolitina A sintética, para su uso en el tratamiento, la inhibicién y la prevencién de enfermedades
inflamatorias de la piel y/o de las membranas mucosas, en donde la composicién es para administracion externa
topica.

La urolitina A pertenece a los derivados de dibenzo[b,d]piran-6-ona. Es un metabolito producido por la microbiota
intestinal a partir de taninos pertenecientes al grupo de elagitaninos que se encuentran en algunos productos
alimenticios, es decir, frutos de granada, fresas, frambuesas, nueces o en la maduracion del vino en barricas de
roble. A diferencia de los elagitaninos de los que se forma, la urolitina A es un compuesto lipéfilo de molécula
pequefia con una biodisponibilidad bien documentada. Tras su absorcion en el intestino, la urolitina A se conjuga con
acido glucurénico y, por tanto, esta presente en forma de glucurénidos tanto en los tejidos como en el torrente
sanguineo. Se sabe que no todas las personas producen todos y cada uno de los tipos de urolitina. Los estudios
publicados hasta ahora muestran que hay personas que producen como compuesto dominante urolitina A, iso-
urolitina A o urolitina B o que no producen urolitina en absoluto (Piwowarski et al., 2016; Tomas-Barberan et al.,
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2017). La urolitina A se distingue de la iso-urolitina A por la orientacién de los grupos hidroxilo, mientras que su
nimero distingue a la urolitina B de la urolitina C. Con una molécula tan pequefia, un ligero cambio en la disposicién
y cantidad de grupos hidroxilo es crucial para la actividad del compuesto. Los estudios realizados hasta ahora
indican que tanto el nimero como la orientacién de los grupos hidroxilo determinan cambios en la actividad biolégica
de compuestos individuales (Piwowarski et al., 2014a; Piwowarski et al., 2015).
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La urolitina A es un metabolito formado en el intestino grueso a partir de compuestos presentes en los alimentos
bajo la influencia de la microbiota intestinal. Su concentracién en heces, tejidos, sangre y orina tras la ingestion de
productos alimenticios ricos en elagitaninos puede alcanzar los 100 pM. Basandose en ello, puede concluirse que el
uso externo de este compuesto conlleva muy poco riesgo de efectos toxicos o efectos secundarios graves,
incluyendo también la exposicién crénica del organismo a esta sustancia. El problema que surge con el uso de
urolitina A endégena es el hecho de que no todos los seres humanos tienen bacterias que pueden producir urolitina
A. Ademas, los organismos responsables de este proceso aun no se han identificado, lo que impide la manipulacién
de la composicién de la microbiota intestinal para inducir la produccién de urolitina A en el intestino grueso. Por otra
parte, la administracién oral directa de urolitina A no permite alcanzar concentraciones terapéuticas de este
compuesto, ya que durante su transporte a través del tracto gastrointestinal sufre una deshidroxilacién adicional que
conduce a la formacién de urolitina B. A su vez, la urolitina A, o bien administrada por via oral o bien producida
endégenamente, sufre un metabolismo intensivo durante su paso por la pared intestinal. El metabolismo de fase I
consiste en el acoplamiento de algunos xenobibticos con metabolitos reactivos en el cuerpo, haciéndolos mas
solubles en el entorno acuoso de los liquidos corporales y, como consecuencia, mas facilmente excretados en la
orina. Las reacciones de acoplamiento que se producen en la fase Il de la biotransformacion son catalizadas
principalmente por enzimas de la clase de las transferasas, y los metabolitos que participan en estas reacciones son
los aminoacidos, el glutation, y los acidos activados, es decir, acidos acético, sulfirico y, especialmente, glucurénico.
Como consecuencia de este proceso, no es la urolitina A libre, sino sus formas conjugadas con acido glucurénico,
las que estan presentes en el torrente sanguineo y los tejidos. Tal como se muestra en estudios in vitro anteriores,
tanto la deshidroxilacion como la glucuronidacion de la urolitina A pueden conducir a un cambio o pérdida de
actividad (Tomas-Barberan et al., 2017; Tomas-Barberan et al., 2018).

Las restricciones anteriores asociadas con el metabolismo de los elagitaninos y la urolitina A relacionadas con su
uso oral han llevado a intentar usar las propiedades antiinflamatorias de la urolitina A en una composicién tépica
aplicada a la piel. La aplicacién del compuesto directamente a la piel evita el problema de la desactivacién bajo la
influencia de las enzimas de fase Il y da como resultado la obtencién de concentraciones activas del compuesto
directamente en el lugar de la inflamacién, que no puede lograrse con el consumo normal de alimentos que
contienen elagitaninos o con la administracién oral de urolitina A.

Ademas, los estudios publicados en julio de 2017 no indican toxicidad de la urolitina A en un modelo animal tanto por
administracién oral como intravenosa (Heilman et al. 2017 Food and Chemical Toxicology doi: 10.1016 /
j-fct.2017.07.050). Ademas, la urolitina A es un compuesto con un mecanismo de acciéon completamente diferente en
comparacién con los farmacos esteroides y los inhibidores de calcineurina usados en la terapia hasta ahora, es
decir, inhibe la liberacién de calprotectina e inhibe la translocacién de la subunidad NF-«xB al nicleo (Piwowarski et
al., 2015).

Un aspecto ventajoso es también el hecho de que la urolitina A es una alternativa eficaz a los farmacos esteroides y
a los inhibidores de calcineurina usados actualmente que muestran una baja eficacia en muchos casos de
enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias de la piel/de las membranas mucosas. El uso de farmacos esteroides
esta asociado a la aparicion de efectos de taquifilaxia, es decir, disminucion de la eficacia del farmaco provocada por
su uso frecuente, lo que limita su eficacia en el tratamiento de inflamaciones cronicas. Este efecto es caracteristico
de farmacos cuya accién se basa en el mecanismo mediado por receptores. La urolitina A es una sustancia que
inhibe la secrecion de calprotectina e inhibe la ruta de sefializacién asociada al proceso de translocacion de la
subunidad p65 de NF-xB al nicleo y no ha demostrado hasta el momento tener actividad receptora, por lo que el
efecto de taquifilaxia de la urolitina A no deberia limitar su eficacia en el uso crénico.

En vista del hecho de que la urolitina A es un compuesto producido en el intestino a partir de los elagitaninos
presentes en productos alimenticios tipicos, existe un bajo riesgo de efectos tdxicos o efectos adversos graves in
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vivo también con la exposicién cronica a esta sustancia.

También debe enfatizarse que la reduccién del riesgo de efectos secundarios por el uso externo de urolitina A afecta
significativamente a los resultados de la terapia, lo que no genera costes adicionales asociados con el tratamiento
posterior. En el 16-43 % de los pacientes que usan esteroides tdpicos, se observan infecciones bacterianas y
fungicas en las areas tratadas, que deben tratarse farmacolégicamente. También se han descrito atrofia de la piel,
cambios en la pigmentacién (hipo e hiperpigmentacién) e hipersensibilidad de contacto a los esteroides, que
imposibilitan la terapia posterior. La terapia con inhibidores de calcineurina sélo puede llevarse a cabo durante un
corto periodo de tiempo y esta asociada con un mayor riesgo de canceres de piel.

Por eso es tan importante intentar identificar un compuesto y preparar una composicién que contenga el compuesto
que seria eficaz en el tratamiento de casos resistentes a la terapia convencional y su uso no estaria asociado con el
riesgo de efectos adversos graves.

El uso oral o parenteral de urolitina A y sus efectos terapéuticos sistémicos se conocen en la técnica.

La publicacion Anti-inflammatory properties of a pomegranate extract and its metabolite urolithin-A in a colitis rat
model and the effect of colon inflammation on phenolic metabilism (Larrosa et al., 2010b) se refiere al efecto de la
administracién oral de extracto de granada en una dosis de 250 mg/kg o de urolitina A en una dosis de 15 mg/kg
sobre la inflamacién intestinal provocada por el sulfato de dextrano sédico en ratas. El extracto y la urolitina A se
administraron durante 25 dias, y la inflamacion intestinal se indujo mediante la administracién de DSS durante los
ultimos 5 dias del experimento. Basandose en los resultados obtenidos, los autores concluyeron que, en el caso del
colon inflamado, la actividad terapéutica se muestra principalmente por el extracto de granada y sus elagitaninos,
mientras que la actividad antiinflamatoria de la urolitina A solo puede ser relevante en individuos sanos. Los autores
del estudio llegaron a tales conclusiones mediante la investigacién de muestras fecales de animales que recibieron
urolitina A, en las que se encontraron pequefias cantidades de este compuesto. Probablemente sufrié un
metabolismo adicional bajo la influencia de la microbiota intestinal o fue absorbido y sufrié un metabolismo de fase II.

La publicacién In vivo anti-inflammatory and antioxidant properties of ellagitannin metabolite urolithin A (Ishimoto et
al., 2011) se refiere al efecto de la administracion oral de urolitina A sobre el edema de la pata inducido por
carragenina en ratones. La administracion oral de urolitina A una hora después de la induccion del edema redujo
significativamente su tamafio durante las siguientes 24 horas del experimento. Segun los autores, el modelo usado
permite evaluar el potencial antiinflamatorio s6lo para farmacos administrados por via oral. Al mismo tiempo, se
encontrd en el plasma la presencia de metabolitos de fase Il de la urolitina A, es decir glucurénidos. Por tanto, puede
concluirse que la urolitina A administrada por via oral se metaboliza y, por tanto, su producto metabdlico, el
glucuroénido de urolitina A, es responsable de los cambios observados.

El documento de patente EP2068864B1 da a conocer el uso terapéutico de urolitina seleccionada del grupo que
consiste en: urolitina B, urolitina A, hidroxi-urolitina A, metil-urolitina A, para el tratamiento y/o la prevencién del
cancer en un sujeto. Se sabe que los metabolitos de elagitaninos tienen actividad antiproliferativa y/o proapoptotica y
como tal encuentran uso en el tratamiento y la prevencién de muchos canceres. Sin embargo, en contraste con lo
anterior, la presente solicitud da a conocer el uso de urolitina A para inflamaciones de la piel. Las inflamaciones de la
piel de diversas etiologias estan relacionadas con una respuesta inflamatoria aumentada de las células inmunitarias,
pero no son cancerosas. La inhibicién de la inflamacién de la piel in vivo mediante administracién topica de una
composicion de urolitina A, tal como han demostrado los inventores, esta asociada a una inhibicién local de los
procesos inflamatorios y no esta relacionada con un efecto inhibidor sobre la proliferacion celular o la induccion de la
apoptosis en los mismos. Ademas, en estudios previos realizados en neutréfilos y macréfagos no se observd
actividad citotdéxica ni antiproliferativa de la urolitina A (Piwowarski et al, 2014a; Piwowarski et al., 2014b;
Piwowarski et al., 2015).

La solicitud estadounidense US2010323985A da a conocer el uso de un compuesto del grupo de las urolitinas, la
urolitina B, como componente de una preparacion farmacéutica o cosmética para uso tépico y/o parenteral. Sin
embargo, el documento en cuestidon no se refiere al uso de la urolitina B como tal, sino a la combinacién de acido
hialurénico y al menos un inhibidor de la degradacién del acido hialurénico, en particular para su uso dermatolégico
en seres humanos, y en particular en el tratamiento mediante relleno de arrugas, lineas finas, defectos de
fibroblastos y cualquier cicatriz o en cirugia reconstructiva. La urolitina B se ha indicado como ejemplo de uno de los
inhibidores de la degradacion del acido hialurénico, solo o en mezcla. Con respecto a lo anterior, los inventores
realizaron experimentos segun el método de la farmacopea (USP), observando como resultado que no hay efecto de
la urolitina A sobre la actividad hialuronidasa. Sin embargo, se observd actividad inhibidora con respecto a dicha
enzima para los elagitaninos, entre los que la urolitina A es producida por la microbiota intestinal (Piwowarski y Kiss,
2015). Ademas, el uso de un compuesto perteneciente a la familia de las urolitinas dado a conocer en la solicitud
anterior no se refiere a la dermatitis atépica, ya que no existen datos en la bibliografia que confirmen una mayor
degradacion del acido hialurénico en esta afeccién. Ademas, en el caso de la psoriasis, actualmente estan
realizandose investigaciones sobre la eficacia de las inyecciones subcutaneas de hialuronidasa (preparacion
Hylenex; https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01987609).
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La solicitud de patente japonesa JP2017007951A se refiere a un nuevo uso de urolitinas para inhibir el
fotoenvejecimiento provocado por la influencia de la radiaciéon UV sobre la piel. La descripcion de la solicitud da a
conocer una férmula general para urolitinas, que indica un efecto conjunto de urolitinas, por ejemplo, urolitina A,
urolitina B, urolitina C, urolitina D, urolitina E, urolitina M3, urolitina M4, en la inhibicién del fotoenvejecimiento. Las
propiedades de la urolitina A descritas por los inventores en la solicitud se refieren a la proteccion directa de la piel
contra la radiacién UV, que esta asociada Unicamente a las propiedades fisicoquimicas y no farmacoldgicas de la
molécula. La exposicion a la radiacion UV como factor dafiino para los tejidos acelera el envejecimiento de la piel y
la exposicién excesiva a la radiacion en una sola ocasion puede provocar inflamacién de la piel (quemaduras
solares) y canceres (D'Orazio et al., 2013). La urolitina A se usa en el presente documento como compuesto que
absorbe la radiacion UV y, por tanto, previene la accion dafiina de la piel, cuya consecuencia indirecta tras la
exposicion aguda es la inflamacion de la piel provocada, por ejemplo, por quemaduras solares. La solicitud se refiere
en particular a la prevencién de la dermatitis provocada por una exposicidon excesiva a la radiacién UV, y no se
refiere a otras afecciones inflamatorias. En la bibliografia no existen informes conocidos sobre la induccion de
dermatitis atopica o psoriasis por radiacion UV. Ademas, se conoce el uso generalizado de la radiacion UV en
fototerapia para la dermatitis atopica y la psoriasis.

La solicitud de patente internacional (W0O2014004902A2) se refiere al uso de compuestos del grupo de las urolitinas
y Sus precursores como sustancias que estimulan la autofagia y, por tanto, inhiben los procesos de envejecimiento.
La solicitud se basa en los resultados de pruebas in vitro e in vivo que indican las urolitinas como compuestos que
promueven la autofagia y asi previenen los procesos de envejecimiento, aumentan la fuerza de los misculos de los
animales y su actividad locomotora. Los estudios in vivo se llevaron a cabo Unicamente para la urolitina A
administrada por via oral y no incluyeron pruebas del metabolismo de la urolitina A en el tracto gastrointestinal de
animales y bajo la influencia de enzimas de fase Il. Debido al efecto estimulante de la autofagia reconocido tras la
administracion oral, los presentes inventores suponen que los compuestos que pertenecen al grupo de las urolitinas
pueden usarse en el tratamiento de afecciones en las que la estimulacion de este proceso es deseable. Entre
muchas afecciones, también se mencionan enfermedades de la piel: envejecimiento de la piel, fotoenvejecimiento,
inflamacién de la piel y psoriasis, como aquellas en las que la estimulacion del proceso de autofagia puede resultar
beneficiosa. Sin embargo, no se han realizado estudios que indiquen actividad antiinflamatoria de la urolitina A tras
la aplicacién tépica en la piel, y no se incluyeron en los estudios procesos que son clave para el desarrollo de
inflamaciones de la piel de diversas etiologias, incluyendo la dermatitis atépica y la psoriasis.

A diferencia de la solicitud internacional descrita anteriormente, la esencia de la presente invencién es la accién
antiinflamatoria directa sobre la piel, tal como se describe en el modelo in vivo, asociada con la aceleracion del
proceso de curacion, reduccion de la frecuencia de rascado y reduccién de la poblacién de células inmunitarias
responsables de la progresion de la inflamacién (leucocitos, monocitos y neutréfilos) que pueden estar conectados
con la inhibiciébn de la liberacion de calprotectina. Los procesos anteriores no estan relacionados con el efecto
estimulante de la autofagia descrito anteriormente de la urolitina A tras la administracion oral. Ademas, segun la
bibliografia disponible, la inhibicién del proceso de autofagia no es crucial para la progresién de las inflamaciones de
la piel de diversas etiologias, incluyendo la psoriasis, ni se conoce el papel del proceso de autofagia en la etiologia
de la dermatitis atopica (Deng et al., 2016; Furue et al., 2018; Weidinger y Novak, 2016; Yadav et al., 2018).

Los resultados obtenidos y descritos en la solicitud de patente anterior también se mencionan en la solicitud de
patente internacional (WO2015097231A1), que da a conocer el uso de compuestos del grupo de derivados de
aminoacidos de urolitinas como sustancias que tienen una mayor solubilidad que las urolitinas y que liberan
urolitinas en el tracto gastrointestinal tras la administracion oral. Los resultados presentados en la solicitud se
relacionaron con propiedades que promueven la autofagia y, por tanto, inhiben los procesos de envejecimiento, lo
que se describe para las urolitinas orales. Sin embargo, a diferencia de lo anterior, la presente solicitud se refiere a
efectos antiinflamatorios directos sobre la piel asociados con la aceleracién del proceso de curacion, la reduccion de
la frecuencia de rascado y la reduccién de la respuesta de las células inmunitarias responsables de la progresion de
la inflamacion. Estos procesos no estan relacionados en absoluto con los efectos estimulantes de la autofagia
descritos anteriormente de la urolitina A tras la administracion oral. Ademas, segin la bibliografia disponible, la
inhibicién del proceso de autofagia no es crucial para la progresién de las inflamaciones de la piel de diversas
etiologias, incluyendo la psoriasis, y también se desconoce el papel del proceso de autofagia en la etiologia de la
dermatitis atopica (Deng et al., 2016; Furue et al., 2018; Weidinger y Novak, 2016; Yadav et al., 2018).

A su vez, la solicitud de patente internacional WO2018162645A1 se refiere al uso topico de preparaciones que
contienen urolitinas para reducir la hiperpigmentacion de la piel y s6lo describe el posible uso cosmético para tratar
la hiperpigmentacién. Los estudios se realizaron en condiciones in vitro en las que la urolitina A provoca una
reduccion de la produccion de melanina en las células de la piel. Las composiciones dadas a conocer en el presente
documento estan destinadas al tratamiento de afecciones de la piel mediante su administracién tépica,
preferiblemente al tratamiento de la hiperpigmentacién, pero también se incluyen enfermedades inflamatorias de la
piel tales como la dermatitis y la psoriasis. Sin embargo, este documento no proporciona evidencias ni datos
experimentales para el uso topico en el tratamiento de enfermedades inflamatorias de la piel y la psoriasis.

De manera similar, en un articulo cientifico “Antimelanogenic Effect of Urolithin A and Urolithin B, the Colonic
Metabolites of Ellagic Acid, in B16 Melanoma Cells” (Shang-Ta Wang et al., 2017) se ha descrito que la urolitina A
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(UA} y B (UB), principales metabolitos de los derivados del acido elagico dietético producidos por la microbiota
intestinal, muestran eficacia en la despigmentacion al suprimir la actividad de la tirosinasa.

Sin embargo, la hiperpigmentacién de la piel no depende Unicamente de la etiologia de las enfermedades
inflamatorias de la piel y de las membranas mucosas, y su inhibicién no es el objetivo de la presente invencién, sino
que difiere segln el contexto de la enfermedad. A diferencia de la hiperpigmentacién que resulta de trastornos de la
sintesis y distribucién del pigmento natural de melanina en la piel, la causa inmediata de la dermatitis atopica y la
psoriasis es una respuesta aumentada del sistema inmunitario. La presente solicitud da a conocer el efecto
antiinflamatorio de la urolitina A sobre la piel que puede usarse para tratar la dermatitis atépica y la psoriasis que no
resultan de la hiperpigmentacion de la piel (Deng et al., 2016; Furue et al., 2018; Weidinger y Novak, 2016; Yadav et
al., 2018).

Por tanto, a la luz de lo anterior, un experto en la técnica no estaria motivado y no podria, sin un aporte creativo,
llegar a la solucién de la presente invencién, es decir, el uso de urolitina A en afecciones inflamatorias de la piel.

Ademas, la solicitud estadounidense US20070197567A1 y la solicitud internacional WO2007133249A2 se refieren al
uso de derivados de benzo[c]cromen-6-ona en el tratamiento de enfermedades de la piel asociadas con una
proliferacién celular excesiva y angiogénesis. La proliferacion excesiva de fibroblastos y queratinocitos y la
angiogénesis aumentada, descritas por los autores de las solicitudes anteriores, son secundarias a la inflamacion de
la piel, pero no son la causa subyacente. La causa inmediata de la dermatitis atopica y la psoriasis es la respuesta
inmunitaria aumentada, por lo que la presente solicitud da a conocer el efecto antiinflamatorio de la urolitina A sobre
la piel que puede usarse para tratar la dermatitis atépica y la psoriasis. Ademas, los estudios comparativos
realizados por los presentes inventores confirmaron que ni la urolitina A, ni la 8-acetil-urolitina A, ni la 3-acetil-
urolitina A mostraron actividad antiproliferativa sobre las células de fibroblastos de la piel humana a diferencia del
derivado de urolitina B acetilado sometido a prueba.

La publicacion “Anti-aging Effects of Urolithin A On Replicative Senescent Human Skin Fibroblasts” (Liu et al., 2018)
se refiere a los estudios del efecto de la urolitina A en los procesos de envejecimiento realizados en un modelo in
vitro de fibroblastos humanos. Los autores demostraron que la urolitina A estimulaba la sintesis de colageno e
inhibia la expresion de ARNm para la metaloproteinasa de matriz 1, y ademas demostraron una actividad
antioxidante dependiente de la activacion del receptor Nrf2. Sin embargo, no se encontré inhibicién del
envejecimiento de los fibroblastos. Sin embargo, basandose en estudios in vitro, los autores sugieren el uso
cosmético de la urolitina A en preparaciones antienvejecimiento. Los estudios anteriores se llevaron a cabo en
células que forman parte del tejido cutaneo, pero el disefio del estudio no se refiere a fendmenos y mecanismos
relacionados directamente con las inflamaciones de la piel.

Ademas, el uso topico de urolitina A sobre la piel aln no se ha descrito para su aplicacién en el tratamiento de la
inflamacién de la piel. Las solicitudes y publicaciones de patente citadas anteriormente se basan Unicamente en
estudios in vitro e in vivo tras la administracién oral de urolitina A. La via de administracién de urolitina A es de
particular importancia considerando que el metabolismo de la urolitina A se produce en el tracto gastrointestinal tras
la administracién oral. Hasta la fecha, no se han realizado estudios in vivo sobre el uso tépico de urolitinas A o de
cualquiera de los otros compuestos pertenecientes al grupo de las urolitinas. Estos informes también se confirman
con la publicacién el 20 de marzo de 2018 de un comentario critico de pioneros de la investigacion sobre urolitinas
(Tomas-Barberan et al., 2018) y de expertos en la técnica del metabolismo de la microbiota intestinal, y un articulo
de revisién publicado por ellos un afio antes (Tomas-Barberan et al., 2017) que indica claramente que la direccién de
los efectos antiinflamatorios sobre la piel y la aplicacién toépica de urolitinas A ain no se ha tenido en cuenta. Por
tanto, los resultados obtenidos junto con la presente solicitud son el primer informe sobre el uso de urolitinas A, que
es un metabolito de la microbiota intestinal, y una composicién que comprende la misma para la inhibicién local de la
inflamacién.

La publicacion titulada “Psoriaris and Atopic Dermatitis” (Griffits Christopher E.M. et al., Dermatology and Therapy,
vol. 7, n.2 81, enero de 2017)) se refiere al tratamiento de enfermedades inflamatorias de la piel, tales como la
psoriasis y la dermatitis atépica, y presenta una descripcion general del tratamiento terapéutico actual de la psoriasis
y la dermatitis atépica como enfermedades inflamatorias crénicas de la piel mediante el uso de corticosteroides e
inhibidores de calcineurina, ademas de la hidratacién de la piel, la reparacién de la barrera de la piel, la medicacién
antiinflamatoria y otros. Sin embargo, no se indica ni se sugiere el posible uso de urolitina A o derivados especificos
de la misma.

Sumario de la invencion

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de los presentes inventores era proporcionar una sustancia activa que
fuera facil de procesar, barata de fabricar y, por tanto, facilmente disponible, y que redujera eficazmente el nivel de
S100A8/A9, es decir, calprotectina, y estimulara la fosforilacion de las cinasas ERK1/2, que fuera adecuada para la
aplicacion externa en la piel y las membranas mucosas, demostrando el efecto antiinflamatorio deseado, aliviando
los sintomas de las inflamaciones y previniendo su aparicion. Ademas, el objetivo de la invencion era que la
sustancia activa proporcionada fuera adecuada para su administracién como una composicion atil para el
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autoconsumo por un sujeto que lo necesitara, y fuera persistente, no se degradara y fuera estable a lo largo del
tiempo. Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que este objetivo puede lograrse usando
como principio activo tal composicion de urolitina A, o un derivado farmacéuticamente aceptable de la misma.

El problema técnico que va a resolverse por la presente invencién es una nueva composicién farmacéutica para su
uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias de la piel.

Esencia de la invencion

La presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una 0 mas sustancias auxiliares
tipicas y un principio activo, composicién que comprende como principio activo urolitina A, 3,8-diacetato de urolitina
A, preferiblemente urolitina A sintética, para su uso en el tratamiento, la inhibicién y la prevencién de enfermedades
inflamatorias de la piel y/o de las membranas mucosas, y en donde la composicién es para administracion externa
topica.

Los otros derivados de urolitina A que no forman parte de la invencién pueden ser 3-formiato de urolitina A, 8-
acetato de urolitina A, 3-acetato de urolitina A, 8-propionato de urolitina A, 8-butirato de urolitina A, 3,8-diisobutirato
de urolitina A, 3,8-disalicilato de urolitina A, 8-benzoato de urolitina A, 8-citrato de urolitina A, 8-estearato de urolitina
A, 3,8-palmitato de urolitina A, 8-oleato de urolitina A, 3,8-didodecanoato de urolitina A, preferiblemente el derivado
de urolitina A puede seleccionarse del grupo de derivados diacilados. El principio activo estd presente
preferiblemente en la composicion farmacéutica para su uso en una cantidad de desde aproximadamente el 0,0001
por ciento en peso hasta aproximadamente el 15 por ciento en peso basandose en el peso total de la composicién,
preferiblemente desde aproximadamente el 0,01 por ciento en peso hasta aproximadamente el 5 por ciento en peso
basandose en el peso total de la composicion, mas preferiblemente desde aproximadamente el 0,1 por ciento en
peso hasta aproximadamente el 2 por ciento en peso basandose en el peso total de la composicién, lo mas
preferiblemente del 1 por ciento en peso basandose en el peso total de la composicién.

Preferiblemente, la composiciéon farmacéutica para su uso segun la invencién comprende ademas al menos un
farmaco seleccionado del grupo de esteroides, inhibidores de calcineurina, farmacos con actividad antibacteriana,
antifingica o antiviral, preferiblemente seleccionado del grupo de esteroides o inhibidores de calcineurina, mas
preferiblemente el farmaco es un inhibidor de calcineurina.

En otra realizacion preferida, la urolitina A es el Unico principio activo presente en la composicién farmacéutica para
SU Uso.

Preferiblemente, en la composicién farmacéutica para su uso segun la invencion, la al menos una sustancia auxiliar
farmacéuticamente aceptable se selecciona de un portador y/o excipiente y/o diluyente y combinaciones de los
mismos. La sustancia auxiliar farmacéuticamente aceptable preferida es uno o mas de agentes protectores,
adsorbentes, demulcentes, emolientes, conservantes, antioxidantes, hidratantes, agentes de tamponamiento y
agentes solubilizantes.

En una realizacion preferida, la composicién farmacéutica para su uso segun la invencion es para administracion
topica externa al area enferma y esta en el intervalo de desde aproximadamente 0,0001 g/cm? de area de superficie
de la piel hasta aproximadamente 0,5 g/cm?, preferiblemente desde 0,001 g/cm? hasta aproximadamente 0,2 g/cm?
de area de superficie de la piel.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica para su uso segun la invencién esta en forma liquida. De manera
igualmente preferible, la composicion farmacéutica para su uso segun la invencién esta en forma de ténico, balsamo,
locién, espuma, mas preferiblemente en forma de ténico.

De manera igualmente preferible, la composicién farmacéutica para su uso segun la invencién esta en forma
semisoélida, preferiblemente en forma de ungilento, crema, pasta, gel, preferiblemente en forma de ungliento o
crema, mas preferiblemente en forma de ungiiento.

En una realizacién incluso mas preferida, la composicion farmacéutica para su uso segln la invencion esta
destinada a aplicarse al area enferma de manera manual, preferiblemente usando un gotero, una varilla de
aplicacion o un aplicador en aerosol.

En aun una realizacién adicional, la composicién farmacéutica para su uso segun la invencién esta en forma de un
sistema terapéutico transdérmico tal como un parche intradérmico o un parche transdérmico.

La composicién farmacéutica se usa preferiblemente en enfermedades seleccionadas del grupo que consiste en
inflamaciones de la piel, vasculitis, lupus eritematoso, dermatomiositis, esclerodermia, esclerosis multiple, arteritis de
células gigantes, psoriasis, dermatitis atopica, dermatitis seborreica, dermatitis de contacto, urticaria, rosacea,
dermatitis herpetiforme, liquen plano, hidradenitis supurativa, pitiriasis rosada de Gibert, hidrocistoma, aftas,
dermatitis del pafial, acné juvenil, eczema de contacto no alérgico, paniculitis, celulitis. De manera particularmente
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preferible, la composicion farmacéutica para su uso segun la invencion se usa cuando la enfermedad de la piel y de
las membranas mucosas es psoriasis o dermatitis atopica.

Descripcion detallada de la invencion

Tal como se indicé anteriormente, el objeto de la presente invencién es una composicion farmacéutica que
comprende una o mas sustancias auxiliares tipicas y un principio activo, que como principio activo contiene urolitina
A, 3,8-diacetato de urolitina A, preferiblemente urolitina A sintética, para su uso en el tratamiento, la inhibicién y la
prevencién de enfermedades inflamatorias de la piel y/o de las membranas mucosas, en donde la composicion es
para administracion externa topica.

Preferiblemente, el objeto de la presente invencién es una composicion farmacéutica para su uso segun la invencién
que comprende urolitina A sintética, que en la naturaleza es un metabolito de la microbiota intestinal. La urolitina A
posee propiedades antiinflamatorias usadas en el tratamiento de inflamaciones de la piel y de las membranas
mucosas.

Mas especificamente, la invencién da a conocer una composicién farmacéutica para su uso con urolitina A para su
uso externo tépico en el tratamiento, la inhibicion y la prevencién de enfermedades inflamatorias de la piel y de las
membranas mucosas seleccionadas del grupo que consiste en: inflamaciones de la piel, vasculitis, lupus
eritematoso, dermatomiositis, esclerodermia, esclerosis multiple, arteritis de células gigantes, psoriasis, dermatitis
atdpica, dermatitis seborreica, dermatitis de contacto, urticaria, rosacea, dermatitis herpetiforme, liquen plano,
hidradenitis supurativa, pitiriasis rosada de Gibert, hidrocistoma, aftas, dermatitis del pafial, acné adolescente,
eczema de contacto no alérgico, paniculitis, celulitis.

Tal como se usa en el presente documento, el término “inflamaciéon” debe entenderse segin el significado
generalmente aceptado como un conjunto de sintomas agudos o crénicos que persisten en el tiempo y estan
asociados a una respuesta inmunitaria aumentada en la piel y las membranas mucosas, incluyendo picor, ardor,
sequedad y aspereza de la piel, sensacion de constriccion, tirantez de la piel, cualquier tipo de irritacién o zonas de
piel decolorada que requieran tratamiento o deban prevenirse. La inflamacion en las membranas mucosas tiene una
etiologia similar y se manifiesta de manera similar y puede o no presentarse junto con la inflamacién en la piel.

También se describen composiciones farmacéuticas para su uso que comprenden diversas formas de urolitina A,
3,8-diacetato de urolitina A, preferiblemente urolitina A sintética, junto con uno o mas excipientes, diluyentes o
portadores farmacéuticamente aceptables.

Una composicién farmacéutica de este tipo para su uso, sin limitarse a la informacién proporcionada en el presente
documento, puede contener la forma solida que se mezcla con al menos un excipiente y/o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Sin embargo, preferiblemente la composicion farmacéutica para su uso segun la
invencion tiene la formulacién final que es una forma liquida o semisélida y se administra habitualmente al sujeto que
lo necesita en forma de espuma, tonico, ungliento, emulsion o crema.

El término "sujeto” tal como se usa en el presente documento incluye un solo organismo biologico en el que puede
producirse inflamacion, incluyendo animales, y en particular animales superiores, y en particular vertebrados tales
como mamiferos, y en particular seres humanos.

Los ejemplos de excipientes adecuados incluyen almiddn, goma arabiga, silicato de calcio, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe y metilcelulosa. La composicién farmacéutica para su uso puede contener
ademas lubricantes tales como, por ejemplo, talco, estearato de magnesio y aceite mineral; agentes humectantes;
agentes emulsionantes y de suspension; conservantes tales como metilhidroxibenzoatos y propilhidroxibenzoatos;
aromatizantes.

La composicién farmacéutica topica para su uso puede contener sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables, incluyendo agentes protectores, adsorbentes, demulcentes, emolientes, conservantes, antioxidantes,
hidratantes, agentes de tamponamiento, agentes solubilizantes, agentes penetrantes en la piel y tensioactivos.

Los agentes protectores y adsorbentes adecuados incluyen polvos para espolvorear, estearato de zinc, colodién,
dimeticona, siliconas, carbonato de zinc, gel de aloe vera y otros productos de aloe vera, aceite de vitamina E,
alantoina, glicerina, vaselina y éxido de zinc.

Los demulcentes adecuados incluyen benzoina, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, y poli(alcohol
vinilico).

Los emolientes adecuados incluyen grasas y aceites animales y vegetales, alcohol miristilico, alumbre, y acetato de
aluminio.

Los conservantes adecuados incluyen compuestos de amonio cuaternario tales como cloruro de benzalconio, cloruro
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de bencetonio, cetrimida, cloruro de decualinio y cloruro de cetilpiridinio; agentes de mercurio tales como nitrato
fenilmercurico, acetato fenilmercurico y timerosal; agentes alcohdlicos, por ejemplo, clorobutanol, alcohol feniletilico
y alcohol bencilico; ésteres antibacterianos, por ejemplo, ésteres de acido parahidroxibenzoico; y otros
antimicrobianos tales como clorhexidina, clorocresol, acido benzoico y polimixina. El diéxido de cloro (ClO2),
preferiblemente didéxido de cloro estabilizado, es un conservante preferido para su uso en la composicion topica.

Los antioxidantes adecuados incluyen &cido ascorbico y sus ésteres, bisulfito de sodio, butilhidroxitolueno,
butilhidroxianisol, tocoferoles y agentes quelantes tales como EDTA y acido citrico.

Los hidratantes adecuados incluyen glicerina, sorbitol, polietilenglicoles, urea, y propilenglicol.

Los agentes de tamponamiento adecuados para su uso en la composicion incluyen tampones acetato, tampones
citrato, tampones fosfato, tampones acido lactico, y tampones borato.

Los agentes solubilizantes adecuados incluyen cloruros de amonio cuaternario, ciclodextrinas, benzoato de bencilo,
lecitina y polisorbatos.

La composicién farmacéutica topica para su uso puede contener ademas farmacos del grupo de esteroides,
inhibidores de calcineurina y/o inhibidores de fosfodiesterasa 4. La composicion farmacéutica para su uso también
puede ser una combinacién de urolitina A y un farmaco/farmacos con actividad antibacteriana, antifingica o antiviral.
Los farmacos del grupo de esteroides incluyen propionato de clobetasol, betametasona, halobetasol,
desoximetasona, halometasona, aceténido, hidrocortisona, mometasona. Los farmacos del grupo de inhibidores de
calcineurina incluyen tacrélimus, pimecrélimus. Los farmacos del grupo de inhibidores de fosfodiesterasa 4 incluyen
crisaborol. Los agentes antibacterianos incluyen sulfacetamida, bacitracina, neomicina, polimixina b, eritromicina,
mupirocina, gentamicina, cloranfenicol. Los farmacos antifingicos incluyen clotrimazol, econazol, miconazol,
terbinafina, fluconazol, ketoconazol y anfotericina. Los farmacos antivirales incluyen aciclovir, penciclovir,
valaciclovir, famciclovir.

La composicion farmacéutica para su uso segun la invencion puede administrarse convenientemente en forma de
unidades de dosificacion y puede prepararse mediante cualquier método bien conocido en la técnica farmacéutica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “composicién farmacéutica” debe significar una composicion
que incluye al menos un principio activo y al menos un componente que no es un principio activo (por ejemplo, carga
o colorante) que hace que la composicién sea adecuada para su uso en receptores especificos y efectivos entre los
mamiferos (por ejemplo, seres humanos).

El término “principio activo” tal como se define con respecto al término “composicion farmacéutica” debe entenderse
como un componente de la composicién farmacéutica que proporciona un beneficio farmacéutico primario, a
diferencia de un “principio inactivo” que podria reconocerse esencialmente como que no proporciona un beneficio
farmacéutico.

Los expertos en la técnica también entenderan que algunos de los compuestos pueden existir en forma libre o,
cuando se apropiado, como un derivado o profarmaco farmacéuticamente aceptable de los mismos. Segin eso, un
derivado o profarmaco farmacéuticamente aceptable incluye sales, ésteres, sales de tales ésteres o cualquier otro
compuesto o derivado de adicion farmacéuticamente aceptable que, cuando se administra a un paciente que lo
necesita, puede proporcionar, directa o indirectamente, un compuesto tal como se describe en el presente
documento o un metabolito, o un residuo del mismo.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” tal como se usa en el presente documento se refiere a aquellas sales
que son adecuadas para su uso en contacto con tejidos de seres humanos y animales inferiores sin toxicidad,
irritacién o respuesta alérgica excesiva, y que guardan una relacién beneficio/riesgo razonable. “Sal
farmacéuticamente aceptable” significa cualquier sal o sal de un éster del compuesto no toxica que, cuando se
administra a un receptor, puede proporcionar, directa o indirectamente, un compuesto o un metabolito inhibidor o
residuo del mismo.

El término profarmaco, tal como se usa en el presente documento, se define como una sustancia farmacolégica que
se administra en una forma inactiva o menos activa. Después de la administracién, se convierte en el cuerpo del
paciente en una forma activa y eficaz.

Las formas de dosificacion para la administracién tépica o transdérmica del compuesto incluyen ungiientos, pastas,
cremas, lociones, geles, polvos, disoluciones, aerosoles, o parches.

Ademas, en la presente descripcion se contemplan parches transdérmicos que tienen la ventaja afiadida de
proporcionar una administracion controlada del compuesto al cuerpo. Tales formas de dosificacién se preparan
disolviendo o dispensando el compuesto en el medio apropiado. También pueden usarse potenciadores de la
absorcion para aumentar la penetracion del compuesto a través de la piel. La velocidad puede controlarse usando
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una membrana de control de velocidad o dispersando el compuesto en una matriz de polimero o gel.

Las composiciones farmacéuticas incluyen composiciones farmacéuticas que contienen al menos un compuesto y/o
una sal o solvato aceptable del mismo (por ejemplo, sal o solvato farmacéuticamente aceptable) como principio
activo en combinacién con al menos un portador o sustancia auxiliar (por ejemplo, portador farmacéutico o sustancia
auxiliar) y pueden usarse en el tratamiento de las condiciones clinicas indicadas.

La urolitina A, que es el principio activo de la composicion farmacéutica para su uso segin la invencién, puede
combinarse con un portador en forma liquida o semisélida durante la preparacion de la unidad de dosificacion. El
portador farmacéutico debe poder mezclarse homogéneamente con todos los componentes de la composicion y
debe ser tolerado por un receptor individual. Sin embargo, también pueden incluirse otros componentes
fisiolégicamente activos en la composicién farmacéutica para su uso segun la invencion, si se desea, y cuando los
componentes puedan mezclarse homogéneamente con los demas componentes de la composicion. La composicion
farmacéutica para su uso puede prepararse por cualquier medio adecuado, habitualmente mezclando
uniformemente el/los compuesto(s) activo(s) con liquidos o un portador sélido finamente dividido, o ambos, en las
proporciones deseadas, y luego, si es necesario, formando la mezcla resultante en la forma deseada.

La composicion farmacéutica para su uso segun la invencién puede estar en forma liquida o semisoélida.
La forma de la composicion farmacéutica para su uso depende de la forma en que se prepara la composicion.

Las realizaciones semisolidas de la composicién farmacéutica tépica para su uso segin la presente invencion
incluyen ungiientos, cremas, pastas, geles.

Las realizaciones liquidas de la composicion farmacéutica tdpica para su uso segun la presente invencién incluyen
tonicos, balsamos, lociones, aerosoles, espumas, disoluciones, emulsiones, suspensiones acuosas u oleosas.

Las dosificaciones y la frecuencia de dosificacion seran determinadas por un experto en la técnica de la medicina
dependiendo de las propiedades de una composicién tépica particular y del tipo y la gravedad del trastorno
dermatolégico que va a tratarse o prevenirse. La cantidad de composicién farmacéutica para su uso que va a
aplicarse dependera de factores tales como el compuesto en particular, la aplicacion para la que esta destinado, la
via de administracion, y el estado del paciente que esta tratandose; todos estos parametros de dosificacién estan
dentro del intervalo que puede determinar un experto habitual en la ciencia médica.

También debe tenerse en cuenta que la composicién farmacéutica para su uso segun la presente invencion puede
usarse en terapias combinadas, es decir, la composicién farmacéutica para su uso puede administrarse
simultaneamente, antes o después de uno o mas tratamientos terapéuticos o médicos deseados. La combinacién
especifica de terapias (tratamiento o procedimientos) que va a usarse en el régimen combinado tendra en cuenta la
compatibilidad del tratamiento y/o los procedimientos deseados y el efecto terapéutico deseado que va a lograrse.
También debe tenerse en cuenta que las terapias usadas pueden permitir que se logre el efecto deseado para el
mismo trastorno (por ejemplo, un compuesto puede administrarse de manera concurrente con otro agente usado
para tratar el mismo trastorno), o pueden permitir que se logren diferentes efectos (por ejemplo, combatir cualquier
efecto nocivo). Los agentes terapéuticos adicionales usados en el presente documento, que habitualmente se
administran en el tratamiento o la profilaxis de una enfermedad o afeccidon en particular, se conocen como
“apropiados para la enfermedad o afeccién que esta tratandose”.

La cantidad de agente terapéutico adicional presente en la composicién farmacéutica para su uso segun la presente
invencién no sera mayor que la cantidad que normalmente se administraria en una composicién que contenga ese
agente terapéutico como Unico agente activo.

En general, el compuesto descrito anteriormente esta presente en la formulacién en una cantidad de desde
aproximadamente el 0,0001 por ciento en peso hasta aproximadamente el 15 por ciento en peso basandose en el
peso total de la composicion, preferiblemente desde aproximadamente el 0,01 por ciento en peso hasta
aproximadamente el 5 por ciento en peso basandose en el peso total de la composicién, mas preferiblemente desde
aproximadamente el 0,1 por ciento en peso hasta aproximadamente el 2 por ciento en peso basandose en el peso
total de la composicién.

Con el fin de tratar inflamaciones de la piel y de las membranas mucosas, la composicién farmacéutica topica para
su uso segun la presente invencion se aplica por via topica directamente sobre el area enferma de cualquier manera
convencional bien conocida en la técnica, por ejemplo, usando un gotero o varilla de aplicacién, en forma de niebla
usando un aplicador en aerosol, mediante parche intradérmico o transdérmico o mediante simple extension
mecanica de la composicién farmacéutica para su uso segun la invencion sobre el area enferma.

Generalmente, la cantidad de la composicion farmacéutica para su uso para administracién tépica aplicada al area

enferma oscila desde aproximadamente 0,0001 g/cm? de area de superficie de la piel hasta aproximadamente 0,5
g/cm?, preferiblemente desde 0,001 g/cm? hasta aproximadamente 0,2 g/cm? de area de superficie de la piel.
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Habitualmente, se recomienda una aplicacién en la cantidad de 0,005 a 0,1 g/cm? diariamente durante la duracion
del tratamiento, administrada una o mas veces al dia, en dosis Unicas o multiples.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra cambios en el grosor de la oreja provocados por inflamacion inducida (por DNCB) seguido de
tratamiento local con urolitina al 0,2 y al 1,0 % o su portador de vaselina blanca. El grupo de control positivo fueron
ratas tratadas con una composicion de hidrocortisona al 1 %. El grupo de control negativo fueron ratas sin
inflamacién inducida. Los simbolos usados en las comparaciones a posteriori significan: # - vaselina frente a control
negativo; T - hidrocortisona al 1 % frente a control negativo; & - urolitina A al 0,2 % frente a control negativo; v -
urolitina A al 1,0 % frente a control negativo; y - hidrocortisona al 1 % frente a vaselina; * - urolitina A al 0,2 % frente
a vaselina; ® - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina; Q - urolitina A al 1,0 % frente a hidrocortisona al 1 %. Uno, dos o
tres simbolos indican la significancia de las comparaciones a nivel de p<0,05, p<0,01, p<0,001, respectivamente.

La figura 2 muestra cambios en la frecuencia de los reflejos de rascado provocados por la inflamacién inducida (por
DNCB) seguido de tratamiento local con urolitina a una dosis del 0,2 y del 1,0 % o su portador de vaselina blanca. El
grupo de control positivo fueron ratas tratadas con una composicién de hidrocortisona al 1 %. El grupo de control
negativo fueron ratas sin inflamacién inducida. Los simbolos usados en las comparaciones a posteriori significan: # -
vaselina frente a control negativo; T - hidrocortisona al 1 % frente a control negativo; & - urolitina A al 0,2 % frente a
control negativo; v - urolitina A al 1,0 % frente a control negativo; y - hidrocortisona al 1 % frente a vaselina; * -
urolitina A al 0,2 % frente a vaselina; ¢ - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina; Q - urolitina A al 1,0 % frente a
hidrocortisona al 1 %. Uno, dos o tres simbolos indican la significancia de las comparaciones a nivel de p<0,05,
p<0,01, p<0,001, respectivamente.

La figura 3 muestra el nimero total de leucocitos [n/1x10°] y su porcentaje en ratas del grupo de control negativo (sin
inflamacién inducida), el grupo de control relevante (con dermatitis atépica inducida, expuesto a vaselina), el grupo
de control positivo (con dermatitis atopica inducida, expuesto a hidrocortisona al 1 %) y grupos de ratas con
dermatitis atdpica inducida, expuestos a los compuestos activos sometidos a prueba (urolitina A al 0,2 y al 1,0 %).
Los simbolos usados en las comparaciones a posteriori significan: # - vaselina frente a control negativo; T -
hidrocortisona al 1 % frente a control negativo; & - urolitina A al 0,2 % frente a control negativo; v - urolitina A al
1,0 % frente a control negativo; * - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina; @ - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina.
Uno, dos o tres simbolos indican la significancia de las comparaciones a nivel de p<0,05, p<0,01, p<0,001,
respectivamente.

La figura 4 muestra el nimero total de monocitos [n/1x10°] y su porcentaje en ratas del grupo de control negativo
(sin inflamacion inducida), el grupo de control relevante (con dermatitis atdpica inducida, expuesto a vaselina), el
grupo de control positivo (con dermatitis atépica inducida, expuesto a hidrocortisona al 1 %) y grupos de ratas con
dermatitis atépica inducida, expuestos a los compuestos activos sometidos a prueba (urolitina al 0,2 y al 1,0 %). Los
simbolos usados en las comparaciones a posteriori significan: # - vaselina frente a control negativo; T -
hidrocortisona al 1 % frente a control negativo; & - urolitina A al 0,2 % frente a control negativo; v - urolitina A al
1,0 % frente a control negativo; * - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina; @ - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina.
Uno, dos o tres simbolos indican la significancia de las comparaciones a nivel de p<0,05, p<0,01, p<0,001,
respectivamente.

La figura 5 muestra el nlimero total de neutréfilos [n/1x10° y su porcentaje en ratas del grupo de control negativo
(sin inflamacién inducida), el grupo de control relevante (con dermatitis atépica inducida, expuesto a vaselina), el
grupo de control positivo (con dermatitis atdpica inducida, expuesto a hidrocortisona al 1 %) y grupos de ratas con
dermatitis atépica inducida, expuestos a los compuestos activos sometidos a prueba (urolitina al 0,2 y al 1,0 %). Los
simbolos usados en las comparaciones a posteriori significan: # - vaselina frente a control negativo; T -
hidrocortisona al 1 % frente a control negativo; & - urolitina A al 0,2 % frente a control negativo; v - urolitina A al
1,0 % frente a control negativo; * - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina; @ - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina.
Uno, dos o tres simbolos indican la significancia de las comparaciones a nivel de p<0,05, p<0,01, p<0,001,
respectivamente.

La figura 6 muestra el nimero total de linfocitos [n/1x10°] y su porcentaje en ratas del grupo de control negativo (sin
inflamacioén inducida), el grupo de control relevante (con dermatitis atépica inducida, expuesto a vaselina), el grupo
de control positivo (con dermatitis atdpica inducida, expuesto a hidrocortisona al 1 %) y grupos de ratas con
dermatitis atopica inducida, expuestos a los compuestos activos sometidos a prueba (urolitina al 0,2 y al 1,0 %). Los
simbolos usados en las comparaciones a posteriori significan: # - vaselina frente a control negativo, T -
hidrocortisona al 1 % frente a control negativo; & - urolitina A al 0,2 % frente a control negativo; v - urolitina A al
1,0 % frente a control negativo; * - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina; @ - urolitina A al 0,2 % frente a vaselina.
Uno, dos o tres simbolos indican la significancia de las comparaciones a nivel de p<0,05, p<0,01, p<0,001,
respectivamente.

La figura 7 muestra un grafico que muestra el efecto de la urolitina A (UA), la urolitina B (UB) y la iso-urolitina A (ilUA)
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sobre el nivel extracelular de la proteina S100A8/A9. Las urolitinas se incubaron a tres concentraciones (40, 10 y
1 uM) con neutrofilos aislados de sangre periférica humana. Significacién estadistica: ** - p<0,001 frente al control
estimulado (prueba de Dunnett); # - significacion estadistica (p<0,001) frente al control no estimulado; ST - control
estimulado; NST - control no estimulado.

La figura 8 muestra la histologia de las lesiones de la piel en ratas en el modelo de dermatitis atépica (lesiones
tratadas con la composicién de urolitina A). Hiperplasia epidérmica leve, infiltracién leve de células mononucleares
(mastocitos) y neutréfilos. Una ligera infiltracion de células inflamatorias alrededor de los vasos sanguineos.

La figura 9 muestra la histologia de las lesiones de la piel de ratas en el modelo de dermatitis atépica (lesiones
tratadas con vaselina). Hiperplasia epidérmica significativa, hiperqueratosis epidérmica significativa e infiltracion
significativa de células mononucleares (mastocitos).

La figura 10 muestra la histologia de las lesiones de la piel de ratas en el modelo de dermatitis atdpica (lesiones
tratadas con vaselina). La espongiosis epidérmica es el resultado de la separacién de los queratinocitos inalterados
por la acumulacién de efusién entre las células.

La figura 11 muestra la histologia normal de la piel en una rata sin dermatitis atopica inducida.

La figura 12 muestra graficos que indican el efecto de la urolitina A (UA) y sus derivados acilados (SG1, SG2, SG3,
SG4, SG1 m. SG2 m. SG3 mj) sobre la produccion de IL-8, TNF-alfa e IL-1beta por neutréfilos aislados de sangre

periférica humana. La urolitina A y sus derivados acilados se incubaron con neutrofilos a 5, 10 y 40 uM, luego las
células se estimularon con LPS a 100 ng/ml durante 24 h. Significacion estadistica: * - p<0,001 frente al control
estimulado (prueba de Dunnett). SC - control estimulado, NSC - control no estimulado.

La figura 13 muestra un grafico que indica el efecto de la iso-urolitina A (iUA), la urolitina A (UA), la urolitina B (UB),
sus respectivos glucurénidos (GiUA, GUA, GUB), derivados acetilados de urolitina A (SG1 y SG1_mono) y 3-acetil-
urolitina B sobre la secrecidon de TNF-alfa por macréfagos obtenidos de la linea celular THP-1. Las urolitinas y sus
derivados se incubaron con macréfagos a una concentracion de 40 pM. Se usé partenolida a una concentracién de
5uM como control positivo. Significacién estadistica: disminucion estadisticamente significativa *- p<0,05, **-
p<0,001 frente al control estimulado (prueba de Dunnett); aumento estadisticamente significativo #- p<0,05, ##-
p<0,001 frente al control estimulado (prueba de Dunnett).

La figura 14 muestra un grafico que indica el efecto de la iso-urolitina A (iUA), la urolitina A (UA), la urolitina B (UB),
sus respectivos glucuronidos (GiUA, GUA, GUB) sobre la expresion de ARNm para TNF-alfa por macréfagos
obtenidos de la linea celular THP-1. Las urolitinas y sus derivados se incubaron con macrofagos a una
concentracién de 40 pM, luego las células se estimularon con LPS a una concentracién de 100 ng/ml durante 6 h. Se
usé partenolida a una concentracion de 5 puM como control positivo. Significacion estadistica: disminucion
estadisticamente significativa *- p<0,05, **- p<0,001 frente al control estimulado (prueba de Dunnett); aumento
estadisticamente significativo #- p<0,05, ##- p<0,001 frente al control estimulado (prueba de Dunnett).

La figura 15 muestra un grafico que indica el efecto de la iso-urolitina A (iUA), la urolitina A (UA), la urolitina B (UB),
sus respectivos glucurénidos (GIUA, GUA, GUB) sobre la fosforilacién de ERK1/2 en macréfagos obtenidos de la
linea celular THP-1. Las urolitinas y sus derivados se incubaron con macréfagos a una concentracion de 40 pM,
luego las células se estimularon con LPS a una concentracion de 10 ng/ml durante 35 min. Se us6 partenolida a una
concentracion de 5 pM como control positivo. Significacion estadistica: disminucion estadisticamente significativa *-
p<0,05, **- p<0,001 frente al control estimulado (prueba de Dunnett); aumento estadisticamente significativo #-
p<0,05, ##- p<0,001 frente al control estimulado (prueba de Dunnett).

La figura 16 muestra un grafico que indica el efecto de la iso-urolitina A (iUA), la urolitina A (UA), la urolitina B (UB),
sus respectivos glucurénidos (GiUA, GUA, GUB) sobre la secrecién de TNF-alfa por macréfagos obtenidos de
monocitos aislados de sangre periférica humana. Las urolitinas y sus derivados se incubaron con macréfagos a una
concentracién de 40 uM, luego las células se estimularon con LPS a una concentracién de 100 ng/ml durante 24 h.
Significacion estadistica: disminucion estadisticamente significativa *- p<0,05, **- p<0,001 frente al control
estimulado (prueba de Dunnett); aumento estadisticamente significativo #- p<0,05, ##- p<0,001 frente al control
estimulado (prueba de Dunnett).

La figura 17 muestra un gréafico que indica el efecto de la urolitina A (UA), la urolitina B (UB) y la iso-urolitina A (iUA),
derivados acetilados de la urolitina A (SG1 y SG1_mono) y la 3-acetil-urolitina B sobre la proliferacion de fibroblastos
de piel humana. Las urolitinas se incubaron a una concentracion de 40 uM con células de fibroblastos humanos.
Significacion estadistica: **- p<0,001 frente al control (prueba de Dunnett).

La figura 18 muestra las estructuras de los derivados acilo de la urolitina A sometidos a prueba - SG1, SG2, SG3
SG4,SG1 m, SG2 m, SG3 m.
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La figura 19 muestra las estructuras de los glucurénidos de urolitina sometidos a prueba. 3-O-Glucurénido de iso-
urolitina A (GiUA), una mezcla de 3-O-glucurénido de urolitina A y 8-O-glucurénido de urolitina A (GUA), 3-O-
glucuroénido de urolitina B (GUB).

Metodologia de la investigacion

Evaluacion in vivo de la eficacia de la urolitina A en el tratamiento de la dermatitis atopica en un modelo de rata

Materiales y métodos:

El modelo animal en el que se ha demostrado la actividad de la urolitina A puede estar relacionado con cualquier
trastorno inflamatorio de la piel. Es similar a las indicaciones de uso de la hidrocortisona, que se usé como control
positivo en el estudio.

La urolitina A se obtuvo por sintesis segun Bialonska et al. (Bialonska et al., 2009) o se adquirié de Sigma-Aldrich. El
ungliento que contenia urolitina A se preparé emulsionando la sustancia pesada en un vehiculo sélido (vaselina
blanca) usando un aparato Unguator.

Para las pruebas se usaron ratas Wistar de 5-6 semanas de edad (al inicio del experimento) mantenidas en
condiciones estandar con libre acceso a alimento y agua. Los animales se dividieron en 5 grupos, 8 individuos en
cada grupo. Para preparar la composicién de 2,4-dinitroclorobenceno (DNCB) que induce la inflamacion, se disolvid
DNCB en etanol al 70 % hasta una concentracién final del 1,5 % (p/v). La composicion terapéutica era un ungiento
a base de vaselina blanca con urolitina A al 0,2 % o al 1,0 % afiadida. El ungiiento de control era vaselina blanca sin
urolitina A afiadida.

La induccién de dermatitis atopica cronica implico una infiltracion local de 9 veces con 60 pl de 24-
dinitroclorobenceno (DNCB) al 1,5 % en cada superficie (externa e interna) de la oreja derecha durante 3 semanas
(3 veces por semana). El control negativo fue la oreja derecha de ratas sin inflamacién inducida.

El tratamiento de la dermatitis atépica con una composicion de urolitina al 0,2 % o al 1,0 % y vaselina blanca
(control) o una composicion de hidrocortisona al 1,0 % (control positivo) se inici6 ocho dias después de la
sensibilizacion (un dia antes de la cuarta aplicacién de DNCB). Se aplicaron ungiientos con el farmaco apropiado
afiadido para el grupo dado en un volumen total de aproximadamente 20 pl en cada superficie de la oreja un dia
antes y 6 horas después de cada aplicacién de DNCB (durante un periodo de 3 semanas). El grupo de control
negativo consistido en ratas sin inflamacién inducida y tratadas con vaselina blanca en un régimen analogo a la
composicién de urolitina A o hidrocortisona.

Evaluacién de la eficacia de la composicién

Medicion del grosor de la oreja.

El grosor de la oreja se evalud usando un mini compas calibrador electrénico el dia antes de inducir la inflamacién
(dia 0) y luego los dias 4 y 8 antes del tratamiento y los dias 4, 8, 12, 16, 22 y 26 de la terapia con la composicién de
urolitina A (los dias 12, 16, 20, 24, 28 y 32 después de inducir la inflamacion, respectivamente).

Medicién del nivel de prurito.

La medicién del nivel de prurito (tal como se mide mediante los reflejos de rascado) se evalué como la frecuencia
total de los reflejos de rascado durante 10 minutos inmediatamente después de la aplicacion de DNCB en los dias 0,
4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 y 32 del experimento. El rascado se definié como un reflejo Unico o una serie de varios
reflejos de rascado con una pata dirigida al lugar de aplicacién de DNCB.

Morfologia de la sangre periférica.

Se extrajeron muestras de sangre de 2 ml en jeringas (que contenian heparina como anticoagulante) del corazén
bajo anestesia general (isoflurano) el dia 32 del experimento. La prueba se realizé usando el analizador
hematolégico automatizado DIATRON. El analisis de sangre periférica incluy6 la evaluacién de elementos morféticos
en la sangre: eritrocitos, leucocitos y trombocitos y la determinacién del nimero y porcentaje de diferentes tipos de
leucocitos (WBC), asi como los valores de los indicadores eritrociticos: hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT),
volumen corpuscular medio (MCV), hemoglobina corpuscular media (MCH) y concentracion de hemoglobina
corpuscular media (MCHC).

Evaluacién histolégica

La evaluacion histolégica se realizé en la piel de las orejas de ratas con inflamacion inducida y en la piel de las
orejas de ratas de control tomadas el dia 32 del experimento. La evaluacion se realizé en cortes de piel de 20 um
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tefiidos con hematoxilina/eosina (H&E) convencional para evaluar la infiltracién de células inflamatorias y con azul de
toluidina para evaluar la presencia de mastocitos.

Analisis estadistico

Los resultados experimentales obtenidos se analizaron usando el programa Statistica 7.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,
EE. UU.) y se presentaron como valores medios + EE. La significacion estadistica se establecio en P<0,05. Los
resultados con distribucién normal establecida en la prueba de D’Agostin y Pearson se prepararon usando analisis
de varianza (ANOVA) de dos o tres factores. El andlisis a posteriori paramétrico para puntos temporales individuales
se realiz6 usando la prueba de Bonferroni.

Resultados

Cambios inflamatorios locales (hinchazon e hiperemia del oido) y sistémicos (cambios en la morfologia de la sangre)
inducidos por DNCB:

Cambios locales.

El andlisis usando analisis de varianza (ANOVA) de dos factores mostrdé que el periodo de 8 dias de sensibilizacién
de la piel de la oreja usando DNCB al 1,5 % provoco inflamacién manifestada como edema significativo [p<0,001 -
efecto principal de DNCB] y réapido [p<0,001 - interaccion DNCB x tiempo] y enrojecimiento del pabellén auricular
(figura 1).

Rascado.

La evaluacién del comportamiento reveld reflejos de rascado en respuesta a la inflamacién inducida por DNCB
desde el dia 4 de induccién de la inflamacién (p<0,05). El ANOVA de 2 factores realizado durante todo el periodo de
induccién de la inflamacién mostré que este efecto fue similar en todos los grupos antes del inicio del tratamiento
(hasta el dia 8) con respecto a la intensidad y al aumento de la frecuencia del reflejo durante el periodo de
sensibilizacion estudiado.

Efecto de la terapia tdpica con urolitina A sobre los cambios inflamatorios inducidos por DNCB:
Inhibiciéon de cambios locales.

El edema de oido, usado como parametro de dermatitis atépica, se redujo después de la introduccién de la terapia
local tanto con urolitina A [p<0,001] como con hidrocortisona [p<0,01] (figura 1), y el analisis mediante ANOVA de 2
factores mostré que el efecto fue mas fuerte cuando se usé urolitina [F (1,28) = 6,16; p<0,05]. También se encontrd
un efecto significativo para la dosis de urolitina aplicada, que fue mas eficaz a una concentracién del 1 % [p<0,05 -
comparacién de las dosis de urolitina entre si]. El analisis de varianza realizado por separado para cada dosis de
urolitina también mostré que se obtuvo un efecto antiinflamatorio significativamente mayor en comparacién con la
hidrocortisona sélo a una concentracion del 1 % [p<0,05 - urolitina A al 1 % frente a hidrocortisona al 1 %] en
ausencia de una eficacia significativamente mayor a una dosis del 0,2 % [Urolitina A al 0,2 % frente a hidrocortisona
al 1 %].

Efecto_de interaccién significativa: el compuesto antiinflamatorio sometido a prueba (urolitina A frente a
hidrocortisona) x tiempo indica un perfil temporal diferente del efecto antiinflamatorio de las composiciones
sometidas a prueba, caracterizado por una mayor eficacia terapéutica de la hidrocortisona en el periodo inicial de
terapia (hasta 12 dias) en comparacién con la urolitina, que fue mas eficaz en el periodo de tratamiento posterior
[p<0,01] (desde el dia 12 hasta el dia 28 de tratamiento) tanto a la dosis del 0,2 como a la del 1 %. También se
encontré una disminucion gradual del edema cuando se usé vaselina como portador de sustancias activas [p<0,01 -
efecto principal del tiempo), sin embargo, este efecto fue significativamente mas débil en comparacion con el uso de
las sustancias activas.

Eficacia antipruriginosa (rascado).

La evaluacion del comportamiento mostré una reduccion en la tasa de rascado con el uso de urolitina A [p<0,001] e
hidrocortisona [p<0,01], siendo el efecto mas fuerte en comparacién con la urolitina [p<0,05 - efecto] (figura 2). El
mayor efecto de inhibicion de los reflejos de rascado por urolitina esta determinado por el uso de una dosis
apropiada de urolitina, que fue mas eficaz a una concentracién del 1 % [p<0,05 - comparacion de las dosis de
urolitina entre si]. El analisis de varianza realizado por separado para cada dosis de urolitina también mostrd que se
obtuvo una inhibicién significativamente mayor de los reflejos de rascado en comparacion con la hidrocortisona sélo
a una concentracion del 1 % [p<0,05 - urolitina A al 1 % frente a hidrocortisona al 1 %] en ausencia de una eficacia
significativamente mayor a una dosis del 0,2 % [p = 0,39 - urolitina A al 0,2 % frente a hidrocortisona al 1 %)]. La falta
de significacion del efecto de interaccion con respecto a los cambios en la frecuencia de los reflejos de rascado en el
intervalo de tiempo estudiado dependiendo de la composicion antiinflamatoria sometida a prueba (interaccion:

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3016559 T3

urolitina A frente a hidrocortisona x tiempo] indica que, en contraste con la mayor eficacia antiedema de la
hidrocortisona en el periodo inicial de terapia (hasta el dia 12) en comparacién con la urolitina, este efecto no se
encontré en relacion con la inhibicion de los reflejos de rascado. También se encontré una disminucién gradual de
los reflejos de rascado después del uso de vaselina como portador de sustancias activas [p<0,01 - efecto principal
del tiempo], pero el efecto fue significativamente mas débil en comparacién con las sustancias activas usadas.

Cambios en la morfologia sanguinea debido a la dermatitis atdpica y al tratamiento con composiciones
antiinflamatorias:

Sistema de globulos blancos.

El mayor nivel de leucocitos en las ratas de control tratadas con DNCB se debi6 principalmente a un aumento en el
recuento total de monocitos (superando las normas prescritas para la rata) y neutréfilos (manteniendo las normas
prescritas para la rata), y por consiguiente a un aumento en su porcentaje en el parametro general de WBC. El grupo
de ratas con inflamacién inducida y tratadas con vaselina blanca como portador de urolitina A también se caracterizo
por un aumento general en el recuento de linfocitos en el agrupamiento total de leucocitos, sin embargo, debido al
aumento en los recuentos de monocitos y neutréfilos, su porcentaje fue menor que en las ratas de control. El
tratamiento con hidrocortisona al 1 % como control positivo dio como resultado una reduccién significativa en WBC
(p<0,05).

También se obtuvo una disminucién del nivel de WBC con la composicion de urolitina A sometida a prueba, que a
una concentracion de sustancia activa del 0,2 % redujo los valores de WBC de manera similar a la hidrocortisona al
1 % [p<0,05], mientras que a una concentraciéon del 1 % a p<0,01. Sin embargo, el mayor nivel de significacién del
efecto obtenido con urolitina al 1 % no dio como resultado un efecto significativamente mayor de inhibicion del
crecimiento de WBC por esta composicion en comparacién con la hidrocortisona al 1 %. Cabe sefialar que la
inhibicién del crecimiento del nivel de WBC tanto por la hidrocortisona al 1 % como por la composicion de urolitina A
sometida a prueba en ambas concentraciones usadas, es decir, 0.2 y 1 %, no fue completamente eficaz. Los valores
finales de WBC se mantuvieron en un nivel mas alto en comparacion con los grupos de control negativo de ratas (sin
inducir dermatitis atopica).

Tal como se mencion6é anteriormente, el aumento del nivel de WBC inducido por la dermatitis atopica estuvo
condicionado por un aumento en la poblacién de monocitos, neutréfilos y linfocitos. Sin embargo, la inhibicion de
este proceso por la hidrocortisona se produjo Unicamente mediante la reducciéon de la poblacién de monocitos y
neutrofilos, mientras que, debido a una gran variacion en los niveles de linfocitos en el grupo tratado con esta
composicion de control, no hubo diferencias significativas en su nivel en comparacién con el grupo de control tratado
con vaselina. En comparacién con la composicién de hidrocortisona al 1 %, la urolitina A usada en ambas
concentraciones inhibié significativamente el aumento del nivel de las tres poblaciones de leucocitos.

Sistema de glébulos rojos.

En la evaluacion de los parametros de los globulos rojos, se observé una disminucion de la concentracién de
hemoglobina en los eritrocitos (MCH y MCHC) en el grupo de ratas con dermatitis atépica inducida y tratadas con la
composicion de hidrocortisona al 1 % [p<0,05]. Sin embargo, este efecto no se observo en los grupos con dermatitis
atépica inducida y tratados con la composicion de urolitina A en las dos concentraciones usadas, 0,2y 1,0 %, vy el
grupo de control expuesto sélo a vaselina. Esto demuestra que la disminucién del nivel de hematocrito en el primero
de los grupos analizados fue provocada por la accién directa de la hidrocortisona y no fue el resultado de la
dermatitis atopica.

El grupo de ratas tratadas con la composicién de hidrocortisona al 1 % también se caracterizé por una disminucién
en el nivel del parametro RDW [p<0,05], que no se observoé en los otros grupos de investigacién y que, por
consiguiente, puede explicarse por la accion de la hidrocortisona.

Los cambios observados en los niveles de hematocrito y RDW se encontraban dentro de los valores fisiologicos en
la rata. Sin embargo, cabe sefialar que, aunque los indices en % de RDW y fl no son clinicamente significativos, con
una disminucién concurrente de la concentracién de hemoglobina en los eritrocitos y un mantenimiento de los
valores normales de RBC, puede haber una tendencia a la anemia hipocromatica provocada por el efecto a largo
plazo de la hidrocortisona.

En cuanto a los demas valores de los parametros del sistema eritrocitico, es decir, RBC, HGB y HCT, MCV, no se
observaron cambios provocados por la inflamacién atépica y el efecto tanto de la hidrocortisona como de la urolitina.

Sistema plaquetario.
En la evaluacién de los parametros plaguetarios se encontré un aumento en el nimero de trombocitos (PLT - 1 x

109) y trombocrito (% de PCT) en el grupo de ratas con dermatitis atopica inducida, siendo el aumento ligeramente
mayor y alcanzando valores significativamente mas altos en comparacién con el grupo de control negativo [p<0,05]
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so6lo en ratas tratadas con hidrocortisona al 1 % (PLT), y para el parametro % de PCT en ratas tratadas con vaselina
[p<0,05] o hidrocortisona al 1 % [p<0,01].

Otros parametros del sistema plaquetario, es decir, el MPV (fl} y el PDW (fl), asi como el PDWcv (%), no cambiaron
como resultado de la dermatitis atopica o del tratamiento realizado con hidrocortisona o urolitina.

Los cambios observados en el recuento de trombocitos (PLT - 1 x 10°) y el trombocrito (% de PCT) estaban dentro
de los valores fisiolégicos en ratas.

Efecto de la urolitina A sobre los niveles de ST100A8/A9, IL-8, TNF-alfa e IL-1beta secretadas por neutrdfilos aislados
de sangre periférica humana

Con el fin de estudiar comparativamente la actividad biolégica de las urolitinas y sus derivados, estos compuestos se
obtuvieron mediante sintesis quimica, y luego se examind su actividad contra la liberacién de calprotectina por
neutréfilos estimulados. Se extrajo sangre periférica de donantes sanos (con edades de 20-35 afios) en el Centro
Regional de Donacién y Tratamiento de Sangre (Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa) en Varsovia.
El estudio se realiz6 segun los principios de la Declaracién de Helsinki. Los donantes eran no fumadores y no
tomaban ningin medicamento. Los neutrofilos se aislaron usando un método convencional (Piwowarski et al.,
2014a). Luego, los neutrofilos se suspendieron en HBSS. Se afiadieron 50 pl de urolitina A, urolitina B o iso-urolitina
A a la concentracién adecuada (para conseguir concentraciones finales de 40, 10y 1 pM) y 10 pl de disolucion de
LPS (concentracion final de 10 ng/ml) a 440 ul de suspension celular (3x10° células/ml). Las células se incubaron a
37 °C durante 30 min, luego se centrifugaron a 4 °C, 400 rcf durante 10 min. El experimento se llevé a cabo en
muestras de sangre tomadas de 4 donantes diferentes por duplicado. El efecto de las urolitinas en la produccién de
S100A8/A9 se determiné usando el método inmunoquimico ELISA (R&D Systems).

Después del aislamiento, los neutréfilos se suspendieron en medio RPMI 1640 complementado con L-glutamina,
HEPES y FBS al 10 % y se incubaron con urolitina A y sus derivados acilados (SG1, SG2, SG3, SG4, SG1_m,
SG2_m, SG3_m) a una concentraciéon de 40 uM durante 1 hora antes de la estimulacion con LPS de Escherichia coli
(100 ng/ml}. Después de 24 horas, se determinaron los niveles de IL-8, TNF-alfa e IL-1beta mediante el método
inmunoquimico de ELISA (BD biosciences). El efecto sobre la viabilidad de los neutréfilos se evalué usando tincion
con anexina V y yoduro de propidio.

Resultados:

Entre los compuestos sometidos a prueba pertenecientes al grupo de las urolitinas que se incubaron con neutrofilos
humanos, la urolitina A fue el dnico que provocé una disminucion significativa del nivel extracelular de la proteina
S100A8/A9 (calprotectina). La actividad demostrada fue dependiente de la concentracién. También debe destacarse
que hasta ahora la urolitina A es la Unica sustancia para la que se han encontrado propiedades de reduccién del
nivel extracelular de S100A8/A9.

La urolitina A mostré inhibicién de la produccién de citocinas proinflamatorias, I1L-8, TNF-alfa e IL-1beta, por los
neutréfilos humanos. La unién del grupo acilo a la molécula de urolitina A provoc6é cambios significativos en su
actividad, con una mayor inhibicién de la respuesta inflamatoria observada sélo para SG_1, SG1_m y SG2_m. Otros
derivados o bien no mostraron ningun efecto o bien estaban aumentando la respuesta inflamatoria mediada por los
neutrofilos.

Ninguno de los compuestos sometidos a prueba mostr6 influencia alguna sobre la viabilidad de los neutroéfilos.
El efecto de la urolitina A sobre la viabilidad de los fibroblastos humanos in vitro.

Los fibroblastos NHDF (fibroblastos de piel humana normal) se cultivaron en el medio DMEM complementado con
FBS al 10 % y una mezcla de antibiéticos (penicilina y estreptomicina) a 37 °C, el 5 % de CO2. Las células se
incubaron con urolitina A, urolitina B, iso-urolitina A y derivados de urolitina acetilados A-SG1 y SG1_m, asi como 3-
acetil-urolitina B a una concentracién de 40 uM durante 24 horas. Después de la incubacién con los compuestos, las
células se lavaron dos veces con medio templado. El efecto sobre la viabilidad celular se evalué usando una prueba
MTT convencional.

La urolitina A, la urolitina B, la iso-urolitina A y los derivados de urolitina acetilados A-SG1 y SG1_mono no afectaron
a la viabilidad de los fibroblastos humanos. La 3-acetil-urolitina B redujo la viabilidad celular en un 27,4 + 10,4 %.

El efecto de la urolitina A sobre la produccion y expresion de la citocina proinflamatoria TNF-alfa y la fosforilacion de
la proteina cinasa ERK en un modelo de macroéfagos humanos obtenidos a partir de monocitos de la linea celular
THP-1.

Los monocitos de la linea THP-1 se cultivaron en medio RPMI 1640 complementado con FBS al 10 % y glutamina
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2 mM. Para la transformacién de los monocitos en macrofagos, las células se trataron con 12,5 ng/ml de PMA (forbol
12-miristato 13-acetato) durante 48 horas, luego se lavaron e incubaron durante 24 horas en un medio de cultivo sin
PMA. Después de este tiempo, se afiadieron a las células urolitina A, urolitina B, iso-urolitina A y los glucurénidos
correspondientes (GUA, GUB y GiUA) a una concentracién de 40 pM. Después de 1 hora de incubacién con los
compuestos, las células se estimularon con LPS de Escherichia coli (10 ng/ml}.

Las células se incubaron durante 6 horas para evaluar €l nivel de produccién de TNF-alfa, las células se incubaron
durante 24 horas para evaluar la expresion de ARNm para TNF-alfa, las células se incubaron durante 35 minutos
para evaluar el efecto sobre la fosforilacion de ERK1/2.

El nivel de TNF-alfa en el medio de cultivo se determiné mediante el método inmunoquimico ELISA (BD
biosciences). La evaluacién de la expresion de ARNm para TNF-alfa se realizé mediante PCR en tiempo real.
Después de 24 horas de incubacion, el ARN se aisl6 usando el kit NucleoSpin RNA Clean-up (Macherey-Nagel). La
cantidad y calidad del ARN aislado se determiné usando el dispositivo 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). El
nivel de expresion de ARNm para TNF-a se determiné usando el kit Brilliant 1| SYBR Green QPCR y el termociclador
Aria Mx Real-Time PCR (Agilent Technologies). Los siguientes se usaron como cebadores para TNF-alfa:

directo: 5-GGCCTCTGTGCCTTCTTTTG-3,

inverso: 5-CCTCAGCAATGAGTGACAGT-3.

Se uso beta-actina (ACTB) como gen de mantenimiento;
cebador directo: 5-TTGCCGACAGGATGCAGAAGGA-3’,
inverso: 5-AGGTGGACAGCGAGGCCAGGAT-3)).

La fosforilacion de ERK1/2 se evalué mediante inmunotransferencia de tipo Western. Después de 35 minutos de
estimulacién con LPS, se realizd la lisis celular usando cOmplete™ Lysis-M (Roche) que contenia un coctel de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche). Las proteinas se separaron en un gel de SDS-PAGE al 12,5 % y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, la membrana se incub6 con anticuerpos primarios de
conejo: anti-ERK1/2 (Cell Signaling Technology), anti-pERK1/2, Thr202/Tyr204 (Cell Signaling Technology), anti-
beta actina (Abcam). El anticuerpo secundario fue anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo conjugado con HRP
(Abeam). La membrana se revelé usando el reactivo ECL SignalFire (Cell Signaling Technology) y se visualizé
usando la camara PXi 4 Touch (SYNGENE).

Se analizaron la urolitina A, la urolitina B, la iso-urolitina A y sus glucurénidos correspondientes a una concentracion
de 40 pM para determinar sus efectos sobre la viabilidad de los macréfagos usando una prueba MTT convencional.

Resultados:

En los estudios realizados sobre la inhibicion de la respuesta inflamatoria en un modelo de macréfagos humanos
obtenidos a partir de monocitos de la linea celular THP-1, se demostré que la inhibiciéon de la produccion de la
citocina proinflamatoria TNF-alfa era caracteristica sélo de la urolitina A y sus derivados monoacetilados SG1 y
SG1_mono. La urolitina B y su derivado acetilado no mostraron ninguna actividad (figura 13). Paralelamente, la iso-
urolitina A estudiada con grupos fenol en las posiciones 3 y 9 estimuld la produccion de TNF-alfa. Los derivados
glucurénidos GUA, GiUA y GUB de las urolitinas no mostraron ninguna actividad. Ademas, se ha demostrado que la
urolitina A tiene un efecto inhibidor sobre la expresion del ARNm de TNF-alfa, mientras que la urolitina B fue inactiva
y la iso-urolitina A estimul6 la expresién del ARNm de esta citocina.

Los estudios de la ruta de sefializacion de MAPK han demostrado que la estimulacion de la fosforilacion de la cinasa
ERK1/2 por la urolitina A esta involucrada en la actividad que inhibe la produccién de TNF-alfa. Esta actividad fue
especifica para la urolitina A, ya que la urolitina B no mostré tal actividad, mientras que la iso-urolitina A fue mucho
menos activa. Los derivados glucurdnidos fueron inactivos.

Efecto de la urolitina A sobre la produccion de la citocina proinflamatoria TNF-alfa en un modelo de macréfagos
humanos obtenidos a partir de monocitos aislados de sangre periférica humana

Los monocitos se aislaron de sangre periférica humana mediante un método convencional usando sedimentacién
con dextrano y centrifugacion en gradiente de Ficoll Hypaque. Después del aislamiento, los monocitos se
suspendieron en medioc RPMI 1640 complementado con L-glutamina, HEPES, estreptomicina, anfotericina y
gentamicina, y suero autdlogo al 20 %. El cultivo celular se llevé a cabo en estas condiciones durante 7 dias.
Después de este tiempo, los monocitos se transformaron en macrofagos y se afiadieron los compuestos de prueba:
urolitina A, urolitina B, iso-urolitina A y sus glucurénidos correspondientes a una concentraciéon de 40 uM y LPS de
Escherichia coli (100 ng/ml). Después de 24 h, se determin6 el nivel de TNF-alfa en el medio mediante el método
inmunoquimico de ELISA (BD biosciences).
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Resultados:

Estudios en macréfagos aislados de sangre periférica humana han confirmado que el compuesto mas activo en la
inhibicion de la produccion de TNF-alfa es la urolitina A. Al igual que en los estudios en la linea celular THP-1, la
urolitina B fue inactiva y el isémero de la urolitina A, iso-urolitina A, fue significativamente menos activo.

Basandose en los resultados anteriores, se encontré que el factor que condiciona la inhibicién de la respuesta
inflamatoria es la presencia de dos grupos fenol ubicados en posiciones estrictamente definidas 3 y 8 de la molécula
de urolitina A. Estos grupos pueden estar esterificados con residuos de acetilo, lo que puede conducir a un aumento
de la actividad antiinflamatoria, mientras que la unién de residuos de acido glucurénico u otros grupos acilo provoca
la pérdida de la actividad antiinflamatoria.

Los resultados obtenidos de los experimentos en modelos in vitro se analizaron usando el programa Statistica 13
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EE. UU.) y se presentaron como valores medios + EEM. La significacion estadistica se
establecié en P<0,05. Los resultados con distribucion normal establecida en la prueba de D’Agostin y Pearson se
prepararon usando analisis de varianza (ANOVA). El andlisis a posteriori paramétrico se realizé usando la prueba de
Dunnett.

Efecto de la terapia local usando urolitina A sobre los cambios inflamatorios provocados por enfermedades
inflamatorias de la piel, en particular la dermatitis atopica y la psoriasis.

La composicién terapéutica fue un ungliento preparado a base de vaselina blanca con urolitina A al 1,0 % afiadida.
El ungiiento de control fue vaselina blanca sin la adicién de urolitina A. La composicién de urolitina A al 1,0 % y el
portador, vaselina blanca, se aplicaron sobre la piel lavada y secada por los propios voluntarios, a una dosis de
20 mg de ungliento por superficie de 4 cm? diariamente, una vez al dia durante dos semanas.

En el estudio se tuvieron en cuenta los siguientes parametros: sensacion de molestia después de la aplicacion de la
composicién sobre la piel, facilidad de aplicacion, decoloracién de la piel en el lugar de aplicacién, enrojecimiento de
la piel en el lugar de aplicacién de la composicion, grado de sequedad de la zona tratada de la piel, sensacién de
pinchazos, ardor, picor y otros tipos de molestias. Los participantes en el estudio determinaron su nivel de
satisfaccién/insatisfaccién en una escala de 10 puntos, siendo 0 insatisfaccion y 10 satisfaccion, con la composicién
farmacéutica para su uso segln la presente invencién. Se ha demostrado que el uso de una composicién que
contiene urolitina A no provocd ningin efecto adverso, a diferencia de las reacciones adversas tras el uso de
hidrocortisona.

Estabilidad térmica de la urolitina A en agua y en ambiente acido.

La urolitina A a 80 pM se suspendié en agua desionizada o HCI 1 M y se incubd durante 24 horas a 37 °C o durante
12 horas a 80 °C. La disolucién de urolitina A también se irradié durante 12 horas con una lampara UV que emitia
radiacién UVA con un maximo de 365 nm. La concentracion de urolitina A después de la incubacién se determiné
usando el método de UPLC-DAD-MS segun Piwowarski et al. 2016.

Resultados:

La urolitina A fue estable en las condiciones estudiadas, no se observé degradacion de la urolitina A ni ningan
cambio en la estructura quimica del compuesto.

Dado que los preparados de piel contienen grandes cantidades de agua y el pH de la piel es de 5,5, la estabilidad de
la urolitina A en el entorno acuoso y a un pH bajo es especialmente importante para el desarrollo de preparados de
piel que la contienen. La estabilidad bajo la influencia de la radiaciéon UV es importante durante el almacenamiento
del preparado y la exposicion al sol del preparado aplicado sobre la piel.
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REIVINDICACIONES

Composicién farmacéutica que comprende una 0 mas sustancias auxiliares tipicas y un principio activo,
caracterizada porque como principio activo contiene urolitina A o 3,8-diacetato de urolitina A,
preferiblemente urolitina A sintética, para su uso en el tratamiento, la inhibicién y la prevencién de
enfermedades inflamatorias de |a piel y/o de las membranas mucosas,

y en donde la composicion es para administracién externa tépica.

Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 1, en donde dicho principio activo esta
presente en una cantidad de desde aproximadamente el 0,0001 por ciento en peso hasta aproximadamente
el 15 por ciento en peso basandose en el peso total de la composicion, preferiblemente de desde
aproximadamente el 0,01 por ciento en peso hasta aproximadamente el 5 por ciento en peso basandose en
el peso total de la composicion, mas preferiblemente de desde aproximadamente el 0,1 por ciento en peso
hasta aproximadamente el 2 por ciento en peso basandose en el peso total de la composicion, lo mas
preferiblemente del 1 por ciento en peso basandose en el peso total de la composicién.

Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1 6 2, que contiene ademas al menos un
farmaco seleccionado del grupo de esteroides, inhibidores de calcineurina, farmacos con actividad
antibacteriana, antifungica o antiviral, preferiblemente seleccionado del grupo de esteroides o inhibidores de
calcineurina, mas preferiblemente el farmaco es un inhibidor de calcineurina.

Composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 anteriores, en
donde la urolitina A es el Unico principio activo presente en la composicion.

Composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 anteriores, en
donde dicha al menos una sustancia auxiliar farmacéuticamente aceptable se selecciona de un portador y/o
un excipiente y/o un diluyente y combinaciones de los mismos.

Composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 anteriores, en
donde dicha sustancia auxiliar farmacéuticamente aceptable es uno o mas de agentes protectores,
adsorbentes, demulcentes, emolientes, conservantes, antioxidantes, hidratantes, agentes de
tamponamiento y agentes solubilizantes.

Composicién farmacéutica para su uso segun las reivindicaciones 1-6, en donde la composicién es para
administracién tépica externa al area enferma que esta en el intervalo de desde aproximadamente 0,0001
g/lcm? de area de superficie de la piel hasta aproximadamente 0,5 g/cm?, preferiblemente desde 0,001
g/cm? hasta aproximadamente 0,2 g/cm? de area de superficie de la piel.

Composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicha
composicion esta en forma liquida, preferiblemente en forma de tdnico, balsamo, locién, espuma, mas
preferiblemente en forma de ténico.

Composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicha
composicion esta en forma semisolida, preferiblemente en forma de ungliento, crema, pasta, gel,
preferiblemente en forma de ungiiento o crema, mas preferiblemente en forma de ungliento.

Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 8 6 9, en donde dicha composicion esta
destinada a aplicarse en el area enferma de manera manual, preferiblemente usando un gotero, una varilla
de aplicacién o un aplicador en aerosol.

Composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicha
composicion esta en forma de un sistema terapéutico transdérmico, tal como un parche intradérmico o un
parche transdérmico.

Composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 anteriores, en
donde la enfermedad inflamatoria de la piel y/o de las membranas mucosas se selecciona del grupo que
consiste en inflamaciones de la piel, vasculitis, lupus eritematoso, dermatomiositis, esclerodermia,
esclerosis multiple, arteritis de células gigantes, psoriasis, dermatitis atopica, dermatitis seborreica,
dermatitis de contacto, urticaria, rosacea, dermatitis herpetiforme, liquen plano, hidradenitis supurativa,
pitiriasis rosada de Gibert, hidrocistoma, aftas, dermatitis del pafial, acné adolescente, eczema de contacto
no alérgico, paniculitis, celulitis.

Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 12, en donde dicha enfermedad de la piel y/o
de las membranas mucosas es psoriasis.
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14. Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 12, en donde dicha enfermedad de la piel y/o
de las membranas mucosas es dermatitis atopica.
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