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DESCRIPCION
Formulaciones despigmentantes topicas que comprenden un extracto de Bellis perennis

La presente invencion se refiere a formulaciones tdpicas que tienen un efecto despigmentante sobre la piel humana para
uso cosmeético y farmacéutico.

Bellis perennis L., cominmente conocida como margarita inglesa o césped margarita, pertenece a la familia de las
Asteraceae.

Se usa ampliamente en homeopatia para tratar diferentes complejos de sintomas tales como artrosis, pérdida del apetito
y trastornos del suefio. Ademas, Bellis perennis L. también se usa tradicionalmente para el tratamiento de problemas
dermatolégicos tales como acné, eccema, heridas de mala cicatrizacién y traumatismos mas profundos del tejido
(véanse, por ejemplo, H.A. Hoppe, Drogenkunde, vol. 1, Angiospermen, 8% edt., 1975; Dr. F. Losch, Krauterbuch; G.
Leibold, Moderne Naturheilpraxis, Bassermann Verlag, 1993; M. Lange-Ermnst, S. Ernst, Lexikon der Heilpflanzen, Honos
Verlag; y W.D. Storl, Heilkrauter und Zauberpflanzen, AT Verlag, 22 edt., 2000).

Mas recientemente, Bellis perennis L. ha sido objeto de investigaciones farmacolégicas y se ha identificado que
componentes particulares, tales como glucésidos de triterpenos, presentan un amplio perfil de actividad farmacologica tal
como efectos neuroprotectores antifingicos y antimicrobianos, anticancerigenos y también post-isquémicos (véanse, por
ejemplo, los documentos DE 42 06 233; US 6.444.233; G. Bader y col., Pharmazie 1990 Jul;45(8); P. Avato y col.; Planta
Med 1997 Dec; 63(6); y C. Desevedavy y col.; Journal Nat Prod 1989 Jan-Feb; 52(1)).

Ahora se ha descubierto inesperadamente que los extractos de Bellis perennis L. tienen un efecto inhibidor sobre la
melanogénesis y asi pueden usarse para la despigmentacion de piel humana.

La melanina, que es responsable de la pigmentacién de la piel, se produce en melanosomas que estan localizados en los
melanocitos. La sintesis de melanina implica procesos oxidativos, por los cuales la tirosina se hidroxila a
dihidroxifenilalanina (DOPA) por la enzima tirosinasa. La DOPA se convierte entonces finalmente en melanina por una
compleja cadena de reacciones oxidativas. La melanina se acumula en los queratinocitos del estrato basal y alcanza la
superficie de la piel con los queratinocitos debido a la continua diferenciacion de queratinocitos. Los queratinocitos que
contienen melanina diferenciada forman el estrato corneo como corneocitos. Los procesos oxidativos conducen a
cambios del color de la melanina que se vuelven evidentes en la pigmentacién de la piel individual dependiendo del tipo de
piel y otros factores externos. El proceso de pigmentacion anteriormente mencionado puede dar lugar a decoloraciéon y en
particular a piel que parece irregular, que se considera frecuentemente no deseable desde un punto de vista cosmético.
Ademas, el proceso también puede ser objeto de diversos trastornos patolégicos, que tienen aspectos muy diversos.

En los ultimos afios ha habido una demanda creciente de productos cosméticos y farmacéuticos despigmentantes. El
patron de pigmentacion irregular de la hiperpigmentacion adquirida tal como melasma (cloasma), melanodermia
postinflamatoria, lentigo solar, pecas (efélides), manchas de la edad (lentigo senil), manchas de la pigmentacién que
aparecen sobre la piel tras la exposicion al sol frecuentemente junto con farmacos tales como anticonceptivos orales u
otra medicacion hormonal, o perfume, o en el embarazo se produce por diversos factores, que incluyen inflamacion,
desequilibrio de hormonas, y algunas veces trastornos genéticos. La irradiacion UV agrava adicionalmente estas
afecciones de la piel.

El uso de cosméticos y productos farmacéuticos despigmentantes (aclaramiento de la piel, iluminacion de la piel o
blanqueamiento) varia significativamente entre culturas. Mientras que en los paises occidentales se usa principalmente
para la prevencion o el tratamiento de la (hiper)pigmentacion irregular anteriormente mencionada, en Asia y Africa
también se usan productos de aclaramiento de la piel para hacer la piel mas blanca, mas aclarada y mas iluminada.

En el contexto de la presente invencion debe observarse que los términos despigmentante, blanqueante, aclarador,
iluminador y decolorante se usan como sinénimos cuando describen agentes que se usan para prevenir o disminuir la
hiperpigmentacion y también complexién mas oscura no deseada.

Composiciones convencionales que se han desarrollado para la despigmentacién generalmente contienen acido kajico,
glabridina, arbutina, acido elagico, acido azelaico, acido ascoérbico y derivados de los mismos, extracto de placenta,
rucinol e hidroquinona, y extractos de plantas de una amplia variacion de plantas tales como baya silvestre, mora,
gayuba, regaliz, limoén, Matricaria chamomilla, semilla de comino, wolo, berro o mezclas de cualquiera de las anteriores
mencionadas.

Una vision general sobre enfoques quimicos e instrumentales para tratar hiperpigmentacion se facilita por S. Briganti y
col., en Pigment Cell Res 16:101-110; 2003.

Algunas sustancias que presentan actividad despigmentante no pueden usarse cosméticamente o para fines
farmacéuticos debido a su toxicidad (por ejemplo, sales de mercurio), a la irritacion cutdnea que inducen
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(mercaptoaminas, agentes oxidantes como perdxido de hidrégeno) o debido a la inestabilidad de acido ascorbico o a la
actividad reducida de sus derivados. Otros compuestos tales como derivados fendlicos, corticosteroides, polifenoles,
diversos extractos vegetales que se usan como componentes en muchas preparaciones despigmentantes, estan ahora en
el mercado. Sin embargo, estos compuestos muestran efectos secundarios como la hidroquinona o son de accion muy
lenta.

Se considera que la hidroquinona es cancerigena, asi se ha implementado un procedimiento legal para prohibir su uso
cosmeético en Europa.

Asi, existe la demanda creciente del agente despigmentante ideal que, a la vez que presente un efecto
decolorante/blanqueante/aclarador/iluminador potente, rapido y selectivo sobre los melanocitos hiperactivados, no deba
asociarse a ningun efecto secundario a corto o largo plazo. Ademas, el agente de despigmentacion deseado debe ser
estable y compatible con otros componentes cosméticos o farmacéuticos.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un extracto de Bellis perennis L. para su uso como un agente
despigmentante en un procedimiento terapéutico de despigmentar piel humana. La invencién también se refiere a una
composicién que comprende tal extracto como agente despigmentante para su uso en un procedimiento terapéutico de
despigmentacion de piel humana.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un extracto de Bellis perennis L. para su uso como un agente despigmentante en
un procedimiento terapéutico para tratar o prevenir hiperpigmentacion adquirida o inherente. La invencién también se
refiere a una composicion que comprende tal extracto como agente despigmentante para su uso en un procedimiento
terapéutico para tratar o prevenir hiperpigmentacion adquirida o inherente.

En otro aspecto adicional, la invencion se refiere al uso de un extracto de Bellis perennis L. como agente despigmentante
para la despigmentacion cosmética de piel humana.

En un aspecto todavia adicional, la invencién se refiere al uso de un extracto de Bellis perennis L. como agente
despigmentante para tratar o prevenir cosméticamente hiperpigmentacién adquirida o inherente.

Como se usa en la presente invencion, el término hiperpigmentacion se refiere a un contenido de melanina elevado
localizado o generalizado de la piel, que puede ser adquirido o inherente.

La hiperpigmentacion que puede tratarse segun la presente invencion incluye nevo pigmentado, nevo moteado, efélides,
lentigos, nevo combinado, nevo en traje de bafio, nevo sistematico, neurofibromatosis (v. Recklinghausen), sindrome de
Peutz-Jeghers, enfermedad de Albright, nevo azul, mancha mongodlica, nevo tardio, cloasma, en particular cloasma
gravidico, o cloasma virginal perioral, linea negra, melanosis de Riehl, melanodermitis toxica, poiquilodermia reticulada,
angiodermitis pigmentaria y purpurica, hiperpigmentacion poslesional, fitofotodermatosis, dermatitis de Berloque,
pigmentacion (de Berlogue) por agua de colonia, liquen rojo o impétigo después de psoriasis, incontinencia pigmentaria,
melanosis debida a arsénico, hemocromatosis idiopatica, diabetes bronce, cirrosis del higado, enfermedad de Addison,
enfermedad de Graves, melanocarcinosis, pelagra, esprue, tuberculosis 0 anemia perniciosa.

Ademas, las composiciones farmacéuticas segun la presente invencion también pueden usarse para la terapia de
hipopigmentacion (leucodermia) para nivelar las manchas blancas.

Por tanto, indicaciones preferidas son asi nevo acrémico, nevo anémico, poliosis, albinismo, vitiligo, leucodermia
adquirida de Sutton, hipopigmentacion poslesional tal como leucodermia psoriasica, leucodermia sifilitica, vitiligo grave,
pinta, kwashiorkor, despigmentacion toxica (por ejemplo, debido a hidrogquinona o furcina), discromia parasitica, pitiriasis
versicolor alba, estreptodermia alba simple, sindrome de Vogt-Koyanagi, canicie precoz, sindrome de Simmonds-
Sheehan y sindrome de Werner.

Particularmente se prefiere el tratamiento de vitiligo, proporcionando una mejor alternativa a la hidroquinona
presentemente usada que contiene composiciones que presentan efectos secundarios.

Las composiciones cosméticas segun la presente invencion pueden usarse para despigmentar la piel humana en caso de
patron de pigmentacion irregular debido a hiperpigmentacion adquirida tal como melasma (cloasma); melanodermia
postinflamatoria; lentigo solar; pecas (efélides); manchas de la edad (lentigo senil); manchas de la pigmentacién que
aparecen sobre la piel tras la exposicion al sol frecuentemente junto con farmacos tales como anticonceptivos orales u
otra medicacion hormonal, perfume, o en el embarazo, decoloracién debido a quimioabrasiones y dermoabrasion,
acondicionamiento superficial pre-y pos-laser, o eliminacion de vello pre- y pos-laser; queratosis pigmentaria o
hipopigmentacion después de traumatismos (cicatrices).

Ademas, también pueden usarse para aclarar/iluminar la complexién o formas de hiperpigmentacion e hipopigmentacion
mencionadas anteriormente.
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Como ya se ha mencionado anteriormente, la presente invencién se basa en el hallazgo inesperado de que los extractos
de Bellis perennis L. presentan un efecto inhibidor sobre la melanogénesis. El efecto despigmentante es muy marcado y
tiene una aparicion muy rapida.

Segun la presente invencion puede usarse cualquier extracto de Bellis perennis L. obtenido por decoccion, digestion,
percolacion, extraccion con Soxhlet, maceracién o cualquier otro procedimiento apropiado conocido para el experto
habitual en la materia.

Medios de extraccion y disolventes adecuados son agua, tampones acuosos, glicoles o mezclas de glicol-agua, alcoholes
0 mezclas de alcohol-agua, glicerina o mezclas de glicerina-agua.

Medios de extraccion /disolventes preferidos son agua o tampoén acuoso, etanol, mezclas de etanol-agua, y metanol o
mezclas de metanol-agua. Adicionalmente también pueden usarse segun la presente invencién extractos obtenidos por
extraccion con glicoles como propilenglicol, butilenglicol o mezclas de agua de los mismos que tienen preferentemente un
contenido de agua del 5 al 60%. En una realizacion preferida se usa un tampon citrato de sodio segun Sérensen (tampon
que contiene citrato de disodio 0,1 My HCI 0,1 N, que tiene un pH entre 1,2 y 5,0, preferentemente entre 2,0 y 5,0, lo mas
preferido pH 3,0). En otra realizacién preferida se usa un tampoén fosfato segun Sérensen (fosfato de potasio 0,06 M y
fosfato de disodio 0,06 M, intervalo de pH 5 a 8, preferiblemente pH 5).

Los extractos pueden prepararse a partir de material vegetal fresco o secado, por lo que puede usarse la planta completa
o las cabezas de flor de Bellis perennis L. Se prefiere el uso de las cabezas de flor.

La proporcion entre farmaco y medio de extraccion oscila de 1:10 a 1:200. La proporcion preferida es 1:20.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para producir un extracto acuoso de Bellis
perennis L. y un extracto obtenido por ese procedimiento.

Los siguientes ejemplos solo son para fines ilustrativos y no deben limitar el alcance de la invencion.

Medio de extraccion Cantidad de material | Temperatura | Tiempo de
vegetal seco extraccion
Ejemplo 1 95% de agua 5% 100 °C 1h
Ejemplo 2 95% de tampon que contiene fosfato de potasio | 5% 80°C 12h

0,06 M y fosfato de disodio 0,06 M, pH 5,0

Ejemplo 3 | 95% de etanol (70%) 5% 25°C 10 dias

Segun la invencion, el tiempo y la temperatura de extraccién pueden variar dependiendo del medio de extraccion,
particularmente se prefiere un tiempo de extracciéon entre 1 h y 10 dias, la temperatura puede oscilar preferentemente
entre 25 °C y 100 °C.

Una realizacion particularmente preferida de la presente invencion es un extracto obtenido a partir de flores secas por
extraccion con agua (es decir, decoccion) a una temperatura de 100 °C durante 1 h, por lo que la proporcién farmaco:
medio de extraccion es 1:20. El extracto en bruto se enfria a 40 °C o por debajo y se centrifuga para separar
constituyentes insolubles y se esteriliza por filtracion (tamafio de poro: 0,2 ym). Entonces se lleva a cabo ésmosis inversa
para prevenir la formacion de sedimentos catalizada por electrolitos especificos para Bellis perennis L. Entonces se
afiaden tampon, preferiblemente tampdn citrato segin Sérensen (39,9% de citrato de disodio 0,1 My 60,1% de HCI 0,1 N,
pH 3,0) y un conservante, preferentemente 0,2% de sorbato de potasio, al extracto libre de electrolitos. Para prevenir la
posible decoloracién del extracto producida por componentes de alto peso molecular, los Ultimos se separan por medio de
ultrafiltracion (corte de MW: 100 kDa).

La base bioquimica precisa para el efecto despigmentante del extracto de Bellis perennis L. es desconocida. Como se ha
expuesto brevemente, el efecto despigmentante es muy pronunciado y de rapida aparicion.

A diferencia de la mayoria de los agentes de despigmentacion o blanqueamiento presentemente usados que son potentes
inhibidores de tirosinasa y asi también pueden presentar los efectos secundarios anteriormente mencionados, el extracto
de Bellis perennis L. solo muestra una débil inhibicién de tirosinasa. La inhibicién de tirosinasa tiene lugar en los
melanosomas de los melanocitos. Por tanto, el inhibidor necesita pasar la barrera de la piel, alcanzar los melanocitos y
pasar la membrana celular. Dependiendo de la molécula, esto puede tener efectos secundarios tales como efectos
citotoxicos.
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La actividad despigmentante del extracto puede ser debida al menos en parte a un efecto antioxidativo como, por ejemplo,
mediadores de inflamacién inducida por UV tales como radicales libres que son capaces de estimular los melanocitos
para potenciar la sintesis de la melanina. Al contrario del acido ascorbico que también se usa para la despigmentacion de
la piel humana, la capacidad antioxidativa del extracto de Bellis perennis L. es estable y no requiere ninguna formulacién
técnica o derivatizacion particular.

El extracto de Bellis perennis L. de la presente invencion tiene una capacidad antioxidante distinta, que eficazmente inhibe
los procesos oxidativos en los melanocitos y asi en consecuencia puede reducir la sintesis de la nueva melanina. Como
estos procesos son responsables de una pigmentacion potenciada en el estrato comneo, el extracto segun la presente
invencién es eficaz en diferentes capas de la piel. Asi, el efecto de aclaramiento es debido a influir y moderar los
mecanismos intracelulares y no debido a un efecto de filtracion de UV externo.

Sin embargo, el efecto despigmentante muy importante y rapidamente observable de Bellis perennis L. no puede
Unicamente atribuirse a su efecto antioxidante, sino que es probable que sea debido a la modulaciéon de otras etapas
bioquimicas que participan en la biosintesis de melanina. Asi, su efecto también puede ser debido a su influencia sobre la
endotelina. Los antagonistas de endotelina son conocidos por producir una inhibicion cuatro veces acelerada de la sintesis
de melanina, ya que no necesitan entrar en los melanosomas para inhibir la tirosinasa o los procesos oxidativos. La
penetracion en capas mas profundas de la epidermis es suficiente para inhibir la endotelina (véase Matsuda y col., Cosm
Toil (10) 65-77(1996)).

Los extractos pueden incluirse en formulaciones cosméticas y farmacéuticas comunes conocidas para el experto habitual
en la materia (véanse, por ejemplo, Bauer y col., Pharmazeutische Technologie, 5% edt. Govi-Verlag Frankfurt, 1997;
Rudolf Voigt, Pharmazeutische Technologie, 92 edt., Deutscher Apotheker Verlag Stuttgart, 2000), tal como cremas O/W y
W/O, emulsiones O/W y W/O, geles, emulsiones multiples (W/O/W y O/W/O), dispersiones cosméticas
(hidrodispersiones y lipodispersiones), barras, formulaciones que comprenden un tensioactivo o disoluciones simples
(aceitosas o acuosas).

Segun la presente invencion, el extracto de Bellis perennis L. puede formularse también en combinaciéon con otros
extractos de plantas o compuestos quimicos mencionados anteriormente que tienen un efecto despigmentante,
antiinflamatorio o antioxidante.

Las composiciones para su uso segun la presente invencion pueden comprender de aproximadamente el 1% a
aproximadamente el 10% de extracto de Bellis perennis, se prefiere un contenido de aproximadamente el 2% al 5%.

Se prefiere particularmente un contenido de aproximadamente el 2%, 3%, 4% o el 5%.

Los ejemplos de formulacién mas adelante solo estan incluidos para fines ilustrativos y no deben limitar el alcance de la
invencion.

Ejemplo 1 de formulacion: Crema aclaradora de la piel (O/W)

Fase | Nombre comercial INCI Cantidad (peso/peso)
A Tego Care PS Glucosido de cetearilo 4,00%
Arlamol HD Isohexadecano 6,00%
Tegosoft MM Miristato de miristilo 1,00%
Tegosoft OS Estearato de octilo 6,00%
Lanette O Alcohol cetearilico 2,00%
Abil 350 Dimeticona 3,00%
B Agua Agua 71,40%
Glicerina Glicerina 2,00%
C Phenonip Fenoxietanol, metilparabeno, etilparabeno, butilparabeno, | 0,60%
propilparabeno, isobutilparabeno
Aerosil 200 Silice 1,00%
D Acido citrico Acido citrico c.s.p.
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(continuacion)
Fase | Nombre comercial INCI Cantidad (peso/peso)
E Extracto de Bellis 3,00%
perennis L.

Las fases A y B se calientan por separado a 70 °C. La fase A se afiade a la fase B, y luego se homogeneizan durante 2
minutos. El homogeneizado se enfria entonces a 30°C con agitacion. Entonces se afiade la fase C al homogeneizado y se
agita para obtener una emulsion homogénea. El pH se ajusta a aproximadamente pH 4,0 a 5,0 con la fase D. Entonces se

10
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afade la fase E a la emulsion.

Ejemplo 2 de formulacion: Locion aclaradora de la piel (O/W)

Fase Componente INCI Cantidad (peso/peso)

A Amphisol K Cetilestearato de potasio 2,00%
Myritol 318 Triglicérido caprilico/caprico 4,00%
Tegosoft TN Estearato de sacarosa 4,00%
Cetiol SN Isononato de cetearilo 1,00%
Tegin Estearato de glicerilo 3,00%
Lanette 16 Alcohol cetilico 1,00%
Abil 350 Dimeticona 0,1%

B Agua Agua 72,85%
Glicerina Glicerina 3,00%
Keltrol RD Goma xantana 0,25%

C Poliglicol 400 PEG 400 5,00%
Phenonip Fenoxietanol, metilparabeno, etilparabeno, butilparabeno, | 0,80%

propilparabeno, isobutilparabeno

D Extracto de  Bellis 3,00%
perennis L.

E Acido citrico Acido citrico c.s.p.

Se dispersa goma xantana en la fase B. Las fases A y B se calientan por separado a 75 °C. Entonces se afiade la fase A a
la fase B con agitacion, seguido de homogeneizacion. El homogeneizado resultante se enfria a 30 °C y se afiaden las

fases C y D. El pH se ajusta a aproximadamente 4,5-5,0 mediante la adicién de la fase E.

Ejemplo 3 de formulacion: Gel aclarador de la piel

Fase | Componente INCI Cantidad (peso/peso)
A Agua Agua 84,90%

Elfacos CD 481 Hidroxietilcelulosa 1,50%

Abil B 88183 PEG/PPG-20/6 dimeticona 2,00%
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(continuacion)
Fase | Componente INCI Cantidad (peso/peso)
B Glicerina Glicerina 3,00%
Phenonip Fenoxietanol, metilparabeno, etilparabeno, butilparabeno, | 0,60%

propilparabeno, isobutilparabeno

C NaOH al 10% Hidroxido sodico C.S.p.
Acido citrico Acido citrico c.s.p.

D Poliglicol 400 PEG-400 5,00%

E Extracto de Bellis 3,00%
perennis

Se dispersa hidroxietilcelulosa en agua, luego se afiade Abil B 88183. Se prepara la fase B y se afiade a la fase A. El pH
se ajusta a aproximadamente 8,5 con NaOH (10%) para obtener un gel claro. Entonces el pH se ajusta a
aproximadamente pH 4,0 a 5,0 con acido citrico. Entonces se afiade la fase D con agitacion. Finalmente se afiade la fase
E y se mezcla para obtener un gel homogéneo.

El extracto segun la presente invencion no mostré ningun efecto citotdxico en estudios in vitro en queratinocitos humanos
(HaCaT) o células de melanoma de raton (B16V). Como se demuestra en las Tablas 1 y 2 mas adelante, el extracto
segun la presente invencion no tuvo ningun efecto citotdxico e incluso estimulé la actividad metabdlica de las células. La
actividad metabdlica de las células probadas se probd por la prueba de MTT, la absorbancia se midié a 570 nm.

Principio de la prueba de MTT:

La sal de tetrazolio amarillenta MMT se reduce a azul de formazano oscuro mediante escisién del anillo por
deshidrogenasa mitocondrial (succinato). La intensidad de este cambio de color puede medirse por un lector de ELISA y
los valores obtenidos (DO = densidad 6ptica a 570 nm) pueden usarse como medida de la viabilidad celular.

En las mitocondrias en las que las deshidrogenasas estan localizadas tienen lugar los procesos metabolicos oxidativos de
las células. Este proceso tiene como objetivo convertir la energia de oxidacién en ATP rico en energia por la fosforilacion
oxidativa. Como esto requiere la participacion de deshidrogenasas, hay una relacion directa entre la elevada actividad de
deshidrogenasa, resultando metabolismo potenciado y elevado potencial de energia celular.

Prueba de citotoxicidad en células de melanoma de ratén (B16V)

Se cultivaron células de melanoma de ratéon en medio RPMI 1640 complementado con 10% de SBF, L-glutamina y
gentamicina. Después de la tripsinacion, 5 x 10° células se transfirieron a los pocillos de una placa de microtitulacion.
Tuvo que dializarse extracto de Bellis perennis que contiene conservantes (corte de MW: 500 Da). Las diluciones de
muestra se filtraron en los pocillos apropiados con medio junto con 10% de SBF. Como control se usaron pocillos con
medio mas SBF sin dilucion de muestra. La placa se incubé a 37 °C, 5% de CO, durante 72 horas. Se afiadieron 10 pl de
una disolucion de MTT (5 mg/ml) a 100 pl/pocillo. La placa se incub6é a 37 °C, 5% de CO; durante 2 horas. El
sobrenadante se elimind y se afadié una disolucion de resolucion de formazano (99,4% de DMSO, 0,6 ml de acido
acetico, 10,0 g de sulfato de laurilo) a cada pocillo. La actividad potenciadora citotdxica o metabdlica puede medirse
leyendo la absorcién a 570 nm en un lector de microplacas (MRX, Dynex).

Tabla 1: Determinacion de la citotoxicidad sobre células de melanoma de ratén (B16V)

% de extracto DO 570 nm
0 (control) 1,48
1,00 1,65
1,50 1,66
2,00 1,70
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(continuacion)
% de extracto DO 570 nm
2,50 1,65
3,00 1,68
3,50 1,69

Prueba de citotoxicidad en queratinocitos humanos (HaCaT)

Se cultivaron queratinocitos humanos normales (HaCaT) en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
complementado con 5% de SBF. Antes de la tripsinacion en fase estacionaria, las células se pretrataron con disolucién de
EDTA. Se prepard una suspension de células y se sembrd en placas de microtitulacion a 3 x 10* células /pocillo. Entonces
se llevo a cabo la prueba de MTT analogamente a como se ha descrito anteriormente y la absorcion se leyd a 570 nm.

Tabla 2: Determinacion de la citotoxicidad sobre queratinocitos humanos (HaCaT)

% de extracto | DO 570 nm
0 (control) 0,70
0,20 0,71
0,40 0,70
0,60 0,70
0,80 0,76
1,20 0,81
1,60 0,83
1,80 0,82
2,00 0,84

También se realizé la misma prueba con un extracto segun la presente invenciéon que se habia almacenado durante 5
meses a temperatura ambiente.

Tabla 3: Determinacion de la citotoxicidad sobre queratinocitos humanos (HaCaT) después de 5 meses de
almacenamiento a temperatura ambiente

% de extracto % de DO 570 nm
0 (control) 100%
0,20 117,2
0,50 123,0
0,80 127,3
1,10 128,6
1,40 130,3
1,75 130,3
2,00 128,8

Como puede derivarse de la Tabla 3 anterior, el extracto segun la presente invencion es estable y mantiene su efecto
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estimulante sobre el metabolismo de células, a la vez que no muestra efecto citotdxico.

Como consecuencia de un efecto antioxidante supuesto e inhibicion de endotelina descrita anteriormente o por otros
efectos adicionales desconocidos, podria demostrarse un fuerte efecto inhibidor de melanina, in vitro, ademas de in vivo.

Inhibicién in vitro de melanina

Se cultivaron células de melanoma de raton en medio RPMI 1640 complementado con 10% de SBF, L-glutamina y
gentamicina. Después de la tripsinacion 3,5 x 10° células/ml se envasaron en matraces T25 con 8 ml de medio. La
incubacion durante 48 horas (37 °C, 10% de CO,) fue seguida de eliminacion de medio y cuidadoso lavado con 3 ml de
tampodn fosfato (PBS). Tuvo que dializarse extracto de Bellis perennis que contiene conservantes (corte de MW: 500 Da).
Las muestras se diluyeron en 8 ml de medio y se transfirieron a matraces T25. Los matraces que solo contuvieron medio
sin muestra sirvieron de control. Los matraces se incubaron durante 72 horas (37 °C, 10% de CO,) y la aplicacion se
repitié y los matraces se incubaron durante otras 48 horas. Después de completarse la incubacién el medio se eliminé y
las células se lavaron con 3 ml de PBS. Las células se tripsinaron y se determind la cifra de células para cada matraz
(suspension homogénea de células). Entonces, los sedimentos de células se lavaron con 4 ml de PBS, se centrifugaron a
1100 rpm durante 10 min y se afiadieron 2 ml de acido tricldrico al 5% a cada sedimento y se mezclaron bien. Se repitio la
etapa de centrifugacion y el sobrenadante se desechd. La melanina se suspendié con 1,3 ml de NaOH 1 N y la
absorbancia se leyé a 475 nm.

Tabla 4: Efecto despigmentante in vitro sobre células de melanoma de ratén (B16V)

% de extracto % de DO 475 nm
0 (control) 100

0,50 89

1,00 62

1,60 38

2,00 27

(Documentacion fotografica del efecto despigmentante véase la Fig. 1).

También se realizé la misma prueba con un extracto segun la presente invenciéon que se habia almacenado durante 5
meses a temperatura ambientes.

Tabla 5: Determinacion de la estabilidad sobre células de melanoma de ratén (B16V) después de 5 meses de
almacenamiento

% de extracto % de DO 475 nm
0 (control) 100

0,50 88

1,00 71

1,60 44

2,0 30

Evaluacién in vitro del efecto despigmentante

Disefio de la prueba
En el estudio se incluyeron 5 voluntarios (de Filipinas; fenotipo asiatico, edad: 19-39) con piel sana.

La prueba se llevé a cabo usando el sitio interior del antebrazo como sitio de prueba. Las mediciones se llevaron a cabo a
una temperatura de 20 °C +/- 1 °C y una humedad relativa del 50% +/- 10%. Los voluntarios se habituaron a condiciones
ambiente durante 30 min antes de los procedimientos experimentales. Después de la primera medicién (cromametro) se
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aplicaron el producto de prueba y un producto de placebo (idéntico al producto de prueba, pero que no comprendia
extracto de Bellis perennis L.). Un campo permanecié sin tratar y sirvi6 de area de control. La dosis de aplicacion fue
aproximadamente 2 mg/cm? (aplicacion con una jeringuilla de 1 ml Omnifix, Braun Melsungen AG, Alemania). La
medicion se evalud durante el tratamiento en el dia 14 y 28 aproximadamente 4 horas después de la tltima aplicacion
diaria. Durante el periodo de 4 semanas, los productos se aplicaron dos veces al dia en casa. Los sujetos fueron
instruidos para no usar ninguna otra preparacion tépica sobre el area de prueba empezando 3 dias antes de la prueba
hasta después de la prueba. Para la limpieza solo se permitié agua o un gel sin jabén suave (Eubos® fliissig blau).

Medicién

El color de la piel se midié6 con un cromametro Minolta CR300 (Minolta, Japén) en cumplimiento con el sistema de la
Comision Internacional de la lluminacion (CIE), segun la cual el registro de color se ajusta a la sensibilidad al color no
lineal del ojo humano. Un color se expresa en un sistema de coordenadas tridimensional con los ejes verde-rojo (a*),
amarillo-azul (b*) y L* (brillo). La superficie de la piel se ilumina por una linterna de xenén y la luz enviada se registra y se
analiza por un fotorreceptor. En piel blanqueada se observa un cambio positivo sobre el eje L*. Cada valor es el promedio
de tres registros. Antes de cada serie de medicidn, el instrumento se calibré contra el azulejo blanco patron. Las
mediciones son segun las pautas del Grupo de normalizacion de la Sociedad europea de dermatitis de contacto (Fullerton
y col., Contact Dermatitis, 1996, 35, 1-10).

Biometria

Los datos de medicion se computerizaron centralmente después de la comprobacion de la validez y el aseguramiento de
calidad. La evaluacion se llevo a cabo usando el software WinSTAT® Add-in para Excel-R.K. Fitch, Alemania.

Resultados

La formulacion de prueba segun la invencién con 2% de extracto de Bellis perennis mostro después de 2 y 4 semanas de
tratamiento un claro efecto blanqueante/aclarador (aproximadamente el 40% de reduccién del contenido de melanina) en
comparacion con el area sin tratar y el area tratada con placebo (véase la Fig. 2). Esta despigmentacion o efecto
blanqueante es significativamente superior a los resultados que pueden lograrse con agentes despigmentantes o
blanqueantes de la técnica anterior.

No se observo incompatibilidad en ninguno de los sujetos.

Evaluacién in vivo de la aceptacién dermatoldgica por la prueba repetida de parche humano

Disefio de la prueba

Con el fin de determinar cualquier posible efecto irritante de la piel de formulaciones segun la invencion, se realizé la
prueba repetida de parche humano (J.E. Wahlberg: “Patch Testing” en R.J.G. Rycroft, T. Menne', P.J. Frosch y Benezra
(eds.), Textbook of Contact Dermatitis, Springer-Verlag, Berlin (1992), pag. 241-265, pag. 241-265) con una formulacién
de prueba que comprende 10% (peso/peso) de extracto de Bellis perennis L. que permitio la evaluacion del potencial de
irritacién de la piel de la formulacion.

La prueba se realizé con 50 voluntarios entre la edad de 18 y 65 que tienen piel sensible.

El producto de prueba se aplicé sin diluir en camaras de prueba cuadradas (camaras de prueba Haye; HAL Allergie
GmbH, Dusseldorf, Alemania) a la espalda de sujetos de prueba durante tres semanas (semanalmente: tres veces
durante un periodo de 24 horas bajo oclusion). Después de dos semanas, las camaras de prueba llenadas con el
producto se aplicaron a la misma area tratada y a un area sin tratar para probar una posible sensibilizacion. Los sitios de
tratamiento se evaluaron para la presencia de irritacion por un evaluador entrenado usando una escala de puntuacion
visual de 5 puntos a las 24 horas (30 min después de la retirada del parche), 48 horas, 72 horas y 96 horas después de la
aplicacion del parche.

Escala de puntuacion:
Eritema: 0: sin eritema; 1: ligero eritema; 2: eritema significativo; 3: eritema marcado; 4: fuerte eritema

Fisura: 0: sin fisura; 1: fisura minima; 2: eritema por fisura significativamente perceptible; 3: fisura marcada; 4:
ulceracion

Descamacion: 0: sin descamacion; 1: descamacion minima; 2: descamacion moderada; 3: descamacion
significativa; 4: costra de escamas cerradas

Resultados
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Los resultados de prueba que explican resumidamente los datos para eritema, formacion de fisura y descamacion se
enumeran a continuacion en la Tabla 6.

Ningun sujeto mostré ninguna reaccion o irritacion al producto de prueba. Basandose en los resultados de prueba puede
demostrarse que las composiciones segun la presente invencion no producen irritacion de la piel y no podria observase
indicio de sensibilizacion.

Tabla 6:
N° de Reacciones durante las 3 primeras Reaccién después de 5 semanas
muestra semanas
después después | despuésde | despuésde
de24h de48h 72h 96 h

E|F|S|E|F|S|E|F|S|E|F|S
1 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
2 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
3(E) 0 ojofojofoj0ojO0|0O|O|O]|O|O
4 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
5 Irritacion por tirita ofo0ojojojojfojofofojoy|o 0
6 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
7 Irritacion por tirita ofo0ojojojojfojofofojoy|o 0
8 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
9 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
10 0 ojofojofoj0ojO0O|0O|jO|O]|O|O
11 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
12 (E) 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
13 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
14 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
15 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
16 (E) 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
17 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
18 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
19 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
20 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
21 0 ojofojofoj0ojO0O|0O|O|O]|O|O
22 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
23 (E) 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
24 0 ojofojofoj0ojO0O|0O|O|O]|O|O
25 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O

(continuacion)

11



ES 2438 730 T3

N° de Reacciones durante las 3 primeras Reaccién después de 5 semanas
muestra semanas
después después | despuésde | despuésde
de24h de48h 72h 96 h

E|F|S|E|F|S|E|F|S|E|F|S
26 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
27 (E) 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
28 0 ojofojofoj0ojO0O|0O|O|O]|O|O
29 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
30 0 ojofojofoj0ojO0O|0O|jO|O]|O|O
Suma ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
31 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
32 (E) Irritacion por tirita ojojofojojojojojofojo0jo
33 (E) 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
34 0 ojofojofoj0ojO0O|0O|jO|O]|O|O
35 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
36 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
37 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
38 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
39 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
40 (E) 0 ojofojofoj0ojO0O|0O|O|O]|O|O
41 0 ojofojofoj0ojO0O|0O|jO|O]|O|O
42 (E) 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
43 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
44 (E) 0 ojofojofoj0jO0O|0O|jO|O]|O|O
45 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
46 0 ojofojofoj0o|jO0O|0O|O|O]|O|O
47 Irritacion por tirita ofo0ojojojojfojofofojoy|o 0
48 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
49 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
50 0 ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O
Suma ojofojofoj0jO0O|0O|O|O]|O|O

Otra ventaja de las composiciones segun la presente invencion es el hecho de que, debido a la actividad bactericida y
antifungica de Bellis perennis L., la adicion de tan solo el 0,2% de sorbato de potasio demostré ser suficiente en pruebas
de exposicion microbioldgica.

Los agentes despigmentantes convencionalmente usados tales como arbutina, acido kéjico e hidroquinona presentan
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principalmente su efecto por inhibicion de tirosinasa. Aparte de los problemas de estabilizacion, su uso a largo plazo
también puede conducir a problemas dermatolégicos. Asi, la presente invencion proporciona un agente despigmentante y
composiciones que comprenden dicho agente despigmentante que inhiben la sintesis de melanina conduciendo a un
rapido aclaramiento de la piel, a la vez que son dermatoldgicamente bien toleradas.
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REIVINDICACIONES

1. Extracto de Bellis perennis L. para su uso como agente despigmentante en un procedimiento terapéutico de
despigmentar piel humana.

2. Extracto de Bellis perennis L. para su uso como agente despigmentante en un procedimiento terapéutico para tratar o
prevenir hiperpigmentacion adquirida o inherente.

3. Extracto de Bellis perennis L. para su uso como agente despigmentante en un procedimiento terapéutico de la
reivindicacion 2, en el que dicha hiperpigmentacion esta seleccionada de hiperpigmentacién post-inflamatoria y queratosis
pigmentaria.

4. Composicion que comprende un extracto de Bellis perennis L. como agente despigmentante para su uso en un
procedimiento terapéutico de despigmentacion de piel humana.

5. Composicion que comprende un extracto de Bellis perennis L. como agente despigmentante para su uso en un
procedimiento terapéutico para tratar o prevenir hiperpigmentacion adquirida o inherente.

6. Composicion que comprende un extracto de Bellis perennis L. como agente despigmentante para su uso en un
procedimiento terapéutico de la reivindicacion 5, en la que dicha hiperpigmentacion esta seleccionada de
hiperpigmentacién post-inflamatoria y queratosis pigmentaria.

7. Composicién de cualquiera de las reivindicaciones 4-6, en la que dicha composicién es una crema, una pomada, una
emulsion (leche), un ténico (locién), barra, dispersion, una formulacion que comprende un tensioactivo, una disolucion o
un gel.

8. Composicién de cualquiera de las reivindicaciones 4-7, en la que dicha composicion comprende entre el 1%
(peso/peso) y el 10% (peso/peso) de dicho extracto de Bellis perennis L.

9. Composicion de la reivindicacion 8, en la que dicha composicion comprende entre el 2% (peso/peso) y el 5%
(peso/peso) de dicho extracto de Bellis perennis L.

10. Composicion de la reivindicacion 9, en la que dicha composicién comprende el 3% (peso/peso) de dicho extracto de
Bellis perennis L.

11. Uso de un extracto de Bellis perennis L. como agente despigmentante para la despigmentacién cosmética de piel
humana.

12. Uso de un extracto de Bellis perennis L. como agente despigmentante para tratar o prevenir cosméticamente
hiperpigmentacion adquirida o inherente.

13. Uso de la reivindicacion 12, en el que dicha hiperpigmentacion esta seleccionada de manchas pigmentarias, nevo
pigmentario, lentigo senil, pecas, efélides, melasma y cloasma.
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Fig. 1: Efecto blanqueante en células de melanoma de raton (B16V)

Células de melanoma de ratén B16V incubadas con RPMI
1640 suplementadas con 10% de SBF = Control

Células de melanoma de ratén B16V incubadas con RPMI
1640 suplementadas con 10% de SBF y 1% de Bellis Perennis
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Fig. 2:

Aumento en la iluminacion de la piel con respecto a sin tratamiento
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0 Crema 1 (placebo) 4,5 1,8

0 Crema 2 (extracto de Bellis P. 411 40,7
segun la invencién) :
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