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DESCRIPCION

Uso tdpico de acido valproico para la prevencion o el tratamiento de psoriasis y acné.

Se describe aqui una formulacién aplicable topicamente que contiene dcido valproico o sales del mismo, que puede
usarse sola o en combinacién con formulaciones aplicables tépicamente de retinoides o de ligandos de receptores
nucleares, o de agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, S-fluorouracilo) para el tratamiento tépico de psoriasis y
acné. La invencion incluye la fabricacién de un medicamento usado clinicamente para el tratamiento tépico de las
enfermedades humanas listadas antes.

Fundamento de la invencién
Regulacion de cromatina y cdncer

La remodelacién local de cromatina es una etapa clave en la activacién transcripcional de genes. Deben tener
lugar cambios dindmicos en el empaquetado nucleosémico de ADN para permitir que proteinas transcripcionales to-
men contacto con la plantilla de ADN. Uno de los mecanismos mds importantes que influyen en la remodelacién de
cromatina y la transcripcién de genes es la modificacién post-traduccion de histonas y otras proteinas celulares por
acetilacién y cambios subsiguientes en la estructura de cromatina (Davie, 1998, Curr Opin Genet Dev 8, 173-8; Kou-
zarides, 1999, Curr Opin Genet Dev 9, 40-8; Strahl y Allis, 2000, Nature 403: 41-4). En el caso de la hiperacetilacién
de histona, cambios de la atraccidn electrostitica para ADN e impedimento estérico introducido por el grupo acetilo
hidréfobo conducen a desestabilizacién de la interaccién de histonas con ADN. Como resultado, la acetilacién de
histonas rompe nucleosomas y permite que se haga accesible el ADN a la maquinaria transcripcional. La separacién
de los grupos acetilo permite que las histonas se unan més estrechamente a ADN y los nucleosomas adyacentes, y asf,
a mantener una estructura de cromatina reprimida transcripcionalmente. La acetilacién es mediada por una serie de
enzimas con actividad de histona acetiltransferasa (HAT). A la inversa, se separan grupos acetilo por enzimas histona
desacetilasa (HDAC) especificas. La rotura de estos mecanismos da lugar a regulacién defectuosa transcripcional y
puede contribuir a transformacién tumorigena y progresion de tumores.

Adicionalmente, otras moléculas tales como factores de transcripcion alteran su actividad y estabilidad dependien-
do de su estado de acetilacién. Por ejemplo, PML-RAR, la proteina de fusidn asociada con leucemia promielocitica
aguda (APL) inhibe p53 mediando en la desacetilacién y degradacion de p53, permitiendo asi a APL destruirse para
evadir las trayectorias de vigilancia del cancer dependientes de p53. La expresiéon de PML-RAR en células precurso-
ras hematopoyéticas produce represion de la activacién transcripcional mediada por p53, y proteccion de la apoptosis
dependiente de p53 iniciada por tensiones genotoxicas (rayos X, tensién oxidativa). Sin embargo, la funcién de p53
se reinstala en presencia de inhibidores de HDAC que implican reclutamiento activo de HDAC a p53 por PML-RAR,
como el mecanismo que subyace a la inhibicién de p53 (Insinga et al., 2003, manuscrito sometido). Por tanto, la ace-
tilacién de proteinas distintas de histonas, tal como la acetilaciéon de p53, juega un papel crucial en la actividad anti-
tumores de inhibidores de HDAC.

Receptores nucleares e histona desacetilasas

Los receptores de hormonas nucleares son factores de transcripcion dependientes de ligando que controlan el
desarrollo y homeostasis mediante control positivo y negativo de la expresioén de genes. Defectos en estos procesos
reguladores subyacen a las causas de muchas enfermedades y juegan un papel importante en el desarrollo de cancer.
Muchos receptores nucleares, incluyendo T3R, RAR y PPAR, pueden interactuar con co-represores, tales como N-
CoR y SMRT, en ausencia de ligando, e inhibir por ello la transcripcién. Ademds, también se ha informado de que N-
CoR interactiia con progesterona ocupada por antagonista y receptores de estrégeno. De manera mds interesante, se
ha mostrado que N-CoR y SMRT existen en grandes complejos de proteinas, que contienen también proteinas mSin3
e histona desacetilasas (Pazin y Kadonaga, 1997; Cell 89, 325-8). Asi, el cambio inducido por ligando de receptores
nucleares de represion a activacion refleja el intercambio de complejos co-represores y coactivadores con actividades
enzimdticas antagonistas.

Regulacion de genes por receptores nucleares

Tales complejos co-represores que contienen actividad de HDAC no sélo median en la represién por receptores
nucleares, sino que también interactian con factores de transcripcion adicionales incluyendo Mad-1, BCL-6 y ETO.
Muchas de estas protefnas juegan papeles clave en trastornos de proliferacion y diferenciacién de células (Pazin y
Kadonaga, 1997, Cell 89, 325-8; Huynh y Bardwell, 1998, Oncogene 17, 2473-84; Wang J. et al., 1998, Proc Natl
Acad Sci USA 95, 10860-5). T3R por ejemplo se identificé originalmente sobre la base de su homologia con el
oncogen virico v-erbA, que, en contraste con el receptor de tipo natural no se une a ligando y funciona como un
represor de la transcripcién constitutivo. Ademads, se han asociado mutaciones en RARs con un cierto nimero de
céanceres humanos, particularmente leucemia promielocitica aguda (APL) y carcinoma hepatocelular. En pacientes con
APL, las proteinas de fusion de RAR resultantes de traslocaciones cromosémicas implican la proteina de leucemia
promielocitica (PML) o la proteina de dedo de zinc promielocitica (PLZP). Aunque ambas proteinas de fusion pueden
interactuar con componentes del complejo co-represor, la adicién de acido retinoico descarta al complejo co-represor
de PML-RAR, mientras que PLZF-RAR interactiia constitutivamente. Estos hallazgos proporcionan una explicacién
de por qué pacientes con PML-RAR APL consiguen una remisién completa tras el tratamiento con acido retinoico,
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mientras que pacientes con PLZF-RAR APL responden muy mal (Grignani et al., 1998, Nature 391, 815-8; Guidez et
al., 1998, Blood 91, 2634-42; He et al., 1998, Nat Genet 18, 126-35; Lin et al., 1998, Nature 391, 811-4).

Recientemente, un paciente con PML-RAR que habia experimentado recaidas multiples después del tratamien-
to con 4cido retonoico se ha tratado hace poco con el inhibidor de HDAC fenilbutirato, produciendo una remisién
completa de la leucemia (Warrell ez al., 1998, J. Natl. Cancer Inst. 90, 1621-1625).

Terapia anti-cdncer con inhibidores de HDAC

Se han iniciado recientemente investigaciones clinicas adicionales para explotar el tratamiento clinico sistémico
de pacientes con cédncer con el principio de inhibicion de HDAC. Hasta ahora, se ha completado una prueba de
fase II clinica con el derivado de acido butirico estrechamente relacionado Pivanex (Titan Pharmaceuticals) como
monoterapia, demostrando actividad en el cidncer de pulmén de células no pequeiias de fase III/IV (Keer et al., 2002,
ASCO, Abstract. No. 1253). Se han identificado mas inhibidores de HDAC, siendo NVP-LAQ824 (Novartis) y SAHA
(Aton Pharma Inc.) miembros de la clase estructural de dcidos hidroxdmicos ensayados en pruebas clinicas de fase
IT (Marks et al., 2001, Nature Reviews Cancer 1, 194-202). Otra clase comprende tetrapéptidos ciclicos, tales como
depsipéptido (FR901228 - Fujisawa) usado con éxito en una prueba de fase II para el tratamiento de linfomas de células
T (Piekarz et al., 2001, Blood 98, 2865-8). Ademads, estad siendo ensayado ahora MS-27-275 (Mitsui Parmaceuticals),
un compuesto relacionado con la clase de benzamidas, en una prueba de fase I tratando pacientes con malignidades
hematoldgicas.

La familia de proteinas de histona desacetilasas

Las histona desacetilasas de mamifero pueden dividirse en tres subclases (Gray y Ekstrom, 2001). HDACs 1, 2, 3
y 8, que son homologas de la proteina RPD3 de levadura constituyen la clase I. HDACs 4, 5, 6, 7, 9 y 10 estén relacio-
nadas con la proteina Hda 1 de levadura y forman la clase II. Recientemente, se han identificado varias homoélogas de
mamifero de la proteina Sir2 de levadura, que forman una tercera clase de desacetilasas que son dependientes de NAD.
Todas estas HDACs parecen existir en la célula como subunidades de una plétora de complejos multiproteinas. En par-
ticular, las HDACs de clase I y II han mostrado interactuar con los co-represores transcripcionales mSin3, N-CoR y
SMR-T, que sirven como factores de puenteo requeridos para el reclutamiento de HDACs a factores de transcripcion.

Acido valproico

El 4cido valproico (VPA; 4cido 2-propilpentanoico) tiene miiltiples actividades bioldgicas que dependen de dife-
rentes mecanismos moleculares de accidn:

- VPA es un farmaco antiepiléptico.

- VPA es teratégeno. Cuando se usa como farmaco antiepiléptico durante el embarazo, VPA puede inducir
defectos en el parto (defectos de cierre del tubo neural y otras malformaciones) en un pequefio porcentaje de
nifios nacidos. En ratones, el VPA es teratdgeno en la mayoria de embriones de ratones cuando se dosifica
apropiadamente.

- VPA activa un receptor de hormonas nucleares (PPARS). También son desreprimidos varios factores de
transcripcion adicionales pero algunos factores no son desreprimidos significativamente (receptor de glu-
cocorticoides, PPAR«).

- VPA causa ocasionalmente hepatotoxicidad, que puede depender de ésteres escasamente metabolizados
con coenzima A.

- VPA es un inhibidor de HDACs.

El uso de derivados de VPA permitié determinar que las diferentes actividades son mediadas por mecanismos
moleculares de accidn diferentes. La teratogenicidad y la actividad antiepiléptica siguen modos de accion diferentes
porque podian aislarse compuestos que eran preferentemente teratogenos o preferentemente antiepilépticos (Nau et
al., 1991, Pharmacol. Toxicol. 69, 310-321). Se encontré que la activacion de PPARS estaba correlacionada estricta-
mente con la teratogenicidad (Lampen et al., 1999, Toxicol. Appl. Pharmacol. 160, 238-249) sugiriendo que ambas, la
activacion de PPARGS y la teratogenicidad, requieren la misma actividad molecular de VPA. También, la diferenciacién
de células F9 se correlaciona estrictamente con activacién de PPARS y teratogenicidad como se sugiere por Lampen
et al., 1999, y se documenta por el andlisis de marcadores de diferenciacion (Werling ef al., 2001, Mol. Pharmacol.
59, 1269-1276). Se mostrd que la activaciéon de PPARO es causada por la actividad inhibidora de HDAC de VPA y
sus derivados (documento PCT/EP01/07704; documento WO 03/024442 A2). Ademds, se mostré que el inhibidor de
HDAC establecido TSA activa PPARS e induce el mismo tipo de diferenciacion de células F9 que VPA. De estos
resultados puede concluirse que no sélo la activacién de PPARY, sino también la induccién de la diferenciacion de
células F9 y la teratogenicidad de VPA o derivados de VPA son causadas por inhibicién de HDAC.
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El documento WO 98/40078 A1 proporciona un método para aumentar la actividad terapéutica de un compuesto
que contiene oxialquileno, 4cido butirico, una sal de dcido butirico o un derivado de dcido butirico, administrando
un inhibidor de S-oxidacién de 4cidos grasos a un paciente o a células hospedantes. El documento EP 1 293 205
A1 describe el uso del farmaco 4cido valproico y derivados del mismo para el tratamiento terapéutico de canceres
humanos en combinacién con principios terapéuticos establecidos. El documento EP 1 170 008 A1 se refiere al uso
de 4cido valproico y derivados del mismo como inhibidor de histona desacetilasas. El documento WO 02/13766 A2
describe un método para el tratamiento o prevencién de dolor y/o dolor de cabeza usando un derivado de una amida
de 4cido valproico o una amida de 4cido 2-valproénico, asi como composiciones farmacéuticas que comprenden estos
derivados o compuestos. El documento WO 02/07677 A2 describe el uso de derivados de amidas de dcido valproico y
acido 2-valproénico para el tratamiento de mania en trastorno bipolar. El documento WO 97/18803 A1 describe el uso
de derivados de 4dcidos carboxilicos alifdticos en trastornos oftdlmicos. La publicacién de la solicitud de patente de los
EE.UU. N° US 2002/015616 A1 describe un método para tratar cancer en un paciente que comprende administrar al
paciente un agente regulador del potencial de membrana en una cantidad eficaz para hiperpolarizar células malignas.
El documento WO 02/49603 A1 describe una composicion tdpica para prevencion y alivio de arrugamiento que com-
prende al menos un compuesto seleccionado entre fenitoina, dcido valproico, ciclosporina A, nifedipina, diltiazem,
HCI de verapamilo y amolidipina como ingrediente activo que tiene un efecto de refuerzo de la sintesis de coldgeno.

Las actividades antiepiléptica y sedante siguen diferentes relaciones de actividad estructural y dependen asi ob-
viamente de una actividad de VPA primaria distinta de la inhibicién de HDAC. El mecanismo de hepatotoxicidad se
entiende mal, y no se sabe si estd asociado con formacién del éster VPA-CoA. La inhibicién de HDAC, no obstante,
no parece requerir formacion de éster de CoA.

Acido retinoico

El 4cido retinoico (RA) pertenece a una clase de compuestos conocidos como retinoides incluidos, aunque sin
limitarse a ellos, 9-cis RA, trans RA, all-trans RA, tazaratona (Guenther, 2003, Am. J. Clin. Dermatol. 4, 197-202;
Peris K et al., 1999, N Engl J Med 341, 1767-1768), que juegan papeles clave en la regulacién de la transcripcién
de genes y, por tanto, gobiernan funciones mdltiples en el cuerpo, tal como divisién y diferenciacién de células,
respuesta inmune y desarrollo embridnico. Controlan también el desarrollo y extension de células de cdncer y algunos,
incluyendo RA, pueden inhibir el crecimiento de tumores previniendo la proliferacién de células de cancer (Altucci y
Gronemeyer, 2001, Nature Reviews Cancer 1, 181-193).

Los efectos de los retinoides son mediados principalmente por dos clases de receptores nucleares, los receptores de
RA (RARs) y los receptores de retinoide X (RXRs) (Zhang & Pfahl 1993, Kastner et al. 1995, Mangelsdorf & Evans
1995). Los RARs y RXRs son codificados por tres genes distintos (@, 8y y). Ademds, se generan muchas isoformas
de receptores de retinoides mediante el uso de promotor diferencial, dando lugar a un gran nimero de proteinas de
receptores de retinoides distintas. Hasta la fecha, hay docenas de receptores de los que se sabe que median en el efecto
de retinoides. 9-cis RA es un ligando de alta afinidad para RARs y RXRs, mientras que frans-RA es un ligando para
s6lo RARs. Los receptores de retinoides pertenecen a una gran superfamilia de receptores de esteroides/tiroides que
media en los efectos bioldgicos de muchas hormonas, vitaminas y farmacos. Los RARs y RXRs actian como factores
transcripcionales para regular positiva o negativamente la expresién de genes objetivo uniéndose a sus elementos de
respuesta (RARESs) situados en regiones de promotor de los genes objetivo de una estructura de cromatina activa
y produce la transcripcién de genes objetivo. Ademds de sus efectos directos en la transcripcion, el RAR unido a
ligando puede modular la actividad de otros factores transcripcionales, tales como AP-1 (Pfahl 1993). Los receptores
de retinoides activados pueden inhibir la actividad de AP-1, regulando por ello la expresién de genes objetivo de AP-
1. La inhibicién de la actividad de AP-1 estd enlazada a los efectos anti-proliferativos de retinoides, y parece ser
separable de su activacion directa de transcripcion de genes con objetivo retinoide.

Durante algtin tiempo, los médicos han usado derivados de RA para tratar varios canceres, particularmente cancer
de préstata y leucemia, y estan experimentando ahora con el farmaco para tratar cdncer de pecho. Un tratamiento
tipico con RA busca activar RAR con el fin de conectar genes favorables. El gran inconveniente para RA, no obstante,
es que requiere altos niveles de medicacion con el fin de “conectar” y “desconectar” genes, provocando a menudo
devastacion y efectos secundarios potencialmente fatales (Altucci y Gronemeyer, 2001, Natural Reviews Cancer 1,
181-193).

RA u otros retinoides tales como tazaroteno (Guenther, 2003, Am. J. Clin. Dermatol. 4, 197-202) pueden usarse
también tépicamente para el tratamiento de acné de suave a moderado y piel con dafos por el sol (fotoenvejecida).
Los retinoides se han usado incluso para tratar ciertos cinceres de piel, tales como el carcinoma de células basales
(Peris K et al., 1999, N Engl J Med 341, 1767-1768). Después de administracién tépica, RA parece aumentar la
rapidez de divisién celular y renovacién. Disminuye el nimero de capas de células en la porcion exterior de la piel.
Cuando estdn presentes granos, se reducen mds rdpidamente. El RA tépico es eficaz para reducir el arrugamiento
fino, hiperpigmentacién moteada y rugosidad asociada con sobreexposicién al sol. Los resultados del tratamiento no
son inmediatos y pueden ser visibles s6lo después de semanas a meses. La discontinuacion del tratamiento produce
habitualmente una pérdida de los efectos de RA.
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Carcinoma de células basales

El carcinoma de células basales (BCC) no es sélo la forma mas comun de cancer de piel, también es el mds comin
de todos los cénceres, que afecta, por ejemplo, a 800.000 americanos de EE.UU. cada afio. Estos cénceres surgen en
las células basales, que estdn en el fondo de la epidermis (capa de piel exterior). Aunque ha aumentado fuertemente el
ndmero de casos nuevos cada afio en las dltimas décadas, la edad media de comienzo de la enfermedad ha disminuido
constantemente. Hasta hace poco, los afectados méds a menudo eran gente mayor, particularmente hombres que habian
trabajado al aire libre. Sin embargo, hoy mas mujeres estan cogiendo BCC’s que en el pasado; no obstante, los hombres
las superan atin en gran medida.

La exposicién crénica a la luz del sol es la causa de casi todos los carcinomas de células basales, que tienen lugar
mas frecuentemente en partes expuestas del cuerpo - la cara, orejas, cuello, pericraneo, hombros y espalda. La gente
que tiene piel blanca, pelo rubio, y ojos azules, verdes o grises estdn en riesgo mds alto. Aquellos cuyas ocupaciones
requieren largas horas al aire libre o que pasan un tiempo de ocio extenso al sol estdn en riesgo particular. Los factores
que predisponen a BCC incluyen radiacién ultravioleta, radiacion ionizante, arsénico, estados heredados, tales como
xeroderma pigmentosum y sindrome de nevus de células basales, vacunaciones, quemaduras y cicatrices.

La lesién tipica es un nédulo de superficie lisa con bordes elevados, perlados o translicidos. Son un aspecto
comun telangiectasias en la lesién. Los carcinomas de células basales varian de tamafio de unos pocos milimetros
a varios centimetros. El tamafio puede doblarse en 6-12 meses o el crecimiento puede ser lento. El ochenta y cinco
por ciento tiene lugar en la cabeza y cuello, siendo el lugar mds comun la nariz. Los pacientes pueden dar cuenta de
sangrado con pequefio trauma tal como lavando con un pafio facial. Este neoplasma es invasivo localmente y puede
ser muy destructivo, causando la pérdida de un ojo, oreja o una nariz, y puede ser letal si invade el cerebro. El BCC
raramente experimenta metdstasis, pero, cuando lo hace, puede ser mediante los nodos linfaticos a regionales de la
linfa, o mediante extensién hematégena, mas cominmente a los pulmones. El cdncer de piel avanzado puede definirse
arbitrariamente como tumores > 2 ¢cm, con invasion de musculo dseo, o nervios, metastasis de nodos de linfa o lesiones
que requieren separacién de una unidad cosmética o funcional.

El tratamiento de un BCC depende del tipo, tamafio y localizacién, del nimero a tratar y de la preferencia o pericia
del médico. Las posibilidades incluyen:

e Excision - la lesion es cortada y la piel suturada.

e Congelacién (crioterapia) - uso de nitrégeno liquido para lesiones superficiales pequefias. Este no es un trata-
miento recomendado para BCC.

e Legrado y cauterio - raspado del tumor y cauterizacién de la base. Este tampoco es un tratamiento recomendado
para BCC.

e Radioterapia (tratamiento con rayos X) - puede usarse en lesiones avanzadas o cuando no sea adecuada cirugia.

¢ Quimioterapia topica - aplicacion topica de una crema que contenga 5-fluorouracilo (5-FU) puede usarse espe-
cialmente para regiones muy grandes no tratables por cirugia.

Sin embargo, para aquellos pacientes poco dispuestos o inadecuados para cirugia (por ejemplo, el débil y mayor
de edad, aquellos con un marcapasos o con una didtesis sangrante) o con grandes lesiones, lesiones multiples y aque-
llos en lugares dificiles anatémicamente o piel mal vascularizada, permanece la necesidad de tratamientos eficaces
adicionales.

Actualmente, se conocen terapias de tumores que consisten en el tratamiento combinatorio de pacientes con mas
de un reactivo terapéutico anti-tumores. Son ejemplos el uso combinado de tratamiento de irradiacion junto con reacti-
vos quimioterapéuticos y/o citotoxicos y mds recientemente la combinacién de tratamiento de irradiacién con terapias
inmunoldgicas, tales como el uso de anticuerpos terapéuticos especificos para células de tumores. Sin embargo, la
posibilidad de combinar tratamientos individuales entre si con el fin de identificar tales combinaciones que son mas
eficaces que los métodos individuales solos, requiere ensayos pre-clinicos y clinicos extensos. No es posible predecir
qué combinaciones mostraran un efecto aditivo o incluso sinérgico. Ademads del propésito de aumentar la eficacia
terapéutica, otro propdsito es la disminucioén potencial de las dosis de los componentes individuales en las combina-
ciones resultantes con el fin de disminuir efectos secundarios indeseados o dafiinos causados por dosis mds altas de
los componentes individuales.

El papel de las citoquinas en autoinmunidad e inflamacion
Las citoquinas son un grupo diverso de proteinas y péptidos solubles que actian como reguladores para modular

las actividades funcionales de células y tejidos individuales. Estdn disefiadas para inducir una reaccién inflamatoria
como defensa frente a sustancias extrafias o endégenas alteradas. En muchos aspectos, las actividades bioldgicas de las
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citoquinas se parecen a las de las hormonas clésicas producidas en tejidos glandulares especializados actuando en un
nivel sistémico para inducir fendmenos bioldgicos tales como inflamacién, reaccién de fase aguda y autoinmunidad.
Sin embargo, la activacién inapropiada de respuestas inflamatorias es la causa subyacente de muchas enfermedades
comunes y las reacciones inflamatorias son también, por tanto, un objetivo importante para el desarrollo de farmacos.

Un cierto niimero de citoquinas aceleran la inflamacién y regulan una reaccién inflamatoria local o sistémica
directamente o a través de su capacidad para inducir la sintesis de moléculas de adhesion celular u otras citoquinas
en ciertos tipos de células. Las citoquinas principales que son responsables de respuestas tempranas son IL1, [L6 y
TNF-alfa. Otros mediadores pro-inflamatorios incluyen LIF, IFN-gamma, GM-CSF, IL11, IL12, IL18 y una variedad
de otras quimioquinas.

Sin embargo, el papel de las citoquinas no estd restringido al proceso inflamatorio solo, sino que tienen también un
papel principal en el desarrollo y propagacion de enfermedades autoinmunes. Un ejemplo cldsico es la artritis reuma-
toide, en la que células T CD4+ especificas, mds probablemente como respuesta a un antigeno exégeno o endégeno
desconocido, inducen una respuesta inmune en articulaciones afectadas (Olsen et al., 2003, New England Journal of
Medicine 350, 2167-79). Como consecuencia, monocitos, macréfagos y fibroblastos reclutados producen citoquinas
tales como factor de necrosis de tumores-a (TNF-a) e interleuquina-1 dentro de la cavidad sinovial. Estas citoquinas
son centrales a una cascada perjudicial, iniciando finalmente la produccién de metaloproteinasas y osteoclastos de
matriz, que producen dafo irreversible a tejidos blandos y huesos.

El TNF-e, una citoquina inflamatoria que se libera por monocitos, macréfagos y linfocitos T activados, promueve
respuestas inflamatorias que son importantes en la patogénesis de artritis reumatoide. Los pacientes con artritis reu-
matoide tienen altas concentraciones de TNF-a en el fluido sinovial. E1 TNF-a se localiza en la unién del pannus
inflamatorio y cartilago sano, y estdn asociadas altas concentraciones de TNF-a en el fluido sinovial con la erosién de
huesos.

No sorprendentemente, los antagonistas de TNF parecen estar entre los tratamientos mas eficaces disponibles para
artritis reumatoide. La respuesta es generalmente rdpida, teniendo lugar a menudo en unas pocas semanas, aunque no
todos los pacientes tienen una respuesta.

Los agentes dirigidos contra TNF-a no son sélo eficaces en el tratamiento de trastornos autoinmunes crénicos tales
como artritis reumatoide, sino también en el tratamiento de enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome de Sjo-
gren, escleroderma, artritis psoridtica, espondilitis anquilosante, uveitis refractaria, enfermedad de Behcet, enfermedad
de Still con comienzo en adultos y granulomatosis de Wegener.

Otro ejemplo es psoriasis, en la que una respuesta inmune mediada por células T se dirige contra queratinocitos.
Estos linfocitos T encuentras al antigeno iniciador en la dermis o epidermis, y segregan citoquinas de tipo 1 (Thl),
particularmente interferon-y, interleuquina 2 y TNF-a. Estas secreciones producen proliferacién y maduracién dismi-
nuida de queratinocitos y cambios vasculares asociados. La secrecioén de otras citoquinas tales como inerleuquina 8
contribuye al cuadro completo de psoriasis (Lebwohl, 2004, The Lancet 361, 1197-1204).

Ha llegado una evidencia adicional para la implicacién causal de citoquinas en enfermedades autoinmunes de ob-
servaciones hechas después del uso de citoquinas en el tratamiento de diversas enfermedades (Krause et al., 2003, The
American Journal of Medicine 115, 390-397). De manera interesante, se han asociado con efectos secundarios tales
como el inicio y exacerbacién de estados inmunes y autoinmunes, que pueden evolucionar a trastornos autoinmunes
abiertos. Estas manifestaciones autoinmunes parecen ser mas comunes en pacientes con una tendencia preexistente
hacia la autoinmunidad.

Se ha observado la exacerbacion de esclerosis multiple durante el tratamiento con interferén-y. La frecuencia
de manifestaciones autoinmunes asociadas con terapia con interferon-y parece ser baja, pero ha habido informes de
lupus sistémico eritematoso en pacientes tratados con interferén-y solo, asi como en combinacién con interferén-y
para trastornos mieloproliferativos. El interferon-y estd implicado en la patogénesis de lupus sistémico eritematoso
en modelos de animales. La administracion de interferén-y acelera la velocidad de progresién a glomérulonefritis en
ratones propensos a lupus (NZBXNZW)F1, que es prevenida por tratamiento con anticuerpos anti-interferén-y. Se ha
informado de niveles de interfer6n-y elevados en suero en pacientes con lupus sistémico eritematoso. El interfer6n-
vy se produce por células destructoras naturales y se une al receptor de interferén de tipo II. Es menos eficaz que
el interferén-y para activar células destructoras naturales y tiene efectos antiviricos y antitumores menos potentes.
Sin embargo, el interferén-y es el inductor mds potente de la activacién de macréfagos y moléculas de clase II de
histocompatibilidad principal. Estimula la secrecién de inmunoglobulina por células B y promueve la diferenciacién
de células T al tipo T auxiliar 1.

La interleuquina 2 es segregada por células T activadas con actividad antitumores. Es eficaz en el tratamiento
de melanoma maligno metastatico y carcinoma de células renales. Induce la proliferaciéon de células T, potencia el
crecimiento de células B y aumenta la activacion de células destructoras naturales y monocitos. El efecto secundario
autoinmune mas comun visto bajo terapia con interleuquina 2 es enfermedad tiroidea mediada inmune. La disfuncién
tiroidea reversible tiene lugar frecuentemente en pacientes con cancer que se tratan con interleuquina, sola o conjunta-
mente con células destructoras activadas con linfoquina o interferén-y. En un estudio con interleuquina 2 en pacientes
con carcinoma de células renales metastatico, se detectaron anticuerpos antitiroides en el 18% (60/329) de los pacien-
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tes. Otros muchos fendmenos menos comunes que pueden considerarse autoinmunes se han descrito en asociacién
con terapia con interleuquina 2. Estos incluyen artritis reumatoide, artropatia psoridtica, espondilitis anquilosante y
sindrome de Reiter. El inicio de la artritis puede explicarse por induccién de reconocimiento autoantigeno por células
T que se infiltran en las articulaciones, conduciendo a inflamacién. La interleuquina 2 puede potenciar una interrup-
cion de la tolerancia inmunolégica a antigenos especificos de los miisculos y de tumores, produciendo destruccién de
células de tumores y musculares. Un paciente con carcinoma de células renales metastatico tratado con interleuquina
2 y células destructoras activadas con linfoquina desarrollé una exacerbacién aguda de esclerosis sistémica.

Los niveles en suero de interleuquina 2 y receptor de interleuquina 2 soluble son elevados en pacientes con escle-
rosis sistémica y se correlacionan con la duracién y actividad de la enfermedad. Estas observaciones pueden explicar
la asociacién entre terapia con interleuquina 2 y el desarrollo de esclerosis sistémica.

La presente invencién pretende proporcionar una composicién mejorada para la prevencidén o tratamiento de los
trastornos de la piel segtin las presentes reivindicaciones.

El VPA se ha desarrollado como farmaco usado para el tratamiento de epilepsia. Por consiguiente, el VPA se usa
sistémicamente, oral o intravenosamente, para permitir al firmaco pasar la barrera cerebral de la sangre para alcanzar
las regiones de objetivo epiléptico en el tejido cerebral con el fin de cumplir su misién anti-epiléptica. Por tanto, el
VPA se considera como un fairmaco que debe aplicarse sist¢émicamente con el fin de conseguir sus efectos terapéuticos.

Ahora, se ha identificado sorprendentemente que el VPA permea la piel humana eficazmente, lo que se requiere
crucialmente para cualquir compuesto terapéutico a usar topicamente sobre la piel. Se supuso por los inventores que el
VPA, cumpliendo este criterio esencial para aplicacidn tépica, podria usarse asi para el tratamiento tpico de lesiones
de cancer de la piel.

Con este fin, se ha encontrado ahora que el VPA tiene de hecho efectos beneficiosos inesperados cuando se usa
para el tratamiento tépico de enfermedades de la piel humana, por ejemplo, cancer de piel humano. Aqui, el modo
preciso de accién que es empleado por el VPA no se comprende totalmente, pero su potencial para sensibilizar células
de tumores para la actividad de apoptosis, detencién del crecimiento y compuestos que inducen diferenciacion puede
ser la base de tal actividad anti-tumores. Este potencial sorprendente de VPA se espera que esté basado en su actividad
como inhibidor de grupos especificos de enzimas que tienen actividad de HDAC.

La invencién se define en las reivindicaciones. Se describe aqui una composicién farmacéutica topica para la
prevencion o tratamiento de trastornos de la piel, que comprende:

(i) al menos aproximadamente 0,1% de un agente activo seleccionado del grupo constituido por VPA y sales
del mismo aceptables farmacéuticamente; y

(i1) un vehiculo aceptable dermatoldgicamente.

La expresion “aplicacion tépica” segin se usa aqui significa aplicar o extender las composiciones de la presente
invencién sobre la superficie de la piel.

La expresion “aceptable dermatolégicamente” segtin se usa aqui significa que las composiciones o componentes
de ellas descritos asi son adecuados para su uso en contacto con piel humana sin toxicidad, incompatibilidad, inesta-
bilidad, respuesta alérgica y similares indebidos.

Salvo indicacidén en contrario, los valores en porcentaje dados aqui son % en peso (p/p).

Las composiciones comprenden preferiblemente del 0,1% al 25%, mas preferiblemente del 0,1% al 6%, ain mas
preferiblemente del 0,3% al 5%, atin mas preferiblemente del 0,5% al 4%, ain mads preferiblemente del 1% al 4%,
mds preferiblemente del 2% al 4% del agente activo.

Las composiciones comprenden usualmente del 1% al 99,9% de un vehiculo aceptable dermatolégicamente dentro
del que se incorporan las composiciones de la prd4esente invencién para permitir al agente activo, asi como otros
agentes activos opcionales, suministrarse a la piel en una concentracién apropiada.

En una realizacién preferida, la composicién es un semisélido a 25°C y bajo presidon atmosférica. Segtin esta
realizacion, la forma de producto de la composicién puede ser una crema, un ungiiento, un gel o una pasta. La forma
de producto de la composicién puede ser una dispersion liquida, por ejemplo, una locién.

Inesperadamente, se ha encontrado que la aplicacién tépica de VPA potencia el efecto terapéutico de retinoides y
farmacos quimioterapéuticos, tales como S-fluorouracilo.

La composicién puede comprender por tanto ademads 4cido retinoico o un derivado del mismo. La concentracion de
acido retinoico o el derivado en la composicion es preferiblemente del 0,01% al 1%, mas preferiblemente del 0,05%
al 0,5% de la composicion. El retinoide se selecciona preferiblemente del grupo constituido por dcido 9-cis-retinoico,
acido trans-retinoico, acido all-trans-retinoico y tazaroteno.
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En otro aspecto todavia, la composicién comprende ademds un farmaco quimioterapéutico tal como 5-fluorouraci-
lo. La concentracién del firmaco quimioterapéutico es preferiblemente del 0,1% al 10%, mas preferiblemente del 1%
al 10% de la composicion.

En una realizacién preferida, el vehiculo no es una solucién. En otra realizacion preferida, el vehiculo es una crema,
una pasta, un ungiiento, una locién o un gel.

Otro aspecto de la invencién es el uso de VPA o una sal del mismo aceptable farmacéuticamente para la fabricacion
de un medicamento para la prevencion o tratamiento de un trastorno de la piel, en el que un medicamento que com-
prende al menos 0,1% de VPA o derivado del mismo se aplica tépicamente a la piel de un individuo que lo necesite,
en el que el trastorno de la piel se selecciona den grupo constituido por psoriasis y acné.

La administracién de VPA o la sal del mismo puede combinarse con una terapia anti-cancer establecida. E1 VPA o
la sal del mismo y la terapia de cancer establecida pueden aplicarse simultdnea o sucesivamente (en diferentes puntos
de tiempo).

Pueden usarse agentes activos opcionales adicionales en el tratamiento segtin la invencién. E1 VPA o las sales del
mismo y el agente activo adicional pueden administrarse simultdnea o sucesivamente (en diferentes puntos de tiempo).
Los agentes activos adicionales incluyen inhibidores de histona desacetilasas que sean diferentes de VPA, incluyendo
compuestos tales como NVP-LAQ824 (Novartis), tricostatina A, dcido suberoil anilida hidroxdmico (Aton), CBHA
(Aton), piroxamida (Aton), Scriptaid (Johns Hopkins), CI-994 (Pfizer), CG-1521 (CircaGen), clamidocina (Janssen),
hidroxamato de biarilo, por ejemplo, A-161906 (Abbott), aril-N-hidroxicarboxamidas biciclicas (Kansai University),
PXD-101 (Prolifix), acido sulfonamida hidroxdmico (MethylGene), andlogo de TPX-HA (CHAP) (Japan Energy),
oxamflatina, trapoxina, depudecina, apidicina (Kyongji), benzamidas tales como MS-27-275 (Mitsui), piroxamidas y
derivados de ellas, dcidos grasos de cadena corta tales como 4acido butirico y derivados de él, por ejemplo, Pivanex
(butirato de pivaloiloximetilo), tetrapéptidos ciclicos tales como trapoxina A, depsipéptido (FK-228; Fujisawa/NCI) y
compuestos peptidicos relacionados, tacedinalina (Pfizer), MG2856 (MethylGene) e inhibidores de HDAC clase III o
inhibidores de SIRT (véase Kelly, O’Connor y Marks, 2002; Expert Opin. Investig. Drugs 11 (12), 1695-1713).

La administracién de VPA o la sal del mismo puede combinarse con administracion/aplicaciéon de farmacos qui-
mioterapéuticos o citotoxicos (por ejemplo, 5-FU), farmacos que inducen diferenciacién (por ejemplo, vitamina D,
derivados de vitamina D, retinoides, agentes de unidn a receptor tales como imiquimoda), terapia de radiacién (por
ejemplo, rayos X o rayos gamma), métodos inmunolégicos (terapia de anticuerpos, vacunacién) y métodos inmunote-
rapéuticos/citotéxicos combinados (por ejemplo, anticuerpos combinados con componentes citotéxicos).

En una realizacién adicional, el VPA o su sal potencian la actividad de retinoides aplicados oralmente en psoriasis
0 acné por aplicacién tépica de VPA solo.

Se describe aqui una formulacién aplicable tépicamente de un medicamento que contiene dcido valproico o sales
del mismo usados solos o en combinacién con retinoides, con ligandos de receptores nucleares o con agentes quimio-
terapéuticos, tales como 5-FU, para el tratamiento tpico de inflamaciones de la piel/mucosa seleccionadas entre acné
y psoriasis.

Por tanto, un aspecto de la presente invencion es el uso de una formulacién aplicable tépicamente que contiene VPA
o una sal del mismo usados solos 0 en combinacién con retinoides o con 5-fluorouracilo (5-FU) para la fabricacién
de un medicamento para un tratamiento tépico de los trastornos indicados en la reivindicacién 1°. La actividad anti-
tumoral de tratamientos topicos combinatorios comparada con el uso de cada componente solo puede aumentarse asi
y, si se desea, las dosis de los componentes individuales de tales tratamientos combinatorios pueden rebajarse con el
fin de disminuir efectos secundarios indeseados relacionados con el tratamiento con los farmacos individuales solos.

Segtn la presente invencion, también pueden usarse para la formulacién sales aceptables farmacéuticamente de
VPA.

En general, la presente invencién proporciona nuevas posibilidades para tratar diversas enfermedades humanas.
Los solicitantes encontraron que VPA y sus sales pueden usarse con €xito solos o en combinacién con farmacos
terapéuticos bien establecidos y usados clinicamente para el tratamiento tépico de las enfermedades inflamatorias de
la piel/mucosa psoriasis y acné.

Los aspectos de la presente invencién incluyen la combinacién de compuestos de férmula I con principios terapéu-
ticos en uso clinico actualmente o en desarrollo clinico, tales como

- farmacos quimioterapéuticos o citotoxicos (por ejemplo, 5-FU)

- farmacos que inducen diferenciacion (por ejemplo, vitamina D, derivados de vitamina D, retinoides, agentes
de unidn a receptor tales como imiquimoda)

- terapia de radiacién (por ejemplo, rayos X o rayos gamma)
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- métodos inmunoldégicos (terapia de anticuerpos, vacunacion)

- métodos inmunoterapéuticos/citotéxicos combinados (por ejemplo, anticuerpos combinados con compo-
nentes citotdxicos)

- métodos anti-angiogénesis.
Formulacion

Las composiciones segin la presente invencién comprenden del 1% al 99,9% de un vehiculo aceptable dermatolé-
gicamente dentro del que se incorporan las composiciones de la presente invencidn para permitir al agente activo, asi
como otros agentes activos opcionales, suministrarse a la piel en una concentracién apropiada.

El vehiculo puede contener una o mas cargas, diluyentes, disolventes o extensores s6lidos, semisélidos o liquidos
aceptables dermatoldgicamente. El vehiculo puede ser sélido, semisélido o liquido. Los vehiculos preferidos son
sustancialmente semisélidos. El propio vehiculo puede ser inerte o puede poseer beneficios dermatolégicos por si
mismo. Las concentraciones del vehiculo pueden variar con el vehiculo seleccionado y las concentraciones pretendidas
del agente activo y los componentes opcionales.

Los vehiculos adecuados incluyen vehiculos convencionales o conocidos de otro modo que sean aceptables der-
matolégicamente. El vehiculo debe ser también fisica y quimicamente compatible con los componentes esenciales
descritos aqui, y no debe perjudicar indebidamente a la estabilidad, eficacia u otros beneficios de uso asociados con
las composiciones de la presente invencion. Los componentes preferidos de las composiciones de esta invencidén deben
ser capaces de ser mezclados de una manera tal que no haya interaccidon que reduciria sustancialmente la eficacia de
la composicién en situaciones de uso ordinario.

El tipo de vehiculo utilizado en la presente invencién depende del tipo de forma de producto deseada para la
composicion. Las composiciones topicas ttiles en la composicion sujeto pueden fabricarse en una amplia variedad
de formas de producto tal como se conocen en la técnica. Estas incluyen, aunque sin limitarse a ellas, lociones,
cremas, geles, barras, pulverizaciones, ungiientos, aceites, espumas, polvos y pastas. Estas formas de producto pueden
comprender varios tipos de vehiculos incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, soluciones, aerosoles, emulsiones,
geles, sélidos y liposomas.

Los vehiculos preferidos contienen un diluyente hidréfilo aceptable dermatolégicamente. Segun se usa aqui, “di-
luyente” incluye materiales en los que puede dispersarse, disolverse o incorporarse de otro modo el material en parti-
culas. Son ejemplos no limitativos de diluyentes hidréfilos agua, diluyentes hidréfilos orgdnicos tales como alcoholes
monovalentes inferiores (por ejemplo, C,-C,) y glicoles y polioles de bajo peso molecular, incluyendo propilengli-
col, polietilenglicol (por ejemplo, peso molecular 200-600 g/mol), polipropilenglicol (por ejemplo, peso molecular
425-2025 g/mol), glicerol, butilenglicol, 1,2,4-butanotriol, ésteres de sorbitol, 1,2,6-hexanotriol, etanol, isopropanol,
ésteres de sorbitol, butanodiol, propanol éter, éteres etoxilados, éteres propoxilados y combinaciones de ellos. Un di-
luyente preferido es agua. La composicion comprende preferiblemente de alrededor del 60% a aproximadamente el
99,9% del diluyente hidréfilo.

Las soluciones segtn la invencién sujeto incluyen tipicamente un diluyente hidréfilo aceptable dermatolégicamen-
te. Las soluciones titiles en la invencion sujeto contienen preferiblemente de alrededor del 60% a aproximadamente el
99,9% del diluyente hidréfilo.

Pueden formarse aerosoles segtin la invencién sujeto afiadiendo un propulsor a una solucién tal como se ha descrito
antes. Los ejemplos de propulsores incluyen hidrocarburos de peso molecular inferior clorofluorados. Los aerosoles
se aplican tipicamente a la piel como un producto de pulverizacién.

Los vehiculos preferidos comprenden una emulsion que comprende una fase hidréfila que comprende un com-
ponente hidréfilo, por ejemplo, agua u otro diluyente hidréfilo, y una fase hidr6foba que comprende un componente
hidréfobo, por ejemplo, un lipido, aceite o material aceitoso. Como es bien sabido por un experto en la técnica, la
fase hidrdfila se dispersara en la fase hidréfoba, o viceversa, para formar respectivamente fases hidréfilas o hidréfobas
dispersas y continuas, dependiendo de los ingredientes de la composicién. En tecnologia de emulsiones, La expresion
“fase dispersa” es una expresiéon muy conocida por un experto en la técnica, que significa que la fase existe como
pequeiias particulas o gotitas que estdn suspendidas en, y rodeadas por, una fase continua. La fase dispersa también
es conocida como la fase interna o discontinua. La emulsién puede ser o comprender (por ejemplo, en una emulsién
triple u otra multifases) una emulsién de aceite en agua o una emulsién de agua en aceite, tal como una emulsién de
agua en silicona. Las emulsiones de aceite en agua comprenden tipicamente de alrededor del 1% a aproximadamente
el 50% de la fase hidr6foba dispersa y de alrededor del 1% a aproximadamente el 98% de la fase hidréfila continua;
las emulsiones de agua en aceite comprenden tipicamente de alrededor del 1% a aproximadamente el 98% de la fase
hidréfila dispersa y de alrededor del 1% a aproximadamente el 50% de la fase hidréfoba continua. La emulsién puede
comprender también una red de gel. Las emulsiones preferidas se describen adicionalmente después.

Las composiciones tdpicas de la invencion sujeto, incluyendo aunque sin limitarse a ellas lociones y cremas, pue-
den comprender un emoliente aceptable dermatolégicamente. Tales composiciones contienen preferiblemente de alre-
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dedor del 2% a aproximadamente 50% del emoliente. Los emolientes tienden a lubricar la piel, aumentar la suavidad
y flexibilidad de la piel, prevenir o suprimir la sequedad de la piel y/o proteger la piel. Los emolientes son tipicamente
materiales inmiscibles con agua, aceitosos o cerosos. Se describen aqui ejemplos no limitativos de emolientes.

Las lociones y cremas segtn la presente invencion comprenden preferiblemente un sistema de vehiculo solucion y
uno o més emolientes. Las lociones comprenden tipicamente de alrededor del 1% a aproximadamente el 20%, prefe-
riblemente de alrededor del 5% a aproximadamente el 10%, de emoliente; de alrededor del 50% a aproximadamente
el 90%, preferiblemente de alrededor del 60% a aproximadamente el 80%, de agua. Una crema comprende tipica-
mente de alrededor del 5% a aproximadamente el 50%, preferiblemente de alrededor del 10% a aproximadamente
el 20%, de emoliente; y de alrededor del 45% a aproximadamente el 85%, preferiblemente de alrededor del 50% a
aproximadamente el 75%, de agua.

Los ungiientos de la presente invencidon pueden comprender una base de vehiculo simple de aceites animales o
vegetales o hidrocarburos semisélidos (oleaginosos); bases de ungiientos de absorcidn que absorben agua para formar
emulsiones; o vehiculos solubles en agua, por ejemplo, un vehiculo de solucién soluble en agua. Los ungiientos pueden
comprender adicionalmente un agente de espesamiento. Por ejemplo, un ungiiento puede comprender de alrededor del
2% a aproximadamente el 10% de un emoliente; y de alrededor del 0,1% a aproximadamente el 2% de un agente de
espesamiento. Se describen aqui ejemplos no limitativos de agentes de espesamiento.

Las composiciones topicas de la presente invencion preferidas comprenden una emulsion. Las emulsiones de la
presente invencion pueden contener uno o mas de los siguientes:

a) Componente hidrofobo

Las emulsiones segun la presente invencién contienen una fase hidréfoba que comprende un componente lipido,
aceite, aceitoso u otro hidréfobo. Las composiciones de la presente invencién comprenden preferiblemente de alre-
dedor del 1% a aproximadamente el 50%, preferiblemente de alrededor del 1% a aproximadamente el 30%, y mas
preferiblemente de alrededor del 1% a aproximadamente el 10% en peso de la composiciéon de un componente hi-
dréfobo. El componente hidréfobo puede derivarse de animales, plantas o petréleo y puede ser natural o sintético (es
decir, artificial). Los componentes hidréfobos preferidos son sustancialmente insolubles en agua, mds preferiblemente
esencialmente insolubles en agua.

Los ejemplos de componentes hidréfobos adecuados incluyen los seleccionados del grupo constituido por:

(1) aceite mineral, que también es conocido como vaselina liquida, es una mezcla de hidrocarburos liquidos obte-
nidos del petréleo. Véase The Merck Index, décima edicidn, Entrada 7048, pag. 1033 (1983).

(2) vaselina, que se conoce también como petrolato, es un sistema coloidal de hidrocarburos sélidos de cadena
no recta e hidrocarburos liquidos de alto punto de ebullicién, en el que buena parte de los hidrocarburos liquidos se
mantiene dentro de las micelas. Véase The Merck Index, décima edicion, Entrada 7047, pag. 1033 (1983); Schindler,
Drug. Cosmet. Ind., 89, 36-37, 76, 78-80, 82 (1961).

(3) hidrocarburos de cadena recta y ramificada que tienen de alrededor de 7 a aproximadamente 40 dtomos de
carbono. Los ejemplos no limitativos de estos materiales hidrocarbonados incluyen dodecano, isododecano, escualano,
colesterol, poliisobutileno hidrogenado, docosano, hexadecano, isohexadecano. También son ttiles las isoparafinas
C7-C40, que son hidrocarburos ramificados C7-C40, por ejemplo, isoparafina C13-C14.

(4) ésteres de alcoholes C1-C30 de 4cidos carboxilicos C1-C30 y de dcidos dicarboxilicos C2-C30, incluyendo
materiales de cadena recta y ramificada asi como derivados aromadticos (segin se usa aqui en referencia al componente
hidréfobo, los dcidos mono y policarboxilicos incluyen dcidos carboxilicos de cadena recta, de cadena ramificada y
arilicos). Los ejemplos no limitativos incluyen sebacato de diisopropilo, adipato de diisopropilo, miristato de isopro-
pilo, palmitato de isopropilo, palmitato de metilo, propionato de miristilo, palmitato de 2-etilhexilo, neopentanoato
de isodecilo, maleato de di-2-etilhexilo, palmitato de cetilo, miristato de miristilo, estearato de estearilo, estearato de
isopropilo, estearato de metilo, estearato de cetilo, behenrato de behenilo, maleato de dioctilo, sebacato de dioctilo,
adipato de diisopropilo, octanoato de cetilo y dilinoleato de diisopropilo.

(5) mono, di y triglicéridos de 4cidos carboxilicos C1-C30, por ejemplo, triglicérido caprilico/cdprico, triglicérido
caprilico/caprico de PEG-6 y triglicérido caprilico/céprico de PEG-8.

(6) ésteres de alquilenglicol de dcidos carboxilicos C1-C30, por ejemplo, mono y diésteres de etilenglicol y mono
y diésteres de propilenglicol de 4cidos carboxilicos C1-C30, por ejemplo, diestearato de etilenglicol.

(7) derivados propoxilados y etoxilados de los materiales anteriores.
(8) mono y poliésteres C1-C30 de aziicares y materiales relacionados. Estos ésteres se derivan de un resto azicar
o poliol y uno o mds restos dcido carboxilico. Dependiendo del dcido constituyente y del aziicar, estos ésteres pueden

estar en forma liquida o sélida a temperatura ambiente. Los ejemplos de ésteres liquidos incluyen: tetraoleato de
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glucosa, los tetraésteres de glucosa de 4cidos grasos de aceite de soja (insaturados), los tetraésteres de manosa de dcidos
grasos de aceite de soja mezclados, los tetraésteres de galactosa de dcido oleico, los tetraésteres de arabinosa de dcido
linoleico, tetralinoleato de xilosa, pentaoleato de galactosa, tetraoleato de sorbitol, los hexaésteres de sorbitol de dcidos
grasos de aceite de soja insaturados, pentaoleato de xilitol, tetraoleato de sacarosa, pentaoleato de sacarosa, hexaoleato
de sacarosa, hepatoleato de sacarosa, octaoleato de sacarosa y mezclas de ellos. Los ejemplos de ésteres s6lidos
incluyen: hexaéster de sorbitol en el que los restos éster de dcido carboxilico son palmitoleato y araquidato en una
relacién en moles de 1:2, el octaéster de rafinosa en el que los restos éster de dcido carboxilico son linoleato y behenato
en una relacion en moles de 1:3, el heptaéster de maltosa en el que los restos 4cido carboxilico esterificante son dcidos
grasos de aceite de girasol y lignocerato en una relaciéon en moles de 3:4, el octaéster de sacarosa en el que los restos
acido carboxilico esterificante son oleato y behenato en una relaciéon en moles de 2:6, y el octaéster de sacarosa en el
que los restos 4cido carboxilico esterificante son laurato, linoleato y behenato en una relacién en moles de 1:3:4. Un
material sélido preferido es poliéster de sacarosa en el que el grado de esterificacion es 7-8, y en el que los restos acido
graso son mono y/o diinsaturados C18 y behénico, en una relacién en moles de insaturados:behénico de 1:7 a 3:5.
Un poliéster de azicar sélido particularmente preferido es el octaéster de sacarosa en el que hay aproximadamente 7
restos dcido graso behénico y aproximadamente 1 resto 4dcido oleico en la molécula. Otros materiales incluyen ésteres
de 4cidos grasos de semilla de algodén o aceite de soja de sacarosa.

(9) aceites organopilisiloxanos. El aceite organopolisiloxano puede ser volatil, no volatil o una mezcla de siliconas
volétiles y no volatiles. La expresion “no voldtil” segtin se usa en este contexto se refiere a aquellas siliconas que son
liquidas en condiciones ambientales. El término “volatil” como se usa en este contexto se refiere a todos los demas
aceites de silicona. Los organopolisiloxanos adecuados pueden seleccionarse entre una amplia variedad de siliconas
que se extienden en un amplio intervalo de volatilidades y viscosidades. Se prefieren polisiloxanos no volatiles. Los
ejemplos de aceites organopolisiloxanos adecuados incluyen polialquilsiloxanos, polialquilsiloxanos ciclicos y polial-
quilarilsiloxanos.

Se prefieren para su uso aqui organopilisiloxanos seleccionados del grupo constituido por polialquilsiloxanos, di-
meticonas sustituidas con alquilo, ciclometiconas, trimetilsiloxisilicatos, dimeticonoles, polialquilarilsiloxanos y mez-
clas de ellos. Son mds preferidos para su uso aqui polialquilsiloxanos y ciclometiconas. Entre los polialquilsiloxanos
son preferidas dimeticonas, como se describe en el documento US 5.968.528.

(10) aceites vegetales y aceites vegetales hidrogenados. Los ejemplos de aceites vegetales y aceites vegetales
hidrogenados incluyen aceite de cartamo, aceite de ricino, aceite de nuez de coco, aceite de semilla de algodon, aceite
de menhaden, aceite de almendra de palma, aceite de palma, aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite de semilla
de colza, aceite de linaza, aceite de salvado de arroz, aceite de pino, aceite de sésamo, aceite de pipa de girasol,
aceite de cartamo hidrogenado, aceite de ricino hidrogenado, aceite de nuez de coco hidrogenado, aceite de semilla
de algodon hidrogenado, aceite de menhaden hidrogenado, aceite de almendra de palma hidrogenado, aceite de palma
hidrogenado, aceite de cacahuete hidrogenado, aceite de soja hidrogenado, aceite de semilla de colza hidrogenado,
aceite de linaza hidrogenado, aceite de salvado de arroz hidrogenado, aceite de sésamo hidrogenado, aceite de pipa de
girasol hidrogenado y mezclas de ellos.

(11) grasas y aceites animales, por ejemplo, lanolina y derivados de ella, aceite de higado de bacalao.

(12) También son utiles éteres de alquilo C4-C20 de polipropilenglicoles, ésteres de dcidos carboxilicos C1-C20
de polipropilenglicoles y éteres de di-alquilo C8-C30. Los ejemplos no limitativos de estos materiales incluyen PPG-
14 butil éter, PPG-15 estearil éter, dioctil éter, dodecil octil éter y mezclas de ellos.

b) Componente hidrdfilo

Las emulsiones de la presente invencién comprenden también un componente hidréfilo, por ejemplo, agua u otro
diluyente hidréfilo. La fase hidréfila puede comprender asi agua o una combinacion de agua y uno o mds ingredientes
solubles o dispersables en agua. Se prefieren componentes hidréfilos que comprenden agua.

(c) Otros componentes

Las emulsiones y otras composiciones tépicas de la presente invencién pueden comprender una variedad de otros
ingredientes tales como los descritos aqui. Como se entenderd por el técnico experto, un componente dado se distri-
buird principalmente en una fase hidréfila o una fase hidr6foba, dependiendo de la hidrofilicidad del componente en
la composicién.

Las emulsiones de la presente invencion incluyen preferiblemente uno o mds compuestos seleccionados entre
emulsionantes, tensioactivos, agentes de estructuracion y espesadores.

(1) Emulsionantes/tensioactivos

La emulsién puede contener un emulsionante y/o tensioactivo, generalmente para ayudar a dispersar y suspender
la fase discontinua dentro de la fase continua. Puede emplearse una amplia variedad de tales agentes. Pueden usar-
se en la composicién emulsionantes/tensioactivos conocidos o convencionales, siempre que el agente seleccionado
sea compatible quimica y fisicamente con componentes esenciales de la composicion, y proporcione las caracteris-

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2310734 T3

ticas de dispersién deseadas. Los agentes adecuados incluyen emulsionantes/tensioactivos que no contienen silicona,
emulsionantes/tensioactivos de silicona y mezclas de ellos.

En una realizacion preferida, la composicién comprende un emulsionante o tensioactivo hidréfilo. Las composi-
ciones de la presente invencion comprenden preferiblemente de alrededor del 0,05% a aproximadamente el 5%, mas
preferiblemente de alrededor del 0,05% a aproximadamente el 1% de al menos un tensioactivo hidrofilo.

Los tensioactivos hidréfilos preferidos se seleccionan entre tensioactivos no iénicos. Entre los tensioactivos no i6-
nicos que son utiles aqui estin los que pueden definirse ampliamente como productos de condensacién de alcoholes de
cadena larga, por ejemplo, alcoholes C8-C30, con polimeros de azicar o almidén, es decir, glicésidos. Los ejemplos
de alcoholes de cadena larga de los que puede derivarse el grupo alquilo incluyen alcohol decilico, alcohol cetilico,
alcohol estearilico, alcohol laurilico, alcohol miristilico, alcohol oleilico y similares. Los ejemplos disponibles co-
mercialmente de estos tensioactivos incluyen decil poliglucésido (disponible como APG 325 CS de Henkel) y lauril
poliglucésido (disponible como APG 600 CS y 625 CS de Henkel).

Otros tensioactivos no iénicos utiles incluyen los productos de condensacion de 6xidos de alquileno con acidos
grasos (es decir, ésteres de 6xido de alquileno de 4cidos grasos). Otros tensioactivos no iénicos son los productos
de condensacién de 6xidos de alquileno con alcoholes grasos (es decir, éteres de 6xido de alquileno de alcoholes
grasos). Son todavia otros tensioactivos no iénicos los productos de condensacion de 6xidos de alquileno con 4cidos
grasos y alcoholes grasos [es decir, en los que la porcién 6xido de alquileno se esterifica en un extremo con un
dcido graso y se eterifica (es decir, se conecta mediante un enlace éter) en el otro extremo con un alcohol graso].
Los ejemplos no limitativos de estos tensioactivos no idénicos derivados de 6xido de alquileno incluyen ceteth-6,
ceteth-10, ceteth-12, ceteareth-6, ceteareth-10, ceteareth-12, esteareth-6, esteareth-10, esteareth-12, estearato de PEG-
6, estearato de PEG-10, estearato de PEG-100, estearato de PEG-12, estearato de PEG-20 glicerilo, sebacato de PEG-
80 glicerilo, estearato de PEG-10 glicerilo, cocoato de PEG-30 glicerilo, cocoato de PEG-80 glicerilo, sebacato de
PEG-200 glicerilo, dilaurato de PEG-8, diestearato de PEG-10 y mezclas de ellos.

Otros tensioactivos no idnicos utiles todavia incluyen tensioactivos de polihidroxi dcido graso amida.

Son preferidos entre los tensioactivos no idnicos los seleccionados del grupo constituido por esteareth-21, cetea-
reth-20, ceteareth-12, cocoato de sacarosa, esteareth-100, estearato de PEG-100 y mezclas de ellos.

Otros tensioactivos no iénicos adecuados para su uso aqui incluyen ésteres y poliésteres de azicares, ésteres y
poliésteres de aztcares alcoxilados, ésteres de dcidos grasos C1-C30 de alcoholes grasos C1-C30, derivados alcoxila-
dos de ésteres de dcidos grasos C1-C30 de alcoholes grasos C1-C30, éteres alcoxilados de alcoholes grasos C1-C30,
ésteres de poliglicerilo de acidos grasos C1-C30, ésteres C1-C30 de polioles, éteres C1-30 de polioles, fosfatos de
alquilo, éter fosfatos grasos de polioxialquileno, amidas de dcidos grasos, lactilatos de acilo y mezclas de ellos. Los
ejemplos no limitativos de estos emulsionantes que no contienen silicona incluyen: polietilenglicol 20 monolaurato de
sorbitdn (polisorbato 20), polietilenglicol 5 esterol de soja, esteareth-20, ceteareth-20, diestearato de PPG-2 metilglu-
cosa éter, ceteth-10, polisorbato 80, cetil fosfato, cetil fosfato potasico, cetil fosfato de dietanolamina, polisorbato 60,
estearato de glicerilo, trioleato de polioxietileno 20 sorbitdn (polisorbato 85), monolaurato de sorbitdn, estearato de
polioxietileno 4 lauril éter sodio, isoestearato de poliglicerilo-4, laurato de hexilo, diestearato de PPG-2 metil glucosa
éter, estearato de PEG-100 y mezclas de ellos.

Otros emulsionantes ttiles aqui son mezclas de ésteres de dcidos grasos basados en una mezcla de éster de dcido
graso de sorbitdn o sorbitol y éster de dcido graso de sacarosa. El emulsionante éster de dcido graso preferido es una
mezcla de éster de dcido graso C,4-Cy de sorbitdn o sorbitol con éster de dcido graso C,,-C,s de sacarosa, especialmen-
te estearato de sorbitdn y cocoato de sacarosa. Este estd disponible comercialmente de ICI con el nombre comercial
Ariatone 2121.

Los tensioactivos hidréfilos ttiles aqui pueden incluir alternativa o adicionalmente cualquiera de una amplia va-
riedad de tensioactivos catidnicos, anidnicos, con carga positiva y negativa y anféteros, tal como se conocen en la
técnica. Véase, por ejemplo, McCutcheon’s, Detergents and Emulsifiers, North American Edition (1986), publicado
por Allured Publishing Corporation.

Los ejemplos de tensioactivos catidnicos ttiles aqui incluyen los descritos en la Patente de los EE.UU. N° 5.968.528.
Los tensioactivos catiénicos ttiles aqui incluyen sales de amonio catiénicas tales como sales de amonio cuaternario y
amino-amidas.

Una amplia variedad de tensioactivos anidénicos también son ttiles aqui. Véase, por ejemplo, la Patente de los
EE.UU. N° 5.968.528. Los ejemplos no limitativos de tensioactivos anidnicos incluyen isetionatos de alcoilo (por
ejemplo, C;,-Cy), sulfatos de alquilo y alquiléter y sales de ellos, fosfatos de alquilo y alquiléter y sales de ellos,
metiltauratos de alquilo (por ejemplo, C;,-Cs) y jabones (por ejemplo, sales de metales alcalinos, por ejemplo, sales
de sodio o potasio) de dcidos grasos.

También son ttiles aqui tensioactivos anféteros y con carga positiva y negativa. Los ejemplos de tensioactivos an-
féteros y con carga positiva y negativa que pueden usarse en las composiciones de la presente invencion son los que se
describen ampliamente como derivados de aminas secundarias y terciarias alifaticas en las que el radical alquilo puede
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ser de cadena recta o ramificada y en las que uno de los sustituyentes alifaticos contiene de alrededor de 8 a aproxi-
madamente 22 dtomos de carbono (preferiblemente Cg-C;g) y uno contiene un grupo solubilizante en agua aniénico,
por ejemplo, carboxi, sulfonato, sulfato, fosfato o fosfonato. Son ejemplos alquiliminoacetatos, e iminodialcanoatos y
aminoalcanoatos, derivados de imidazolinio y amonio. Otros tensioactivos anféteros y con carga positiva y negativa
adecuados son los seleccionados del grupo constituido por betainas, sultainas, hidroxisultainas, alquilsarcosinatos (por
ejemplo, C,-C;y) y alcanoilsarcosinatos.

Las emulsiones preferidas de la presente invencion incluyen un emulsionante o tensioactivo que contiene silicona.
Una amplia variedad de emulsionantes de silicona son ttiles aqui. Estos emulsionantes de silicona son tipicamente
organopolisiloxanos modificados orgdnicamente, también conocidos por los expertos en la técnica como tensioactivos
de silicona. Los emulsionantes de silicona ttiles incluyen copolioles de dimeticona. Estos materiales son polidimetilsi-
loxanos que se han modificado para incluir cadenas secundarias poliéter tales como cadenas de poli(6xido de etileno),
cadenas de poli(6xido de propileno), mezclas de estas cadenas y cadenas poliéter que contienen restos derivados de
oxido de etileno y 6xido de propileno. Otros ejemplos incluyen copolioles de dimeticona modificados con alquilo,
es decir, compuestos que contienen cadenas secundarias colgantes C2-C30. Otros copolioles de dimeticona ttiles to-
davia incluyen materiales que tienen diversos restos colgantes catiénicos, aniénicos, anféteros y con carga positiva y
negativa.

Los ejemplos de copolioles de dimeticona y otros tensioactivos de silicona utiles como emulsionantes aqui in-
cluyen copolimeros de polidimetilsiloxano poliéter con cadenas secundarias de poli(6xido de propileno) colgantes,
copolimeros de polidimetilsiloxano poliéter con cadenas secundarias de poli(6xido de etileno) y poli(6xido de pro-
pileno) mezcladas colgantes, copolimeros de polidimetilsiloxano poliéter con cadenas secundarias de poli(6xido de
(etileno)(propileno)) mezcladas colgantes, copolimeros de polidimetilsiloxano poliéter con cadenas secundarias de or-
ganobetaina colgantes, copolimeros de polidimetilsiloxano poliéter con cadenas secundarias de carboxilato colgantes,
copolimeros de polidimetilsiloxano poliéter con cadenas secundarias de amonio cuaternario colgantes; y también mo-
dificaciones adicionales de los copolimeros precedentes que contienen restos alquilo rectos, ramificados o ciclicos C2-
C30. Son ejemplos de copolioles de dimeticona disponibles comercialmente ttiles aqui vendidos por Dow Corning
Corporation Dow Corning® 190, 193, Q2-5220, 2501 Wax, 2-5324 fluido y 3225C (este dltimo material vendido como
una mezcla con ciclometicona). Un copoliol de cetil dimeticona esta disponible comercialmente como una mezcla con
isoestearato de poliglicerilo-4 (y) laurato de hexilo, y es vendido con el nombre comercial ABIL® WE-09 (disponi-
ble de Goldschmidt). También estd disponible comercialmente un copoliol de cetil dimeticona como una mezcla con
laurato de hexilo (y) oletato de poliglicerilo-3 (y) cetil dimeticona, y se vende con el nombre comercial ABIL® WS-
08 (también disponible de Goldschmidt). Otros ejemplos no limitativos de copolioles de dimeticona incluyen también
copoliol de lauril dimeticona, acetato de copoliol de dimeticona, adipato de copoliol de dimeticona, copoliolamina de
dimeticona, behenato de copoliol de dimeticona, éter de butilo de copoliol de dimeticona, hidroxiestearato de copoliol
de dimeticona, isoestearato de copoliol de dimeticona, laurato de copoliol de dimeticona, éter de metilo de copoliol de
dimeticona, fosfato de copoliol de dimeticona y estearato de copoliol de dimeticona.

Se describen emulsionantes de copoliol de dimeticona utiles aqui, por ejemplo, en la Patente de los EE.UU. N°
5.968.528.

(2) Agente de estructuracion

Las presentes composiciones, y especialmente las presentes emulsiones, pueden contener un agente de estructu-
racion. Son particularmente preferidos agentes de estructuracién en las emulsiones de aceite en agua de la presente
invencién. Sin limitarse por la teorfa, se cree que el agente de estructuracién ayuda a proporcionar caracteristicas reo-
16gicas a la composicion, que contribuyen a la estabilidad de la composicién. Por ejemplo, el agente de estructuracién
tiende a ayudar en la formacidn de las estructuras de red de gel cristalinas liquidas. El agente de estructuracién puede
funcionar también como un emulsionante o tensioactivo. Las composiciones preferidas de esta invencién comprenden
de alrededor del 1% a aproximadamente el 20%, mas preferiblemente de alrededor del 1% a aproximadamente el 10%,
atin mds preferiblemente de alrededor del 2% a aproximadamente el 9%, de uno o mas agentes de estructuracion.

Los agentes de estructuracion preferidos son aquellos que tienen un HLB de alrededor de 1 a aproximadamente 8
y que tienen un punto de fusién de al menos aproximadamente 45°C. Los agentes de estructuracion adecuados son los
seleccionados del grupo constituido por alcoholes grasos C14 a C30 saturados, alcoholes grasos C16 a C30 saturados
que contienen de alrededor de 1 a aproximadamente 5 moles de 6xido de etileno, dioles C16 a C30 saturados, mono-
glicerol éteres C16 a C30 saturados, hidroxi 4acidos grasos C16 a C30 saturados, dcidos grasos saturados hidroxilados
y no hidroxilados C14 a C30, dcidos grasos etoxilados saturados C14 a C30, aminas y alcoholes que contienen de
alrededor de 1 a aproximadamente 5 moles de dioles 6xido de etileno, mono ésteres de glicerilo saturados C14 a C30
con un contenido de monoglicérido de al menos el 40%, ésteres de poliglicerol saturados C14 a C30 que tienen de
alrededor de 1 a aproximadamente 3 grupos alquilo y de alrededor de 2 a aproximadamente 3 unidades de glicerol
saturado, mono éteres de glicerilo C14 a C30, mono/diésteres de sorbitdn C14 a C30, mono/diésteres de sorbitdn eto-
xilados saturados C14 a C30 con alrededor de 1 a aproximadamente 5 moles de 6xido de etileno, ésteres de metilo
glucdsido saturados C14 a C30, mono/diésteres de sacarosa saturados C14 a C30, ésteres de metilo glucdsido eto-
xilados saturados C14 a C30 con de alrededor de 1 a aproximadamente 5 moles de 6xido de tileno, poliglucdsidos
saturados C14 a C30 que tienen una media de entre 1 y 2 unidades de glucosa y mezclas de ellos, que tienen un punto
de fusion de al menos aproximadamente 45°C.
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Los agentes de estructuracidn de la presente invencién preferidos se seleccionan del grupo constituido por dcido
estedrico, dcido palmditico, alcohol estarilico, alcohol cetilico, alcohol behenilico, 4cido estedrico, dcido palmitico, el
éter de polietilenglicol de alcohol estearilico que tiene una media de alrededor de 1 a aproximadamente 5 unidades
6xido de etileno, éter de polietilenglicol de alcohol cetilico que tiene una media de alrededor de 1 a aproximadamente 5
unidades 6xido de etileno, y mezclas de ellos. Los agentes de estructuracién de la presente invencidon mds preferidos se
seleccionan del grupo constituido por alcohol estearilico, alcohol cetilico, alcohol behenilico, el éter de polietilenglicol
de alcohol estearilico que tiene una media de aproximadamente 2 unidades 6xido de etileno (estearet=2), éter de
polietilenglicol de alcohol cetilico que tiene una media de aproximadamente 2 unidades 6xido de etileno, y mezclas
de ellos. Los agentes de estructuracion ain mas preferidos se seleccionan del grupo constituido por 4cido estedrico,
acido palmitico, alcohol estarilico, alcohol cetilico, alcohol behenilico, esteareth-2 y mezclas de ellos.

(3) Agente de espesamiento (incluyendo espesadores y agentes de gelificacion)

Las composiciones de la presente invencion pueden comprender también un agente de espesamiento, preferible-
mente de alrededor del 0,1% a aproximadamente el 5%, mds preferiblemente de alrededor del 0,1% a aproximadamen-
te el 3%, y ain mas preferiblemente de alrededor del 0,25% a aproximadamente el 2%, de un agente de espesamiento.

Las clases no limitativas de agentes de espesamiento incluyen las seleccionadas del grupo constituido por:
(i) Polimeros de dcidos carboxilicos

Estos polimeros son compuestos reticulados que contienen uno o mas mondmeros derivados de 4cido acrilico,
acidos acrilicos sustituidos y sales y ésteres de estos acidos acrilicos y los dcidos acrilicos sustituidos, en los que el
agente de reticulacion contiene dos o mds dobles enlaces carbono-carbono y se deriva de un alcohol polivalente. Los
polimeros de 4cidos carboxilicos preferidos son de dos tipos generales. El primer tipo de polimero es un homopolimero
reticulado de un monémero de 4cido acrilico o derivado del mismo (por ejemplo, en el que el dcido acrilico tiene
sustituyentes en las posiciones de carbonos dos y tres seleccionados independientemente del grupo constituido por
alquilo C1-4, --CN, --COOH y mezclas de ellos). El segundo tipo de polimero es un copolimero reticulado que tiene
un primer mondémero seleccionado del grupo constituido por un monémero de acido acrilico o derivado del mismo
(como se acaba de describir en la frase previa), un mondmero éster acrilato de alcohol de cadena corta (es decir, un
C1-4) o derivado del mismo (por ejemplo, en el que la porcién de dcido acrilico del éster tiene sustituyentes en las
posiciones de carbonos dos y tres seleccionados independientemente del grupo constituido por alquilo C1-4, --CN,
--COOH y mezclas de ellos); y un segundo monémero que es un monémero éster acrilato de alcohol de cadena larga
(es decir, C8-40) o derivado del mismo (por ejemplo, en el que la porcidn dcido acrilico del éster tiene sustituyentes en
las posiciones de carbonos dos y tres seleccionados independientemente del grupo constituido por alquilo C1-4, --CN,
--COOH y mezclas de ellos). También son ttiles aqui combinaciones de estos dos tipos de polimeros.

En el primer tipo de homopolimeros reticulados, los monémeros se seleccionan preferiblemente del grupo consti-
tuido por 4cido acrilico, 4cido metacrilico, 4dcido etacrilico y mezclas de ellos, siendo més preferido 4cido acrilico. En
el segundo tipo de copolimeros reticulados, el monémero 4cido acrilico o derivado de €l se selecciona preferiblemente
del grupo constituido por dcido acrilico, 4cido metacrilico, 4cido etacrilico y mezclas de ellos, siendo mds preferidos
acido acrilico, dcido metacrilico y mezclas de ellos. El mondémero éster acrilato de alcohol de cadena corta o derivado
del mismo se selecciona preferiblemente del grupo constituido por ésteres acrilatos de alcohol C1-4, ésteres metacri-
latos de alcohol C1-4, ésteres etacrilatos de alcohol C1-4 y mezclas de ellos, siendo mas preferidos ésteres acrilatos de
alcohol C1-4, ésteres metacrilatos de alcohol C1-4 y mezclas de ellos. El monémero éster acrilato de alcohol de cadena
larga se selecciona entre ésteres acrilatos de alquilo C8-40, siendo preferidos ésteres acrilatos de alquilo C10-30.

El agente de reticulacién en ambos de estos tipos de polimeros es un polialquenil poliéter de un alcohol polivalente
que contiene mds de un grupo alquenil éter por molécula, en el que el alcohol polivalente progenitor contiene al menos
3 4tomos de carbono y al menos 3 grupos hidroxilo. Los reticuladores preferidos son los seleccionados del grupo
constituido por alil éteres de sacarosa y alil éteres de pentaeritritol, y mezclas de ellos.

Los ejemplos de homopolimeros disponibles comercialmente del primer tipo ttiles aqui incluyen los carbémeros,
que son homopolimeros de 4cido acrilico reticulado con alil éteres de sacarosa o pentaeritritol. Los carbémeros estan
disponibles como la serie Carbopol® 900 de B.F. Goodrich (por ejemplo, Carbopol® 954). Los ejemplos de copo-
limeros disponibles comercialmente del segundo tipo ttiles aqui incluyen copolimeros de acrilatos de alquilo C10-
30 con uno o mas mondémeros de acido acrilico, 4cido metacrilico o uno de sus ésteres de cadena corta (es decir,
alcohol C1-4), en los que el agente de reticulacion es un alil éter de sacarosa o pentaeritritol. Estos copolimeros son
conocidos como polimeros cruzados de acrilatos/acrilato de alquilo C10-30 y estan disponibles comercialmente como
Carbopol® 1342, Carbopol® 1382Pemulen TR-1 y Pemulen TR-2, de B.F. Goodrich. En otras palabras, son ejemplos
de espesadores polimeros de dcidos carboxilicos ttiles aqui los seleccionados del grupo constituido por carbémeros,
polimeros cruzados de acrilatos/acrilato de alquilo C10-C30 y mezclas de ellos.

(ii) Polimeros poliacrilatos reticulados
Los polimeros poliacrilatos reticulados ttiles como espesadores o agentes de gelificacion incluyen polimeros catio-
nicos y no iénicos, siendo preferidos generalmente los catidnicos. Se describen ejemplos no limitativos de polimeros

poliacrilatos reticulados adecuados en el documento US 5.968.528.
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(iit) Polimeros poliacrilamida

También son ttiles aqui polimeros poliacrilamidas, especialmente polimeros poliacrilamidas no iénicos incluyen-
do polimeros ramificados o no ramificados sustituidos. Estos polimeros pueden formarse a partir de una variedad
de monémeros, incluyendo acrilamida y metacrilamida, que estan no sustituidas o sustituidas con uno o dos grupos
alquilo (preferiblemente C1 a CS5). Son preferidos monémeros de acrilato amida y metacrilato amida en los que el
nitrégeno de la amida estd no sustituido o sustituido con uno o dos grupos alquilo C1 a C5 (preferiblemente metilo,
etilo o propilo), por ejemplo, acrilamida, metacrilamida, N-metacrilamida, N-metilmetacrilamida, N,N-dimetilmeta-
crilamida, N-isopropilacrilamida, N-isopropilmetacrilamida y N,N-dimetilacrilamida. Estos polimeros tienen un peso
molecular mayor de aproximadamente 1.000.000, preferiblemente mayor de aproximadamente 1.500.000 y variar has-
ta aproximadamente 30.000.000. Es més preferido entre estos polimeros poliacrilamidas el polimero no iénico a la que
se ha dado la designacién CTFA poliacrilamida e isoparafina y laureth-7, disponible con el nombre comercial Sepigel
305 de Seppic Corporation (Fairfield, N.J.).

Otros polimeros oliacrilamidas ttiles aqui incluyen copolimeros de bloques multiples de acrilamidas y acrilami-
das sustituidas con 4cidos acrilicos y dcidos acrilicos sustituidos. Los ejemplos disponibles comercialmente de estos
copolimeros de bloques muiltiples incluyen Hypan SR150H, SS500V, SS500W, SSSA100H, de Lipo Chemicals, Inc.
(Patterson, N.J.).

(iv) Polisacdridos

Una amplia variedad de polisacaridos son utiles aqui. Por “polisacaridos” se entienden agentes de gelificacion
que contienen una cadena principal de unidades de azicar (es decir, hidrato de carbono) repetitivas. Los ejemplos no
limitativos de agentes de gelificacion polisacaridos incluyen los seleccionados del grupo constituido por celulosa, car-
boximetil hidroxietil celulosa, acetato propionato carboxilato de celulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxietil etilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa, metil hidroxietilcelulosa, celulosa microcristalina, sulfato de celu-
losa s6dico y mezclas de ellos. También son ttiles aqui las celulosas sustituidas con alquilo. En estos polimeros, los
grupos hidroxi del polimero de celulosa estan hidroxialquilados (preferiblemente hidroxietilados o hidroxipropilados)
para formar una celulosa hidroxialquilada que se modifica después adicionalmente con un grupo alquilo de cadena
recta o cadena ramificada C10-C30 a través de un enlace éter. Tipicamente, estos polimeros son éteres de alcoholes
de cadena recta o ramificada C10-C30 con hidroxialquilcelulosas. Los ejemplos de grupos alquilo utiles aqui incluyen
los seleccionados del grupo constituido por estearilo, isoestearilo, laurilo, miristilo, cetilo, isocetilo, cocoilo (es decir,
grupos alquilo derivados de los alcoholes de aceite de coco), palmitilo, oleilo, linoleilo, linolenilo, ricinoleilo, behenilo
y mezclas de ellos. Entre los éteres alquil hidroxialquil celulosa estd el material a la que se da la designaciéon CTFA
cetil hidroxietilcelulosa, que es el éter de alcohol cetilico e hidroxietilcelulosa. Este material se vende con el nombre
comercial Natrosol® CS Plus de Aqualon Corporation.

(v) Gomas

Otros agentes de espesamiento y gelificacién adicionales ttiles aqui incluyen materiales que se derivan principal-
mente de fuentes naturales. Los ejemplos no limitativos de estas gomas agentes de gelificacion incluyen materiales
seleccionados del grupo constituido por acacia, agar, algina, 4cido alginico, alginato amonico, amilopectina, alginato
célcico, carrageenano cdlcico, carnitina, carrageenano, dextrina, gelatina, goma gelano, goma guar, cloruro de guar
hidroxipropiltrimonio, hectorita, dcido hialurénico, silice hidratada, hidroxipropil quitosan, hidroxipropil guar, goma
karaya, quelpo, goma de semilla de algarrobo, goma natto, alginato potdsico, carrageenano potdsico, alginato de pro-
pilenglicol, goma esclerotio, sodio carboximetil dextrano, carrageenano sédico, goma tragacanto, goma xantano y
mezclas de ellos.

(vi) Copolimeros de viniléter/anhidrido maleico reticulados

Otros agentes de espesamiento y gelificacion adicionales ttiles aqui incluyen copolimeros reticulados de alquil
vinil éteres y anhidrido maleico.

(vii) Poli(N-vinilpirrolidonas) reticuladas

Las polivinil(N-pirrolidonas) reticuladas ttiles aqui son agentes de espesamiento y gelificacion adicionales. Estos
agentes de gelificacién contienen tipicamente de alrededor del 0,25% a aproximadamente el 1% en peso de un agente
de reticulacion seleccionado del grupo constituido por divinil éteres y dialil éteres de dioles terminales que contienen
de alrededor de 2 a aproximadamente 12 dtomos de carbono, divinil éteres y dialil éteres de polietilenglicoles que
contienen de alrededor de 2 a aproximadamente 600 unidades, dienos que tienen de alrededor de 6 a aproximadamente
20 dtomos de carbono, divinilbenceno y vinil y alil éteres de pentaeritritol.

Las composiciones preferidas de la presente invencién incluyen un agente de espesamiento seleccionado del grupo
constituido por polimeros de dcidos carboxilicos, polimeros poliacrilatos reticulados, polimeros poliacrilamidas y
mezclas de ellos, mds preferiblemente seleccionado del grupo constituido por polimeros poliacrilatos reticulados,
polimeros poliacrilamidas y mezclas de ellos.
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Componentes opcionales

Las composiciones tépicas de la presente invencién pueden comprender una amplia variedad de componentes
opcionales, siempre que tales componentes opcionales sean compatibles fisica y quimicamente con los componentes
esenciales descritos aqui, y no perjudiquen indebidamente a la estabilidad, eficacia u otros beneficios de uso asociados
con las composiciones de la presente invencion. Los componentes opcionales pueden dispersarse, disolverse o similar
en el vehiculo de las presentes composiciones.

Los componentes opcionales incluyen agentes estéticos y agentes activos. Por ejemplo, las composiciones pueden
incluir, ademds de los componentes esenciales de la invencion, absorbentes (incluyendo absorbentes de aceites tales
como arcillas y absorbentes polimeros), abrasivos, agentes antiaglutinantes, agentes antiespumacién, agentes antimi-
crobianos (por ejemplo, un compuesto capaz de destruir microbios, prevenir el desarrollo de microbios o prevenir
la accién patdgena de microbios y ttil, por ejemplo, para controlar acné y/o conservar la composicion tépica), aglo-
merantes, aditivos biolégicos, agentes de tamponacion, agentes de aumento de volumen, aditivos quimicos, biocidas
cosméticos, desnaturalizantes, astringentes cosméticos, astringentes de farmacos, analgésicos externos, formadores
de pelicula, humectantes, agentes opacificantes, fragancias, perfumes, pigmentos, colorantes, aceites esenciales, sen-
sibilizantes de la piel, emolientes, agentes calmantes de la piel, agentes de curacién de la piel, ajustadores del pH,
plastificantes, agentes de conservacién, aumentadores de agentes de conservacidn, propulsores, agentes reductores,
agentes de acondicionamiento de la piel, agentes de aumento de la penetracién de la piel, protectores de la piel, disol-
ventes, agentes de suspension, emulsionantes, agentes de espesamiento, agentes solubilizantes, polimeros para ayudar
a las propiedades formadoras de pelicula y sustantividad de la composicién (tales como un copolimero de eicoseno
y vinilpirrolidona, un ejemplo del cual estd disponible de GAF Chemical Corporation como Genex® V-220), ceras,
filtros solares, bloqueantes solares, absorbentes de la luz ultravioleta o agentes de dispersion, agentes de bronceado sin
sol, antioxidanes y/o eliminadores de radicales, agentes de quelacidn, secuestrantes, agentes anti-acné, agentes anti-
inflamatorios, anti-andrégenos, agentes de depilacion, agentes de desescamacion/exfoliantes, hidroxidcidos orgénicos,
vitaminas y derivados de ellas (incluyendo vitaminas dispersables o solubles en agua tales como vitamina C y fosfatos
de ascorbilo), compuestos que estimulan la produccion de coldgeno y extractos naturales. Tales otros materiales son
conocidos en la técnica. Se describen ejemplos no exclusivos de tales materiales en Pharmaceutical Dosage Forms-
Disperse Systems; Lieberman, Rieger & Banker, Vols. 1 (1988) & 2 (1989); o en el dosumento US 5.968.528.

La composicién de la invencién puede comprender un emoliente. El emoliente puede seleccionarse entre una o
mads de las siguientes clases: ésteres de triglicéridos que incluyen, aunque sin limitarse a ellos, grasas y aceites ve-
getales y animales, tales como aceite de ricino, manteca de cacao, aceite de cartamo, aceite de semilla de algodén,
aceite de maiz, aceite de oliva, aceite de higado de bacalao, aceite de almendras dulces, aceite de aguacate, aceite
de palma, aceite de sésamo, escualeno, aceite de kukui y aceite de soja; ésteres de acetoglicéridos, tales como mo-
noglicéridos acetilados; glicéridos etoxilados, tales como monoestearato de glicerilo etoxilado; ésteres de alquilo de
acidos grasos que tienen de 10 a 20 dtomos de carbono que incluyen, aunque sin limitarse a ellos, ésteres de metilo,
isopropilo y butilo de 4cidos grasos tales como laurato de hexilo, laurato de isohexilo, palmitato de isohexilo, pal-
mitato de isopropilo, palmitato de metilo, oleato de decilo, oleato de isodecilo, estearato de hexadecilo, estearato de
decilo, isoestearato de isopropilo, isoestearato de metilo, adipato de diisopropilo, adipato de diisohexilo, adipato de
dihexildecilo, sebacato de diisopropilo, lactato de laurilo, lactato de miristilo y lactato de cetilo; ésteres de alquenilo
de 4cidos grasos que tienen de 10 a 20 atomos de carbono tales como miristato de oleilo, estearato de oleilo y oleato de
oleilo; dcidos grasos que tienen de 10 a 20 d4tomos de carbono tales como 4cidos pelargénico, ldurico, miristico, palmi-
tico, estedrico, isoestedrico, hidroxiestedrico, oleico, linoleico, ricinoleico, araquidico, behénico y erticico; alcoholes
grasos que tienen de 10 a 20 dtomos de carbono tales como alcoholes laurilico, miristilico, cetilico, hexadecilico, es-
tearilico, isoestearilico, hidroxiestearilico, oleilico, ricinoleilico, behenilico, erucilico y 2-octildodecanilico; lanolina
y derivados de lanolina tales como lanolina, aceite de lanolina, cera de lanolina, alcoholes lanolinicos, dcidos gra-
sos lanolinicos, lanolato de isopropilo, colesterol etoxilado, alcoholes lanolinicos propoxilados, alcoholes lanolinicos
acetilados, linoleato de alcoholes lanolinicos, ricinoleato de alcoholes lanolinicos, acetato de ricinoleato de alcoho-
les lanolinicos, acetato de alcoholes-ésteres etoxilados, hidrogendlisis de lanolina, lanolina hidrogenada etoxilada y
baes de absorcidn de lanolina liquida y semisélida; ésteres de alcoholes polivalentes tales como mono y diésteres de
acidos grasos de etilenglicol, mono y diésteres de dcidos grasos de dietilenglicol, mono y diésteres de dcidos grasos
de polietilenglicol (200-6000), mono y diésteres de acidos grasos de propilenglicol, monooleato de polipropilengli-
col 2000, monoestearato de polipropilenglicol 2000, monoestearato de propilenglicol etoxilado, mono y diésteres de
dcidos grasos de glicerilo, poliésteres grasos de poliglicerol, monoestearato de glicerilo etoxilado, momoestearato de
1,2-butilenglicol, diestearato de 1,2-butilenglicol, ésteres de dcidos grasos de sorbitdn y ésteres de dcidos grasos de
polioxietilensorbitan; ésteres ceras tales como cera de abejas, espermaceti, miristato de miristilo, estearato de esteari-
lo; derivados de cera de abejas tales como polioxietilensorbitol cera de abejas, que son productos de reaccion de cera
de abejas con sorbitol etoxilado de contenido de 6xido de etileno variable, formando una mezcla de éter ésteres; ceras
vegetales incluyendo, aunque sin limitarse a ellas, ceras de carnauba y de candelilla; fosfolipidos tales como lecitina
y derivados; esteroles incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, colesterol y ésteres de acidos grasos de colesterol: y
amidas tales como amidas de 4dcidos grasos, amidas de 4cidos grasos etoxiladas y alcanolamidas de dcidos grasos
sélidas.

La composicién puede comprender humectantes, por ejemplo, de los del tipo alcohol polivalente. Los alcoholes
polivalentes tipicos incluyen polialquilenglicoles y mas preferiblemente alquilenpolioles y sus derivados, incluyendo
propilenglicol, dipropilenglicol, polipropilenglicol, polietilenglicol y derivados de ellos, sorbitol, hidroxipropilsorbi-
tol, eritritol, treitol, pentaeritritol, xilitol, glucitol, manitol, hexilenglicol, butilenglicol (por ejemplo, 1,3-butilenglicol),
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hexanotriol (por ejemplo, 1,2,6-hexanotriol), glicerol, glicerol etoxilado, glicerol propoxilado, 2-pirrolidona-5-carbo-
xilato sédico, coldgeno soluble, ftalato de dibutilo, gelatina y mezclas de ellos.

Son componentes opcionales adicionales guanidina; acido glicdlico y sales glicolatos (por ejemplo, amonio y
alquilamonio cuaternario); dcido lactico y sales lactatos (por ejemplo, amonio y alquilamonio cuaternario); aloe vera
en cualquiera de su variedad de formas (por ejemplo, gel de aloe vera); derivados de azicar y almidén (por ejemplo,
glucosa alcoxilada); dcido hialurénico y sus derivados (por ejemplo, derivados sales tales como hialuranoato sédico);
lactamida monoetanolamina; acetamida monoetanolamina; urea; pantenol; aziicares; almidones; fluidos de silicona;
gomas de silicona; y mezclas de ellos. También son utiles los gliceroles propoxilados.

Realizaciones preferidas

Se investigaron cremas hidroéfilas y lipdfilas. Estas cremas se hacen de ingredientes altamente biocompatibles. En
particular, las fases de lipidos de estos sistemas de cremas pueden hacerse de cualquier aceite vegetal, tal como aceite
de oliva, aceite de almendras dulces, aceite de aguacate, aceite de jojoba y otros, de aceites minerales, tales como
vaselina y otros, y/o de cualquier fase de aceite sintético, tales como ésteres de acidos grasos y triglicéridos de cadena
corta, media y larga. Para preparar estos sistemas pueden usarse tensioactivos aceptables dermatolégicamente que sean
capaces de proporcionar una cierta estabilidad fisocoquimica a cremas, por ejemplo, lecitina, tween 80 y similares.
Se investigaron también formulaciones de base gel como formulaciones potenciales para la aplicacion tépica de dcido
valproico, sus sales y derivados. Pueden prepararse geles usando cualquier agente de viscosidad que sea capaz de
proporcionar a las formulaciones las caracteristicas reoldgicas deseadas. También en este caso, los agentes a usar
para la preparacién de formulaciones basadas en gel deben tener una cierta tolerabilidad por la piel humana, es decir,
sepigel, zilgel, carbopol, goma xantano, gelatina, PVP y PEO.

Dosificacion

Pueden emplearse niveles de dosis tdpicas especificas para cualquier paciente particular dependiendo de una va-
riedad de factores que incluyen la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta y la medicacién previa, y la
gravedad de la enfermedad particular del paciente, y la actividad de los compuestos especificos empleados, el tiempo
de administracion, la velocidad de excrecion, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales
usados en combinacion. Se apreciard que la dosificacion apropiada de los compuestos activos, y de las composiciones
que comprenden los compuestos activos, pueden variar de paciente a paciente. La determinacién de la dosificacién 6p-
tima implicard generalmente equilibrar el nivel de beneficio terapéutico frente a cualquier riesgo o efectos secundarios
perjudiciales de los tratamientos de la presente invencion.

La administracion tépica in vivo puede efectuarse en una dosis, continua o intermitentemente durante el transcurso
del tratamiento. Los métodos para determinar el medio y las dosificaciones de administraciéon mas eficaces son muy
conocidos por los expertos en la técnica y variardn con la formulacién usada para terapia, el propésito de la terapia, la
célula objetivo tratada y el sujeto tratado. Pueden realizarse administraciones simples o multiples, seleccionandose el
nivel y modelo de dosis por el médico que fije el tratamiento.

En general, una dosis adecuada del compuesto activo, es decir, VPA o una sal de VPA, comprende una concen-
tracién de al menos 0,1% en peso, preferiblemente del 0,1% al 6% en peso, mas preferiblemente del 0,3% al 5%,
mas preferiblemente del 0,5% al 4% y atin mas preferiblemente del 1% al 4% en peso, y el ingrediente activo se
suspende en un vehiculo aceptable farmacéuticamente. Cuando el ingrediente activo es una sal, un éster, profdirmaco o
similar, la cantidad administrada se calcula sobre la base del compuesto progenitor y asi el peso real a usar se aumenta
proporcionalmente.

Si el compuesto activo, es decir, VPA o una sal de VPA, se usa en combinacién con retinoides, una dosis adecuada
de este compuesto activo estd en el intervalo de al menos el 0,1% en peso, preferiblemente del 0,1% al 6% en peso,
mas preferiblemente del 0,3% al 5%, mas preferiblemente del 0,5% al 4% y atin mas preferiblemente del 1% al 4% en
peso, y para el retinoide usado una dosis adecuada del compuesto activo estd en el intervalo de alrededor del 0,01% a
aproximadamente el 1% en peso, preferiblemente del 0,05% al 0,5% en peso.

Si el compuesto activo, es decir, VPA o una sal de VPA, se usa en combinacién con 5-fluorouracilo, una dosis
adecuada del compuesto activo estd en el intervalo de al menos el 0,1% en peso, preferiblemente del 0,1% al 6% en
peso, mas preferiblemente del 0,3% al 5%, mas preferiblemente del 0,5% al 4% y atin mads preferiblemente del 1% al
4% en peso, y para S5-fluorouracilo una dosis adecuada del compuesto activo esta en el intervalo de alrededor del 0,1%
a aproximadamente el 10% en peso, preferiblemente del 1% al 10% en peso.

En una realizacién preferida de esta invencion, VPA se usa topicamente aplicado de una a tres veces al dia con
una dosis diaria total acumulada de 0,5 mg (miligramos) a 10 mg (miligramos) por lesién de aproximadamente 1 cm?
(centimetro cuadrado). En una realizacién mds preferida, VPA se usa topicamente aplicado de una a tres veces al dia
con una dosis diaria total acumulada de 1 mg (miligramo) a 8 mg (miligramos) por lesién de aproximadamente 1 cm?
(centimetro cuadrado). En una realizacién atin mds preferida, VPA se usa tépicamente aplicado de una a tres veces al
dia con una dosis diaria total acumulada de 2 mg (miligramos) a 6 mg (miligramos) por lesién de aproximadamente 1
cm? (centimetro cuadrado). La dosis diaria real depende del tamafio de la lesion tratada, y por consiguiente aumenta
con un tamafio de lesién aumentado, incluyendo lesiones de hasta aproximadamente 100 cm? (centimetros cuadrados)
con aumentos consiguientes de las dosis diarias.
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En otras realizaciones preferidas de la invencién, la formulacién tépica que contiene VPA se hace mediante una de
las tres formulaciones siguientes que contienen los ingredientes listados (el contenido se presenta como % [p/p]).

Ejemplo de formulacién 1

Aceite mineral blanco 20

Alcohol cetilico 24

Cetomacrogol 1000 6

Acido valproico > 0,1, por ejemplo, de 0,1 a 6
Vaselina blanca afiadir hasta 100

Ejemplo de formulacién 2

Oxido de zinc 25

Almidén 25

Acido valproico > 0,1, por ejemplo, de 0,1 a 6
Vaselina blanca afiadir hasta 100

Ejemplo de formulacién 3

Vaselina blanca 25
Alcohol cetilico 10
Tween 60 5
Glicerina 10
EDTA 0,2

Perfume (opcionalmente) 2 gotas

Valproato sédico > 0,1, por ejemplo, de 0,1 a 6
Agua bidestilada afiadir hasta 100

Figuras

Figura 1

VPA potencia la inhibicion del crecimiento de células inducida por tazaroteno (Taz)

La Figura 1 representa los resultados de ensayos de crecimiento realizados en queratinocitos inmortalizados hu-
manos (células HaCaT), que demuestran que VPA usado solo y tazaroteno, un derivado de acido retinoico, usado
solo inhiben el crecimiento de células HaCaT, y que el uso de tazaroteno en combinacién con el inhibidor de histona
desacetilasa VPA es atin mas eficaz para inhibir el crecimiento de células que cada farmaco usado solo (NT: sin tra-
tamiento, Taz: tazaroteno, VPA1 + Tazl: VPA 1 mM + tazaroteno 1 uM, VPA1 + Taz2: VPA 1 mM + tazaroteno 2
uM).

Figura 2
VPA potencia la inhibicion del crecimiento de células inducida por dcido retinoico (RA)

La Figura 2 muestra que VPA y RA usados solos inhiben el crecimiento de queratinocitos inmortalizados humanos
(células HaCaT), y que VPA potencia la inhibicién del crecimiento de células inducida por 4dcido retinoico en estas

células cuando ambos farmacos se usan en combinacion (NT: sin tratamiento, RA: dcido retinoico, VPA1 + RA1: VPA
1 mM + 4cido retinoico 1 uM, VPA1 + RA2: VPA 1 mM + 4cido retinoico 2 uM).
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Figura 3
VPA potencia la inhibicion del crecimiento de células inducida por 5-fluorouracilo (5-FU)

La Figura 3 muestra que VPA y 5-FU solos inhiben el crecimiento de células HaCaT, y que combinaciones de 5-
FU (usado en las concentraciones indicadas) mds VPA son ain mds eficaces para inhibir el crecimiento de células
HaCaT que cada farmaco usado solo (NT: sin tratamiento, 5-FU: 5-fluorouracilo, VPA se usa en combinacién con 5-
FU en una concentracién de 1 mM)

Figura 4
VPA induce la detencion del ciclo de células de queratinocitos humanos

La Figura 4 indica que VPA solo induce la detencion del ciclo de células en queratinocitos inmortalizados humanos

(células HaCaT).
Figura 5
VPA potencia la apoptosis inducida por tazaroteno

La Figura 5 demuestra que tazaroteno y VPA usados solos inducen apoptosis de células HaCaT y que combina-
ciones de tazaroteno mds VPA son atin mds eficaces para inducir apoptosis en estas células, que cada farmaco usado
solo (NT: sin tratamiento, Taz: tazaroteno, VPA1 + Tazl: VPA 1 mM + tazaroteno 1 uM, VPA1 + Taz2: VPA 1 mM +
tazaroteno 2 uM).

Figura 6
VPA aplicado topicamente al 3% (p/p) permea la piel humana

La Figura 6 muestra la manera de permeacién dependiente del tiempo de la piel humana con VPA aplicado tépica-

mente al 3% (p/p).
Figura 7
VPA induce la acetilacion de histona H4 en queratinocitos

La Figura 7 muestra la acetilacién de histona H4 inducida por VPA en células HaCaT de una manera dependiente

de la dosis.
Figura 8
VPA aplicado topicamente al 3% (p/p) induce acetilacion de células de la piel en ratones

La Figura 8 representa la acetilacién de histona H4 en células de la piel de ratones tratados con VPA aplicado

topicamente al 3% (p/p).
Figura 9
VPA aplicado topicamente al 3% (p/p) induce acetilacion de células de la piel en ratones

La Figura 9 muestra la acetilacion de histona H4 en células de la piel de ratones inducida por aplicacién tépica de
VPA al 3% (p/p).con mayor aumento en comparacion con la presentacién de la Figura 8.

Figura 10
VPA aplicado topicamente al 3% (p/p) induce acetilacion de niicleos de BCC

La Figura 10 muestra la induccién de acetilacion de histona H4 en niicleos de carcinoma de células basales (BCC)
humano tras aplicacién tépica de VPA al 3% (p/p).
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Figura 11
VPA aplicado topicamente al 3% (p/p) potencia los efectos de tazaroteno en el tratamiento de BCC'’s superficiales
La Figura 11 muestra ejemplos de tres pacientes representativos antes del tratamiento y después de 8 semanas de
tratamiento tépico combinado con tazaroteno aplicado al 0,1% (p/p) y con VPA aplicado al 3% (p/p).
Figura 12
Modulacion de citoquinas inflamatorias por TSA y VPA en queratinocitos y linfocitos de sangre periférica humanos
La Figura 12 muestra modulacién de la expresion de mARN de genes relevantes inmunolégicamente tales como
citoquinas inflamatorias por inhibidores de HDAC tras estimulacién con LPS o PMA/Ion (Ejemplo 12).
Figura 13
Modulacion de citoquinas inflamatorias por diferentes inhibidores de HDAC
La Figura 13 muestra modulacién de la expresion de mARN de genes relevantes inmunolégicamente tales como
citoquinas inflamatorias por inhibidores de HDAC tras estimulacién con PMA/Ion (Ejemplo 12).
Figura 14
Modulacion de citoquinas inflamatorias por inhibidores de HDAC en linfocitos de sangre periférica
La Figura 14 muestra modulacién de la expresion de mARN de genes relevantes inmunolégicamente tales como
citoquinas inflamatorias por inhibidores de HDAC tras estimulacién con CD3/CD28 (Ejemplo 12).
Figura 15
Modulacion de la expresion de IL-2 y TNF-a por inhibidores de HDAC en linfocitos de sangre periférica
La Figura 15 muestra modulacién de la expresion de proteina de genes relevantes inmunolégicamente tales como
citoquinas inflamatorias por inhibidores de HDAC tras estimulacién con CD3/CD28 (Ejemplo 12).
Figura 16

Modulacion de la expresion de IL-2 y TNF-a por inhibidores de HDAC en linfocitos de sangre periférica estimulados
con mAbs PMA/ION y CD3/CD28

La Figura 16 muestra modulacién de la expresién de proteina de genes relevantes inmunolégicamente tales como
citoquinas inflamatorias por inhibidores de HDAC (Ejemplo 12).
Figura 17
Programa de tratamiento con VPA de un paciente a partir de una prueba de fase I/Il

La Figura 17 muestra un programa de terapia clinica usando el inhibidor de HDAC VPA en un paciente con cancer
(Ejemplo 13).
Figura 18

VPA induce hiperacetilacion de histona 'y regulacion de genes marcadores en sangre periférica de pacientes a partir
de una prueba de fase I/Il

La Figura 18 muestra la induccién con éxito de acetilacién de histona y regulacién hacia abajo de la proteina

HDAC-2 en células de sangre periférica de un paciente tratado con el inhibidor de HDAC VPA segtin el programa de
tratamiento representado en la Figura 17 (Ejemplo 13).
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Figura 19
Modulacion de citoquinas inflamatorias por VPA de un paciente en una prueba de fase I/II

La Figura 19 muestra la modulacion de la expresion de mARN y proteina con éxito de genes relevantes inmunol6-
gicamente tales como citoquinas inflamatorias usando el inhibidor de HDAC VPA en un paciente segin el programa
de tratamiento representado en la Figura 17 tras estimulacién con CD3/CD28 (Ejemplo 13).

Ejemplos
Ejemplo 1

Inhibicién del crecimiento de células e induccidon de apoptosis sinérgicas en queratinocitos inmortalizados humanos
(células HaCaT) por tratamiento con VPA o el derivado de 4cido retinoico tazaroteno solos o por combinacién de VPA
y tazaroteno (Figuras 1 y 5).

Meétodos

Ensayo MTT: Este ensayo colorimétrico detecta la formacion de formazano, que es proporcional al nimero de
células presentes. Se separé medio de cultivo de tejidos que contenia farmacos y se afiadieron a cada pocillo 200 ul de
DME que contenia 2 mg/ml de MTT (bromuro de (3-4,5-dimetiltiazol-2.il)-2,5-difeniltetrazolio). Se incubaron placas
de 96 pocillos a 37°C y 10% de CO, durante 30 minutos. Se separ6 después medio que contenia MTT y las células se
lavaron una vez con PBS. Tras la separacion de la PBS, se afiadieron a cada pocillo 200 ul de DMSO vy se pusieron las
placas en un sacudidor de plataforma rotativa durante 5 minutos. Los resultados se obtuvieron leyendo la absorbancia a
una longitud de onda de 550 nm usando un espectrofotémetro. Los resultados se expresan como porcentajes asignando
al testigo como 100%.

Ensayos de apoptosis: La apoptosis se midi6 por un citdmetro de flujo Beckton Dickinson FACScalibur analizando
el porcentaje de células que contenian ADN de Sub-G1. Se registraron para cada muestra 10.000 casos. La escala de
multiplicacion fue lineal para todos los pardmetros. La tension del fotomultiplicador se fij6 para poner el contenido
de ADN de pico correspondiente a células en GO/G1 en el canal 300 en los graficos de FL2-H frente a SCC-H. Las
células que mostraban un contenido de ADN menor del pico (células hipodiploides) y alto SSC-H (células condensadas
elevadas granulares) se consideraron apoptéticas. Los experimentos se repitieron tres veces por duplicado. Las barras
de errores representan 1 desviacién tipica.

Resultados

La Figura 1 representa graficamente los resultados de ensayos de crecimiento realizados en queratinocitos inmorta-
lizados humanos (células HaCaT), tratados durante tres dias con los compuestos indicados. Los fairmacos se afiadieron
el mismo dia de puesta en placa (dia 0). El ensayo MTT (para medir la proliferacién de células) se realizé el dia 3. Se
usaron diversas combinaciones de los farmacos en los ensayos de crecimiento. Como puede verse, VPA y tazaroteno
usados solos inhibieron el crecimiento de células, y las combinaciones de tazaroteno mds el inhibidor de histona des-
cacetilasa VPA fueron aiin mds eficaces para inhibir el crecimiento de células que la inhibicién de ambos farmacos
solos medidas por el ensayo MTT.

De modo similar, VPA potencia la apoptosis inducida por tazarofeno en células HaCaT (Figura 5). Las células
se pusieron en placa en pocillos de 35 mm de didmetro el dia 0. Los fairmacos se afiadieron el dia 1. El ensayo de
apoptosis se realizé el dia 2. VPA indujo un claro aumento del contenido de ADN de subGl, indicando que induce
apoptosis de queratinocitos inmortalizados humanos HaCaT. Como puede verse en la Figura 5, las combinaciones de
tazaroteno mas VPA eran més eficaces para inducir apoptosis que la proporcidn de apoptosis vista con ambos fairmacos
usados solos. Asi, la actividad combinatoria de estos dos fairmacos debe explicarse mediante actividad sinérgica de
este tratamiento.

Ejemplo 2

Inhibicién del crecimiento de células e induccién de apoptosis sinérgicas en queratinocitos inmortalizados humanos
(células HaCaT) por tratamiento con VPA o 4cido retinoico (RA) solos o por combinacién de VPA y écido retinoico
(RA) (Figura 2).
Método

Ensayo MTT: para tener detalles, véase Ejemplo 1.
Resultados

Como puede verse en la Figura 2, VPA y RA usados solos inhibieron el crecimiento de queratinocitos humanos
HaCaT, y VPA potenci6 todavia la inhibicién del crecimiento de células inducido por RA cuando ambos farmacos
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se usaron en combinacién. Las células se pusieron en placas en pocillos el dia 0. Después, se afiadieron farmacos en
las concentraciones indicadas (VPA1 + RA1: VPA 1 mM + 4cido retinoico 1 uM, VPA1 + RA2: VPA 1 mM + 4cido
retinoico 2 uM). El ensayo MTT se realizé el dia 3. Se usaron también diversas combinaciones de los farmacos en
los ensayos de crecimiento. Las combinaciones de RA mads el inhibidor de histona desacetilasa VPA fueron atin més
eficaces para inhibir el crecimiento de células que cada farmaco usado solo como se midi6 por el ensayo MTT. Asi, la
actividad combinatoria de estos dos farmacos debe explicarse mediante actividad sinérgica de este tratamiento.

Ejemplo 3

Inhibicién del crecimiento de células e induccion de apoptosis sinérgicas en queratinocitos inmortalizados humanos
(células HaCaT) por tratamiento con VPA o 5-fluorouracilo solos o por combinacién de VPA y 5-fluorouracilo (5-FU)
(Figura 3).

Meétodo
Ensayo MTT: para tener detalles, véase Ejemplo 1.
Resultados

VPA y 5-FU usados solos inhibieron el crecimiento de células HaCaT, y VPA potencid la inhibicién del crecimiento
inducida por 5-FU en estas células cuando ambos fairmacos se usaron en combinacién (Figura 3). Los farmacos se
afiadieron el mismo dia de puesta en placa (dia 0). El ensayo MTT (para medir la proliferacion de células) se realizé
al tercer dia. Se usaron 5-FU 5 uM o 10 uM y VPA 1 mM. Las combinaciones de 5-FU mas el inhibidor de HDAC
VPA fueron maés eficaces para inhibir el crecimiento de células que cada farmaco usado solo, como se midi6 por el
ensayo MTT. Asi, esta actividad combinatoria de estos dos farmacos debe explicarse mediante actividad sinérgica de
este tratamiento.

Ejemplo 4

VPA induce la detencion del ciclo de células en queratinocitos inmortalizados humanos (células HaCaT) (Figura
4).

Método

Ensayos de incorporacion de BrdU: Se detect6 proliferacion de células marcando células con BrdU. Después de
24 horas de tratamiento con VPA en las concentraciones indicadas, se incubaron células con BrdU (1:100) segin
el método del fabricante (ZYMED, San Francisco, CA). Las células se incubaron durante 1 hora en el medio de
cultivo y se fijaron después con etanol del 70%. El BrdU incorporado se detectd por el método de inmunoperoxidasa
indirecto (Amersham, Arlington Heights, IL). Brevemente, las células de cultivo se incubaron primero durante 1 hora
con anticuerpo anti-BrdU de biotina-ratén. Después de lavar en tampén TTBS (tris 20 mM, NaCl 500 mM, 0,05%
de Tween-20, pH 7.5), se incubaron adicionalmente las células con inmunoglobulinas anti-ratén de cabra biotinadas
durante 10 min. Las células se lavaron después e incubaron con conjugado de enzima (peroxidasa) durante 10 min a
temperatura ambiente. La inmunorreactividad se reveld por adicién de sustrato-cromdgeno. Las células positivas se
contaron en 10 campos microscépicos elegidos aleatoriamente.

Resultados
Las células HaCaT se pusieron en placa en pocillos de 35 mm de didmetro el dia 0. Se afiadié VPA en las concen-
traciones indicadas el dia 0. El ensayo de BrdU se realizé el dia 2. Como puede verse en la Figura 4, VPA produce

una reduccién dependiente de la dosis de las células positivas en BrdU, indicando que induce detencién del ciclo de
células y/o pérdida de viabilidad de células de queratinocitos humanos.

Ejemplo 5

VPA aplicado tépicamente al 3% (p/p) permea la piel human de una manera dependiente del tiempo (Figura 6).
Meétodos

Preparacion de una formulacion acuosa de VPA, de aplicacion tépica: Se prepar6 una formulacion tépica de val-
proato sédico dispersando Sepigel (Sepic, Mildn, Italia) (2% p/p) y vaproato sédico (3% p/p) en la cantidad oportuna
de agua destilada con agitacion constante a temperatura ambiente. El gel resultante se guardd a temperatura ambiente

durante 24 h antes de usar.

Ensayo de permeacion de la piel in vitro: Los andlisis se realizaron usando una celda de difusién de vidrio de
tipo Franz (LGA, Berkeley, CA, EE.UU.) montada con membranas que llevaban stratum corneum y epidermis (SCE).
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Se obtuvieron muestras de piel de seres humanos adultos (edad media 29 + 5 afios) a partir de cirugia de reduccién
abdominal. La grasa subcutdnea se recortd y las muestras de piel se sumergieron en agua destilada a 60°C durante 1
min; se exfoliaron después el stratum corneum y la epidermis (SCE). Las muestras de SCE se secaron a temperatura
ambiente en un desecador mantenido en aproximadamente el 25% de humedad relativa. Las muestras secas se envol-
vieron en hoja de aluminio y se guardaron a 4°C hasta usar. Las muestras de SCE seco se rehidrataron por inmersién
en agua destilada a temperatura ambiente durante 1 h antes de montarse en celdas de difusion de Franz. La superficie
especifica de piel expuesta fue 0,75 cm? y el volumen de receptor fue 4,5 ml. La solucién receptora, una solucién del
0,9% (p/p) de NaCl, se agitd y se termostaté a 35°C durante los experimentos. La integridad de la barrera de la piel de
las membranas de SCE usadas en este método se ensay6 determinando su coeficiente de permeabilidad de agua tritiada
(Kp). Se encontré que los valores Kp eran 1,58 + 0,3 x 107 ¢cm h™' de acuerdo con los indicados previamente en la
bibliografia correspondiente (Bronaugh et al., 1986, J Invest Dermatol 87, 451-3). Se aplicé tépicamente valproato
sodico (valproato) al 3% (p/p) a la superficie de piel. Cada experimento se realizé por duplicado en tres donantes de
piel diferentes. Las muestras de la solucion receptora se retiraron en diferentes momentos durante el periodo expe-
rimental (10 h); los volimenes de muestras se sustituyeron por las mismas cantidades de solucién nueva. Se analiz6
el contenido de valproato sédico de todas las muestras mediante una HPLC con deteccion espectrofluorimétrica. Los
resultados se expresaron como cantidad total permeada (mg).

Determinacion cuantitativa de valproato sédico: Para determinar valproato sédico, se derivaron muestras con 4-
bromometil-7-metoxicumarina (BMMC). Se us6 como patrén interno dcido ciclohexanocarboxilico. La derivacion se
realiz6 como se ha indicado previamente (Bousquet ef al., 1991, Pharmazie 46, 257-8). El andlisis se realiz6 con un
sistema cromatografico consistente en un cromatégrafo de liquido Hewlett Packard 1050 equipado con una valvula
de inyeccién de 20 ul Rheodyne modelo 7125 (Rheodyne, Cotati, CA). El andlisis cromatografico se realizé con una
columna Hypers II ODS de 5 um (Policonsult, Roma, Italia). La fase mévil fue CH;CN/H,O (65/35 v/v) con un caudal
de 1 ml/min. La deteccion se realizé a 310 nm.

Resultados

La Figura 6 muestra los resultados de ensayos de permeacidn in vitro. Se prepararon muestras de piel humana
de adulto (la superficie especifica de piel fue 0,75 cm?) como se ha descrito en la seccién de métodos. Se aplicd
topicamente una cantidad apropiada de valproato sédico (valproato) al 3% (p/p) a la superficie de piel puesta en
las celdas de difusién de vidrio de tipo Franz. Cada experimento se realizé por duplicado en tres donantes de piel
diferentes. Las muestras de la solucién receptora se retiraron en diferentes momentos durante el periodo experimental
(10 h); los volumenes de muestras se sustituyeron por las mismas cantidades de solucién nueva. Se analiz6 el contenido
de valproato sdédico de todas las muestras mediante una HPLC con deteccion espectrofluorimétrica. Los resultados se
expresaron como cantidad total permeada (mg). El VPA aplicado tépicamente al 3% (p/p) permea la piel de una manera
dependiente del tiempo. Asi, VPA es capaz de penetrar eficazmente en la piel humana si se aplica topicamente.

Ejemplo 6

VPA induce la acetilacion de histona H4 en queratinocitos inmortalizados humanos (células HaCaT) de una manera
dependiente de la concentracién (Figura 7).

Método

Manchas de western: Las células HaCaT se sembraron en placas de cultivo de 6 pocillos 24 horas antes del tra-
tamiento. Los cultivos se trataron con las concentraciones indicadas de VPA y/o tazaroteno durante 24 horas. Se
prepararon extractos de células completos por lisis de células en tamp6on RIPA mads inhibidores de proteasa para des-
naturalizar electroforesis en gel de SDS en un gel de poliacrilamida desnaturalizante del 12%. La histona H4 acetilada
se detectd por andlisis de manchas de western usando un anticuerpo anti-H4 acetilada (clon T25; véase solicitud de
patente EP 02.021984.6) y se confirmé una expresion testigo de igual carga de S-actina usando un anticuerpo anti-
actina (Sigma, N° de Cat. A5441).

Resultados

En la Figura 7, el panel superior muestra un inmunomanchas de anti-histona H4 acetilada representativo de lisado
de células totales de células HaCaT que se trataron como se ha indicado. El panel inferior muestra un inmunomanchas
anti-actina de un gel réplica como testigo de carga. Las células se pusieron en placas de 6 pocillos el dia 0. Los
farmacos se anadieron el dia 1, y las células se lisaron el dia 2 con tamp6n RIPA mads inhibidores de proteasa. Se
separaron 40 ug del lisado de células totales por SDS PAGE del 12,5% y se sometieron a inmunomanchas con los
anticuerpos indicados. Como puede verse en la Figura 7, VPA induce la hiperacetilacion de histona H4 de una manera
dependiente de la dosis.
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Ejemplo 7
(Ejemplo de referencia)

VPA aplicado tépicamente al 3% (p/p) induce acetilacion de histona H4 en ntcleos de células de piel de raton
(Figuras 8 y 9) y células de carcinoma de células basales (BCC) (Figura 10).

Meétodos

Inmunohistoquimica: Se aplicaron a la piel de ratones desprovistos atimicos VPA (valproato) aplicado tépicamente
al 3% (p/p) (véase Ejemplo 5 para tener detalles de formulacidn) o una formulacién placebo. De modo similar, después
de dar un consentimiento informado, se aplicé tépicamente VPA al 3% (p/p) o una formulacién placebo a lesiones de
BCC de pacientes 16-20 horas antes de excisién quirdrgica. Se fijaron en acetona a temperatura ambiente durante 10
min secciones de piel de criostato de 3 um de espesor. Antes de colorear con anticuerpo anti-H4 acetilada (clon T25,
véase antes), el tejido se bloqued por preincubacién con fragmentos F(ab’)2 derivados de inmunoglobulina anti-ratén
de cabra (Cappel) (dilucién 1/10000 en solucién salina tamponada con Tris 50 mM, TBS) durante 30 min. Después de
enjuagar con TBS durante 10 min, las secciones se incubaron con anticuerpo anti-H4 acetilada (clon T25) (dilucién
1/4000 en TBS) a temperatura ambiente durante 1 hora. Después, se incubaron los especimenes con el suero anti-ratén
de conejo y se trataron con inmunocomplejo APAAP (fosfatasa alcalina anti-fosfatasa alcalina) como se ha descrito
antes. La coloracion positiva se reveld en color rojo con fosfato de naftol-AS-BI como sustrato y New Fuchsin (Dako)
como cromoégeno. Se tomaron fotografias con una cdmara digital conectada a un aparato de microscopia optica.

Resultados

Se congelaron biopsias de piel en nitrégeno liquido inmediatamente después de la excisién. Se realizé después
inmunohistoquimica en secciones de 3 um como se ha descrito en métodos. Se elaboraron en paralelo biopsias de piel
tratada topicamente con placebo o VPA, se tomaron fotografias con un aparato de microscopia dptica conectado a una
cémara digital con la misma intensidad de luz.

Como puede verse claramente en las Figuras 8 y 9, un tratamiento tépico con VPA indujo un claro aumento de la
acetilacion de histona H4 en células de piel de ratones desprovistos atimicos y, lo que es mds importante, en células
de BCC y células de piel normales de pacientes (Figura 10). Estos datos demuestran que VPA aplicado tépicamente a
la piel puede inducir eficazmente la hiperacetilacién de células de piel.

Ejemplo 8
(Ejemplo de referencia)

VPA potencia los efectos de tazaroteno en el tratamiento de BCC’s superficiales como puede verse en fotografias
de tres pacientes representativos antes y después de 6 semanas de tratamiento topico con tazaroteno aplicado al 0,1%
(p/p) y VPA aplicado al 3% (p/p) (Figura 11).

Método

Después de dar su consentimiento informado, 10 pacientes (6 hombres, 4 mujeres) de edad media 68 afios se
inscribieron y se trataron topicamente con tazaroteno al 0,1% (p/p) y con VPA aplicado tépicamente al 3% (p/p) una
vez al dia durante 8 semanas. Se trataron 10 lesiones: 8 BCCs superficiales y 2 BCCs pigmentadas, 4 de estas lesiones
ya se habian pre-tratado con tazaroteno solo durante al menos 16-20 semanas, y parecian ser completamente resistentes
a este tratamiento, es decir, no se observé reduccién del didmetro del tumor bajo tratamiento con tazaroteno. Se aplico
topicamente VPA una vez al dia 15-30 minutos antes de aplicar tazaroteno. Las lesiones se evaluaron clinicamente y
se fotografiaron cada dos semanas.

Resultados

El tratamiento de pacientes con BCC usando VPA y tazaroteno aplicados tépicamente condujo a una regresion
> 50% (medida por reduccién de didmetro) de todas las lesiones en 6 a 8 semanas de tratamiento. Estos resultados
se observaron en los pacientes no tratados previamente y en los expuestos previamente a tazaroteno solo. De manera
interesante, se ha encontrado que el tazaroteno usado solo induce regresion en un cierto nimero de BCC’s (apro-
ximadamente el 50%), pero la regresién es usualmente lenta (12-24 semanas) y va acompafiada por varios efectos
secundarios indeseados (tales como dolor y picor). Sin embargo, el tratamiento tépico usando VPA y tazaroteno en
combinacidn acelera aparentemente la respuesta a tazaroteno, reduciendo también la duracién de los efectos secunda-
rios indeseados causados por tazaroteno.

Estos resultados confirman que VPA puede potenciar el efecto de otros compuestos (tales como tazaroteno) en
células tumorales, particularmente de tumores de la piel, y muestran que, en el caso de BCC resistente a tazaroteno,
el VPA puede convertir una forma resistente de un tumor en una sensible. En conjunto, estos resultados confirman la
eficacia de VPA en el tratamiento tépico de trastornos hiperproliferativos de la piel.
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Ejemplo 9

Ejemplo de formulacion (ungiiento)
Aceite mineral blanco  20%
Alcohol cetilico 24%

Cetomacrogol 100 6%

Acido valproico 3%
Vaselina blanca afiadir hasta 100%
Ejemplo 10

Ejemplo de formulacion (pasta)

Oxido de zinc 25%

Almidén 25%

Acido valproico 3%

Vaselina blanca afiadir hasta 100%
Ejemplo 11

Ejemplo de formulacion (crema)

Vaselina blanca 25%

Alcohol cetilico 10%

Tween 60 5%

Glicerina 10%

EDTA 0,2%

Valproato sédico 3%

Agua bidestilada afiadir hasta 100%
Ejemplo 12

Modulacién de la expresidon de proteinas relevantes inmunoldgicamente tales como citoquinas inflamatorias. El
tratamiento de queratinocitos inmortalizados humanos y linfocitos de sangre periférica con diferentes inhibidores de
HDAC produce una reduccién de las citoquinas inflamatorias (Figuras 12 a 16).

Métodos

Aislamiento de ARN total de queratinocitos inmortalizados humanos

Se sembraron queratinocitos inmortalizados humanos (células HaCaT) con una densidad de 2,5 millones de células
por ml en matraces de 75 cm?. Las células se dejaron sin tratar o se preincubaron con tricostatina A (TSA) 200 nM
o 4cido valproico (VPA) 5 mM durante 4 horas a 37°C seguido por estimulacién subsiguiente con lipopolisacdrido
(LPS) (100 ng/ml). Después de 24 horas a 37°C, se lisaron células y se aislé el ARN total usando el minijuego RNeasy
de Qiagen.

Aislamiento y tratamiento de células mononucleares de sangre periférica

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica agotadas de monocitos y macréfagos de adultos que lo

consintieron mediante separacion usando Ficoll-Hypaque. La fraccién de células mononucleares de sangre periférica
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(PBMC) se lavd y sembrd en placas petri de 9 cm. Después de una incubacién de 2 horas a 37°C para separar buena
parte de los monocitos, macréfagos y células B, las células no adherentes se recogieron y cultivaron en matraces
de 175 ¢cm? durante 2 dfas. Las células se cosecharon y ajustaron a 3 millones de células por ml. Se transfirieron
partes alicuotas de 500 ul a cada pocillo de placas de fondo plano de 24 pocillos. Los linfocitos de sangre periférica
(PBL’s) se trataron con diversas concentraciones de inhibidores de HDAC como se indica. Después de un tiempo de
incubacién de 2 horas a 37°C, se estimularon las células con forbol 12-miristato 13-acetato (PMA)/ionomicina (Ion) o
se activaron mediante complejo receptor de células T (TCR/CD3) con 10 pg/ml de mAb anti-CD3 (OKT3) y 2,5 ug/ml
de mAD anti-CD28. Después de 24 horas a 37°C, se separé el sobrenadante y se congel6 para ensayos de citoquina.
Los glébulos de células se lisaron y se aislé el ARN total usando el minijuego RNeasy de Qiagen.

RT-PCR y PCR semicuantitativa
Un microgramo de ARN total se transcribié a cADN por métodos estdndares usando transcriptasa inversa y un

cebador oligo-dT (Invitrogen). Para PCR semicuantitativa, se multiplicaron por PCR 2 ul de cADN usando cebadores
especificos. Los cebadores para PCR se sintetizaron por MWG y son como sigue:

GAPOH: §-GOTCGAAGETCCCAGTCAACG -3' (SEQIDNO} v
§-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3' {(SEQ 1D NO:2);
L-2: §-ATGTACAGGATGCAACTCCT-¥ (SEQ D NO:3) v

5-TCAAGTTAGTGTTGCAGATGA-3 {SEQ ID NO:4);

it -4 SLATGOGETCTCACCTC CCAACT-3' {SEQID NO:S) Y
5-TCAGCTCGAACACT TTGAAT-3 (SEQ ID NOB);,

IL-5: 5-ATCAGGATGCTTCTGCATTTGAG-3 (SEQ D NO:7} ¥
S.TCCACTCGGTGTICATTACACC-3' (SEQ ID NO:B);

iL-6; S-ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGCC-3(SEQ ID NO9) v
F-CTACATITGCCGAAGAGCCCTCAG-3 {SEQ 1D NOMO);

L-g: F-ATGACTTCCAAGCTGCBCLGTGGE-3' (SEQ ID NO:11) v
S-TTATGAATICTCAGC CCTCTTIC-3 (SEQ 1D NOI2Y

10 §-TTGCCTGGTCCTCCTBACTG-3' (SEQID NO13) Y
S-GATGTCTGGGTCTTGETTCT-3' (SEQ I NQ:14);

L-12; S-ATRTEGTCACCAGCAGTTIGETCATC-3 (SEQ ID NO:E) Y
S-CTATAGTAGCGGTCCTEGGC-3 (SEQ 1D NO8);

TINF-g: 5-ATCAGCACTGAAAG CATCATCCGG-2' (SEQ 1D NO:DY Y
E-TCACAGGGCAATGATCCCAAAG-3 (SEQ 1D NC:18Y;

IFN-y: 5-ATGAAATATACAAGT TATATCTTGGCTTT-3' (SEQID NC:18) v

E-TTACTGGGATGCTCTTCGAC-3' {SEQ 1D NO:20)

ELISA de IL-2 y TNF-a

Para realizar ELISAs, se recogieron sobrenadantes de PBL’s tratados y sin tratar y se midieron IL-2 asi como TNF-
a usando el Duo Set ELISA Development System (R&D Systems) como se describe por el fabricante.

Manchas de western

Se prepararon extractos de células completos por lisis de células en tamp6n de lisis incluyendo inhibidores de
proteasa. Los lisados se separaron por electroforesis en gel de SDS y se transfirieron a membranas de PVDF. Las
histonas H3 y H4 acetiladas se detectaron por andlisis de manchas de western usando un anticuerpo anti-H3 acetilada
(Upstate, 06-942), un anticuerpo anti-H4 acetilada (clon T25; solicitud de patente EP 02.021984.6) y un anticuerpo
anti-B-actina. El anticuerpo de B-actina se us6 como testigo para igual carga.

Resultados
El tratamiento de células con TSA y otros inhibidores de HDAC conduce a hiperacetilacién de histonas y modula-

cién de la transcripcién. Por tanto, se estudi6 el efecto de TSA y otros inhibidores de HDAC en el nivel de expresion
de mARN de citoquina por andlisis de RT-PCR semicuantitativa y secrecion de citoquina por ELISA.
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Se cultivaron queratinocitos inmortalizados humanos (HaCaT) durante 24 horas en ausencia o presencia de TSA
o VPA, respectivamente. Después de una preincubacién de 4 horas con los inhibidores de HDAC, se us6é LPS para
inducir produccién de citoquina. El nivel de expresién de mARN de citoquina se muestra por RT-PCR semicuantitativa
(Figura 12). La electroforesis en gel de agarosa de los productos de RT-PCR mostré una disminucion significativa del
nivel de mARN de TNF-« e IL-6 en células tratadas con TSA y VPA en comparacién con testigo no tratado aunque
estimulado (Figura 12A). En estas condiciones, mARN de GAPDH como testigo interno permanecié inafectado.
Aunque la induccién de IFN-y por estimulacion con LPS fue s6lo moderada, el transcripto de mARN de IFN-y fue
virtualmente inafectado por exposicion a TSA, pero reducido significativamente por VPA.

Se obtuvieron resultados similares usando linfocitos de sangre periférica (PBLs) (Figura 12B). Se preincubaron
PBL’s aislados con TSA y VPA durante 2 horas, seguido por estimulacién con PMA/Ion durante 24 horas a 37°C. La
Figura 12B muestra el efecto de TSA y VPA sobre transcriptos de mARN de IL-4 e IL-6. La tricostatina A (TSA)
asi como VPS redujeron significativamente la estimulacién de IL-4 mediada por PMA/Ion. Mientras que sélo se
encontraron efectos moderados en el mARN de IL-6 después de tratamiento con PSA, el VPA disminuyé el mARN
de IL-6 hasta el nivel visto en la muestra no estimulada.

Ademids, las Figuras 13A y B muestran que otros inhibidores de HDAC tales como 4cido suberoilanilida hidroxa-
mico (SAHA), G2M-701, G2M-702 y G2M-707 pueden modular la expresién de citoquina.

Como se muestra en la Figura 13, diversos inhibidores de HDAC disminuyeron la expresion de transcriptos de
mARN de IL-4 e IL-6, pero no modificaron la expresiéon de mARN de GAPDH. En estas condiciones, el mARN de
IL-8 permanecid estable, demostrando que la activacién celular por PMA/Ion no modifica la expresion de este gen.

En comparacion, el efecto de inhibidores de HDAC en el nivel de transcripciéon de IL-2 e IFN-y fue atin mads
acusado cuando se activaron células T por el complejo receptor de células T usando anticuerpos de CD3 y CD28
como se muestra en la Figura 14. Se preincubaron PBL’s con los inhibidores de HDAC TSA, SAHA, VPA, G2M-701
o el esteroide anti-inflamatorio dexametasona (Dex), VPA y G2M-701 se usaron en dos concentraciones diferentes.
Las células se activaron mediante el complejo receptor de células T (TCR/CD3) usando anticuerpos de CD3 y CD28
durante 24 horas. Como se muestra en las Figuras 14A y B, los transcriptos de mARN de varias citoquinas se redujeron
significativamente por todos los inhibidores de HDAC usados con pequefas diferencias. La Figura 14C muestra un
analisis de manchas de western usando anticuerpos contra histonas H3 acetilada y H4 acetilada asi como S-actina
como testigo para igual carga, presentando la induccién con éxito de hiperacetilacion de histonas por inhibidores de
HDAC.

Podrian obtenerse resultados similares en consecuencia con experimentos de PCR semicuantitativa analizando los
niveles de proteina de IL-2 y TNF-« segregados en sobrenadantes de cultivo de PBL por ELISA como se representa
en la Figura 15. Para realizar un andlisis dosis-respuesta, se trataron PBL’s con concentraciones crecientes de VPA,
G2M-701, G2M-702 y G2M-707 durante dos horas, seguido por activacién con mAbs de CD3 y CD28 durante 24
horas a 37°C. Se recogieron los sobrenadantes y se cuantificé por ELISA la secrecién de IL-2 asi como TNF-a. El
tratamiento de PBL’s con VPA, G2M-701, G2M-702 y G2M-707 produjo una inhibicién dependiente de la dosis de la
secrecion de IL-2 y TNF-a. Mientras que 0,5 mM y 1 mM del inhibidor VPA tuvieron sélo un efecto moderado, SmM
redujo significativamente la secrecién de IL-2.

Esto fue atin mas prominente en otros experimentos como se muestra en la Figura 16, en los que ya 1 mM de VPA
mostré una disminucion significativa en la secrecion de IL-2 asi como de TNF-a. La inhibicién de la expresion de IL-
2 y TNF-«a fue todavia mds eficaz con los otros inhibidores de HDAC y fue maxima con 6 uM de G2M-701, 3 uM de
G2M-702 y 1 uM de G2M-707 (Figura 15).

Tomados conjuntamente, estos resultados demostraron que inhibidores de HDAC tales como VPA, G2M-701,
G2M-702 y G2M-707 inhiben la induccién mediada por PMA/Ion (Figuras 12, 13 y 16) y TCR/CD3 (Figuras 14, 15
y 16) de expresion de citoquina en linfocitos T humanos y queratinocitos humanos.

Ast, los inhibidores de HDAC tienen el potencial de modificar la expresion de citoquina en respuesta a la activacion
de células. Son capaces de bloquear la expresion de varios transcriptos de citoquina suprimiendo la produccién de
citoquina inflamatoria importante inmunolégicamente. La drastica regulacién hacia abajo de la secrecion de citoquina
por inhibidores de HDAC soporta su uso potencial como agente terapéutico.

Ejemplo 13
(Ejemplo de referencia)

Datos de terapia clinica usando un inhibidor de HDAC en pacientes.

El VPA, que actia como inhibidor preferencial de enzimas clase I de histona desacetilasa, induce hiperacetilacién
de histona en sistemas celulares asi como en células de sangre periférica de pacientes.

Se tomaron muestras de sangre de dos pacientes (Pac. 1 y Pac. 2) que presentaban una enfermedad maligna avan-
zada tratada con VPA intravenosamente en el alcance de un estudio clinico de fase I/II (Figuras 17, 18 y 19).
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Método
Manchas de western

Se obtuvieron células de sangre periférica de pacientes tratados con VPA antes, 6 h, 24 h y 48 h después de
comenzar el tratamiento con VPA (véase programa de tratamiento, Figura 17). Se prepararon extractos de células
completos por lisis de células en tampon RIPA incluyendo inhibidores de proteasa. Los lisados se separaron por
electroforesis en gel de SDS y se transfirieron a membranas de PVDF. Se detectaron histonas H3 y H4 acetiladas y
el gen marcador HDAC-2 por andlisis de manchas de western usando un anticuerpo anti-H3 acetilada (Upstate, 06-
942), un anticuerpo anti-H4 acetilada (clon T25; solicitud de patente EP 02.021984.6) y un anticuerpo anti-HDAC-2
(SCBT, SC-7899). Como testigo de igual carga se colorearon membranas de PVDF con Coomassie (Figura 18).

ELISA

Se sembraron células de sangre periférica de un paciente tratado con VPA antes, 6 h, 24 h y 48 h después de
comenzar el tratamiento con VPA en una placa de fondo plano de 24 pocillos con una densidad de 1 millén de células
por ml. Las células se dejaron sin estimular o se estimularon con anticuerpos de CD3 y CD28. Después de 24 h a 37°C,
se recogio el sobrenadante y se cuantificé la secrecion de IL-2 y TNF-a por ELISA (R&D Systems) (Figuras 19A y
B).

RT-PCR

Se aisléo ARN total de células no estimuladas y estimuladas con CD3/CD28 usando el minijuego RNeasy (Qiagen).
Un microgramo de ARN total se convirtié en cADN por métodos estdndares usando transcriptasa inversa y un cebador
de oligo-dT (Invitrogen). Para PCR semicuantitativa, se multiplicaron por PCR 2 ul de cADN usando los cebadores
especificos como se ha descrito antes (Figura 19C).

Resultados

El andlisis de manchas de western con los lisados de células de sangre periférica (Figura 18) muestra la deteccién
de hiperacetilacién de histona H3 y H4 y regulacién hacia abajo de la proteina de marcador HDAC-2 con niveles de
suero por encima de la concentracion terapéutica en plasma. La induccién de hiperacetilacion de histona y regulacién
hacia abajo de HDAC-2 demostraron claramente la eficacia del tratamiento con VPA y muestra que puede usarse VPA
en pacientes para conseguir concentraciones terapéuticas en suero eficaces induciendo hiperacetilacién de histona en
células de sangre periférica y regulacion de un gen objetivo HDAC-2. Ademads, se mostrd la evidencia de que VPA
modula la expresion de citoquinas inflamatorias tales como IL-2 y TNF-a en el sobrenadante de cultivos como se
ensay6 por ELISA (Figuras 18A y B) consecuente con una disminucion de transcriptos de mARN de IL-2 y TNF-
a en células estimuladas con CD3/CD28 (Figura 18C). Ademas, redujo significativamente la expresion de mARN de
citoquina de IL-4 e IFN-y partiendo a las 24 horas del tratamiento con VPA.

Tomados juntos, estos datos muestran que VPA puede modular eficazmente genes relevantes inmunolégicamene
tales como IL-2, TNF-e, IL-4 e IFN-y en un paciente tratado con el inhibidor de HDAC VPA segtin el programa de
tratamiento representado en la Figura 17.

Por tanto, este nuevo potencial de VPA y otros inhibidores de HDAC para actuar como compuestos moduladores

inmunes soporta a esta invencion para emplear estos compuestos como farmacos anti-inflamatorios para la terapia de
trastornos ligados a células inmunes sobrerreactivas patolégicamente.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2310734 T3

REIVINDICACIONES

1. El uso de 4cido valproico (VPA) o una sal del mismo aceptable farmacéuticamente para la fabricaciéon de un
medicamento para la prevencion o tratamiento de un trastorno de la piel, en el que una composicién farmacéutica que
comprende un agente activo seleccionado del grupo constituido por VPA y sales del mismo aceptables farmacéutica-
mente, se aplica topicamente a la piel de un individuo, en el que el trastorno de la piel es una inflamacién de la piel
y/o mucosa seleccionada del grupo constituido por psoriasis y acné.

2. El uso segtin la reivindicacién 1%, en el que el tratamiento comprende la administracién de 0,5 a 10 mg/dia por
lesién de aproximadamente 1 cm?.

3. El uso segun las reivindicaciones 1% o 2% en el que se usa un inhibidor adicional de histona desacetilasas,
que es diferente de VPA y que se selecciona del grupo constituido por los derivados de dcido hidroxdmico NVP-
LAQS824, tricostatina A (TSA), 4cido suberoil anilida hidroxdmico, CBHA, piroxamida, Scriptaid, CI-994, CG-1521,
clamidocina, hidroxamato de biarilo, por ejemplo, A-161906, aril-N-hidroxicarboxamidas biciclicas, PXD-101, 4cido
sulfonamida hidroxdmico, andlogo de TPX-HA (CHAP), oxamflatina, trapoxina, depudecina, apidicina, benzamidas
tales como MS-27-27, piroxamidas y derivados de ellas, 4cidos grasos de cadena corta tales como 4acido butirico y
derivados de él, por ejemplo, Pivanex (butirato de pivaloiloximetilo), tetrapéptidos ciclicos tales como trapoxina A,
depsipéptido (FK-228) y compuestos peptidicos relacionados, tacedinalina, MG2856 e inhibidores de HDAC clase I11
o inhibidores de SIRT.

4. El uso segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 3%, en el que VPA o la sal del mismo o el inhibidor
adicional de histona desacetilasas que es diferente de VPA como se define en la reivindicacién 3? potencia la actividad
retinoide aplicada oralmente en psoriasis y/o acné por aplicacion tépica de VPA o la sal del mismo o el inhibidor
adicional de histona desacetilasas solo.

5. El uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 4% en el que VPA o la sal del mismo o el inhibidor
adicional de histona desacetilasas que es diferente de VPA como se define en la reivindicacién 3¢ potencia los derivados
de vitamina D aplicados oralmente tal como la actividad de tacalcitol y calcipotriol en psoriasis y/o acné por aplicacién
topica de VPA o la sal del mismo o el inhibidor adicional de histona desacetilasas solo.

6. El uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el tratamiento comprende la adminis-
tracién de una composicidén tépica que comprende:

(1) al menos 0,1% de VPA o una sal del mismo aceptable farmacéuticamente; y
(i1) un vehiculo aceptable dermatolégicamente.

7. El uso segtin la reivindicacién 6%, en el que la concentracién de VPA o de la sal del mismo aceptable farmacéu-
ticamente es del 1% al 4% de la composicién.

8. El uso segun las reivindicaciones 6* o 7%, que comprende ademads 4cido retinoico o un derivado del mismo.

9. El uso segtin la reivindicacion 8%, en el que la concentracién de 4cido retinoico o el derivado del mismo es del
0,01% al 1% de la composicién.

10. EI uso segtn las reivindicaciones 8* o 9%, en el que el derivado de 4cido retinoico se selecciona del grupo
constituido por 4cido 9-cis-retinoico, dcido trans-retinoico, 4cido all-trans-retinoico y tazaroteno.

11. El uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 6* a 10%, en el que el vehiculo aceptable dermatolégicamente
se selecciona del grupo constituido por cremas, ungiientos, pastas y geles.

12. El uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 117, en el que el trastorno de la piel es psoriasis.

13. El uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 11%, en el que el trastorno de la piel es acné.
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