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UN GLICEROL FILMOGENO PARA APLICACION TOPICA

ANTECEDENTES

Casi todas las lesiones en la piel y la mucosa, sea
bacteriano, viral, inmunoldgico o traumatico, impli
celular y su curacién esta relacionada directamente
sustitucion de las células dafadas. Para crecer, la
necesitan un ambiente hidratado y limpio, libre de
libre de sustancias quimicas y libre de proteinas r

de enzimas proteoliticas. En estas condiciones, las
madre secretan una matriz celular compuesta por par
coladgeno, elastina, laminina, fibronectina y otras
enlibertad, que forman un cojin paralafijaciond

hijas. En ausencia de esta matriz, las células hija
soporte sobre el que fijarse y, por tanto, no puede

en consecuencia, la lesidon no puede cicatrizar.

Las lesiones topicas en la piel y en la mucosa que

dafio celular son extremadamente dificiles de curar
ademas de contener células muertas, residuos celula
multiples enzimas proteoliticas que impiden el crec
celulary la reparacion de heridas, dichas lesiones

abiertas al ambiente externo y a menudo se contamin

la razén por la cual la mayoria de las heridas cron

las ulceras por presion, las Ulceras diabéticas o |

venosas en las piernas, no se curan nunca y casi el

los pacientes mueren antes de experimentar la resol

las heridas.

En la actualidad no hay ninguna sustancia o product

todas las diversas propiedades esenciales necesaria
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2
dispone de ningun tratamiento completo para las les

piel y la mucosa. Por ejemplo, en la actualidad no
tratamiento para curar las heridas cronicas. Todos
disponibles actian como antisépticos, antibidticos
reducir el crecimiento microbiano, como hidrogeles

para mantener la herida hidratada, como analgésicos
anestésicos para reducir el dolor, como preparacion
contienen colageno o acido hialurdnico para suminis

los componentes de la matriz celular, o consisten e
modificada por ingenieria o injertos de piel para s

la piel, pero ninguno de estos tratamientos esta di

limpiar la lesiébn y a favorecer el proceso de repar

natural de la piel o la mucosa a través de la estim

crecimiento celular.

La misma falta de tratamiento eficaz se sostiene pa
infecciones virales tépicas, tales como herpes labi
genital, rinosinusitis y gripe, en las que hay pres
grandes cantidades de particulas de virus libres so
superficie bioldgica infectada y siguen atacando a
células sanas con la ayuda de proteasas
topicamente. Una infeccion virica a menudo esta med
multiples proteasas presentes sobre la superficied

En la actualidad, no existe ningan farmaco para red
cantidad de particulas viricas libres o de proteasa
principales agentes de infeccién. Para tratar la in
viral de garganta, el agua salada o las gargaras c
salada sigue considerandose uno de los mejores reme
gue estas soluciones osmoéticamente activas forman u
hipertonica sobre la mucosa de la garganta y la res

exudaciéon hacia fuera de liquido hipoténico reducen

contaminante sobre la superficie de la garganta. Po
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3
esta pelicula de solucion hipertonica se diluye en

por acciéon del liquido hipoténico que esta saliendo
limita la eficacia de dicho tratamiento. Incrementa
concentracion de sal o de otros ingredientes osmoti
recomienda debido a la fuerte irritacion, el dafio ¢

ardor de la mucosa resultantes, o porque la presenc

sustancia quimica toxica en las proximidades de las

bloquearia el crecimiento celular.

Por tanto, es altamente importante encontrar una su
capaz de satisfacer los mdultiples requisitos de lim
superficie infectada de todos los contaminantes, ta
bacterias en flotacion libres, particulas virales,
residuos celulares,

muertas, proteinas

metaloproteasas de la matriz, factores de crecimien
citocinas, proteasas o particulas de polvo, para pr

un entorno esencial para el crecimiento celulary|

de tejidos, sin ningun efecto toxico sobre las célu

matriz celular.

El glicerol, un poliol con multiples grupos hidroxi

solucion  hidrofilica  viscosa, transparente, segura
osmaoticamente activa de origen natural o sintético.
normalmente se usa como ingrediente alimentario, co
humectante, y entra en la composicion de muchos cos
productos farmacéuticos. El glicerol se usa ampliam
aplicacion tépica sobre heridas y quemaduras, a men
excipiente en asociacion con otros principios activ

estas preparaciones, el glicerol se usa como vehicu
diluyente, potenciador de la viscosidad, humidifica
modulador del sabor, pero no como principio activo

una patologia topica de la piel o la mucosa.
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Una piel o mucosa dafiados actia como membrana semip ermeable y
permite que se produzca la 6smosis. El flujo de dis olventes
través de una membrana semipermeable constituye el flujo
osmotico u Osmosis. La presion requerida para logra r el
equilibrio osmético se conoce como presién osmoética . Cuanto
mayor sea la concentracion de un disolvente, mas pr esion
osmotica se ejerce. El agua dulce se considera isot onica con
una densidad de 1000 kg/m 3. Elagua de mary el glicerol tienen

densidades de 1.025 kg/m 3y 1.259 kg/m 3, respectivamente. La
presion osmoética ejercida por el glicerol es casi 1 0 veces
mayor en comparacion con el agua de mar. La concent racion de
solutos del glicerol es también mucho mayor en comp aracion con
el agua de mar. Es la concentracion total de soluto en una
solucion lo que determina el flujo osmatico de liqu ido, ya que
la Osmosis estd impulsada por diferencias en las
concentraciones de soluto/disolvente que existen tr avés de una
membrana semipermeable. La concentracion total de s olutos se
puede determinar a través de la osmolalidad de la s olucioén. La
osmolalidad del agua de mar, que contiene 3,4 % de NacCl, 0,581

moles / kg (solutos totales / mol en peso/ kg), en

con 10,86 moles/kgde glicerol. Estodemuestraqu

puro es casi 18 veces mas osmoticamente activo que
mar. Por lo tanto, glicerol podria haber sido un pr
eleccion para la aplicacion en superficies infectad

fin de generar flujo de salida osmotico de liquido

y para limpiar la lesion. Desafortunadamente, el |i
hipoténico exudado diluye inmediatamente el glicero
desde la superficie de la herida en unos minutos, |

estos efectos de limpieza.

Por tanto, existe la necesidad de un tratamiento se

irritante con las multiples propiedades de ser hidr
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limpiador, antiséptico, y que también tenga activi

antibacteriana, antiviral, y anti-proteasa.

El documento WO 00/74668 divulga el
hipertdnicas osmoéticamente activas para el tratamie
lesiones tépicas concerniente al uso de glicerol co
viscosa para aplicacion topica para el tratamiento

o heridas superficiales, que comprende glicerol com
activo y un extracto hidroglicerinado de

como agente estimulante del crecimiento celular. Si

el glicerol usado en el documento WO 00/74668 no es

y por lo tanto, no puede aportar las ventajas detal
anteriormente. El uso de glicerol solo como un agen
terapéutico para limpiar el tejido infectado o dafa

habitual, ya que, debido a la 6smosis, el fenomeno

salida de liquido hipoténico de las partes internas

el glicerol se diluye en wunos pocos minutos, pierde
progresivamente sus propiedades osmaticas y su acti

actla satisfactoriamente como agente de limpieza to
pelicula de glicerol debe permanecer en la membrana

vivo semipermeable durante al menos 30 minutos para

suficiente 6smosis para limpiar la superficie del t

biolégico.

La presente invencién aborda el problema de como me
tiempo de retencion de la pelicula de glicerol por
superficie biolégica viva con el fin de superar las

mencionadas anteriormente.

En segundo lugar, la crioconservacion es un proceso
las células, los tejidos enteros o cualquier otra s

susceptible de sufrir dafios causados por la reactiv
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o eltiempo, se conservan mediante refrige?acién a
bajo cero. A temperaturas lo suficientemente bajas,
actividad enzimatica o quimica, que pudiera provoca
cuestion, se detiene eficacia

material en con

procedimientos de crioconservacion tratan de
temperaturas bajas sin engendrar dafios adicionales
por la formacion de cristales de hielo durante la c

Para el almacenamiento a largo plazo de las células
crioprotector debe ser no téxico para las células y

de prevenir la formacion de cristales. Esto es part
importante para el almacenamiento o conservacion de
vivas y el tejido (ejemplo: Injerto de piel), ya qu
probabilidades de recuperar con éxito las células o

tejidos disminuyen a medida que aumenta el niumero d
muertas 0 en proceso de morir.

Actualmente, se usan como medio crioprotector
(dimetilsulfoxido), suero bovino humano fetal (FCS)

y glicerol para proteger las células contra las tem

de congelacion y los dafios de los cristales de agua

tanto, minimizan la mortalidad celular. Desafortuna
ninguno de estos crioconservantes es capaz de conse
células durante un largo periodo de tiempo, es deci

meses a algunos afos. Normalmente, el 30-40 % de la
muere a los pocos dias y mas del 50 % a los pocos m
crioconservacion de células vivas (Bravo et al. Bur

367-78, 2000), debido, en particular, al dafio celul

por la formacion de cristales de agua.

Por tanto, existe la urgente necesidad de encontrar

crioconservador que sea capaz de formar una pelicul

alrededor de las células o el tejido y protegerlos
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agresiones externas, asi como de la formacién de cr istales de

agua, con el fin de mejorar la viabilidad celular.

SUMARIO

Para resolver los problemas detallados anteriorment e, los
inventores proporcionan una preparacion de glicerol que
contiene taninos vegetales especificos capaces de u nirse a
moléculas de glicerol y, de este modo, mejorar las propiedades
filmogénicas y el periodo de tiempo de retencion de la

preparacion de (glicerol en las membranas biologicas

semipermeables. Este glicerol filmbégeno puede usars e cComo un
tratamiento natural y seguro para la aplicacion top ica, para
tratar diversas infecciones de la piel y la mucosa, y para
proteger los tejidos vivos durante la crioconservac ion.

La presente invencion, por lo tanto, se refiere a u na
preparacion para aplicacion tépica que comprende gl icerol y
taninos vegetales. Los taninos vegetales tienen la capacidad
de unirse a glicerol, de modo que el glicerol tiene cualidades
filmdgenas.

En una realizacion, los taninos vegetales se eligen entre

proantocianidinas.

En una realizacion preferida, estas proantocianidin as se
obtienen de partes de una planta, o de la planta en tera,
seleccionandose la planta de Vaccinium myrtillus , Vaccinium
macrocarpon , Vitis vinifera , sauco negro , Camellia sinensis :
Glycinemax , Acaciacatechu , Fraxinuschinensis, Gingko biloba,

Ribes nigrum , Tenacetum parthenium , Salix alba , Salvia

officinalis , Rosmarinus officinalis , Opunitiasp ., Morusalba |,



10

15

20

25

30

8

Rubus sp. , Quercus sp. , Pinus sp

mismas.

En una realizacidon mas preferida, la fraccion de ta
en proantocianidina se obtiene de partes de una pla

la planta entera, seleccionandose la planta de

myrtillus , Vaccinium macrocarpon , Vitis vinifera

Camellia sinensis ,
chinensis, Gingko biloba , Glycine max

mismas.

En otra forma realizacion, las proantocianidinas se

en lugar de obtenerse de plantas.

En una forma de realizacion, el contenido de glicer
preparacion esta comprendido entre 30 % y 99,90 % (
Enunaformarealizacion, la preparacién comprende
activo. El principio activo puede seleccionarse de

un antibidtico, un antiséptico, un nutriente, un an

un factor de crecimiento o una proteina.

La presente invencion trata, adicionalmente, del us
preparacion descrita anteriormente para el tratamie

infecciones de la piel y la mucosa.

La preparacion descrita anteriormente puede usarse
proteger, transportar, almacenar o congelar células
organos. En una forma de realizacion, la concentrac
glicerol filmégeno en la solucién final en comparac
otros diluyentes presentes en la solucién final, ta

por ejemplo, FCS, medio de cultivo, y DMSO, varia e

% (v / v), preferentemente entre 10 y 30 % (v / V)
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preferentemente entre 15y 20 % (v / v).

La presente invencion se refiere también a un proce
para aumentar el tiempo de retencion de una pelicul
glicerol a través de una superficie bioldgica media
preparacion de una solucién de glicerol y de tanino

que tienen la capacidad de unirse a moléculas de gl

aplicar la solucién sobre la superficie bioldgica.

La presente invencion se refiere también a un proce
para tratar infecciones de la piel y la mucosa, que
la etapa de aplicar una preparacibn como se ha desc

anteriormente sobre la zona afectada.

La presente invencion se refiere también a un proce
preparacion de glicerol filmégeno que comprende mez
glicerol o una solucién de poliol con taninos veget

unen al glicerol. En una forma de realizacion, los

vegetales pueden afadirse como un polvo o un liquid

La mejora de las cualidades de filmogeno del glicer
adicion de taninos y un aumento sustancial en la ef
terapéutica de filmégeno en comparacion con glicero
filmogeno se muestra en los estudios tal como se de

los ejemplos y en las siguientes figuras:

FIGURAS

Fig. 1:

comparacion con glicerol fiimégeno mediante

termogravimétrico (TGA).

Medicion de la solubilidad de glicerol solo en
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Fig. 2: Duracion de la retencién de la pelicula del glicer ol

filmogeno en comparacion con el glicerol normal sob re heridas

por diabetes.

Fig. 3:  Medicion de la gravedad media de los sintomas glob ales
de las manifestaciones de psoriasis, eccemay derma titis (PED):

Efectos del glicerol solo — Grupo control.

Fig. 4:  Medicion de la gravedad media de los sintomas glob ales
de las manifestaciones de psoriasis, eccemay derma titis (PED):
Efectos del glicerol flmogeno; grupo de tratamient 0 activo:

Tratado con glicerol filmégeno VB-DERM como en las
preparaciones n®11y51 del ejemplo 5. Los resulta dos muestran
que el glicerol filmogeno elimina totalmente todas las
particulas en libertad de citocinas estimulantes de I
crecimiento, interleucinas e interferones, y normal iza el

crecimiento de las células de la piel”

Fig. 5: Mejora de la calidad de vida de los pacientes de PE D
tratados con glicerol filmdgeno en comparacién con el glicerol
normal.

Fig. 6: Efectos de los respectivos tratamientos (glicerol

filmoégeno en comparacion con el glicerol normal) so bre la

gravedad global de PED.-{}-

Fig. 7: Afeccion de rinosinusitis global; grupo control tra tado
con aerosol de glicerol normal; grupo con glicerol filmogeno
tratado con un aerosol de glicerol filmégeno como e n el ejemplo

5, preparacién n°® 5.

Fig. 8: Antibioterapia; necesidad comparativa de usar
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tratamiento antibidtico en el grupo control y el gr

glicerol filmdgeno.
Fig. 9: Efectos de Orosol (glicerol filmégeno) comparado ¢

el tratamiento control (glicerol solo) sobre la muc

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencidn se refiere a una preparacion
filmégeno para aplicacion tépica que comprende glic
taninos vegetales. Los taninos vegetales tienen la

de unirse a glicerol, de modo que el glicerol tiene

upo de

on

ositis.

de glicerol
erol y
capacidad

propiedades

filmogénicas. Esta calidad filmogénica produce una mejora del
tiempo de retencion de la pelicula de glicerol por una
superficie biologica viva. Como tal, la preparacion esta
destinada para usar para el tratamiento de las infe cciones de
la piel y la mucosa.

El término glicerol filmégeno indica una solucion d e glicerol
gue contiene taninos especificos, naturales o sinté ticos, o
fracciones de taninos, que, cuando se aplican sobre una
membrana bioldgica viva semipermeable, forman una p elicula que
opone resistencia a las fuerzas mecanicas ejercidas sobre ella
mucho mejor de lo que lo haria el glicerol normal. Cuando es
normal, el glicerol disponible comercialmente se ap lica sobre
una membrana bioldégica semipermeable, la naturaleza

hiperténica del glicerol atrae al liquido hipoténic o de las
partes internas del tejido vivo, lo que hace que el glicerol

se diluya rapidamente, pierda potencia osmotica y d etenga su
actividad en 10-15 minutos después de su aplicacion . Por otro
lado, un glicerol filmogeno opone resistencia a la presion del
flujo liquido que esta saliendo ejercida sobre el m ismo y se



10

15

20

25

30

diluye pero lentamente, por lo que conserva su pote

osmotica durante un periodo de tiempo mucho mayor q

12

glicerol normal, es decir de 30 minutos a unas hora

del punto de aplicacion y la presion del flujo liqu

fuera.

El glicerol, también conocido como glicerina, inclu

definicion, compuestos de alcohol de azucar que con

de un grupo hidroxilo (OH) unido a atomos de carbon

de un esqueleto alifatico. Este grupo incluye glico

glicerol y pentaeritritol, y también productos tale

trimetiloletano,

trimetilolpropano,

1,2.6-hexanotri

sorbitol, inositol, xilitol y poli(alcohol vinilico

polioles se pueden obtener de fuentes naturales o s

sintetizar. Los inventores han seleccionado el poli

usado, es decir glicerol. El glicerol es una soluci

alcohol de azucar viscoso, que atrae al liquido hip

presente en

los tejidos mas profundos subyacentes a

superficie biol6gica mediante 6smosis, de modo que

superficie. Por desgracia, el flujo de liquido hipo

salida generado de este modo diluye el glicerol y d

progresivamente este efecto en unos minutos. Laexu

fuera del liquido hipoténico y, en consecuencia, lo

de limpieza del glicerol, solo duran un periodo de

minutos y se necesitan aplicaciones frecuentes, lo

practico. Esta es la razén por la cual, a pesar de

agente osmatico, el glicerol solo se usa como humec

como farmaco adecuado para el tratamiento de lesion

El glicerol filmoégeno significa un glicerol liquido

que forma una pelicula fina no plastificante, flexi

semipermeable y osméticamente activa capaz de atrae

hipoténico de las superficies biolégicas vivas sobr
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se aplicay capaz de poner mejor resistenciaalad

0 a la solubilidad en agua en comparacion con el gl

estandar.

Los taninos comprenden compuestos polifendlicos ast
naturales que contienen suficiente hidroxilo y otro
adecuados, como carboxilos, para formar complejos f
proteinasy otras diversas macromoléculas, tales co

Los taninos pueden ser de origen natural, tales com
vegetales, o sintético. Siendo moléculas grandes y
ramificadas, los taninos monoméricos, diméricos y p
tienen mas probabilidades de unirse con azlcares ad
otras moléculas en comparacion con las flaconas peq
simples. La presencia de grupos hidroxilo en los ta
permite la formacion de reticulaciones
macromoléculas, tales como polioles, y esta reticul
a mejorar la resistencia mecénica de la pelicula de
(glicerol). Dados los mudltiples efectos téxicos de
polimeros sintéticos citados en la literatura, los

han postulado que los taninos vegetales, que tienen
afinidad de unién a las proteinas pero también igua
macromoléculas, tales como polisacaridos, hidratos

y azucares, pueden, cuando se afiaden a los polioles
las propiedades filmogénicas del poliol, por ejempl

Los taninos constituyen una solucion excelente como
taninos son moléculas inertes y no tienen interacci
estructuras celulares; (2) los taninos no son toéxic
irritantes cuando se aplican sobre un tejido vivo;
taninos son moléculas muy grandes y no pueden entra

células; y (4) los taninos se pueden incorporar en

para formar una solucién homogénea.
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En general, los taninos se clasifican en dos grupos amplios:
taninos hidrolizables y condensados. Como el nombre indica,
los taninos hidrolizables son hidrolizados rapidame nte por
acidos o enzimas y los productos de esta hidrolisis son acido
galico o acido elagico. Tras la destilacién en seco , el acido
galico y otros componentes se convierten en pirogal ol. Los
taninos condensados son mucho mas resistentes a la hidrolisis.
Estan formados por pigmentos flavonoides. En presen cia de
acidos minerales o enzimas, se descomponen en floba fenos de
color rojo que son insolubles en agua. Las proanto cianidinas
(PCD) son polimeros fendlicos condensados que conti enen
unidades de flavan-3-ol unidas entre si a través de enlaces de

C4-C6 o C4-C8. La variacion estructural de las

proantocianidinas oscila desde dimeros y trimeros a oligbmeros

y polimeros mas complejos en funcion del nimero de enlaces de
catequina, hidroxilacion y estereoquimica en los tr es centros
quirales (carbonos 2, 3y 4) del anillo C que no es susceptible
ala escision mediante hidrolisis. Los inventores h an observado
gue las proantocianidinas (PCD) formadas a partir d e2ab
moléculas de catequina 0 epicatequina son especialm ente

adecuadas para la union macromolecular.

En una forma de realizacion de la presente invencio n, los
taninos vegetales se eligen de proantocianidinas o

procianidinas (PCD).

En una realizacion preferida, estas proantocianidin as se
obtienen de partes de una planta, o de la planta en tera,
seleccionandose la planta de Vaccinium myrtillus , Vaccinium
macrocarpon , Vitis vinifera , sauco negro , Camellia sinensis :
Glycinemax , Acaciacatechu , Fraxinuschinensis, Gingko biloba,

Ribes nigrum , Tenacetum parthenium , Salix alba , Salvia
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officinalis , Rosmarinus officinalis , Opunitiasp ., Morusalba |,

Rubussp. , Quercussp. , Pinussp ., Rheumemodi ycombinaciones

de las mismas.

En otra forma realizacion, las proantocianidinas se sintetizan

en lugar de obtenerse de plantas.

Los inventores han descubierto a través de sus estu dios (véase
el ejemplo 3. Estudios farmacolégicos) que determin adas PCD o
sus combinaciones) son muy filmogénicas, lo que sig nifica que
aumentan la duracion de la retencion de la pelicula de glicerol
entre 200 y 300 % en comparacion con el glicerol so lo. Estas
combinaciones consisten preferentemente en: Vaccinium
myrtillus (extracto del fruto) + Vaccinium macrocarpon
(extracto del fruto); Vitis vinifera (extracto de la semilla)

+ Sauconegro (extractodelfruto); Camellia sinensis (extracto
delahoja) + V. myrtillus ; V.myrtillus + s.negro ; C.sinensis
+ V. vinifera + s. negro ; V.  Vinifera + s. negro + Glycine max

(extracto de la semilla); V. macrocarpon + C. sinensis + V.
vinifera; y V. macrocarpon + C. sinensis + V. myrtillus + V.

vinifera.

En comparacion, se ha encontrado que las siguientes

combinaciones de extractos de plantas ricos en tani nos tienen
altas cualidades filmogénicas, lo que significa que aumentan
la duracion de la retencién de la pelicula entre 10 0y 200 %
en comparacion con el glicerol solo. Acacia catechu + Fraxinus
chinensis  (cortezay la planta entera); F. chinensis + Salvia
officinalis + G. biloba ;  Rosmarinus officinalis + Ribesnigrum ;

Gingko biloba (raices) + polimeros sintéticos.

Ademas, se ha especificado que otro grupo tiene cua lidades
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moderadamente filmogénicas, lo que significa que au mentan la
duracion de la retencion de la pelicula entre 20 y 99 % en
comparacion con el glicerol solo: Morus alba  (frutos) + Rubus
sp. (frutos); Quercus sp. (frutos, corteza)+ Pinus sp.
(corteza, fruto). Tenacetum parthenium (floresy hojas) + Salix
alba (la planta entera); Rheum emodi+ Opunitia Sp. (frutos) +

Pinus sp  (corteza).

Estas combinaciones son intercambiables.

Es bien sabido que los polioles y los polimeros con tienen
suficientes moléculas de oxigeno libre para formar fuertes
enlaces de hidrégeno con el grupo hidroxilo de los compuestos
fendlicos. Se han realizado muchos estudios con pol imeros
sintéticos o naturales, hidrosolubles o insolubles en agua,
purificados o brutos, para investigar la biodisponi bilidad y
digestibilidad de los taninos vegetales, para prepa rar
polimeros y plasticos sintéticos, para mejorar la v iscosidad o
rigidez de los materiales o para cuantificar los ta ninos, pero

el uso de taninos o polimeros para mejorar las prop iedades
filmogénicas del glicerol para aplicacion topica pa ra tratar
las lesiones en la piel o la mucosa nunca se ha est udiado.
Debe entenderse que la presente invencion no se ref iere al uso

de glicerol como plastificante o al uso de glicerol como
humectante en la piel. La adicion de taninos en el glicerol no
cambia la viscosidad del glicerol o la pelicula del glicerol

en la membrana biolégica, pero potencia la adherenc ia del

glicerol a la membrana biolégica viva.

El objetivo de la investigacién realizada por los i nventores

era identificar taninos vegetales, en particular la fraccion
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de procianidina (PCD) de los taninos vegetales, que

unir a las moléculas de glicerol para formar una pe
glicerol resistente mecanicamente capaz de permanec
sobre la membrana biolégica durante la exudacion de
hipoténico. Siendo la finalidad implementar esta pe
hiperténica, 6ptimamente bioadhesiva, osméticamente
segura como tratamiento eficaz para limpiar lesione
contaminantes de la lesion, mantener la lesién hidr
proteger la matriz celulary preparar unterreno fa

el crecimiento celular en un ambiente no toxico y |

sustancias quimicas.

Los inventores han identificado taninos vegetales e

de union a glicerol capaces de mejorar la resistenc
delapeliculade gliceroly, de este modo, mantene

intacta sobre células vivas durante un periodo de t

mas largo en comparacion con el glicerol solo. Esta
duracion de la retencion del glicerol filmogeno sob
superficie de o mucosa dafiada hidrata de manera efi

la superficie biolégica, ademas de eliminar todos |
contaminantes que flotan libremente presentesenla

La ausencia de contaminantes y un medio ambiente i
himedo aceleran la curacion del tejido dafiado. La p
glicerol protege igualmente la superficie dafiada de

agresiones externas.

El gliceroltambién se usa como crioprotector, mien
las células y los tejidos a bajas temperaturas (de

196 °C). Los grupos hidroxilo de glicerol interacci

se puede

licula de

er intacta

| liquido
licula

activa y

s, eliminar
atada,

vorable para

ibre de

specificos
ia mecanica
rlapelicula
iempo mucho
mayor
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cazy limpia
0S
superficie.
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las

tras congela
-70 a -

onanconH >0

y bloquean las propiedades de formacion de cristale s de agua.
La organizaciéon molecular del H 20O se modifica, lo que conduce
a una menor formacion de cristales de agua durante la
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congelacion y a pocos dafos celulares. Generalmente

glicerol se usa hasta una concentracion entre 5y 2

con DMSO (1-5 %), suero (10-20 %) y medio de cultiv
congelar las células y los tejidos vivos. EI DMSO ¢

porosa a la membrana celular, que protege a las cél

dafios durante la descongelacion mientras que el gli
protege a las estructuras de membrana y mantiene la

de las proteinas internas. A una concentracion supe

%, el glicerol se convierte en demasiado hiperténic

las células debido a sus efectos osmaticos. Desafor

la supervivencia celular con estos crioprotectores
supera el 60 %, lo que lleva a un mal injerto de lo
almacenados. No se ha observado que concentraciones
de cualquiera de estos ingredientes mejoren la supe
celular. La malatasa de supervivencia celularse d

de que a pesar de las altas concentraciones de molé
glicerol presentes alrededor de las membranas de la
vivas, la deshidratacion celular durante la congela

un gran nuamero de moléculas de H
membrana. Esta agua queda atrapada por el glicerol,

el glicerol no esta presente como pelicula, algunas

de agua cristalizan. Cristales de agua aumentan aun
distancia entre las moléculas de glicerol libres y

celular, lo que fomenta aun mas la formacion de cri

agua y el consiguiente dafio celular. Incluso despué
considerables esfuerzos para encontrar una crioprot
filmbégeno capaz de proteger la superficie de la cél

y atrapar todas las moléculas de agua que se difund

interior de la célula, todavia no se ha descubierto

crioprotector filmégeno seguro.

Los inventores han descubierto que un glicerol film
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gueda en estrecho contacto con las membranas celula

conservar mejor las células vivas en comparacion co
glicerol solo. Portanto, la preparacion descritaa

puede usarse ademas para proteger, transportar, alm
congelar células, tejidos u o6rganos. En una forma d
realizacion, la concentracién neta del glicerol fil

la muestra varia entre 2 'y 50 % (v / v), preferente

10y 30 % (v / v) y en particular entre 15y 20 % (

lo tanto, el glicerol filmbégeno constituye una exce
solucion para superar esta dificultad y para evitar

por los cristales de agua a las células.

En una forma de realizacion de la presente invencio
contenido de glicerol en la preparacion esta compre

30% Yy 99,90 % (v/ V). El % de glicerol en la prep

la aplicacion tépica puede variar de acuerdo con la
cuerpo en la que se aplica el producto, por ejemplo

MAas espeso para su aplicacion enlas heridas cronic

un producto menos espeso para su aplicacion en la ¢
vaginal o una preparacién mucho mas fina para su ap

la cavidad oral o nasal. El porcentaje de glicerol
preparacion puede variar entre 30y 99,90% (v/v)

entre 90y 99 % (v /v) para la aplicacién vaginal,

99,9 % (v / v) para la aplicacion sobre heridas de

entre 30 y 60 % (v / v) para la aplicacion sobre la

sensible tal como la mucosa nasal.

res puede
n el
nteriormente
acenar o
e
maogeno en
mente entre
viv). Por
lente

los dafos
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aracion para
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un producto
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En otra forma realizacion, la preparacibn comprende

adicionalmente un principio activo. El principio ac
seleccionarse de un farmaco, un antibiotico, un ant
un nutriente, un anticuerpo, una proteina, un facto

crecimiento, o cualquier otra sustancia que requier

tivo puede
iséptico,
r de

a estar en
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contacto con la superficie dafiada sobre la que se a

pelicula de glicerol.
La preparacion puede cargarse en tubos, recipientes

plastico, jeringas, ampollas, aerosoles, recipiente
metalicos, en volumenes de entre 1 y 500 ml, depend

tipo de recipientes. El glicerol filmégeno también
incorporarse en algodon, polimero, plastico, celulo

tipo de apdsito usado habitualmente para la aplicac

las heridas y lesiones.

La presente invencion se refiere también a un proce
para aumentar el tiempo de retencion de una pelicul
glicerol a través de una superficie biologica media
preparacion de una solucioén de glicerol y de tanino

gue tienen la capacidad de unirse a moléculas de gl

aplicar la solucién sobre la superficie bioldgica.

La concentracién de extractos de plantas ricos en t
el glicerol puede variar dependiendo de la concentr
inicial y de la composicion de los taninos usados p

el efecto filmogeno.

Los inventores han postulado la siguiente hipétesis
mecanismo de funcionamiento de la preparacion. Se p

una solucién osmaéticamente activa sobre superficies

en las que las membranas plasméticas de las células
expuestas al ambiente externo (lesiones en la piel

los queratinocitos de la piel estan dafiados y las ¢
subyacentes estan expuestas, membranas mucosas tale
garganta, y las cavidades orales, nasales y vaginal

de formar una pelicula osmoticamente activa en la m

plica la

de

iendo del
puede
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biolégica y crear un flujo de salida de liquido hip

flup de salida del liquido debe separar y drenar |

impurezas, tales como células muertas, membranas ce
particulas de polvo, bacterias, particulas de virus

de proteinas que flotan libremente, tales como prot

..., que tienen como resultado la limpieza de la le
membrana mucosa. Este modo de accién mecanico produ
antibacterianos, antivirales, antisépticos, de limp
hidratantes, que son esenciales para estimular el ¢
celular y la cicatrizacion. El agua de mar, que con

% de NaCl (sal), se usa habitualmente para limpiar

para hacer gargaras, pero no es muy eficaz debido a
flupo de salida del liquido
instantaneamente y elimina la pelicula osmdtica, lo

la duracion de accion de la solucion salina a solo
minutos. Cuanto mas corta sea la duracion de la ret

la pelicula hipertonica por la superficie biologica

su eficacia de limpieza.

El glicerol es mucho mas viscoso que el agua de mar
solucion salinaal 3%y se mantiene sobre lamembr

durante un periodo relativamente mas largo que el a

Dado que el glicerol es un producto no téxico, no i
totalmente seguro y barato para la aplicacién topic
agente antiséptico, antiviral, de limpieza e hidrat
deberia haberse usado ampliamente para tratar infec
tépicas, heridas limpias y estimular la cicatrizaci
heridas. Pero este no es el caso porque el glicerol

diluido por el flujo de salida de liquido hipotonic

a través de su actividad muy osmética, y, en consec
elimina de la superficie solo unos pocos minutos de

aplicacion, lo que acorta considerablemente la dura

hipotonico lo diluye

otonico. El
as
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accion del glicerol, y no permite el tiempo suficie

limpiar bien la superficie. Esto explica por qué el
glicerol solo para la limpieza de superficies mucos

no es satisfactorio.

Los tres grupos hidroxilo del glicerol hacen que se

soluble en agua mediante la formacion de enlaces de

con el agua. El glicerol diluido se elimina inmedia

el flujo de liquido hipoténico, que disminuye de fo
progresiva pero rapidamente (en 5-10 minutos) el ef
osmotico del glicerol. La uUnica solucion para super
problema seria seguir aplicando el producto varias

10-15 minutos, para reconstituir la pelicula osmoti

activa, algo que no es practico.

Por lo tanto, la mejor solucion implica mejorar la

la retencion de la pelicula de glicerol sin alterar
propiedades osmoticas o el perfil de seguridad del

fin de proporcionar un procedimiento efectivo, segu

para la limpieza de superficies biolbgicas.

Dado que el glicerol actua sobre la superficie biol
exclusivamente a través de sus propiedades mecanica
ninguna interacciéon bioldgica, farmacolégica, metab
inmunologica con las membranas biolégicas o células
subyacentes, es importante que la sustancia que se

su capacidad para mejorar las propiedades filmogéni

glicerol sea similar o inerte.

La presente invencion se refiere también a un proce
para tratar infecciones de la piel y la mucosa, que

la etapa de aplicar una preparacion como se ha desc
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anteriormente sobre la zona afectada. En presente s

el término piel se refiere a la piel de todas las &
cuerpo, incluyendo también, por ejemplo, la piel mu

de los labios.

olicitud,
reas del

y sensible

La presente preparacion puede igualmente

aplicarse sobre la piel y las membranas mucosas, ta les como la
cavidad oral, la garganta, las fosas nasales, los s enos
nasales, la piel y los tejidos dafiados en la superf icie del
cuerpo, la cavidad vaginal y otras aberturas natura les del
cuerpo. Las infecciones de la piel y la mucosa significan | a
presencia de cualquier patégeno o material indeseab le sobre la
superficie de la piel o la mucosa, de forma que int erfiere con
las funciones celulares normales o con el proceso d e curacion.
La presente invencidn se refiere también a un proce dimiento de
preparacion de glicerol filmégeno que comprende mez clar el
glicerol o una solucién de poliol con taninos veget ales que se
unen al glicerol. En una forma de realizacion, los taninos
vegetales pueden afiadirse como un polvo o un liquid 0.

La presente invencion se ilustrada adicionalmente m ediante los
ejemplos siguientes aunque sin limitarse al conteni do de los
mMismos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Preparacion de extractos de plantas rico S en tanino
Inicialmente se seleccionaron 186 sustancias vegeta les ricas
en taninos para la preparacion de extractos de plan tas secas
ricos en proantocianidina (PCD).

Los extractos de plantas ricos en PCD se prepararon a partir
de diferentes materiales vegetales ricos en taninos , talescomo
frutas, semillas, pieles, pulpa de hortalizas, frut 0S Secos,
cortezas de arbol, y cualquier otro material vegeta | rico en
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tanino. Se uso la materia prima como tal (himeda),

podria haberse clasificado previamente mediante sec
separacion y eliminacion de los componentes con poc

Los extractos de plantas ricos en tanino se prepara
procedimientos estandar descritos en la literatura

Crit Rev Biotechno, 31 (3) 227-249, 2011) y conocid
experto en la materia. En resumen, durante la fase

prepar6 una mezcla acuosa de material vegetal solid
contiene proantocianidinas calentando aproximadamen
material vegetal soélido con 24-40 litros de agua de
(siendo la relacion entre el material solidoy el a

a 1:10 ), opcionalmente con mayor presion (presion

psi) y aunatemperatura entre 180y 250 °C, durant

que oscilaentre 30 minutosy 5 horas, dependiendo

del material vegetal procesado. Después de calenta
extracto liquido se separd de los residuos mas gran

pasar la mezcla a través de un pafio de algodén. Los
separados se desecharon y se recogi6 el liquido ric
continuacion, el extracto se secé mediante calentam
180-200 °C) o por atomizacion y se us6 como extract
PCD para diversos experimentos, asi como paralain

en glicerol.

pero también
ado,
0 tanino.
ron usando
(Ajila CM.
0s por el
inicial, se
0 que
te 4 kg de
sionizada
guade 1l:6
de 60-100
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corporacion

El contenido de proantocianidina en el extracto se determiné
mediante el ensayo del butanol acido de acuerdo con el
procedimiento de Porter etal . (Porter etal . Phytochemistry,
1986). Enresumen, 200 pug de extracto vegetal seco sediluyeron
con 300 pl de 70 % de acetona y la solucion se pip eted en un
tubo de ensayo de 100 x 12 mm. Se afadieron 3,0 mi de reactivo
de butanol-HCI (95: 5) y 0,1 ml de &cido férrico al 2 %
preparado en HCI 2N. El tubo se agité con vortex y después se
tapd la boca del tubo con una canica de vidrio y se puso en el
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bloque de calentamiento a de 97 a 100 °C durante 60

Después, el tubo se dejé enfriar y la absorbancia s
a 550 nm. La formula para calcular el porcentaje de

condensados como leucoantocianina equivalente es: (

minutos.
e registro
taninos

absorbancia

550 nm x 78,26 x factor de dilucion) / ( % de mater ia seca).
Solo los extractos de plantas (42 de los 186 analiz ados) que
tienen un valor de Porter superior a 200 y que indi can una
concentracion alta de PCD se usaron andlisis adicio nales. Los
extractos no se purificaron para concentrar un tipo especifico
de tanino, ya que se obtuvieron mejores resultados con una
mezcla de PCD y no con un tipo particular de tanino . Los
extractos de plantas secas contienen principalmente bloques
componentes de catequinas en dimeros, trimeros y pe ntameros.
Ejemplo 2: Preparacion de glicerol filmogeno

De acuerdo con el tipo de pelicula de glicerol requ erida para
la aplicacion tépica, se incorpord polvo seco que ¢ ontiene de
0,1 a 8,0 % de PCD en el glicerol y se mezclé a fon do durante
6 horas a 37 °C en agitacibn para obtener una soluc ion
homogénea. El glicerol de origen vegetal se puede a dquirir de
proveedores tales como Interchimie en Francia. La p reparacion
se carg6 entubos, recipientes de plastico, jeringa s, ampollas,
aerosoles, recipientes metalicos, en volumenes de e ntre 1y
500 ml, dependiendo del tipo de recipientes y el us 0 deseado.
Ejemplo 3 (a): Estudios farmacolégicos: Medicion de la
capacidad de retencion de la pelicula de glicerol s olo
comparado con glicerol que contiene taninos vegetal es
diferentes

Se realizaron experimentos para estudiar los efecto s de una
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nueva pelicula de glicerol que contiene extractos d

ricos en PCD (glicerol filmégeno) en comparacion co
pelicula de glicerol sin PCD (glicerol normal) en c
idénticas. El objetivo de este estudio era seleccio
individuales, o sus asociaciones, que mejoran la re

la pelicula de glicerol por la membrana bioldgica.

Modelo de ensayo:

En ausencia de cualquier modelo especifico para es
duracion de la retencion de la pelicula por una sup
biolégica, se us6 un modelo in vitro
varias capas para evaluar los efectos de la adicidon
concentraciones no citotoxicas de diferentes extrac
plantas ricos en PCD, ya sea individualmente o en d
asociaciones, en la retencion de la pelicula de gli

epidermis humana se cultivd en un filtro de policar
permeable (1 cm de diametro) y se mantuvo en una es
empapada con medio de cultivo, quedando su superfic

en contacto con el aire, como es el caso . A través
accion capilar, el medio de cultivo se difunde a tr

filtro de policarbonato y suministra nutricion a la

de la epidermis para mantener vivas esas células.

La insercion de uno o dos filtros de policarbonato
aumenta la distancia entre el medio de cultivo y la
después, la cantidad de medio disponible que llega
células disminuye y, en ausencia, de nutrientes e h

las células mueren. La muerte celular puede medirse
tincion con MTT vital (Ferrari MJ. J Immunol method
165-172, 1990). El porcentaje de células vivas es p

a la duracion de la retencion de la pelicula de gli
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la superficie epidérmica.

Procedimiento de ensayo:

Varias preparaciones de glicerol que contienen prod
ensayo (principalmente extractos de plantas ricos e
concentraciones que varian entre 0,1 y 5,0 %. Se afl
extractos de plantas a la sustancia de la pelicula
estudiar su efecto sobre las propiedades de adheren

célula de la pelicula.

Cantidad de producto de ensayo aplicada por epiderm

uctos de

n PDC), A

adieron
para

cia a la

is: 20 pl

Procedimiento de exposicion:

Las preparaciones de glicerol se aplicaron directam

la epidermis como capa fina con la ayuda de una pip

por concentracion): La epidermis se colocé sobre do

el producto de ensayo se aplicé en la superficie de
epidermis. Los filtros se mantuvieron en una espon;
insertd en una placa Petri que contenia una cantida

de medio para nutrir las células. Durante el perio
experimental, el filtro de cultivo celular se retir

a las 6 horas, 24 horas y 48 horas, y se agitd en u

libre de suero durante un periodo de 20 segundos pa

el desprendimiento de la pelicula producto (cuando

o los ingredientes de la pelicula no estaban bien a

la superficie epidérmica). La ausencia de pelicula

sobre la epidermis minimiza el suministro de medio

liquido a las células y causa la muerte celular. Se
resultados iniciales obtenidos para cada concentrac

producto de ensayo en glicerol, la concentracion de

vegetales aumento o disminuyo para obtener efectos

ente sobre
eta(n=6
sfiltrosy
la
a, que se
d apropiada
do
0 suavemente
n medio
ra permitir
la pelicula
dheridos a
osmotica
de cultivo
gun los
ion de
taninos

filmbégenos
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maximos.

Condiciones de la exposicion: 37 °C, 5 % de CO

horas.

Mediciones de la viabilidad celular:

Coloracion MTT y analisis histoldgicos. La viabilid
se calculé del siguiente modo:
Puntuacion

4: 100 % de las células (en comparacion con los con
con intenso color azul.

3: Aproximadamente el 75 % de las células vivas con
azul oscuro.

2. Aproximadamente el 50 % de las células vivas con
azul medio.

1: Aproximadamente el 25 % de las células vivas con
azul claro.

0: Ninguna célula viva, color blanquecino de la epi

Durante cada experimento, los resultados obtenidos
epidermis en cada punto de tiempo se promediaron pa
determinar la supervivencia celular. Las puntuacion

de 3 experimentos individuales se promediaron para

porcentaje de supervivencia celular media en compar

las células tratadas con glicerol solo.

Controles:

Controles positivos: Ningun producto de ensayo, per
condiciones de ensayo que para los productos de ens
estas condiciones casi el 95 - 100 % de las células

un plazo de 72 horas.

2 durante 72

ad celular

troles)

color

color

color

dermis.

para 6

ra

es medias

calcular el

acion con

olas mismas
ayo. En

mueren en
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Control de glicerol: Idéntico a los controles posit

la excepcion de que el glicerol, libre de cualquier
de PCD, se aplico sobre la superficie del cultivo.
condiciones, casi el 60-70 % de las células mueren

de 72 horas debido al pobre suministro de nutriente

Resultados:

El % de supervivencia celular después de 72 horas f
siguiente:
Controles positivos: 6.32 (£ 2.4) %

Glicerol solo: 23,85 (+ 4,8) %, indicando el 17,53

ivos, con

extracto
En estas

en un plazo

S.

ue el

% una mayor

supervivencia celular en comparacion con los contro les
positivos. Esto demuestra que el glicerol ejerce ef ectos
osmoticos para continuar nutriendo e hidratando las células.
Glicerol filmoégeno: Cuando se afadieron extractos d e plantas
ricos en PCD o polimeros sintéticos al glicerol a

concentraciones entre 0,1y 5,0 %, la supervivencia celular se

vio afectada de la siguiente manera:

Capacidad de retencién de la pelicula de glicerol m uy alta ((+
200 to + 300 % de células vivas en comparacién con glicerol
so0lo):

PCD de: (1) Vaccinium myrtillus solo y (2) asociacion con

taninos vegetalesricosen PCD de Vaccinium myrtillus (extracto
del fruto) + Vaccinium macrocarpon (extracto del fruto); Vitis
vinifera (extracto de la semilla) + Sauco negro (extracto del
fruto); Camellia sinensis (extracto de lahoja) + V. myrtillus ;
V. myrtillus + s.negro ; C.sinensis + V. vinifera + s. negro ;
V. Vinifera + s. negro + Glycine max (extracto de la semilla);

V. macrocarpon + C. sinensis + V. vinifera; y V. macrocarpon

+ C. sinensis + V. myrtillus + V. vinifera.

Capacidad de retencion de la pelicula de glicerol a Ita (+ 100
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to + 199 % de células vivas en comparacion con glic erol solo):
PCD de: (1) Acacia catechu (corteza y la planta entera),
Tenacetum parthenium (flores y hojas); Salix alba (planta
entera); Salvia officinalis ;  Rosmarinus officinalis; V.
macrocarpon; V. vinifera ; C. sinensis; s. negro; Opunitia Sp.

(frutos), individualmente, y (2) asociaciones de Fraxinus

chinensis + Gingko biloba; Fraxinus chinensis + Gin gko biloba

+ Camellia sinensis; V. vinifera + Ribes nigrum

Capacidad de retencién de la pelicula de glicerol m oderada (+
10 to + 99 % de células vivas en comparacion con g licerol
solo):

Morus alba  (frutos); Rubus sp. (frutos); Quercus sp.  (frutos,
corteza), Pinus sp.  (corteza, fruto).

También se obtuvo una actividad filmogénica moderad a con
polimeros sintéticos tales como polimeros que conti enensintano
(ejemplo Blancotan SH2 y Ledosol CRP que se pueden adquirir en
Silvateam s.p.a., Italia) o resinas poliméricas (ta les como
Aritan A7, una resina polimérica que contiene nitrd geno
anioénico, que se puede adquirir en Arihant Dyechem empresa de
India).

Conclusion:

Estos resultados demuestran que muchos taninos dife rentes, pero
especialmente las catequinas diméricas a pentaméric as,
naturales o sintéticas, son capaces de producir gli cerol
filmégeno mediante la union con las moléculas de gl icerol y
son capaces de mejorar las propiedades mecanicas de la pelicula

de glicerol sobre la superficie bioldgica.

Con el fin de medir la calidad filmogénica de las p reparaciones
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tal como se preparanen el ejemplo 2, sellevarona cabo ensayos
en los que se demostré de una manera indirecta que la calidad
filmdégeno de glicerol habia aumentado.

Ejemplo 3(b): Estudios farmacolégicos: Medicion de la
solubilidad del glicerol solo comparado con el glic erol
filmégeno  in vitro

Para verificar el efecto de la adicion de taninos s obre la
resistencia mecanica de glicerol a la solubilidad e n el agua
atraido a través de su propia actividad osmatica, s e procedio
arealizar un analisis termogravimétrico (TGA) de g licerol solo
frente al glicerol flmégeno (que contiene 1 % de e xtracto
vegetal rico en tanino). Una pelicula de las sustan cias de
ensayo respectivas se expuso a una temperatura (30 °C) y
humedad relativa (20 %) constantes y se midio el au mento de la
masa relacionada con el tiempo. Por tanto, se podia cuantificar

la solubilidad en agua (Fig. 1).

Los resultados preliminares muestran que el tanino disminuye
la solubilidad en agua del glicerol. Supuestamente, la
solubilidad reducida se puede imputar a que el tani no ocupa
algunos de los grupos hidroxilo del glicerol, que, por lo
tanto, no estan disponibles para unirse a las moléc ulas de
agua.

Ejemplo 3(c): Estudios farmacologicos: Medicion de la duracién
de la retencion de la pelicula de glicerol solo com parado con
glicerol en filmégeno en ulceras diabéticas

Capacidad filmogénica del glicerol Los experiment 0S se
llevaron a cabo en pacientes con Ulceras diabéticas que cubren

una superficie aproximada de 4 (x 1,5) cm

de glicerol (grupo 1, n = 6 ulceras) o 2 ml de glic

2, Se aplicaron 2 mi

erol
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filmbégeno (grupo 2, n = 6 Ulceras) sobre la superfi cie de la
herida y las heridas se mantuvieron en una posicion vertical
después de la aplicacion. Se recogieron muestras de fluido de

la herida (100 pl) a intervalos de una hora durante un periodo
de 6 horas y se midio la cantidad de glicerol.

Se obtuvieron los siguientes resultados (véase la F ig. 2).

Los resultados mostraron que en las condiciones exp erimentales
de este estudio, casi el 92 % del glicerol normal s e elimind
en1lhorayel 100 % en 2 horas, en comparacion con la reduccion

de solo el 34 % y el 56 % para el glicerol filmogen 0. La
actividad de la glicerol filmogeno duro 6 horas.

Ejemplo 4: Resultados de las mediciones de la unién tanino -
glicerol y la produccion de glicerol filmégeno

Como se muestra en el estudio farmacoldgico en el e jemplo 3,
entre 42 extractos de plantas ricos en tanino mezcl ados con
glicerol en diferentes concentraciones, ya sea indi vidualmente
0 en diversas asociaciones, los siguientes taninos vegetales
(PCD) mostraron diferentes grados de cualidades fil mogénicas:
Cualidad filmogénica muy alta: 6 extractos de plan tas se
clasificaron como muy altamente activas: V. myrtillus, V.

macrocarpon, V. vinifera, s. negro, C. sinensis

y G. max vya

gue aumentaban la duracion de laretenciéon de la pe licula entre
200y 300 % en comparacion con el glicerol solo. Se obtuvo una
calidad muy alta de la pelicula de glicerol con: (1 ) Las PCD
de Vaccinium myrtillus solo, asi como en asociaciones con

taninos vegetales ricos en PCD de (2) Vaccinium myrtillus
(extracto del fruto) + Vaccinium macrocarpon (extracto del
fruto); (3) Vitis vinifera (extracto de la semilla) + Sauco
negro (extracto del fruto); (4) Camellia sinensis (extracto de

la hoja) + V. myrtillus ; (B) V. myrtillus + s.negro ; (6) C.
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sinensis + (7) V. vinifera + s. negro ;' V.  Vinifera + s. negro
+ Glycine max  (extracto de la semilla); (8) V. macrocarpon +
C. sinensis + V. vinifera, y (9) V. macrocarpon + C. sinensis

+ V. myrtillus + V. vinifera.

Cualidad filmogénica alta: 9 extractos de plantas s e
clasificaron como altamente activos ya que aumentab an la
duracion de la retencidon de la pelicula entre 100 y 200 % en
comparacion con glicerol solo: (1) Acacia catechu (corteza y

la planta entera), Tenacetum parthenium (floresy hojas); Salix
alba (planta  entera); Salvia  officinalis ; Rosmarinus
officinalis; Fraxinus chinensis, Gingko biloba ; Ribes nigrum
(fruto), vy Opunitia Sp .. (frutos) asi como polimeros
sintéticos, tales como Aritan-A7, Ledosol CRP, y Bl ancotan SH2
Cualidad filmogénica moderada: 4 extractos de plant as se
clasificaron como moderadamente activos ya que aume ntaban la
duracion de la retencion de la pelicula entre 10 y 99 % en
comparacion con glicerol solo: Morus alba  (frutos); Rubus sp.
(frutos); Quercus sp (frutos, corteza), Pinus sp  (corteza,
frutos).

Estos resultados indican que: 1. Los taninos se une n a
glicerol; 2. Algunos taninos vegetales se unen muy fuertemente
con la molécula de glicerol, mientras que otros se unen con
una fuerza menor. Esto demuestra que la unién del g licerol a
los taninos es especifica; 3. La union de taninos a glicerol
comienza tan pronto como los taninos se afiaden al g licerol; 4.

Los dimeros, trimeros y pentdmeros de tanino muestr anunaunion

y un efecto filmégeno mas fuertes, en comparacion c on los
polimeros o taninos condensados grandes. Esto puede estar
relacionado con el hecho de que las moléculas de ta nino mas

pequefias tienen multiples posibilidades de unirse a | glicerol.
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Casi el 50 % de la unién PCD -glicerol se produce ¢

ingredientes se mezclan y se almacenan, y el 50 % r
cuando la solucion se aplica como una pelicula fina
superficie de la piel o de la mucosa. Los polimeros
también pueden unirse a las moléculas de glicerol y
duracion de la retencion de la pelicula de la pelic

glicerol.

Segun estos hallazgos, el glicerol filmégeno se pue

uando ambos
estante
sobre la
sintéticos
mejorar la

ula de

de preparar

mediante la mezcla de glicerol o cualquier otra sol ucion de
poliol con las PCD de plantas de union a glicerol.

Ejemplo 5. Ejemplos de preparaciones para el tratam iento de
las infecciones de la piel y la mucosa

Se prepararon diferentes preparaciones de glicerol filmégeno
como se detalla en el Ejemplo 2. Los porcentajes in dican el

peso / peso del extracto vegetal rico en PCD seco.

1. Glicerol — 69,22 %, extracto de V. macrocarpon - 0,18 %,

extracto de V. myrtillus — 0,18 %; Excipientes: Miel — 29,0 %,

Aqua — 1,42 % cargado en tubos de 10 ml para tratar Ulceras
orales traumaticas.

2. Glicerol — 72,92 %, extracto de V. macrocarpon - 0,30 %,

extracto de V. myrtillus — 0,36 %; Excipientes: Miel — 12,0 %,

Aqua — 14,42 % cargado en aerosol de 20ml para el t ratamiento
de la mucositis oral.

3. Glicerol — 74,265 %, extracto de semillas de V. vinifera

— 0,48 %, extracto de fruto de S. nigra

%,; Excipientes: Miel — 12,0 %, Aqua — 12,935 % carg

aerosoles de 30 ml para aplicar en la garganta.
4. Glicerol — 73,94 %, extracto de semillas de

0,48 %, extracto de fruto de S. nigra

V. vinifera

(sauco negro) — 0,32

ado en

(sauco negro) — 0,32 %;
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extracto de semillas de Glycine max  0,07; Excipientes: Miel —

12,0%, Aqua—13,19 % cargado en aerosoles de 20ml paraaplicar

en la garganta en nifios.

5. Glicerol — 32,488 %, extracto de V. macrocarpon —0,12 %,
extracto de V. myrtillus — 0,12 %, extracto de C. sinensis -
0,22 %, extracto de frutos de S.nigra  (sauco negro) — 0,10 %;
Excipientes: Aqua — 66,952 %, cargados en 15 ml de aerosoles

de plastico para el tratamiento de la rinosinusitis

6. Glicerol — 68,66 %, extracto de V. myrtillus — 0,18 %,
extracto de C. sinensis — 0,30 %; Excipientes: Miel — 29,0 %,

Aqua — 1,76 %, Goma xantana 0,1 %, cargados en tubo s de 50 ml
para aplicacion topica en Ulceras producidas por pr esion.

7. Glicerol — 99,16 %, extracto de V. myrtillus — 0,18 %,
acido citrico c.s.p. pH 4,5; Excipientes: Aqua — O, 66 9%,
cargado en tubos de 10 ml con una canula para el tr atamiento

de la sequedad vaginal y la infeccion.

8. Glicerol — 72,06 %, extracto de semillas de V. vinifera
—0,18%. Excipientes: Miel 27,0 %, Aqua— 0,66 %. Gomaxantana
0,10 %, cargada en tubos de 100 ml para aplicacion tépica sobre

lesiones de la piel.
9. Glicerol — 76,166 %, extracto de C. sinensis - 0,24 % ,
extracto de semillas de V. vinifera 0,36 %, extracto de frutos

de S. nigra  (sauco negro) — 0,20 %. Excipientes: Miel — 20,0

%, Aqua — 2,934 %, goma xantana 0,10 %, cargada en tubos PET
de 6ml para aplicacion topica en las lesiones de he rpes labial.

10.  Glicerol — 97,48 %, extracto de V. macrocarpon - 0,18 %,
extracto de fruto de S. nigra  (sauco negro) — 0,36 %; acido

citrico c.s.p. pH 4,5; Excipientes: Aqua — 1,98 %, cargado en
tubos de 10 ml con una canula para aplicacion vagin al para

tratar el herpes genital y la vaginosis bacteriana.
11. Glicerol — 76,42 %, extracto de V. macrocarpon - 0,12 %,

extracto de C. sinensis — 0,48 %, extracto de semillas de V.
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vinifera  — 0,36 %; Excipientes: Miel — 19,0 %, Aqua — 3,52 %,

cargados en tubos de 50 ml para aplicaciéon tépica s obre las
lesiones de psoriasis, eccema y dermatitis.

12.  Sorbitol — 94,7 %, extracto de V. macrocarpon  — 2,1 %,
Acacia catechu 3,2 %, cargado en tubos de 20 ml para aplicacion

topica sobre Ulceras venosas de las piernas.

13.  Glicerol — 90,60 %, extracto de V. macrocarpon  — 1,30 %,
Salix alba — 5,0 %; Excipientes: Aqua — 3,1 0 %, cargado en

tubos de 50 ml para la aplicacion tépica sobre Ulce ras
diabéticas.

14.  Sorbitol — 74,265 %, extracto de semillas de V. vinifera

— 0,48 %, extracto de fruto de S. nigra  (saulco negro) — 0,32

%; Excipientes: Miel — 12,0 %, Aqua — 12,935 %, car gados en
recipientes de plastico de 100 ml para aplicacion t Opica sobre

guemaduras en la piel.

15.  Sorbitol — 73,94 %, extracto de semillas de V. vinifera -
0,48 %, extracto de fruto de S.nigra  (sauco negro) — 0,32 %;
extracto de semillas de Glycine max  0,07; Excipientes: Miel —

12,0 %, Aqua — 13,19 %, cargados en jeringas de de 10 ml para
aplicacion tépica sobre heridas cronicas.

16.  Sorbitol — 32,488 %, extracto de V. macrocarpon —0,12 %,
extracto de V. myrtillus — 0,12 %, extracto de C. sinensis -
0,22 %, extracto de frutos de S.nigra  (sauco negro) — 0,10 %;
Excipientes: Aqua — 66,952 %, cargado en aerosoles de 50 ml

para aplicacion en la garganta para tratar la gripe

17.  Xilitol — 68,66 %, extracto de V. myrtillus — 0,18 %,
extracto de C. sinensis — 0,30 %; Excipientes: Miel — 29,0 %,
Aqua - 1,76 %, Goma xantana 0,1 %, cargados en tubo s de 100 mi

para el tratamiento de Ulceras secas cronicas.
18.  Glicerol — 95 %, extracto de V. myrtillus - 5,0 %, acido
citrico c.s.p. pH 4,5, cargados en o6vulos de 4 ml p ara su

introduccion en la vagina para tratar la vaginosis bacteriana.
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19.  Gilicerol — 50 %, Xilitol — 20 %, extracto de semill as de
V. vinifera — 1,0 %. Excipientes: Miel 28,8 %, goma xantana
0,20 %, usado ara mojar apoésitos de poliéster para la

aplicacion sobre heridas cronicas.

20. 1 g de preparacion de tanino vegetal que contiene 4 00 mg
de extracto de V. vinifera , 350 mg de V. macrocarpon , 100 mg
de V. myrtillus y 150 mg de almidén de arroz en polvo rociado

sobre una gasa de algodon de 4 x 5 cm. Primero se a plica
glicerol puro sobre la superficie dafiada (6 ml sobr e una
superficie de 10 cm 2 de una ulcera crénica)y la superficie de

la herida se cierra-edbre-con el aposito, dirigiénd ose la parte

de tanino rociada hacia la superficie de la herida. -{}-

21.  Apésitos de tipo gasa no adhesivos de algodén de 5 x5cm
empapados en una solucion que contiene glicerol (82 %), 0,5 %
de extracto de planta de S. nigra  (sauco negro) y 17,5 % de

miel y empaquetados en bolsas de aluminio. La gasa se aplica

directamente topicamente sobre la superficie dafiada
22. Glicerol — 76,0 %, extracto de C. sinensis — 0,5 %,
extracto de semillas de V. vinifera 0,5 %, extracto de frutos

de S.nigra (salco negro) — 0,5 %. Excipientes: Miel — 22,5 %

mezclada en un hidrogel y fijada en una superficie de polimero
reticulado (10 g por 10 cm 2 de superficie polimérica) para
aplicaciéntopicasobre Ulceras por presion, tlcera sdiabéticas

y Ulceras venosas de piernas.

23.  Glicerol — 97,48 %, extracto de V. macrocarpon - 2,10 %,
extracto de frutos de S.nigra  (sauconegro)-0,42 %, adsorbido

sobre un ap@sito de nanocompuesto de 6xido de cinc flexible
como un vendaje para curacion de heridas para ulcer as por

presion y ulceras diabéticas cronicas.
24.  Glicerol-68,66 %, Aritan-A7 — 0,18 %, Fraxinus chinensis
— 0,30 %, Excipientes: Miel — 29,0 %, Aqua — 1,76 % , Goma

xantana 0,1 %, cargados en tubos de 50 ml para apli cacion
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topica en ulceras producidas por presion.

25.  Glicerol — 99,16 %, extracto de R. nigrum —0,18 %, acido
citrico c.s.p. pH 4,5; Excipientes: Aqua — 0,66 %, cargado en
tubos de 10 mlcon unacéanulaparaeltratamientod elasequedad

vaginal y la infeccion.

26.  Glicerol — 72,06 %, extracto de raiz de G. biloba -0,18
%, Blancotan SH2 0,20 %, Excipientes: Miel 27,0 %, Aqua - 0,46
%. Goma xantana 0,10 %, cargada en tubos de 100 ml para

aplicacion tépica sobre lesiones de la piel.

27.  Gilicerol 99,5 %, Ledosol CRP polvo al 0,5 %, cargad oS en
botes de 50 ml para aplicacion topica sobre lesione senlapiel
producidas por psoriasis, eccema y dermatitis.

28.  Glicerol 30 %, Miel 69,5 %, extracto seco de Fraxinus
chinensis 0,50 %, cargado en recipientes de 50 ml para

aplicacion topica en la superficie de la garganta p ara tratar

infecciones virales de la garganta y de los senos.

Ejemplo 6: Experimentos de crioconservacion; estudio
comparativo sobre glicerol frente a glicerol filmog eno

El objetivo de este estudio fue comparar los efecto S
protectores de glicerol solo o en asociacion con ta ninos o
polimeros capaces de formar una pelicula de glicero | sobre la
superficie del tejido vivo y evaluar los efectos ob tenidos

sobre la supervivencia celular.

Células vivas y tejidos usados:

Los cultivos primarios de células de musculo liso v ascular
humanas (CML), fibroblastos de la piel, células epi teliales de
riion de rata, se cultivaron lineas celulares MDBK y MDCK en
matraces de cultivo tisular de plastico de 25 cm 2, Las células

se dispersaron con solucion de tripsina - EDTA, se lavaron con

medio y se prepardé una suspension de células que co ntiene
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1x107células / ml. También se prepararon suspensiones de

linfocitos de sangre humana como muestras de célula S no
adherentes. Del mismo modo, las muestras frescas de piel humana
viva recogidas para hospitales se cortaron en pieza sdelcm 2
y dos piezas de cada muestra de piel se crioconserv aron en

diferentes medios como se indica a continuacion.

Se prepararon cuatro medios de congelacion en DMEM (Medio
Minimo Esencial de Dulbecco) que contenia: (1) 5 % de DMSO, 10
% de FCS y medio de cultivo c.s.p. 100ml; (2) 2% d e DMSO + 10
% de suero y medio de cultivo c.s.p. 100 ml; (3) g licerol 20

%, FCS 10 %, 2 % de DMSO y medio de cultivo c.s.p. 100 ml; o
(4) glicerol 20 %, PCD de plantas 1 %, FCS 10 %, D MSO 2 %y
medio de cultivo c.s.p. 100 ml del denominado glice rol
filmégeno. Los medios se almacenaron a DE 2 a 8 °C hasta su
uso. Obsérvese que el medio de congelacion adecuado depende de

la linea celular especifica.

Las suspensiones celulares se centrifugaron a aprox imadamente
de 100-200 x g durante 5 a 10 minutos y el sobrenad ante se
decantd sin perturbar los sedimentos celulares. Los sedimentos
celulares se resuspendieron en medio de congelacion frio a
densidades de 1 x 10 8 células por ml. Las alicuotas de la

suspension celular se dispensaron en viales de alma cenamiento
criogénico y se congelaron en un aparato de congela cion a
velocidad controlada, lo que disminuye la temperatu ra
aproximadamente 1 °C por minuto hasta -70 °C. Despu és, los
viales de cultivo de tejido y de células se transfi rieron a
recipientes de nitrogeno liquido (-196 °C) y se man tuvieron
durante un periodo de 6 meses. La misma técnica se sigui6 para

los injertos de piel.
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Para la descongelacion, se retiraron las ampollas y se dejaron
a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 mi nuto y
después se transfirieron a un bafio de agua a 37 °C durante 2-
3 minutos hasta que estén completamente descongelad 0s. Las
ampollas se limpiaron con alcohol al 70 % antes de abrir en un
ambiente estéril. Las células se diluyeron en 10 ml de DMEM
gue contiene 5 % de FCS, se centrifugaron, se sedim entaron, se
volvieron a diluir en medio de cultivo y el nimero de células
vivas se determiné usando tinciones con azul tripan y MTT.

Los injertos de piel procesados de una manera simil ar, excepto
gue los injertos se cortaron en laminas de 5, se in trodujeron
en matraces de cultivo tisular de 25 cm 2 que contienen 15 ml

de medio de crecimiento celular con 10 % de FCSy s e cultivaron
durante un periodo de 10 dias. Después de 10 dias d e cultivo,
las células del injerto en crecimiento se dispersar on con una
solucion de tripsina - EDTA, se prepard una suspens ion de
células y se cont6 el numero de células vivas.

Resultados:

Numero medio de células de cultivo celular viva: (1 ) 5 % de
DMSO, 10 % de FCS en medio de cultivo = 65,2 %; (2) 2 % de DMSO
+ 10 % de suero en medio de cultivo = 62,6 %; (3) glicerol 20
%, FCS 10 %, 2 % de DMSO en medio de cultivo = 68,4 %; Yy (4)

glicerol 20 % que contiene 1 % de PCD vegetales, FC
2 % en medio de cultivo denominado glicerol filmége
Numero medio de células de injerto de piel viva: (1
DMSO, 10 % de FCS en medio de cultivo =51,1 %; (2)
+ 10 % de suero en medio de cultivo = 54,9 %; (3)

%, FCS 10 %, 2 % de DMSO en medio de cultivo = 63,3

glicerol 20 % que contiene 1 % de PCD vegetales de

S 10 %, DMSO
no= 91 %.
) 5 % de
2 % de DMSO
glicerol 20
%;y (4)

V.

macrocarpon (0,5 %)y R. Nigrum (0,5 %), FCS 10 %, DMSO 2 % en
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medio de cultivo denominado glicerol filmoégeno= 83, 8 %.
Conclusion: El glicerol filmégeno es mucho mas efic iente, en
comparacion con glicerol solo, para la crioconserva cion de

células dispersas individuales e injertos de tejido

Ejemplo 7: Ejemplos de glicerol filmoégeno crioconservante
Se prepararon diferentes preparaciones como se deta lla en el
Ejemplo 2. Los porcentajes indican el peso / peso d el extracto

vegetal rico en PCD seco.

1. 20 % de Glicerol, 0,5 % de PCD vegetal de V. myrtillus
0,4%de A.catachu y0,1%de S.alba ;5,0% de DMSO, 20 % de
suero bovino fetal, medio de cultivo c.s.p. 100 ml usado para
almacenar las células vivas dispersas.

2. 20 % de Gilicerol, 1 % de PCD vegetal (0,5 % de V.
macrocarpon Yy 0,5 % de R. nigrum ), 10 % de FCS, 2,0 % de DMSO

en medio de cultivo c.s.p. 100 %.

3. 10 % de glicerol, 1,0 % de PCD vegetales de semilla s de

V. vinifera y 0,5 % de s. negro, 2,0 % de DMSO, 10 % de suero

bovino fetal, medio de cultivo c.s.p. 100ml, usado para
almacenar los injertos de piel antes de injertary transportar.
Ejemplo 8: Propiedades osmoticas in vitro de glicerol solo en
comparacion con glicerol que contiene 1 % en asocia cion de PCD
vegetales como en la preparacion n° 2 en el ejemplo 5 (cadigo
— Orosol)

En la ausencia de modelos para imitar la exudacion osmotica
de liquido hipotdénico de la mucosa oral o vaginal, se usoO un
modelo de cultivo celular de epidermis humana que c¢ ontiene
células epiteliales humanas normales cultivadas en un filtro
de policarbonato en una fase de aire/liquido. En co ndiciones

Optimas se obtiene un cultivo de células de mdltipl es capas,
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equivalente a la superficie de la mucosa sobre un s

policarbonato. Este soporte coloca sobre una esponj
contacto con una cantidad definida de medio de cult
medio se difunde en la esponja y el filtro, y sumin
nutrientes, asi como hidratacion, a las células. En
condiciones, el cultivo celular se puede mantener v

al menos una semana.

Para crear un modelo experimental de sequedad de mu
inventores insertaron uno o dos filtros adicionales
células y la esponja, de modo que redujeron la cant
medio liquido disponible para las células. En ausen
hidratacion, las células mueren y la mortalidad cel
puede medir con un colorante vital MTT. La mortalid

es proporcional a la sequedad de la superficie de ¢

Si se aplica una solucién hipertonica osmoéticamente
sobre la superficie epidérmica expuesta a sequedad,
de cultivo es atraido hacia a la epidermis debido a

y aumenta la cantidad de medio disponible para las

Por tanto, la supervivencia celular es proporcional

extension de la 6smosis y a la hidratacion celular.

El objetivo de este estudio era evaluar las propied
hidratantes de glicerol filmégeno en comparacion co
regular. El producto se aplicé sobre la superficie
epidermis normal (sin filtro), ligeramente deshidra
filtro) o intensamente deshidratada (2 filtros adic

(20 pl), y las células se incubaron a 37 °C-5 % de

una semana. Cada epidermis se lavd mediante agitaci
cultivo en medio de cultivo durante 20 segundos los

y 5, y la viabilidad celular se midi6 el dia 7 usan

oporte de
a en

ivo. El
istra
estas

ivo durante

cosa, los

entre las
idad de
cia de
ular se

ad celular

ultivo.

activa
el medio
la 6smosis
células..j

a la

ades
n glicerol
de la
tada (1

ionales)

CQ durante

on del
dias 1, 3

do tincion
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con MTT.

Puntuacion media de la supervivencia celular despué sdel
semana de cultivo fue la siguiente:

1. Cultivos normalmente humidificados (sin filtro): 10 0%
2. Controles parcialmente deshidratados sin producto: 43,11
%

3. Cultivos intensamente hidratados sin producto: 11,5 7%
4. Cultivos parcialmente deshidratados con glicerol: 6 2,3%
5. Cultivos intensamente deshidratados con glicerol: 4 3,15
%

6. Cultivos parcialmente deshidratados con glicerol

filmogeno: 89,46 %

7. Cultivos intensamente deshidratados con glicerol

filmégeno: 77,89 %

Conclusion: El glicerol filmégeno permanece en la s uperficie
de la epidermis durante un periodo de tiempo mas la rgo en
comparacion con el glicerol normal, con mayores efe ctos
osmoticos, y protege las células contra la deshidra tacion.
Ejemplo 9: Propiedades de cicatrizacion de heridas en rata de
glicerol filmbgeno en comparacion con glicerol norm al
Procedimientos de induccion de lesion experimental:

La piel dorsal de la rata se afeit6 y se realizaron 3 lesiones
circulares de 0,8 mm de diametro y profundidad en | a hipodermis
con un dermatoma. En cada lesion se aplicaron 0,2 m | de cada
producto de ensayo durante 7 dias consecutivos. El didmetro de
la lesion se midio todos los dias y se compararon | os valores
medios.

Producto de ensayo:

Grupo 1. agua destilada; Grupo 2: glicerol solo; Gr upo 3:
glicerol filmoégeno como en el ejemplo N ° 6. (10 ra tas en cada
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grupo).

Resultados:

Tamafio de la lesion (diametro / dia / lesion durant e 7 dias)
en el grupo de agua destilada media = 3,32 cm 2: en el grupo de
glicerol = 2,95 cm 2 y en el grupo de glicerol filmégeno = 2,03

CIe.

Conclusion:

Aunque el glicerol solo si acelera la curacion, la tasa de
curacion fue mucho mas rapida con la aplicacion de glicerol
filmogeno.

Estabilidad de las preparaciones de glicerol y tani no:

Se realizaron estudios para evaluar la estabilidad de las
preparaciones citadas en los ejemplos durante 36 me ses de
almacenamiento a 30 °C £+ 2 °C y A 40 °C £+ 2 °C. La S
preparaciones fueron estables durante un periodo mi nimo de 36
meses.

Interacciones contenido-recipiente:

Las preparaciones citadas en los ejemplos se cargar on en tubos
de plastico (PE, PET) vy recipientes de aluminio y los
contenidos se analizaron a intervalos regulares par a evaluar
cualquier interaccion entre los contenidos y los re cipientes.
Los analisis de espectrofotometria de infrarrojos d e las
muestras justo después de la preparacion y después de 12 meses
de almacenamiento a 37 °C indicaron la ausencia de cualquier

interaccion entre los contenidos y los recipientes.

Estabilidad durante el uso:

Las muestras de las composiciones citadas en los ej emplos se
estudiaron para determinarladescomposiciénolac ontaminacion
durante el periodo de uso. Los resultados obtenidos validaron
la estabilidad del producto durante el uso durante un periodo

de 1-3 meses.

Citotoxicidad:
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La citotoxicidad de glicerol filmégeno, evaluada de acuerdo
con las normas NF-ISO 10993 mostré que el producto no es
citotoxico hastauna concentracionde 5% enelmed io de cultivo

de células L929.

Hipersensibilidad:

Este estudio se realiz6 de conformidad con los requ isitos de
las normas para las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) de
la FDA (21 CFR, Parte 58, 1 de abril de 2005) y las Buenas
Préacticas de Laboratorio de la OCDE, referencia ENV /MC/CHEM
(98) 17 adoptadas por ladecision del Consejo de 26 de noviembre
de 1997 usando los ejemplos de las preparaciones N ©2,3y5.

El producto se inyectd por via intradérmica, y se a plico
topicamente directamente sobre la piel de cerdo G. afeitado

con un parche, para evaluar la reaccion local y Ila

hipersensibilidad retardada. Para comparacion se re alizé un
ensayo idéntico de control negativo con una solucié n de NacCl
al 0,9 % mediante la inyeccibn de la solucion por v ia

intradérmica 'y por aplicacibn topica. Los productos
sensibilizaron la piel mediante inyeccion intradérm ica, pero

la aplicacion topica no indujo sensibilizacion.

Toxicidad oral in vivo

Las muestras de glicerol filmégeno como en los ejem plos N° 2,
7, 8 'y 20 se administraron a ratas a una dosis de 5 g/ kg de
peso corporal. El estudio se realizé de acuerdo con las normas
de la BPL. En ausencia de cualquier anomalia, se es timo que la
dosis letal aguda era superior a 5 g / kg para todo s los

productos analizados.

Irritacion topica:

Los estudios se realizaron con ejemplos de la compo sicion del



10

15

20

25

30

46

producto de ensayo N ° 2, 7, 9, 10 y 12 de acuerdo con las
pruebas de irritacion en la piel y ocular BCOP in vitro
publicados en el diario oficial de la Republica Fra ncesa, de
21 de febrero de 1982. EIl principal indice de irrit acion
cutanea fue inferior a 0,50 y los productos se clas ificaron
como no irritante para la piel. El indice medio de opacidad
corneal bovina fue entre 10 y 25 para todos los pro ductos v,
por lo tanto, los productos se clasificaron como i geramente
irritantes para los 0jos.

Ejemplo 11: Eficacia clinica

Se prepararon diferentes preparaciones de acuerdo c on los
ejemplos de las composiciones dadas en el texto y | a eficacia
clinica de las composiciones se evalu6 en pacientes que sufren
patologias de lapiel olamucosa. Losresumenesde los estudios

se proporcionan a continuacion.

Estudio 1: Eficacia terapéutica de glicerol solo fr ente a
filmégeno (Preparacion N° 11 del Ejemplo 5 llamado VB-DERM)
para el tratamiento de la psoriasis, el eccemay la dermatitis.

Se realizé un ensayo de enmascaramiento sencillo de 6 semanas
de duracion en 107 pacientes que sufren lesiones cu taneas de
psoriasis, eccema y dermatitis (PED) en el que se ¢ omparo la
eficacia clinica de la composicion segun la prepara cion N° 11
conforme al ejemplo 5 con glicerol solo para el tra tamiento de
lesiones cutaneas producidas por psoriasis, eccema y dermatitis
(PED). Se trat6 a 56 pacientes con la preparacion d e glicerol
filmégeno VB-DERM (grupo de glicerol filmégeno) y a 51 con
glicerol solo (grupo control). El producto se aplic 0 por via
tépica, dos veces al dia durante un periodo de 6 se manas. Las
lesiones se clasificaron en una escala de 0 a 4 las semanas 0,

1,2,4y6.
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Durante todo el estudio se observaron resultados mu

de la eficacia de la preparacién de glicerol filmdg

DERM) sobre la psoriasis, el eccema y la dermatitis

El analisis de las puntuaciones registradas a inter

tiempo regulares durante un periodo de 6 semanas de
claramente que el glicerol filmégeno es mucho mas e

el tratamiento de lesiones PED en comparacion con g

(Figs. 3. 4 y 6). La eficacia en la limpieza y cica

de la herida del glicerol filmégeno fue estadistica
significativa (p <0,005) en el tratamiento de todos
sintomas asociados con esas enfermedades: eritema y
edema, sequedad, supuracién, formacion de escamas y
picor. La calidad de vida segun lo evaluado por los
investigadores y los pacientes, justo desde la segu

del del tratamiento, también mejord

después inicio

significativamente (Fig.5).

Estos resultados indican que el glicerol filmogeno
sobre la superficie de las lesiones de PED durante

de tiempo mucho mas largo manteniendo asi la lesion
todos los contaminantes libres (células muertas, re
celulares, enzimas proteoliticas, MMP, citocinas,
interleucinas, interferones, virus , bacterias, par

polvo) y la restauracion de la produccion de célula

normales. Por tanto, el glicerol filmégeno es mucho
altamente activo en comparacion con el glicerol no

para el tratamiento de enfermedades de la piel que

crecimiento excesivo de la piel, la presencia de co

en las lesiones, la participacién de multiples impu

flotan libremente, tales como células muertas, cito

y otras moléculas de proteina en el sitio de la les

y positivos

eno (VB-

valos de
mostro
ficaz para
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trizacion
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contaminantes se eliminan de forma permanente de la lesion, de
forma que crean un terreno favorable para el crecim iento normal
de la piel.

Estudio 2: Eficacia terapéutica del glicerol solo y glicerol
filmbégeno (composicibn como en la preparacion n® 10 del ejemplo

5 (HG-VB)) para el tratamiento del herpes genital

Se realiz6 un estudio piloto abierto, de una sola r ama,
prospectivo, multicéntrico, para evaluar la eficaci a del
glicerol filmégeno (HG-VB), en comparacion con el g licerol
normal estandar, en las mujeres que sufren herpes g enital e
infeccion.

Se traté a 60 mujeres con lesiones visibles de herp es genital
con HG-VB (10 ml al dia) durante 14 dias consecutiv os. El
producto se administro diariamente en la cavidad va ginal y los
sintomas de herpes genital se evaluaron antes del t ratamiento
y los dias 1 (2 h), 4, 7, y 14. También se obtuvier on frotis
de lesiones genitales para evaluar el nimero de cél ulas
gigantes multinucleadas cargadas con virus usando | a pruebade
Tzanck. Se tratdé a 20 mujeres solo con glicerol en condiciones
clinicas idénticas.

Resultados: Se observd una reducciébn estadisticamen te
significativa del picor vaginal, el enrojecimiento, el dolor,

la sequedad, la secrecion, la presencia de ampollas , Y la
normalizacion del pH vaginal después de transcurrid as 2 horas
desde la primera aplicacion de HG-VB en comparacion con el
tratamiento con glicerol solo. Los resultados de es te estudio
demostraron claramente que un glicerol filmégeno co ntintda
drenando el liguido hipoténico procedente de las pa rtes
internas de la cavidad vaginal durante un periodo d e 6-8 horas
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y limpia todos los contaminantes, en comparacion co n el
glicerol solo con una duracién mas corta (0,5a1h ) de accion.
Estudio 3: Eficacia del glicerol solo y el glicerol filmoégeno
(glicerol asociado con extractos de plantas ricos e n PCD como
enlapreparacionn®9del ejemplo5 (HL-VB))enl aeliminacion

de particulas de virus libres presentes sobre la su perficie de

las lesiones de herpes labial

Se realiz6 un estudio piloto abierto, de una sola r ama,
prospectivo, multicéntrico en 60 pacientes con lesi ones de
herpes labial abiertas. Se traté a 30 pacientes con glicerol
normal y a 30 con HL-VB aplicando unas gotas de los productos,

en cada grupo de forma idéntica, dos veces al dia d urante un
periodo maximo de 14 dias consecutivos. Los frotis de lesiones
labiales se recogieron y se midié la concentraciéon media de
virus mediante la cuantificacion del nUmero de célu las gigantes
multinucleadas infectadas por virus en cada lesion usando la
prueba Tzank, y se determiné la cantidad media de p articulas
de virus libres en ambos grupos.

La cantidad media de particulas de virus libres fue > 750, 635

(£ 17,51), 542 (+ 22,35.), Y 522 (+ 13,50) en el gr

con glicerol en comparacién con 465 (x 10,8),

226 (£ 10,22) y 0,0 los dias 1, 4, 7 y 14, respectivamente.

upo tratado

359 (6,35 ,

Estos resultados indican que HL-VB, es decir, glice rol que
contiene PCD o glicerol flmégeno, ejerce sus efect os durante
un periodo de tiempo mas largo que el glicerol solo

Estudio 4: Eficacia del glicerol solo y glicerol as ociado con
extractos de plantas ricos en PCD, denominado glice rol

filmbégeno (composicién como en la preparacion n° 5

del ejemplo
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5 (G-PCD)), para abrir la membrana biol6gica bacter iana que
bloquea los orificios de los senos en pacientes que sufren

rinosinusitis

Se realiz6 un ensayo clinico controlado de 21 dias de G-PCD de
comparacion con glicerol solo en pacientes que sufr en sintomas

agudos de infeccion en los senos nasales.

El objetivo de este estudio era evaluar la eficacia de la

abertura del seno de la solucion de G-PCD (32 % de glicerol, 1

% de PCD vegetales en agua) como en el ejemplo N ° 5, en

comparacion con glicerol solo (32 % de glicerol en

127 pacientes que sufren sinusitis aguda y cronica
seleccion6 a 109fueron parael estudio. Setratdé a

con G-PCD y a 51 con glicerol. Los productos se adm

en forma de aerosoles (3 en cada aplicacion del tra

2-3 veces al dia durante un periodo maximo de 21 di

Los parametros estudiados fueron: 1. El efecto sobr
congestion nasal y la rinorrea; 2. El efecto sobre
producido por la presion alrededor de la superficie
nasal; 3. El estado general del paciente con respec
infeccidén en los senos; y 4. La influencia en la te
antibioticos. Los resultados registrados después de

3 dias y 7 dias, mostraron una reduccion significat
mayor de los sintomas en el grupo de G-PCD en compa
el grupo de glicerol parala congestion nasal (-31,

% y -73,79 % en comparacion con -20,40 %, -19,09 %
%), dolor sinusal (-6,91 %, -79,02 %y -85,18 % en

con -1,69 %, -8,36 % y -53,36 %), y el estado gener
rinosinusitis (-4,15 %, -69,84 %y -79,89 % en comp

-22,56 %, +3,52 % y -17,62 %) (Fig.7). La intensida

agua). Entre
se
58 pacientes
inistraron
tamiento),

as.

e la
el dolor
del seno

to a la
rapia con

30 minutos,
ivamente
racion con

02 %, -57,23
y -30,25
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al de la
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secrecion nasal se incrementd en hasta en un 164,79 % en el
grupo de G-PCD comparacion con soélo el 31,71 % en e | grupo de
glicerol en los 30 minutos posteriores a la primera

administracion del producto. Estos resultados indic an que G-
PCD ejerce una presién osmoética muy alta en compara cion con
glicerol en condiciones idénticas, lo que lleva a | a ruptura
de la biopelicula y a la abertura de los senos. Sol oel21 %
pacientes en el grupo de G-PCD requirié tratamiento antibidtico
durante un promedio de 7,41 dias en comparacion con el 40 % en
el grupo de glicerol durante un periodo de 10,5 dia s (Fig. 8).
Estos resultados indican claramente que el glicerol filmoégeno
permanece sobre la superficie de la mucosa nasal du rante un
periodo de tiempo mas largo en comparacion con la s olucién de
glicerol estandar.

Estudio 5: Comparativa de las propiedades de formac ion de
pelicula y osmadticas de glicerol solo en comparacio n con
glicerol que contiene 1 % de PCD vegetales (composi cion de
glicerol filmégeno como en la preparacion n° 2 del ejemplo 5
(Orosol)) sobre lesiones de mucositis oral

Las lesiones de mucositis oral inducida por quimiot erapia y
radioterapia muestran una mucosa oral muy dafiada, ¢ oninfeccion

y la presencia de sustancias quimicas téxicas en la lesion.
Esto causa dolor intenso, sensacion de ardor y difi cultad para
comer. Entre un total de 69 pacientes incluidos en el estudio,
48 fueron tratados con la solucion Orosol y 21 con un aerosol
de glicerol. El producto se aplic6 4-5 veces al dia durante un
periodo de 28 dias. El grado de la mucositis en gen eral, la
intensidad del dolor y la sensacién de ardor, la fo rmacion de
nuevas Ulceras y el efecto sobre el deterioro para comer se
evaluaron evaluados antes del tratamiento, 30 minut 0s después
de la primera aplicacion del producto y a los 1, 2, 3,4,7,
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14, 21 y 28 dias. se observé una diferencia estadis

significativa en la cicatrizacion de la mucositis e

de Orosol en comparacion con el grupo de glicerol (
duracion de la actividad de Orosol fue casi 3 veces
comparacion con el glicerol solo en el grupo de con

un incremento proporcional de los efectos curativos
glicerol filmogeno atrae liquido hipotdnico durante

de tiempo muchomaslargo, limpialalesion, y ayud

la recuperacion.

Los resultados de estos 5 estudios clinicos demuest

1. El glicerol que contiene PCD vegetal forma una
altamente osmotica y duradera sobre las superficies
la mucosa en comparacion con el glicerol solo.

2. Los efectos de limpieza sobre la superficie daf
directamente proporcionales a la duracién de la ret
la pelicula de glicerol osmatico sobre la lesién.

3. La exudacién osmética de liquido hipoténico eli
todos los contaminantes que flotan
independientemente de la naturaleza del contaminant
las propiedades no farmacoldgicas pero mecanicas de
osmoéticamente activa.

4. El glicerol filmogeno que contiene PCD es segur

irritante.
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