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La piel sensible es una condicion molesta de la piel

Gran parte de la poblacién tiene la piel sensible, que es una condicion cutdnea molesta que
puede afectar negativamente a la calidad de vida. Los sintomas mas caracteristicos son
quemazon, hormigueo, dolor o picor, y a veces, eritema y rubor, y pueden ser inducidos por
factores ambientales (p.ej. polucién, radiacion UV, sequedad, calor), por el estilo de vida (p.€j.
cosmeéticos, jabones), o por factores psicolégicos (p.ej. estrés) u hormonales [1].

La piel sensible puede empeorar y dar lugar a trastornos inflamatorios y/o pruriticos
cronicos de la piel como Dermatitis Atépica (DA), piel seca y acné, que comparten un patron
comun de deterioro de barrera y aumento de reactividad vascular.

La sopa inflamatoria  se  refiere
colectivamente a los productos liberados
después del dano tisular y durante la
inflamacion. Esta sopa activa un tipo
especifico de neuronas  sensoriales
primarias liberando péptidos y
neurotransmisores de sus terminales
periféricos y resultando en la
sensibilizacion periférica de la piel [2].
Estas sustancias, a su vez, actuan en células
diana en la periferia como los mastocitos,

células inmunolodgicas, queratinocitos,
neuronas y el musculo liso vascular
produciendo inflamacion, que se

caracteriza por enrojecimiento, hinchazén,
calor e hipersensibilidad empeorando la
inflamacion neurogénica [3].

El prurito provoca el deseo de rascar la piel
para contrarrestar el picor mediante
estimulos ligeramente dolorosos, y puede
aparecer como consecuencia de la
inflamacion. El picor y el dolor comparten
varios mecanismos neurofisiolégicos y
centros de procesado, y pueden inducir
reacciones similares en la piel. El picor se
ha desarrollado como un sistema
nociceptivo para eliminar los agentes

irritantes que agreden la piel
parasitos, irritantes, alérgenos) [4].

(p.€j.

La inflamaciéon aguda o crénica baja el
umbral pruritico y por lo tanto causa la
sensibilizacion  periférica del picor.
Ademas, el estrés agudo y el estrés psico-
emocional cronico pueden desencadenar o
aumentar el prurito agravando vy
perpetuando el picor [4].

Aunque el prurito es inducido por histamina en algunas dermatosis con

no es el

picor,
caracterizados por picor cronico como la dermatitis atopica [5].

mediador pruritico principal

en algunos trastornos
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La piel como sistema neuroinmune

Los estimulos sensoriales se transmiten al cerebro por los ganglios de la raiz dorsal (DRG) y la
espina dorsal principalmente a través de fibras nerviosas primarias aferentes amielinicas tipo C
del sistema nervioso periférico, que contiene neuroreceptores sensoriales, resultando en
picor o dolor en pruriceptores y nociceptores, respectivamente.

Las neuronas aferentes involucradas en el

picor se conocen como neuronas
pruriceptivas (que pueden o no
dependientes de la histamina). Las

relacionadas con el dolor son las neuronas

nociceptivas,
inmunes estan
neuroinmune.

que

junto a
localizadas en el

las células

sistema

El receptor activado por proteasas 2
(PAR-2) se expresa en queratinocitos de

la piel,

inflamatorias entre otras.

neuronas aferentes y células

Las proteasas activan PAR-2 en neuronas

sensibilizacién del receptor de potencial
transitorio sensible a vanilloides 1 (TRPV1),
que estimula la liberacion de los
neuropéptidos Sustancia P (SP) y el péptido
relacionado con el gen de calcitonina

(CGRP), llevando a la inflamacion
neurogénica (dolor). Por otra parte, la
activacion de PAR-2 en neuronas

pruriceptivas liberan mas CGRP y SP, que
median la sensacion de picor. Ademas, en
queratinocitos, PAR-2 juega también un
papel en la liberaciéon de citoquinas como la
Interleuquina (IL)}-6 e IL-8, y esta
involucrado en el retraso de la recuperacién
de la funcién barrera.

nociceptivas resultando en la
ACTIVACION DE PAR-2
Liberacion

Liberacion | v de triptasa
de triptasa NEURGDMNAS NEUROMNAS I QUERATINGCITOS

MOCICEPTVAS PRURICEPTIWAS

Activacion de
Activacion mastocitos
de = >
mastocitos Sensibilizacion de Liberacion de Liberacion de IL
TRPVI CGRP, 5P (IL-6, IL-8)
Liberacion de
CGRP, SP = RETRASA LA
l _ICDR RECUPERACION DE LA
FUNCION BARRERA
INFLAMACION
NEUROGENICA
(DOLOR)
Fig. 1. Papel de PAR-2 en el sistema neuroinmune.
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PAR-2 media la inflamacion neurogénicay el picor

Casi todas las células, sobre todo los queratinocitos, pero también las células endoteliales,
los fibroblastos, las neuronas sensoriales y las células inflamatorias, expresan PAR-2
abundantemente, que se puede activar por proteasas y por compuestos no enzimaticos [6].

Las proteasas son mas que enzimas que
hidrolizan enlaces peptidicos de los
aminoacidos; son mediadores que
comunican con los nervios, modulando la
inflamacion, el dolor y el prurito. Las
proteasas de las plantas (p. ej. polen),
acaros (p.ej. acaros del polvo), o células
inflamatorias humanas (p.ej. mastocitos)
pueden inducir prurito y/o inflamacién [4].

Ciertas proteasas actian como moléculas
de senalizacién escindiendo los miembros
de la familia de proteinas G acopladas a
receptores activados por proteasas (PARs)
en el dominio extracelular N-terminal
exponiendo ligandos que enlazan y activan
los receptores escindidos [7]. Los PARs
juegan papeles importantes en respuesta al
dano tisular (inflamacién y reparaciéon) [8].

PAR-2 se activa por serin proteasas, p.ej.
tripsina y triptasa. Durante la inflamacion
o la hipersensibilizacion mediando la
inflamacion neurogénica y amplificando
el prurito y/o el dolor [6, 4, 8].

Enzymatic activation of PAR-2 Non-enzymatic activation of PAR-2
RIGIK— NH; RIGK— NH,
8 Cleavage by
lrypsin
typlase PAR-2
FVila
FXa
—— Coll — \
@ 7 | O 009
-__./ \"-_-/
NH.
v ik HN
(K) S =
@ %E{D— COOH
(R~ cooH
{
b Release of peptide ) ?ﬁ?&"mce

\ 1 Peptide binding
1o PAR-2 mimics
tethered ligand

¢ Formation of /
tethered gand @

Adlvallon

Kawabata A. (2002) Expert rev. Mol. Med. 4 (16} =

Fig. 2. Mecanismos de activacién de PAR-2

Durante la inflamacion, los activadores endégenos de PAR-2 liberados lo activan también en
células endoteliales e inflamatorias, queratinocitos y nervios dérmicos sensoriales amplificando
la inflamacion via la regulacion al alza de mediadores inflamatorios. La activacion de PAR-2 en
queratinocitos aumenta la secreciéon de citoquinas inflamatorias como IL-6 y IL-8,
mediando la inflamacién en casos como exposicién de la piel a alérgenos, proteasas

microbiales exdgenas o radiacion UV [6].

En pacientes con DA, el picor no se
puede  suprimir con tratamientos
histaminicos, sugiriendo que los
mediadores no histaminicos podrian
mediar el picor en DA [5]. El PAR-2, la

triptasa y la tripsina estan regulados al alza
en piel dahada en DA, y la administracién
de agonistas de PAR-2 induce prurito, asi
que PAR-2 es un receptor clave para las
proteasas inductoras de picor [4].

La inhibicion de la actividad de PAR-2 podria ser un nuevo

enfoque para atenuar la inflamacién y aliviar el picor.
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PAR-2 induce la sensibilizacion de TRPV1

La activacién de PAR-2 aumenta la excitabilidad de las neuronas y puede sensibilizar sus
respuestas a agonistas de otros receptores involucrados en procesos inflamatorios, como
TRPV1, empeorando la inflamacion y amplificando el dolor y el picor [9].

La sobreactivacion de la familia de
receptores de potencial transitorios (TRP)
puede inducir dolor, quemazoén y picor.
Estos receptores sensoriales no sélo se
expresan en las fibras nerviosas sensoriales
de la piel, sino también en queratinocitos,
lo que puede explicar por qué la piel
sensible responde a diferentes factores
ambientales, fisicos y quimicos limitados
a la piel y que pueden ser tratados por
cosméticos [1].

TRPV1 es un canal catidonico plasma-
membrana no selectivo sensible al calor
que funciona como un termdmetro
molecular en la superficie celular (umbral

de activacion térmica de ~43 °C) [2]. TRPV1
media las respuestas a los estimulos,
incluyendo calor, protones e irritantes
quimicos, como la capsaicina, que causa
quemazon, dolor o prurito [10].

TRPV1 se expresa principalmente en fibras
C sensoriales por neuronas nociceptivas

aferentes primarias, asi que su
sobreactivacion puede iniciar la
inflamacion neurogénica liberando

neuropéptidos en la periferia como CGRP
y SP [10]. Esto resulta en la estimulacién
de mastocitos llevando a una mayor
liberacion de proteasas aumentando
incluso mas la activacion de PAR-2 [7].

PAR-2 activado induce la sensibilizacion de TRPV1 resultando en la

liberacion de citoquinas pruritogénicas a parte de afectar marcadamente
la proliferacion de queratinocitos y la diferenciacion [4].
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CGRP y SP en la inflamacion neurogénica

La sensibilizacion de neuronas nociceptivas aferentes primarias debido a |la
sobreactivaciéon de TRPV1 lleva a la liberacion de neuropéptidos inflamatorios, como
CGRP y SP, que estan involucrados en la inflamacién neurogénica. Por otro lado, los
mediadores inflamatorios liberados pueden activar varias vias de senalizacion en el sistema
nervioso periférico, aumentando la respuesta inflamatoria de la piel [10].

La estimulacién de las fibras C liberan SP y CGRP interacciona con su receptor para
CGRP periféricamente y en la espina dorsal estimular la vasodilatacion arteriolar y el
[3]. Estos neurotransmisores son liberados flujo sanguineo, y la combinacién de la
del terminal periférico induciendo hiperemia inducida por CGRP vy la
vasodilatacidon y extravasacion del plasma permeabilidad vascular inducida por SP
(pérdida de proteinas y fluido de vénulas resulta en edema. CGRP también potencia
postcapilares). También interactian con la liberacion de SP de neuronas primarias
muchas células no neuronales, incluyendo aferentes de la espina dorsal e inhibe la
células endoteliales e inmunes, mastocitos degradacion de SP por endopeptidasas
y arteriolas [2, 3]. Estas, a su vez, aportan neutras, aumentando sus efectos
elementos adicionales a la sopa biolégicos. SP estimula la degranulacién
inflamatoria, como las citoquinas IL-6 e de mastocitos y la liberacion de
IL-8 [2]. proteasas, activando PAR-2 y

empeorando la inflamaciéon neurogénica
CGRP y SP actuan coordinadamente para [7].

causar inflamacién cutanea y edema.

SP y CGRP también se liberan por la radiacién UV, ya que los queratinocitos estan
sensibilizados induciendo la expresion de PAR-2, resultando en una mayor inflamacién y
picor [11, 71.
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Activacion de PAR-2 y recuperacion de la funcion barrera

Una de las funciones principales de la epidermis es generar una barrera de permeabilidad que
limita el movimiento transcutaneo de agua y electrolitos entre el ambiente externo y el
organismo. Los lipidos, el colesterol y los acidos grasos libres forman membranas lamelares en
los espacios extracelulares del Estrato Cérneo (EC) que limitan esta pérdida [12].

El tratamiento tépico con productos quimicos (p. ej. solventes, detergentes), o después de
una lesion fisica p.ej. por rascarse puede eliminar lipidos extracelulares de la piel alterando
la permeabilidad de la barrera cutdnea. Entonces, se inicia una respuesta homeostatica de
reparacion en la epidermis subyacente. Las células del Estrato Granuloso (EG) secretan
Cuerpos Lamelares (CL) en la interfaz EG/EC y rapidamente forman nuevos CL, acelerando la
secrecion de mas CL [12]. Los CL son catabolizados en una mezcla no polar de ceramidas,
colesterol y acidos grasos libres que se organiza para restaurar las membranas lamelares
dentro de los intersticios del EC, normalizando la permeabilidad de la funcion barrera [13, 12].

Las proteasas y el PAR-2 desempefian un la alteracion de la barrera como del
papel importante en el mantenimiento de aumento de pH del EC activa PAR-2 [13].
la homeostasis de la barrera epidérmica. Se ha visto que el pH cutaneo elevado en
Las serin proteasas degradan las enzimas piel envejecida es la causa de esta actividad
clave para el procesado de los lipidos [14].
requeridos para la homeostasis normal
de la permeabilidad de la barrera [6]. Por otra parte, la actividad proteolitica de
alérgenos induce inflamacion alérgica y
La activaciéon de PAR-2 es un seinal clave directamente afecta la estructura y |la
para regular la secreciéon de CL durante la funcion de la barrera epidérmica. Pueden
respuesta de reparacion después de la romper la barrera cutdnea via PAR-2
alteracion de la barrera. Tanto la inhibicion facilitando la penetracion de mas
como la ausencia de PAR-2 incrementan alérgenos a través de la barrera defectuosa
la secrecionh de CL vy aceleran la de la piel, propagando el circulo vicioso
reparacion de la barrera después de una del defecto en la permeabilidad de la
alteracion aguda. Por el contrario, la barrera mediado por proteasas [6].
activacion de PAR-2 retrasa la
recuperacién de la barrera e inhibe la Los trastornos crénicos inflamatorios de
secrecion de CL [6]. la piel presentan una funcion barrera
danada. Por ejemplo, el incremento de
Ademas, la alteracién aguda de la barrera actividad de las proteasas en DA conlleva
aumenta transitoriamente el pH del EC de descamacion anormal, degradacién de las
sus niveles acidos usuales (~ 5,00 a mas enzimas procesadoras de lipidos, vy
neutros, activando las serin proteasas en activacion de citoquinas primarias,
la epidermis. El incremento de la actividad conllevando disfuncion de la permeabilidad
de las serin proteasas que resulta tanto de de la barrera e inflamacion [6].

Disminuyendo la actividad de PAR-2 se podria mejorar la

proliferacion y la diferenciacion de los queratinocitos,
ayudando a reparar la funcion barrera de la piel [6].
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DELISENS™, piel sensible sin seinales

DELISENS™ es un nuevo hexapéptido para cosméticos especialmente disenhado para piel
sensible, que fue identificado por quimica combinatoria mediante un cribado de alto
rendimiento (HTS). La libreria combinatoria de péptidos fue cribada segun la inhibicién de la
actividad de PAR-2 en un modelo celular de queratinocitos basado en la deteccion de

fluorescencia por mobilizacién del calcio.

El hexapéptido disminuye la actividad de
PAR-2 y como resultado la liberacién de
CGRP, IL-6 e IL-8 de las células de la piel,
atenuando la inflamaciéon neurogénica y
el picor. Ademds, también contrarresta la
liberacion de citoquinas inducida por
alérgenos cosméticos.

DELISENS™ ayuda a recuperar la funcién
barrera de Ila piel protegiendo los
fibroblastos dérmicos humanos frente la
radiacion UV, estimulando la proliferaciéon
de queratinocitos y restaurando |la
integridad del tejido danado, ayudando a
la reepitelizacion y reparacion de la piel
danada.

DELISENS™
disminuir la
proinflamatorios

atenuando la

DELISENS™ redujo la sensacién de dolor
persistente, molestias, enrojecimiento,
picor y calentamiento inducidos por el
acido lactico, como se mostrd in vivo.
También mejoré el picor proporcionando
un efecto calmante en la piel. Ademas,
alivié el picor y la qguemazén de la
capsaicina en contacto con la piel.

En personas que padecian de piel muy seca
en las piernas, DELISENS™ mejord la
escamacion, suavidad y la flexibilidad.
También aumenté significativamente la
hidratacion.

es un excelente candidato para

liberacion de
inducidos

inflamacion neurogénica y el

mediadores
por PAR-2,

picor relacionado con la piel sensible, a parte
de ayudar a restaurar la funcién barrera.
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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE PAR-2

Se estudio la eficacia en la inhibicion de la actividad de PAR-2 de DELISENS™ en queratinocitos

humanos.

Se incubaron queratinocitos humanos con
vehiculo o DELISENS™ durante 1 h.
Después de la incubacién, se ahadio a los
pocillos 100 pL de una mezcla con el
indicador Fluo-4 NW y Probenecid, y se
incubaron 30 min. A continuacion se activo
PAR-2 por tratamiento con 1 pM de
agonista | de PAR-2. Las células no tratadas
activadas con un agonista de PAR-2 se
usaron como control.

90

La activacion de PAR-2 se evaludé por
fluorescencia. Las medidas se obtuvieron
con un fluorimetro FLUOstar Galaxy (Aexc =
500 NnmM y Aem =520 nm).

Se calculé Ila significacién estadistica
mediante el analisis ANOVA y el test de
Bonferroni.

80 .

80,1%

Inhibicién de la actividad de PAR-2 (%)

Control DELISENS™
(0,1 mg/mL)

DELISENS™ DELISENS™
(0,5 mg/mL) (1 mg/mL)

Fig. 3. Inhibicion de la actividad de PAR-2 en queratinocitos humanos.

DELISENS™ presentd una inhibicion
significativa dosis-dependiente de Ia
actividad de PAR-2 alcanzando
reducciones del 51,1% y del 80,1%
cuando las células se trataron con 0,5
y 1 mg/mL respectivamente.

DELISENS™ inhibe la
actividad de PAR-2,

alcanzando una disminucién
del 80,1% a 1 mg/mL.
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DETERMINACION DE LA LIBERACION DE CGRP DE LAS NEURONAS DRG

La eficacia de inhibicion de DELISENS™ en la liberacién de CGRP mediada por TRPV1 se
ensay6 en neuronas DRG. PAR-2 sensibiliza TRPV1 bajando el umbral y asi potenciando la
liberacion de CGRP de las DRGs.

Se incubaron las neuronas DRG con Se ley6 la absorbancia a 405 nm con un
DELISENS™ en HBSS 15 min. Las neuronas espectrometro de microplacas. La
se sensibilizaron con 30 yM de agonista de intensidad del color amarillo formado es
PAR-2 15 min. Se indujo la liberaciéon de proporcional al CGRP presente en el pocillo.
CGRP anadiendo 1 uyM capsaicina durante b La mezcla de agonista | de PAR-2 y la
min. A continuacion se recogieron los capsaicina se usé como control positivo.
sobrenadantes y se determind la cantidad

de CGRP liberado inmediatamente después Se calculé Ila significacién estadistica
de su recogida por una técnica tipo mediante el analisis ANOVA y el test de
sandwich de doble anticuerpo utilizando el Bonferroni.

kit Rat CGRP EIA.

100 +

90 +

80

70 +

60

50

a

30

Liberacion de CGRP (%)

Basal Control DELISENS™ DELISENS™
positivo (0,1 mg/mL) (0,5 mg/mL)

Fig. 4. Inhibicién de la liberacion de CGRP de neuronas DRG.

La liberacion de CGRP fue DELISENS ™
significativamente  inhibida por
DELISENS™ disminuyendo un
338% y un 83,3% a 0,1 y 05
ma/mL respectivamente.

es un candidato
adecuado para atenuar la inflamacion

neurogénica y el picor de la piel.
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INHIBICION DE LA LIBERACION DE IL-6 E IL-8 INDUCIDA POR PAR-2

Durante la inflamacion de la piel, la activaciéon de PAR-2 amplifica la inflamacion liberando
citoquinas (p. ej. IL-6 e IL-8) en los queratinocitos.

Se sembraron queratinocitos epidérmicos recoleccion mediante un test ELISA
humanos primarios (HEKa) en pocillos utilizando anticuerpos especificos.
prerecubiertos de una matriz de colageno

suplementada con EpilLife® Medium. Los resultados se normalizaron por el
Después de 48 h, se quitd el medio y se ensayo de tincién de cristal violeta. Este
incubaron las células con diferentes valor es directamente proporcional al
tratamientos o vehiculo en presencia de 50 numero de células en cada pocillo.

MM de un agonista de PAR-2 por 48 h a

37°C. Después del tratamiento, los Se calculé Ila significacion estadistica
sobrenadantes se recogieron y se mediante el analisis ANOVA y el test de
determind la cantidad de citoquinas Bonferroni.

liberadas inmediatamente después de la

N 3,0%

®

(=]

=

[+}}

he]

c

©

(2]

o

1

[+/]

=

=
— Agonistade DELISENS™ DELISENS™ DELISENS™ Basal  Agonistade DELISENS™ DELISENS™ DELISENS™
PAR.2 (25 pg/ml) (0,1 mg/mL) (0,5 mg/mL) PAR-2 (0,1 mg/mL) (0,35 mg/mL) (0,5 mg/mL)

Fig. 5. Inhibicién de la liberacién de IL-6 e IL-8 de HEKa.

DELISENS™ fue capaz de inhibir la

liberacién de IL-6 e IL-8 mediada por L.
PAR-2 un 69,6% vy un 71,4% DELISENS™ es un péptido

respectivamente en  queratinocitos excelente para el alivio de

primarios humanos tratados con 0,5 condiciones inflamatorias.
mg/mL  DELISENS™, llevando los
niveles de citoquinas inflamatorias hasta
niveles fisioldgicos.
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ENSAYO DE FOTOPROTECCION

@

Aimtec”

Se evaluod el efecto protector de DELISENS™ en presencia de una dosis citotoxica de luz solar
simulada en fibroblastos dérmicos humanos (HDFa).

HDFa preincubados con 0,01 y 0,05 ug/mL
DELISENS™ fueron irradiados (~36 J/cm?)
durante 150 min. Las células no tratadas no
expuestas y las no tratadas expuestas se
usaron como controles.

La viabilidad celular se determind después
de 24 h por absorcién de rojo neutro (NR),
midiendo la densidad optica a 540 nm en

El NR es un colorante cationico débil que
penetra rapidamente en las membranas
celulares por no difusion, acumulandose
intracelularmente en los lisosomas. Las
alteraciones de la superficie de |la
membrana sensible lisosomal conllevan
fragilidad y otros cambios que se vuelven
irreversibles, y resultan en una disminucién
de absorciéon de NR.

R )

un espectrofotometro.

100 -

90 -

80 +

70 4

60

50
105,9%

40

30

Viabilidad celular (%)

20

Células Células DELISENS™ DELISENS™
no expuestas  expuestas no (0,01 pg/mL) (0,05 ug/mlL)
no tratadas tratadas

Fig. 6. Viabilidad celular de HDFa expuestos o no a irradiacion en presencia o ausencia de DELISENS™.

ree e b
Células no expuestas
no tratadas

Células expuestas

™
no tratadas DELISENS™ (0,01 pg/mL)

DELISENS™ (0,05 ug/mL)

DELISENS™ mostr6 un efecto protector DELISENS™ mostré un efecto

significativo aumentando la viabilidad celular
un 105,9% en células tratadas con 0,01 yg/mL
respecto a células irradiadas no tratadas.

protector significativo en HDFa
frente el dano inducido por UV.
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ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR EN QUERATINOCITOS HUMANOS

Se realizdo un ensayo de proliferacion celular para evaluar los efectos de DELISENS™ sobre el
crecimiento celular. El efecto estimulante de la proliferaciéon en queratinocitos in vitro
proporciona informacién acerca de beneficios cutaneos potenciales, como la mejora de la

compacidad y la firmeza.

La proliferacién celular en queratinocitos
humanos, que habian sido preincubados
previamente con DELISENS™, se evaluo
mediante un método de viabilidad celular
basado en la fluorescencia. Las células
vivas se distinguieron por la presencia de
actividad intracelular de la esterasa,
determinada por la conversion enzimatica
de calceina AM permeante no fluorescente

Incremento de la proliferacion celular
(%)

Control negativo

DELISENS™
(0,01 mg/mL)

a calceina intensamente fluorescente, que
se mantiene en el interior de las células e
imparte una intensa fluorescencia verde.

La fluorescencia se leyd a Aexc=485 nm y
Aem=530 nm en un lector de placas (Genios,
Tecan). Las células no tratadas (solamente
con medio) se utilizaron como control.

23,2 %

DELISENS™
{0,025 mg/mL)

Fig. 7. Incremento de la proliferacion celular inducida por DELISENS™ a diferentes concentraciones.

DELISENS™ estimulé significativamente
el crecimiento celular en
queratinocitos humanos, aumentando
la proliferacion celular un 21,3% y un
23,2% cuando se trataron las células con
0,01 y 0,025 mg/mL respectivamente.

DELISENS™ tiene efectos
estimulantes significativos

en la proliferacion celular en
queratinocitos humanos.
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ENSAYO DE CICATRIZACION
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La cicatrizacion es un proceso dinamico y complejo que involucra mediadores solubles, células
de la sangre, componentes de la MEC y células de la piel que finalmente resulta en la
reparacion de la integridad del tejido. La cicatrizacion ocurre en tres fases: inflamacion,
formacion del tejido granular y remodelacion.

Como los queratinocitos son responsables
de la reepitelizacidén, ensayos in vitro de
cicatrizaciéon de heridas en queratinocitos
humanos inducida por cosméticos
proporcionan informacion sobre los efectos
reparadores potenciales en piel dahaday en
todo tipo de heridas.

Queratinocitos humanos fueron
tripsinizados y sembrados. Después de 48 h
de incubacion se indujo una zona libre de
células rascando con una punta de pipeta.
Se anadié medio fresco con DELISENS™ vy
se dejé migrar las células en el espacio de
la herida 48 h. Células no tratadas se usaron
como control negativo y las tratadas con

100 1.

a0 .

80 |-

70 f—__

DMEM vy FBS se usaron como control
positivo.

Se tomaron fotografias de las células al
inicio y después de 48 h con un
microscopio Zeiss Axiovert 40 CFL y una
camara AxioCam MRcb.

Las medidas obtenidas de diferentes
fotografias se procesaron y se calcularon
los porcentajes de cicatrizacion. Los
resultados son la media de dos fotografias
diferentes (software estadistico: GraphPad
PRISM®).

60 +—

50

40 +

Cicatrizacion (%)

118,0%

30 —
20

10

Control
negativo

Control
positivo

DELISENS™
{0,025 mg/mL)

DELISENS™
{0,5mg/mL)

Fig. 8. Porcentaje de cicatrizacion inducida por DELISENS™ en queratinocitos humanos.

DELISENS™ aceleré la cicatrizacion significativamente un 93,0% y un 118,0% después
de 48 h cuando se trataron las células con 0,025 y 0,5 mg/mL, respectivamente.
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DELISENS™ (0,025 mg/mL) 0 h

/s

¥«

DELISENS™ (0,5 mg/mL) 0 h

DELISENS™ (0,5 mg/mL) 48 h

DELISENS™ mostro ser un eficaz inductor de la cicatrizacion

en queratinocitos humanos a las concentraciones testadas.
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EFICACIA FRENTE A ALERGENOS COSMETICOS

Este estudio se realizd para determinar si un crema con 4% DELISENS™ SOLUTION era capaz
de contrarrestar la actividad de agentes prosensibilizadores en una formulacidon cosmética.

Tanto la crema con DELISENS™ como el Se guardé el medio donde se habia

placebo se formularon con agentes cultivado la epidermis y se determind la

sensibilizadores: hexil cinamal y farnesol. concentracion de IL-8 con un test ELISA.

Se aplicaron las cremas directamente sobre

la superficie del epitelio de una epidermis Se realizaron controles negativos con PBS y

humana reconstruida. se considerd la crema placebo como control
positivo.

Tras la aplicacién, los tejidos se
mantuvieron a 37 °C, 5% CO,, > 95% HR y se
incubaron en medio de crecimiento durante
24 h. Después, se quitd el producto y se
limpio el epitelio con PBS.

200 .

180

160

140

120

100

80

60

Expresion de IL-8 (pg/mL}

40

20

Control negativo Control positivo Crema con 4%
DELISENS™
SOLUTION

Fig. 9. Expresidn de IL-8 en tejidos de epidermis reconstruida.

La reduccion de la expresion de IL-8 DELISENS™ probé contrarrestar

o, A . - e
fue del 58,2% cuando se trato la en gran medida la liberacién de
epidermis reconstruida con la crema

con DELISENS™ durante 24 horas

citoquinas inducida por
respecto la crema placebo. alérgenos cosmeticos.
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DETERMINACION DEL ESCOZOR INDUCIDO POR CAPSAICINA

Se evaluo la eficacia aliviadora del escozor de una crema con 5% DELISENS™ SOLUTION in

Vivo.

Un panel de 12 voluntarios (de edades entre
25 y 42) se preseleccion6 por su
sensibilidad a la capsaicina aplicando una
solucion al 0,03% de capsaicina en los
antebrazos antes de la primera aplicaciéon
del producto.

Los voluntarios se aplicaron la crema con
DELISENS™ SOLUTION en un antebrazo y
una crema placebo en el otro durante 7 dias
dos veces al dia.

2,5

Se aplicé un estimulo de solucion al 0,03%
de capsaicina en cada antebrazo después
de los 7 dias de tratamiento.

Los voluntarios puntuaron subjetivamente
la tolerancia de 0 a 3 (nula-intensa) después
de 15 y 30 minutos de aplicacién de la
capsaicina.

1.5 1

Puntuacion de escozor

0,5

15 min

m Crema placebo

m Crema con 5%
DELISENS™
SOLUTION

l 36,9%

30 min

Fig. 10. Mejora de la puntuacion del escozor por DELISENS™ después de exponer la piel a la capsaicina.

La sensacion de escozor en las areas
tratadas con DELISENS™ se redujo
significativamente una media del 38,5%
respecto la crema placebo después de 15
minutos de aplicar la capsaicina.

DELISENS™ es capaz de
mitigar el escozor de la

capsaicina en la piel.
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Puntuacion de la sensacion de escozor

delisens’

Aimtec’ @

EFICACIA CONTRA EL ESCOZOR DEBIDO AL ACIDO LACTICO

El objetivo de este estudio fue determinar la eficacia contra el escozor de una crema que

contenia 2% DELISENS™ SOLUTION.

Un panel de 25 voluntarios (de 24 a 67
anos) fue preseleccionados por su
sensibilidad al escozor del acido lactico.

Se aplicé una solucién al 10% de acido
lactico en un lado del pliegue nasolabial y
se evalu6 el escozor. Después, los
voluntarios se aplicaron la crema que
contenia un 2% DELISENS™ SOLUTION en

al dia durante 7 dias y al final del
tratamiento se determind la eficacia contra
el escozor aplicando el acido lactico.

Los voluntarios puntuaron el escozor de 0 a
3 (nada-intenso) en presencia de un
dermatélogo cada minuto durante b5
minutos. Si la suma de las puntuaciones a
los 3 y a los 5 minutos era superior a 3, se

la cara y después de 1 h, se volvid a aplicar
el acido lactico y se evaluo el escozor. Los
voluntarios se aplicaron la crema dos veces

™~ 100
l‘ 10,4% 90 |

80

60 -

considerd
sensibles al acido lactico.

que los voluntarios eran

88%

70 T—0_

50

40 -

20

Cuestionario de autoevaluacion

Tiempo inicial 1 hora 7 dias

30

Reduccion del Reduccion de Reduccion del  Reduccion de la
dolor las molestias enrojecimiento sensacion de
persistente vy el picor calentamiento

Fig. 11. Disminucion de la puntuacién de escozor gracias a DELISENS™ después de exponer la piel al acido lactico y

cuestionario de autoevaluacién.

En tan solo 1 h después de la primera aplicacion de
una crema con DELISENS™, el escozor disminuyo
una media del 10,4% y el numero de personas no
sensibles al escozor fue del 16,0%. Después de una
semana, la media de mejora del picor fue del 25,0%
y los voluntarios considerados no sensibles al
escozor fueron el 32,0%. Ademads, la mayoria de
voluntarios estuvieron de acuerdo en que sintieron
un efecto calmante inmediato en la piel y una
reduccion del dolor persistente, molestias,
enrojecimiento, picor y sensacion de
calentamiento.

DELISENS™ proporcioné un
alivio inmediato y a largo plazo

de la sensacion de escozor
inducida por el acido lactico.
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EVALUACION DE LA HIDRATACION DE LA PIEL

Aimtec’ @

Se evaluo in vivo la eficacia de una crema que contenia 2% DELISENS™ SOLUTION en mejorar
la hidratacion en piel sensible, que normalmente va acompanada de sequedad.

Un panel de 20 voluntarios (entre 18 y 55
anos) con piel sensible y sensacion de picor
en las piernas se aplicaron una crema con
2% DELISENS™ SOLUTION en la pierna
izquierda y una crema placebo en la otra
dos veces al dia durante 4 semanas.

Se tomaron los valores de hidratacion de la
piel antes de la primera aplicacién vy

25

39,2%

@

T

1]

‘@

=

o

2
w
m Crema placebo % E
L
34,0% o £
- m Crema con 2% 23
DELISENS™ £

SOLUTION ®

S

)

=

4 semanas

1 semana

20

después de 1
cornedémetro.

y 4 semanas con un

Un especialista entrenado realizé una
evaluacion de la sequedad, la escamacion,
la uniformidad, la suavidad vy la flexibilidad
de la piel.

18,0% 12,5%

12,1%

mCrema placebo

mCrema con
2% DELISENS™
SOLUTION

Flexibilidad

Sequedad Escamacién Uniformidad Suavidad

Fig. 12. Mejora de la hidratacion de la piel después de aplicar una crema con DELISENS™ o una crema placebo. Mejora
de varios parametros después de 4 semanas de tratamiento con DELISENS™ o placebo.

La hidrataciéon de la piel en las piernas
tratadas con DELISENS™ aumentoé
significativamente una media de 34,0% y
39,2% mas que con la crema placebo,
después de 1 y 4 semanas respectivamente.
Ademas, DELISENS™ mejoré la sequedad,
la escamacion, la uniformidad, la suavidad
y la flexibilidad de la piel entre un 11,6% y
un 18,0% mds que la crema placebo.

DELISENS™ aumenta la

piel vy
sequedad, la
escamacioén, la uniformidad,
la suavidad y la flexibilidad.

hidratacion de la
mejora la
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Propiedades cosmeéticas

DELISENS™:

% disminuye la actividad de PAR-2 y como resultado la liberacion de CGRP, IL-6 e IL-8
de las células de la piel, atenuando la inflamaciéon neurogénica y el picor.

& contrarresta la liberacion de citoquinas inducida por alérgenos cosméticos.

@ ayuda a recuperar la funcién barrera de la piel protegiendo los fibroblastos dérmicos
humanos frente la radiacion UV, estimulando la proliferacion de queratinocitos y
restaurando la integridad del tejido dahfado, ayudando a la reepitelizacién y
reparacion de la piel dahada.

& proporciona un alivio inmediato y a largo plazo del escozor inducido por el acido
lactico, reduciendo la sensacion de dolor persistente, molestias, enrojecimiento,
picor y calentamiento. Ademas, mejoro rapidamente el escozor una media del 10,4%
y del 25,0% soélo 1 h después de la primera aplicacion y después de una semana,
proporcionando un efecto calmante inmediato en la piel.

% mitiga el escozor y la quemazoén de la capsaicina en contacto con la piel. El escozor
en las areas tratadas con DELISENS™ se redujo significativamente un promedio del
38,5% respecto a una crema placebo después de 15 minutos de aplicar capsaicina.

& aumenta la hidratacion de la piel y mejora la sequedad, la escamacioén, la
uniformidad, la suavidad y la flexibilidad, mejorando entre un 11,6% y un 18,0% mas
que el placebo en personas que padecian de piel muy seca, e incrementando
significativamente la hidratacion de las piernas un promedio de 34,0% y 39,2% mas que
la crema placebo, después de 1y 4 semanas respectivamente.

=

P

o6
Aplicaciones cosméticas uy

DELISENS™ puede incorporarse en formulaciones especialmente disenadas para piel sensible
donde se busca un efecto calmante y reparador como en cremas faciales y corporales,
tratamientos para después del sol, que busquen atenuar la inflamacion neurogénica y el picor
de la piel.

También es adecuado para sérums o tratamientos destinados a recuperar la funcion barrera de
la piel.
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Datos técnicos

NomBRE INCI DEL INGREDIENTE ACTIVO

Ingrediente activo Nombre INCI
DELISENS™ Acetyl Hexapeptide-49

PRESENTACION Y CONSERVANTE
Solucion que contiene un 0,025% de ingrediente activo.

Codigo Presentacion del producto Conservante
PD230 DELISENS™ SOLUTION Sin conservantes

Datos de aplicacion

PROCESADO

DELISENS™ SOLUTION puede incorporarse a la fase acuosa conteniendo glicoles o
tensioactivos en el Ultimo paso del proceso de fabricacidon. En caso de preparar una emulsién,
se deberia anadir después de que se haya formado. En ambos casos, se debe procurar que la
temperatura no sobrepase los 40 °C.

DELISENS™ SOLUTION es estable en un rango de pH de 3,0 a 7,0.

INCOMPATIBILIDADES

No se esperan.

SOLUBILIDAD

DELISENS™ SOLUTION es soluble en glicoles (p.ej. glicerina, butilenglicol) pero insoluble en
solo aceites o s6lo agua. Por ello, recomendamos anadirlo a geles o emulsiones con aceites,
glicoles y tensioactivos que ayudan al péptido a no precipitar en la fase acuosa.

Dosis
Se recomienda una dosis de 2 a 5% de DELISENS™ SOLUTION en formulaciones finales.
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Nota: Los gréficos y las fotografias que aparecen en este documento pueden ser utilizados por nuestros clientes si el
producto final contiene la misma concentracion de activo que la que figura en nuestros tests. Debe solicitarse permiso
escrito para la utilizacion del material grafico y de las marcas de Lipotec. Es responsabilidad del cliente el cumplimiento
de las normativas referentes a la publicidad, tanto locales como internacionales.

La situacion particular de la marca en cada pais puede variar y se recomienda que nos contacten para obtener
informacion actualizada.

Responsabilidades:

La informacion y datos incluidos en esta publicacion estan presentados en la consideracion de su fiabilidad, de modo
gratuito y siendo su finalidad meramente informativa, sin que presenten garantias de ninguna clase. Queda excluida
cualquier garantia expresa o implicita. El receptor es unicamente responsable de asegurar que los productos
comercializados para los consumidores cumplen con todas las leyes pertinentes y normativas aplicables. LIPOTEC es el
titular exclusivo de los derechos de propiedad intelectual e industrial recogidos en la presente. El receptor de esta
publicacion acepta indemnizar y eximir de responsabilidad a todas y cada una de las entidades integrantes de la
organizacion de LIPOTEC por todas y cada una de las acciones legales que se deriven del uso por parte del receptor de
cualquier afirmacion o informacion contenida en esta publicacion, incluyendo, sin excluir, el uso de la misma en
publicidad, datos contenidos en la etiqueta del producto final, y no utilizard esta publicacion como prueba que
justifique una reclamacion de producto final ante cualquier autoridad legal.
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