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DESCRIPCION
Uso de lignina peroxidasa en el aclaramiento de piel y pelo

CAMPO Y ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos de producir lignina peroxidasa y su uso en el aclaramiento de piel y pelo.
Melanina

El color de la piel y el pelo humano esta gobernado por la cantidad, calidad y distribucién de melanina, un pigmento
gue también esta presente en plantas y microorganismos.

La sintesis de la melanina se inicia a partir del precursor L-tirosina que se transforma en un segundo precursor,
dopaquinona, mediante la accion de tirosinasa. En la biosintesis de la melanina de mamifero este producto
intermedio puede polimerizarse mediante dos rutas importantes (Figura 1). La adiciéon nucledfila intramolecular del
grupo amino da lugar al derivado de indol leucodopacromo que, tras la polimerizacion, da el pigmento de marrén
oscuro a negro eumelanina. En presencia de compuestos de tiol se forman derivados de tioéster de dopa; la
reaccion con cisteina da cisteinildopa, que tras la posterior oxidacion y polimerizacion da el pigmento de amarillo a
marrén rojizo feomelanina. Por consiguiente, la eumelanina esta compuesta principalmente por unidades de 5,6-
dihidroxiindol (DHI) y &cido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA), mientras que la feomelanina contiene
principalmente unidades de benzotiazina (Alaluf et al., 2001). La disponibilidad y relacion mutua de estos dos
pigmentos influye en la composicion quimica del pigmento polimérico.

La sintesis de melanina tiene lugar en granulos, que se denominan melanosomas (Cooksey et al., 1997) que estan
presentes en células de melanocitos presentes en la capa basal epidérmica; la sintesis de melanina en estas células
se induce por luz ultravioleta (UV). Tras la sintesis, la melanina migra a células epidérmicas y se dispersa en su
interior, en las que la melanina se decolora tras el metabolismo dérmico y a continuacidon se descama en forma de
suciedad en el momento de la renovacion de la piel. La melanina tiene una importancia clinica, ya que protege la piel
de efectos adversos producidos por la luz UV. Sin embargo, altos niveles de melanina pueden producir
oscurecimiento de la piel y el pelo no deseados, mientras que la distribucion heterogénea de la misma puede
conducir a cloasma y pecas que pueden ser estéticamente desagradables.

Productos de aclaramiento

Los productos de aclaramiento de la piel se han vuelto cada vez mas populares en los ultimos afios. El principal fin
de los productos de aclaramiento de la piel es aclarar o blanquear la piel o tratar trastornos de la pigmentacion tales
como cloasma, pecas, marcas del embarazo y manchas de la edad. Estan actualmente disponibles varios tipos de
productos de aclaramiento de la piel.

Los productos basados en la degeneracion y muerte de células de pigmentos normalmente incluyen productos
quimicos agresivos, tales como hidroquinona, 4-isopropilcatecol y monobencil éter de hidroquinona, que promueven
el blanqueamiento de la piel y el aclaramiento de la piel o atentan la pigmentacion de la piel. Tales productos
normalmente son ineficaces y pueden ser peligrosos para la piel, ya que una aplicacién externa continua de estos
productos puede conducir a leucoderma permanente y efectos secundarios tales como discromatosis y exantema.

Otros productos de aclaramiento se basan en la inhibicion de la tirosinasa, la enzima que transforma el precursor L-
tirosina en un segundo precursor, dopaquinona. Este grupo de productos incluye arbutina, un compuesto de glucosa
hidroquinona que es capaz de inhibir la tirosinasa quelando iones cobre, suprimiendo asi la tautomerizacion de
dopacromo a DHICA.

Melanostat es otro producto de aclaramiento que actla mediante la tirosinasa. Melanostat es un péptido sintético
gue funciona desactivando la melanogénesis en melanocitos.

Varios compuestos antioxidantes que pueden inhibir la produccion de melanina también se utilizan en productos de
aclaramiento. Como la sintesis de melanina implica una reaccién de oxidacion, el bloquear la oxidacién en diversos
puntos de la tirosina/DOPA a la melanina inhibe por dltimo lugar la sintesis de melanina.

Un antioxidante que se utiliza para bloquear la sintesis de la melanina es L-ascorbico (vitamina C), que actla de
agente reductor sobre los productos intermedios de melanina y blogquea las reacciones oxidativas; otros
antioxidantes utilizados por productos de aclaramiento incluyen bioflavonoides que normalmente se extraen de mora
o regaliz.

Los productos de aclaramiento del pelo actian sobre la melanina dentro de la corteza del pelo. Hay varios productos
guimicos que pueden aclarar el pelo, entre éstos estan incluidos acido clorhidrico, hipoclorito de sodio y peréxido de
hidrégeno.
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El producto quimico mas cominmente usado para el aclaramiento del pelo es peréxido de hidrégeno. Para mantener
la eficacia deseada, las disoluciones de peroxido de hidrégeno deben estabilizarse usando compuestos tales como
acetanilida, acidos diluidos, silice coloidal, p-hidroxibenzoatos, sulfato de oxiquinolina, fenacetina y compuestos de
estafio (estannato de sodio, hidréxido estanico, octoato estannoso). Antes de aclararse el pelo, se afiade amoniaco
a la disolucion de peroxido de hidrégeno para potenciar la penetracion del peréxido de hidrégeno a través de la
cuticula, la capa externa del pelo, y para asi acelerar la reaccién de oxidacion.

El documento JP 2002 012535 A (LION CORP), 15 de enero 2002 (15-02-2002), desvela un método de aclaramiento
de una regién de la piel o pelo de un sujeto, comprendiendo el método aplicar peroxidasa.

Mientras que se reduce la presente invencion a la practica, los presentes inventores no han cubierto que la
isoenzima lignina peroxidasa H1 puede oxidar melanina in vitro y puede adicionalmente aclarar la piel y pelo in vivo.

Asi, la presente invencion proporciona composiciones cosméticas y métodos que son altamente adecuadas para el
aclaramiento de la piel y el pelo.

RESUMEN DE LA INVENCION

Segun un aspecto de la presente invencion se proporciona una composicién cosmética segun la reivindicacion 1
para el aclaramiento de una regién de la piel o pelo de un sujeto que comprende al menos un tipo de una enzima
modificadora de lignina y un vehiculo cosméticamente aceptable.

Segun otro aspecto de la presente invencién se proporciona un kit para el aclaramiento de una regién de la piel o
pelo segun la reivindicacion 3 que comprende un primer recipiente que incluye una enzima modificadora de lignina y
un segundo recipiente que incluye un aceptor de electrones.

Segun todavia otro aspecto de la presente invencidn se proporciona un articulo de fabricacion segun la
reivindicacion 2 que comprende material de embalaje y una composicién cosmética identificada para el aclaramiento
de una region de la piel o pelo de un sujeto que esta contenida dentro del material de embalaje, incluyendo la
composicién cosmética, como principio activo, una enzima modificadora de lignina y un vehiculo cosméticamente
aceptable.

Segun caracteristicas adicionales en realizaciones preferidas de la invencién descritas mas adelante, el método se
efectla mediante una administracion tépica de una preparacién que incluye al menos un tipo de enzima
modificadora de lignina.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el método se efectia mediante
administracion intradérmica o subcutanea de una preparacion que incluye al menos un tipo de enzima modificadora
de lignina.

La enzima modificadora de lignina se incluye en una composicion formulada para aplicacion a la piel o pelo.

La enzima modificadora de lignina es lignina peroxidasa.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la lignina peroxidasa es la
isoenzima H1 o una forma modificada de la isoenzima H2.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la composicion cosmética
comprende ademas un aceptor de electrones.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el aceptor de electrones es
peroxido de hidrégeno.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la composicion cosmética
comprende ademas alcohol veratrilico.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la composicion comprende al
menos un tipo de un penetrante epidérmico.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, la composicién comprende al
menos un tipo de un penetrante del pelo.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el método se efectda durante un
periodo de tiempo seleccionado segun un nivel de aclaramiento deseado.
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Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el vehiculo cosméticamente
aceptable incluye transcutol y/o butilenglicol.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el vehiculo cosméticamente
aceptable incluye alcanolaminas.

La lignina peroxidasa en la composicién cosmética se proporciona a una concentracion de al menos 1 U/g.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el perdxido de hidrégeno en la
composicién cosmética se proporciona a una concentracion de al menos el 0,005 %.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el alcohol veratrilico en la
composicién cosmética se proporciona a una concentracion de al menos el 0,05 %.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el primer recipiente del kit para el
aclaramiento de una region de la piel o pelo comprende ademas alcohol veratrilico.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el primer y/o segundo
recipiente(s) del kit para el aclaramiento de una regién de la piel o pelo incluyen adicionalmente un vehiculo
cosméticamente aceptable adecuado para penetracién epidérmica.

Segun todavia caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el primer y/o segundo
recipiente(s) del kit para el aclaramiento de una regién de la piel o pelo incluyen adicionalmente un vehiculo
cosméticamente aceptable adecuado para la penetracion del pelo.

La presente invencion trata satisfactoriamente los inconvenientes de las configuraciones presentemente conocidas
proporcionando métodos y composiciones eficaces para el aclaramiento de una region de la piel o pelo de un sujeto.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente es entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece
la presente invencion. Aunque métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en el presente
documento pueden usarse en la practica o prueba de la presente invencién, métodos y materiales adecuados se
describen méas adelante. En caso de conflicto, la memoria descriptiva de patente, que incluye definiciones,
controlara. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son ilustrativos solo y no pretenden ser limitantes.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La invencion se describe en el presente documento, a modo de ejemplo solo, con referencia a los dibujos adjuntos.
Con referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se enfatiza que los elementos mostrados son a modo de
ejemplo y para los fines de discusion ilustrativa de las realizaciones preferidas de la presente invencion solo, y se
presentan en la causa de proporcionar lo que se cree que es la descripciébn més util y facilmente entendida de los
principios y aspectos conceptuales de la invencion. A este respecto, no se hace ningun intento por mostrar detalles
estructurales de la invencion en mas detalle de lo que es necesario para un entendimiento fundamental de la
invencién, haciendo evidente la descripcion tomada con los dibujos para aquellos expertos en la materia como las
diversas formas de la invencién pueden integrarse en la practica.

En los dibujos:

La FIG. 1 es una ilustracion esquematica del estado de la técnica de la biosintesis de melanina de mamifero
adoptada de Alaluf et al., 2001.

La FIG. 2 ilustra el reactor de tanque con agitacién (STR) para la producciéon de lignina peroxidasa por
Phanerochaete chrysosporium inmovilizada sobre espuma de poliuretano.

La FIG. 3 ilustra la actividad de LIP en un cultivo en fermentador de P. chrysosporium en funcién de la edad del
cultivo. P. chrysosporium se cultivé en un fermentador STR como se describe en el Ejemplo 1 de la seccion de
ejemplos y se ensayo6 la actividad de LIP en el fluido extracelular siguiendo la oxidacién de alcohol veratrilico a
veratrilaldehido como se describe en los ejemplos. Las barras de error representan desviaciones estandar de 3
experimentos por duplicado.

La FIG. 4 ilustra la oxidacién de melanina, a una concentracion inicial de 70,5 pug/ml, por LIP (0,48 uM) en
funcién de concentraciones crecientes de perdxido de hidrégeno en presencia de alcohol veratrilico 1,5 mM en
tampon tartrato 50 mM, a pH 3,5. La oxidacién de melanina se determind midiendo su absorbancia a 460 nm, al
principio de la reaccion enzimatica y después de 160 segundos, y se calcularon los porcentajes de melanina
oxidada. Las barras de error representan desviaciones estandar de 3 experimentos por duplicado.

La FIG. 5 ilustra el efecto de concentraciones crecientes de peroxido de hidrégeno sobre la oxidacion de
melanina por LIP. El grado de oxidacion de melanina se visualiza por la disminucién en la intensidad de color
en comparacion con la reaccién enzimatica sin la inclusion de peréxido de hidrégeno (O pM). Los nimeros
debajo de la imagen indican concentraciones de H,O, expresada en pM.
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La FIG. 6 ilustra el grado de oxidacion de diferentes concentraciones de melanina por LIP (0,48 uM) en tampén
tartrato 50 mM a pH 3,5 en presencia de alcohol veratrilico (1,5 mM) y peréxido de hidrégeno (600 uM). Las
barras de error representan desviaciones estandar de 3 experimentos por duplicado.

La FIG. 7 ilustra el grado de oxidacion de melanina en funcion de concentraciones de LIP. La oxidacion de
melanina (70 pg/ml) se realizé por concentraciones crecientes de LIP en presencia de alcohol veratrilico (1,5
mM) y peréxido de hidrégeno (700 uM) en tampon tartrato 50 mM a pH 3,5. Las barras de error representan
desviaciones estandar de 3 experimentos por duplicado.

Las FIG. 8a-b ilustran la visualizacion de la oxidacién de melanina por LIP cuando se usa en una formulacién
en crema. La decoloracion de melanina se observa después de la adicién de la crema activadora a la crema de
LIP (Figura 8b), pero no en presencia de la crema de LIP sola (Figura 8a).

Las FIG. 9a-b ilustran el efecto de la crema de LIP sobre el blanqueamiento de la piel. Se muestra una
fotografia de una mano de una mujer tomada una semana tras la aplicacion de LIP (dos veces al dia) en una
formulacion en crema. El area tratada con LIP (Figura 9a, rodeado en negro) estad mucho més clara que el resto
de la piel en la mano (Figura 9b).

La FIG. 10 ilustra el efecto de LIP sobre la decoloracién del pelo in vivo. Se empapé el pelo de una mujer
durante 1 h en tampon carbonato 50 mM a pH 11,5. El pelo se preincub6 durante 10 segundos con 25 U de LIP
y se sumergi6é durante 1 h en tampén tartrato a pH 3,5 con alcohol veratrilico (1,5 mM) y peréxido de hidrégeno
(8,8 mM). Se observé un efecto de aclaramiento significativo en el pelo tratado con LIP (Figura 10, tubo
derecho) en comparacion con el pelo tratado con la misma disolucién sin LIP (Figura 10, tubo izquierdo).

Las FIG. 11a-b son fotografias en color del antebrazo derecho del sujeto del estudio n° 1 que ilustra el efecto
de la crema de aclaramiento de LIP sobre la pigmentacién de la piel. Figura 11a - una fotografia tomada en el
dia 0; Figura 11b - una fotografia tomada en el dia 21.

Las FIG. 12a-c ilustran el efecto de cremas de LIP o hidroquinona sobre el blanqueamiento de la piel en el
sujeto del estudio n° 1. Las cremas de LIP o hidroquinona se aplicaron en las partes superiores de los
antebrazos derecho e izquierdo mientras que las partes inferiores siguieron sin tratar. El grado de pigmentacion
de la piel se midi6 en ambos antebrazos en intervalos de 7 dias usando el espectrometro Derma. Figura 12a -
aplicacion de crema de LIP; Figura 12b - aplicacion de crema de hidroquinona; columnas azules = parte
superior del antebrazo derecho tratado con la crema de LIP; columnas azules claras = parte inferior sin tratar
del antebrazo derecho; columnas rosas = parte superior del antebrazo izquierdo tratado con hidroquinona;
columnas blancas = parte inferior sin tratar del antebrazo izquierdo; la Figura 12c es un grafico de lineas que
compara la disminucion en la pigmentacion de la piel en los antebrazos superiores tras 21 dias de tratamiento
usando la crema de LIP (Figura 12c, linea azul) o la crema de hidroquinona (Figura 12c, linea rosa). Obsérvese
la brusca disminucién en la pigmentacion de la piel tras 21 dias de tratamiento usando la crema de LIP en
comparacion con la moderada disminucion usando la crema de hidroquinona.

Las FIG. 13a-b son fotografias en color del antebrazo derecho del sujeto del estudio n® 10 que ilustran el efecto
de la crema de blanqueamiento de LIP sobre la pigmentacion de la piel. Figura 13a - una fotografia tomada en
el dia 0; Figura 13b - una fotografia tomada en el dia 21.

Las FIG. 14a-c ilustran el efecto de las cremas de LIP o de hidroquinona sobre el blanqueamiento de la piel en
el sujeto del estudio n°® 10. Las cremas de LIP o de hidroquinona se aplicaron en las partes superiores de los
antebrazos derecho e izquierdo mientras que las partes inferiores siguieron sin tratar. El grado de pigmentacion
de la piel se midi6 en ambos antebrazos en intervalos de 7 dias usando el espectrometro Derma. Figura 14a -
aplicacion de crema de LIP; Figura 14b - aplicacion de crema de hidroquinona; columnas azules = parte
superior del antebrazo derecho tratado con la crema de LIP; columnas azules claras = parte inferior sin tratar
del antebrazo derecho; columnas rosas = parte superior del antebrazo izquierdo tratado con hidroquinona;
columnas blancas = parte inferior sin tratar del antebrazo izquierdo; la Figura 14c es un grafico de lineas que
compara la disminucion en la pigmentacion de la piel en los antebrazos superiores tras 21 dias de tratamiento
usando la crema de LIP (Figura 14c, linea azul) o la crema de hidroquinona (Figura 14c, linea rosa). Obsérvese
la brusca disminucién en la pigmentacion de la piel tras 21 dias de tratamiento usando la crema de LIP en
comparacion con la moderada disminucién usando la crema de hidroquinona.

Las FIG. 15a-b son gréaficos de lineas que ilustran el efecto promedio de las cremas de LIP y de hidroquinona
sobre el blanqueamiento de la piel en los 12 sujetos del estudio. Figura 15a - las puntuaciones de pigmentacion
promedio; Figura 15b - la disminucion promedio en la pigmentacion como una fraccion de la puntuacion de
pigmentacién inicial.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

La presente invencién es de composiciones cosméticas que pueden usarse para el aclaramiento de una region de la
piel o pelo de un sujeto.

Particularmente, los métodos desvelados en el presente documento pueden usarse para tratar teces desiguales que
resultan de afecciones médicas relacionadas con la hiperpigmentacién tales como melasma, cloasma, manchas de
la edad, pecas, ocronosis y lentigo.

Los principios y operacion de la presente invencion pueden entenderse mejor con referencia a los dibujos y
descripciones adjuntos.
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Antes de explicar al menos una realizacion de la invencion en detalle, debe entenderse que la invencion no esta
limitada en su aplicacion a los detalles expuestos en la siguiente descripcién o ejemplificados por los ejemplos. La
invencién es capaz de otras realizaciones o de ponerse en practica o llevarse a cabo de diversas formas. Por tanto,
debe entenderse que la fraseologia y terminologia empleada en el presente documento es con el fin de descripcion y
no debe considerarse limitante.

El grado de pigmentacion de la piel es una fuente de preocupacion entre la poblacién general. Algunas personas
padecen manchas de la edad y marcas del embarazo y desean que tales manchas pigmentadas sean menos
pronunciadas. Otras personas tienen pecas, cloasma, melasma, ocronosis y lentigo que se tratan normalmente con
productos de aclaramiento de la piel que aclaran y suavizan la pigmentacion de la piel. Sin embargo, los actuales
productos de aclaramiento de la piel son tanto productos quimicos agresivos tales como hidroquinona que puede
conducir a leucoderma permanente y efectos secundarios tales como discromatosis y exantema, como no son
suficientemente eficaces en el aclaramiento de la piel. Entre ellos estan los productos basados en la inhibicién de la
tirosinasa, la enzima que transforma el precursor L-tirosina en un segundo precursor, dopaquinona, y, por tanto,
inhiben la biosintesis de melanina. Otros productos se disefian para bloquear las reacciones de oxidacion en
diversos puntos de tirosina/DOPA a melanina y por dltimo lugar inhiben la sintesis de melanina. El dltimo grupo de
productos incluye antioxidantes tales como L-ascérbico (vitamina C) y bioflavonoides.

Los productos de aclaramiento del pelo utilizan altas concentraciones de peréxido de hidrégeno conjuntamente con
amoniaco. Estos productos podrian ser una fuente de molestia para el sujeto tratado.

Como se ha ilustrado claramente en la seccion de ejemplos que sigue, los presentes inventores han descubierto que
la lignina peroxidasa, y en particular su isoforma H1, pueden oxidar eficazmente melanina y asi pueden utilizarse
para aclarar la piel o pelo de un sujeto.

Aunque la patente de EE.UU. n° 5.578.296 identific6 una potencia de descomposicién de melanina en el hongo
Basidiomycetes y sugirié el uso de este hongo para tratar cloasma y pecas, hasta la fecha no se ha descubierto la
enzima especifica responsable de la descomposicion de melanina en el hongo.

El método desvelado se efectla aplicando a la region de la piel o pelo del sujeto al menos un tipo de una enzima
modificadora de lignina de un modo adecuado para oxidar un pigmento (por ejemplo, melanina) contenido dentro de
células de la region de la piel o pelo.

Como se usa en el presente documento, la frase “aclaramiento de una region de la piel o pelo” se refiere a reducir el
tono o color de la piel o pelo reduciendo la calidad pigmentiva o concentracién de pigmento de melanina contenido
en ella.

Como se usa en el presente documento, el término “sujeto” se refiere a mamiferos, normalmente seres humanos, y
preferentemente aquellos que tienen exceso de pigmentacion de la piel o pelo, o imperfecciones de la piel tales
como pecas, etc.

La enzima modificadora de lignina utilizada por la presente invencion es lignina peroxidasa, que desempefia una
funcién importante en la degradacién de lignina. La secuencia de amino del sitio activo de esta peroxidasa
modificadora de lignina y el mecanismo por el que oxida sustratos es similar al de la peroxidasa de rabano picante
(HRP) y peroxidasa de soja (SBP). Las peroxidasas modificadoras de la lignina pueden catalizar la oxidacion de
sustratos con alto potencial rédox. Esta capacidad Unica esta de acuerdo con un sitio activo hemo de baja densidad
electronica, que se indica por alto potencial rédox [Cai y Tien (1993). J Biotechnol 30: 79-90].

Aunque cualquier isoforma de lignina peroxidasa conocida en la técnica puede utilizarse por la presente invencion
(Rothschild et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 857-861), la presente invencion utiliza preferentemente la
isoforma H1, ya que como se ilustra en la seccién de ejemplos que sigue, esta isoforma presenté actividades de
oxidacion de melanina tanto in vitro como in vivo.

Pueden usarse varios enfoques para preparar la enzima modificadora de lignina utilizada por la presente invencion.

Por ejemplo, la isoenzima H1 de lignina peroxidasa puede prepararse a partir del hongo Phanerochaete
chrysosporium. Pueden producirse altos niveles de actividad enzimatica de lignina peroxidasa a partir del hongo
anterior cuando se cultiva en un fermentador de reactor de tanque con agitacion (STR) mientras que esta
inmovilizado sobre espuma de poliuretano o en suspension (Dosoretz et al., 1993, Appl Environ Microbiol. 59: 1919-
26).

Segun realizaciones preferidas de la presente invencion, el fermentador estd conectado a un sistema de
refrigeracion para mantener una temperatura de cultivo de 37 °C y se agita a la velocidad de 50-300 rpm, mas
preferentemente 100-200 rpm, lo mas preferentemente a 160 rpm. Con el fin de aumentar el rendimiento de la
actividad de lignina peroxidasa, el fermentador se airea a una tasa de aireacion de 0,1-1 litros de aire por litro de
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medio de cultivo por minutos. Segun configuraciones presentemente preferidas, el fermentador se airea a una tasa
de aireacion de 0,2 litros de aire por litro de medio de cultivo por minuto.

Como se describe bajo Materiales y Métodos experimentales de la seccion de ejemplos que sigue, Phanerochaete
chrysosporium se cultiva bajo condiciones de cultivo que carecen de iones manganeso y que contienen glicerol
como fuente de carbono. Preferentemente, el glicerol de la presente invencion se proporciona a un intervalo de
concentracion de 3-20 gramos por litro. Segun configuraciones presentemente preferidas, el glicerol se proporciona
a una concentracion de 6 gramos por litro.

Durante el proceso de purificacion de la isoenzima H1 de lignina peroxidasa del hongo anterior, la actividad
enzimatica de la proteina purificada se ha probado adicionalmente por un cambio en la absorbancia a 310 nm que
se produce debido a la oxidacion de alcohol veratrilico a veratrilaldehido.

Como la isoenzima H1 de lignina peroxidasa puede resultar de una desfosforilacion postraduccional de la isoenzima
H2 (Kuan y Tien, 1989), la lignina peroxidasa usada por la presente invencion puede prepararse desfosforilando la
isoenzima H2 de lignina peroxidasa.

Las enzimas modificadoras de lignina usadas por la presente invencién también pueden extraerse de células
bacterianas modificadas para expresar la enzima modificadora de lignina como se ha desvelado en la patente de
EE.UU. 5.200.338. Por ejemplo, una célula bacteriana, tal como, E. coli, puede transformarse con un vector de
expresion que incluye la secuencia codificante de LIP (SEC ID N°: 1) puesta bajo el control regulador de un promotor
constitutivo fuerte (por ejemplo, SP6). Tras la expresion, las células bacterianas pueden lisarse y el LIP puede
recogerse usando técnicas cromatograficas (véase, Billman-Jacobe, 1996, Curr. Opin. Biotechnol. 7: 500-4; Harris y
Emtage, 1986, Microbiol. Sci. 3: 28-31, para mas detalles).

Las enzimas modificadoras de lignina usadas por la presente invencién también pueden extraerse de lineas
celulares de mamifero tales como células HelLa. En este caso, la secuencia codificante de LIP esta puesta bajo un
fuerte promotor de mamifero (por ejemplo, CMV) en un vector de expresion adecuado (por ejemplo, pcDNA3.1,
Invitrogen Life Technologies, Frederick, MD, EE.UU.). Tras la transfeccion de células HelLa con el vector de
expresion, el producto de expresion de LIP puede extraerse de las células, o medio (por ejemplo, modificando la
secuencia de LIP para incluir una sefal de secrecion) por técnicas de purificacion y cromatografia convencionales
(véase Cunhay Aires-Barros, 2002. Mol. Biotechnol. 20: 29-40 para mas detalles).

Aungue la enzima modificadora de lignina puede aplicarse a la piel o pelo sin necesitar co-aplicacion de compuestos
adicionales, la capacidad de aclaramiento de la enzima modificadora de lignina LIP se potencia cuando se aplica en
presencia de un aceptor de electrones (es decir, una molécula que puede oxidar un sustrato), que sirve de activador
oxidante, y/o en presencia de compuestos fendlicos, tales como alcohol veratrilico (Harvey et al., 1992, Biochem Soc
Trans 20: 345-9), y veratrol que sirven de mediadores oxidantes (Ward et al., Enzyme and Microbial Technology
(2002), 30: 490-498).

Asi, la enzima modificadora de lignina se aplica con aplicacion previa, concomitante o posterior de un activador
oxidante, tal como peroxido de hidrogeno y un mediador oxidante, tal como alcohol veratrilico.

La enzima modificadora de lignina puede aplicarse a la piel o pelo en si misma, sin embargo, con el fin de aumentar
la eficiencia de aclaramiento, la enzima modificadora de lignina se incluye preferentemente en una composicion
cosmética que se formula para uso especifico, tal como, por ejemplo, aclaramiento de la piel general, aclaramiento
de pecas o aclaramiento del pelo. Estas composiciones cosméticas pueden incluir penetrantes epidérmicos tales
como butilenglicol y transcutol, y penetrantes del pelo tales como alcanolaminas.

Como se usa en el presente documento, una “composicion cosmeética” se refiere a una preparacion que incluye los
principios activos descritos anteriormente en este documento (por ejemplo, LIP) y componentes quimicos
adicionales tales como vehiculos y excipientes fisiol6gicamente adecuados, un activador oxidante y/o un mediador
oxidante. El fin de una composiciéon cosmética es facilitar la administracién del principio activo a un organismo.

A continuacion, el término “vehiculo adecuado” usado se refiere a un vehiculo o un diluyente que no produce
irritacion significativa a un organismo y no anula la actividad bioldgica y propiedades de la enzima modificadora de
lignina.

En el presente documento, el término “excipiente” se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicion
cosmética para facilitar adicionalmente la administracion de un principio activo. Ejemplos, sin limitacion, de
excipientes incluyen carbonato calcico, fosfato de calcio, diversos azlcares y tipos de almidén, derivados de
celulosa, gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

La composicidon cosmética puede aplicarse de una manera local, por ejemplo, mediante la administracion de la

composicién cosmética directamente a una region de tejido de un paciente. Vias de administracion adecuadas
pueden incluir, por ejemplo, inyecciones topicas, subcutaneas e intradérmicas.
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Las composiciones cosméticas de la presente invencién pueden fabricarse por procesos muy conocidos en la
técnica, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla, disolucién, granulacién, preparacion de
comprimidos recubiertos de azucar, trituracion, emulsion, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion.

Las composiciones cosméticas para su uso segun la presente invencion pueden asi formularse de manera
convencional usando uno o mas vehiculos fisiologicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares,
que facilitan el procesamiento de los principios activos en preparaciones. La apropiada formulacion depende del
enfoque de administracion elegido.

Para inyeccion, los principios activos de la composicién cosmética pueden formularse en disoluciones acuosas,
preferentemente en tampones fisiologicamente compatibles tales como disolucion de Hank, disoluciéon de Ringer o
tampon de sal fisiologico.

Alternativamente, el principio activo puede estar en forma de polvo para constitucion con un vehiculo adecuado, por
ejemplo, disolucion basada en agua libre de pirégenos estéril, antes de uso.

La determinacién de una cantidad terapéuticamente eficaz esta perfectamente dentro de la capacidad de aquellos
expertos en la materia, especialmente en vista de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento.

Para cualquier preparacion usada en los métodos de la invencion, la cantidad terapéuticamente eficaz o dosis puede
estimarse inicialmente de ensayos in vitro. Como se muestra en el presente documento en la seccion de ejemplos,
las concentraciones de LIP y peroxido de hidrégeno podrian optimizarse de ensayos in vitro y adaptarse
adicionalmente para un uso in vivo. Ademas, puede formularse una dosis en sistemas de cultivo de tejido o en
modelos animales para lograr una concentracién deseada o titulo. Tal informacién puede usarse para determinar
con mas exactitud dosis Utiles en seres humanos.

Dependiendo de la gravedad de la pigmentacion del trastorno de la piel (por ejemplo, cloasma, melasma, ocronosis
y lentigo) y la sensibilidad de la piel, la dosificacion puede ser una administracion Unica o una pluralidad de
administraciones, con ciclo de tratamiento que dura de varios dias a varias semanas o hasta que se efectla la cura
o se logra la diminucién del trastorno de la piel.

La cantidad de una composicién que va a administrarse dependera, por supuesto, del sujeto que esta tratandose, la
gravedad de la afliccion, el modo de administracion, el criterio del médico que receta, etc.

La enzima modificadora de lignina incluida en la composicion cosmética de la presente invencién también puede
proporcionarse a mayores concentraciones y recetarse por un médico como una composicion farmacéutica para
tratar trastornos de pigmentacion de la piel tales como melasma, cloasma, ocronosis y lentigo.

Lo siguiente es una descripcion de formulaciones que incorporan una enzima modificadora de lignina y se formulan
para el aclaramiento de la piel o el pelo.

Aclaramiento de la piel

Para optimizar y controlar el aclaramiento de la piel, la enzima modificadora de lignina se incluye preferentemente en
una composicidn cosmética que se formula para fines de aclaramiento de la piel.

Como la composicion cosmética de aclaramiento de la piel de la presente invencion se utiliza in vivo, la composicion
es preferentemente de alta pureza y esta sustancialmente libre de contaminantes potencialmente perjudiciales, por
ejemplo, al menos calidad de alimento nacional (NF), generalmente al menos calidad analitica, y preferentemente al
menos calidad farmacéutica. Hasta el punto que un compuesto dado debe sintetizarse antes de uso, tal sintesis o
posterior purificacion debe producir preferentemente un producto que esta sustancialmente libre de cualquier agente
téxico potencialmente contaminante que pueda ser usado durante la sintesis 0 procedimientos de purificacion.

Principios activos

La lignina peroxidasa se incluye en la composicién cosmética de la presente invenciébn a una concentracion
seleccionada de un intervalo de 1-100 U/g. Segun configuraciones presentemente conocidas, la enzima
modificadora de lignina incluida en la composicion cosmética de la presente invencidon se proporciona a una
concentracion seleccionada de un intervalo de 5-100 U/g. Se apreciara que una concentracién preferida de la
enzima modificadora de lignina esta seleccionada segun el uso especifico de la composicién, asi, para el
aclaramiento de la piel general, se utiliza una concentracion preferida de 5-20 U/g, mientras que para el aclaramiento
de pecas, se utiliza un intervalo mas amplio de concentraciéon de 5-100 U/g.

El aceptor de electrones (activador oxidante) usado por la composicién cosmética de aclaramiento de la piel es
preferentemente peréxido de hidrogeno proporcionado a una concentracién de al menos el 0,005 %. El peréxido de
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hidrégeno es estable, pero se descompondra bajo condiciones neutras o alcalinas para formar agua y una especie
activa de oxigeno. Las especies activas de oxigeno son muy reactivas.

La composicién cosmética esta preferentemente tamponada a un pH de 4 o inferior, ya que la lignina peroxidasa
solo es activa a pH inferior a 4, preferentemente a pH 2,5-3,5 y el peroxido de hidrégeno es estable a tales pH.

Puede emplearse cualquier tampén que pueda mantener un pH de 4 o menos. Asi, pueden usarse tampones que
emplean acido acético, acido tartarico, acido fosférico o acido citrico por la composicion cosmética de aclaramiento
de la piel.

Como se muestra en la seccién de ejemplos mas adelante, el peréxido de hidrégeno de la presente invencion esta
estabilizado a pH 3,5 con acido fosférico.

Los mediadores oxidantes usados por la presente invencidon son moléculas aroméaticas pequefias o compuestos mas
especificamente metoxilados que aumentan el potencial oxidativo y la estabilidad de la enzima modificadora de
lignina. Los mediadores oxidantes usados por la presente invencion son alcohol veratrilico y veratrol.

Como se demuestra en la seccion de ejemplos, el alcohol veratrilico incluido en la composicion cosmética de la
presente invencion se diluye preferentemente en agua a una concentracion de al menos el 0,05 %.

Penetrantes epidérmicos

Con el fin de potenciar la absorcion percutanea de los principios activos (por ejemplo, LIP), uno o mas de varios
agentes pueden afiadirse a la composicion cosmética, que incluyen, pero no se limitan a, sulféxido de dimetilo,
dimetilacetamida, dimetilformamida, tensioactivos, azona, alcohol, acetona, propilenglicol y polietilenglicol.

Como se ilustra en la seccion de ejemplos que sigue, la enzima modificadora de lignina, LIP, y el activador, peréxido
de hidrégeno, se mezclan preferentemente con penetrantes epidérmicos tales como butilenglicol y transcutol,
respectivamente, de un modo y concentracion optimizada para potenciar la penetracion de la piel de LIP. El
butilenglicol usado por la presente invencion se proporciona a una concentracion de al menos el 1 % y el transcutol
se proporciona a una concentracion de al menos el 3 %.

Vehiculos

Ademas de la cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente desvelado en el presente documento, la composicién
cosmética de este aspecto de la presente invencion también incluye un vehiculo dermatol6gicamente aceptable.

El término “vehiculo dermatolégicamente aceptable” se refiere a un vehiculo que es adecuado para administracion
topica sobre la piel, es decir, tejido queratinoso, tiene buenas propiedades estéticas, es compatible con los agentes
activos de la presente invencion y cualquier otro componente, y s seguro y no téxico para su uso en mamiferos.
Una cantidad eficaz de vehiculo esta seleccionada de un intervalo de aproximadamente el 50 % a aproximadamente
el 99,99 %, preferentemente de aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 99,9 %, mas preferentemente de
aproximadamente el 90 % a aproximadamente el 98 %, y lo mas preferentemente de aproximadamente el 90 % a
aproximadamente el 95 %, en peso, de la composicion.

Emulsiones

El vehiculo utilizado en las composiciones de la invencién puede estar en una amplia variedad de formas. Estas
incluyen vehiculos en emulsién, que incluyen, pero no se limitan a, emulsiones de aceite en agua, agua en aceite,
agua en aceite en agua y aceite en agua en silicona, una crema, una pomada, una disoluciéon acuosa, una locién o
un aerosol. Como entendera el experto, un componente dado se distribuird principalmente en tanto la fase acuosa
como de aceite/silicona, dependiendo de la solubilidad/dispersibilidad en agua del componente en la composicién.

Las emulsiones segun la presente invencion generalmente contienen una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
agente desvelado en el presente documento y un lipido o aceite. Los lipidos y aceites pueden derivarse de animales,
plantas o petréleo y pueden ser naturales o sintéticos (es decir, preparados por el hombre). Emulsiones preferidas
también contienen un humectante, tal como glicerina. Las emulsiones contendran preferentemente adicionalmente
de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 10 %, mas preferentemente de aproximadamente el 2 % a
aproximadamente el 5 %, de un emulsionante, basado en el peso del vehiculo. Los emulsionantes pueden ser no
iGnicas, anidnicas o catiénicas. Emulsionantes adecuados se describen en, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°
3.755.560, concedida a Dickert, et al., 28 de agosto de 1973; la patente de EE.UU. n° 4.421.769, concedida a Dixon,
et al., 20 de diciembre de 1983; y McCutcheon's Detergents and Emulsifiers, North American Edition, paginas 317-
324 (1986).
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La emulsién también puede contener un agente antiespumante para minimizar la espumacion tras la aplicacién al
tejido queratinoso. Los agentes antiespumantes incluyen siliconas de alto peso molecular y otros materiales muy
conocidos en la técnica para tal uso.

Emulsiones adecuadas pueden tener un amplio intervalo de viscosidades, dependiendo de la forma de producto
deseada. Emulsiones de baja viscosidad a modo de ejemplo, que se prefieren, tienen una viscosidad de
aproximadamente 50 centistokes 0 menos, mas preferentemente aproximadamente 10 centistokes 0 menos, lo mas
preferentemente aproximadamente 5 centistokes o menos. La emulsion también puede contener un agente
antiespumante para minimizar la espumacion tras la aplicacion al tejido queratinoso. Los agentes antiespumantes
incluyen siliconas de alto peso molecular y otros materiales muy conocidos en la técnica para tal uso.

Un tipo de emulsion es una emulsién de agua en silicona. Las emulsiones de agua en silicona contienen una fase de
silicona continua y una fase acuosa dispersa. Las emulsiones de agua en silicona preferidas de la presente
invencion comprenden de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 60 %, preferentemente de
aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 40 %, mas preferentemente de aproximadamente el 10 % a
aproximadamente el 20 %, en peso de una fase de silicona continua. La fase de silicona continua existe como una
fase externa que contiene o rodea la fase acuosa discontinua descrita en el presente documento mas adelante.

La fase de silicona continua puede contener un aceite de poliorganosiloxano. Se formula un sistema de emulsion de
agua en silicona preferido para proporcionar un vehiculo oxidativamente estable para la administracion de una
cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente desvelado en el presente documento. La fase de silicona continua
de estas emulsiones preferidas comprende entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 99,9 % en peso
de aceite de organopolisiloxano y menos de aproximadamente el 50 % en peso de un aceite no de silicona. En una
realizaciéon especialmente preferida, la fase de silicona continua comprende al menos aproximadamente el 50 %,
preferentemente de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 99,9 %, mas preferentemente de
aproximadamente el 70 % a aproximadamente el 99,9 %, e incluso mas preferentemente de aproximadamente el 80
% a aproximadamente el 99,9 %, de aceite de poliorganosiloxano en peso de la fase de silicona continua, y hasta
aproximadamente el 50 % de aceites no de silicona, preferentemente menos de aproximadamente el 40 %, mas
preferentemente menos de aproximadamente el 30 %, incluso mas preferentemente menos de aproximadamente el
10 %, y lo mas preferentemente menos de aproximadamente el 2 %, en peso de la fase de silicona continua. Estos
sistemas de emulsion Utiles pueden proporcionar mas estabilidad oxidativa durante periodos de tiempo prolongados
que las emulsiones de agua en aceite comparables que contienen menores concentraciones del aceite de
poliorganosiloxano. Las concentraciones de aceites de no silicona en la fase de silicona continua se minimizan o
evitan completamente de manera que posiblemente potencian adicionalmente la estabilidad oxidativa del compuesto
activo de la invencién en las composiciones. Las emulsiones de agua en silicona de este tipo se describen en la
patente de EE.UU. n° 5.691.380 a Mason et al., concedida el 25 de noviembre de 1997.

El aceite de organopolisiloxano para su uso en la composicion puede ser volatil, no volatil, o una mezcla de siliconas
volatiles y no volatiles. El término “no volatil’, como se usa en este contexto, se refiere a aquellas siliconas que son
liquidas bajo condiciones ambientales y tienen un punto de inflamacion (bajo una atmdsfera de presion) de o
superior a aproximadamente 100 grados Celsius. El término “volatil’, como se usa en este contexto, se refiere a
todos los otros aceites de silicona. Pueden seleccionarse organopolisiloxanos adecuados de una amplia variedad de
siliconas que abarcan un amplio intervalo de volatilidades y viscosidades. Ejemplos de aceites de organopolisiloxano
adecuados incluyen polialquilsiloxanos, polialquilsiloxanos ciclicos y polialquilarilsiloxanos, que son conocidos para
aquellos expertos en la materia y estan comercialmente disponibles.

La fase de silicona continua puede contener uno o mas aceites no de silicona. Concentraciones de aceites no de
silicona en la fase de silicona continua se minimizan preferentemente o evitan completamente de manera que
potencien adicionalmente la estabilidad oxidativa del agente farmacéuticamente eficaz en las composiciones.
Aceites no de silicona adecuados tienen un punto de fusion de aproximadamente 25 °C o menos bajo
aproximadamente una atmosfera de presion. Ejemplos de aceites no de silicona adecuados para su uso en la fase
de silicona continua son aquellos muy conocidos en las ciencias quimicas en productos de cuidado personal tdpicos
en forma de emulsiones de agua en aceite, por ejemplo, aceite mineral, aceites vegetales, aceites sintéticos, aceites
semisintéticos, etc.

Composiciones topicas Utiles de la presente invencion comprenden de aproximadamente el 30 % a
aproximadamente el 90 %, mas preferentemente de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 85 %, y lo
mas preferentemente de aproximadamente el 70 % a aproximadamente el 80 % de una fase acuosa dispersada. El
término “fase dispersada” es muy conocido para un experto en la materia e implica que la fase existe como
pequefias particulas o gotitas que estan suspensas en y estan rodeadas por una fase continua. La fase dispersada
también se conoce como la fase interna o discontinua. La fase acuosa dispersada es una dispersién de pequefias
particulas acuosas o0 gotitas suspensas en y rodeadas por la fase de silicona continua descrita anteriormente en este
documento. La fase acuosa puede ser agua, o una combinacion de agua y uno o mas componentes solubles o
dispersables en agua. Ejemplos no limitantes de tales componentes opcionales incluyen espesantes, acidos, bases,
sales, quelantes, gomas, alcoholes y polioles solubles o dispersables en agua, tampones, conservantes, agentes
protectores solares, colorantes y similares.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 536448 T3

Las composiciones tépicas de la presente invencion normalmente comprenden de aproximadamente el 25 % a
aproximadamente el 90 %, preferentemente de aproximadamente el 40 % a aproximadamente el 80 %, mas
preferentemente de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 80 %, de agua en la fase acuosa dispersada
en peso de la composicion.

Las emulsiones de agua en silicona de la presente invencion comprenden preferentemente un emulsionante. En una
realizaciéon preferida, la composicién contiene de aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 10 % de
emulsionante, mas preferentemente de aproximadamente el 0,5 % a aproximadamente el 7,5 %, lo mas
preferentemente de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 5 %, de emulsionante en peso de la
composicion. El emulsionante ayuda a dispersar y suspender la fase acuosa dentro de la fase de silicona continua.

Puede emplearse una amplia variedad de agentes emulsionantes en el presente documento para formar la emulsion
de agua en silicona preferida. Pueden usarse agentes emulsionantes conocidos o convencionales en la
composicion, a condicién de que el agente emulsionante seleccionado sea quimicamente y fisicamente compatible
con componentes esenciales de la composicién, y proporcione las caracteristicas de dispersion deseadas.
Emulsionantes adecuados incluyen emulsionantes de silicona, por ejemplo, organopolisiloxanos organicamente
modificados, también conocidos para aquellos expertos en la materia como tensioactivos de silicona, emulsionantes
gque no contienen silicona, y mezclas de los mismos, conocidos por aquellos expertos en la materia para su uso en
productos de cuidado personal topicos.

Emulsionantes utiles incluyen una amplia variedad de emulsionantes de silicona. Estos emulsionantes de silicona
normalmente son organopolisiloxanos organicamente modificados, también conocidos para aquellos expertos en la
materia como tensioactivos de silicona. Emulsionantes adecuados se describen, por ejemplo, en McCutcheon's,
Detergents and Emulsifiers, North American Edition (1986), publicado por Allured Publishing Corporation; patente de
EE.UU. n® 5.011.681 a Ciotti et al., concedida el 30 de abril de 1991; patente de EE.UU. n°® 4.421.769 a Dixon et al.,
concedida el 20 de diciembre de 1983; y la patente de EE.UU. n°® 3.755.560 a Dickert et al., concedida el 28 de
agosto de 1973.

Otros vehiculos topicos preferidos incluyen emulsiones de aceite en agua, que tienen una fase acuosa continua y
una fase insoluble en agua hidréfoba (“fase aceitosa”) dispersa en ella. Ejemplos de vehiculos adecuados que
comprenden emulsiones de aceite en agua se describen en la patente de EE.UU. n® 5.073.371 a Turner, D. J. et al.,
concedida el 17 de diciembre de 1991 y la patente de EE.UU. n° 5.073.372, a Turner, D. J. et al., concedida el 17 de
diciembre de 1991. Una emulsién de aceite en agua especialmente preferida, que contiene un agente estructurante,
tensioactivo hidrdfilo y agua, se describe en detalle en el presente documento mas adelante.

Una emulsion de aceite en agua preferida comprende un agente estructurante para ayudar en la formacién de una
estructura de red de gel cristalina liquida. Sin limitarse por la teoria, se cree que el agente estructurante ayuda en
proporcionar caracteristicas reoldgicas a la composicion que contribuye a la estabilidad de la composicion. El agente
estructurante puede también servir de emulsionante o tensioactivo. Composiciones preferidas de la presente
invencion comprenden de aproximadamente el 0,5 % a aproximadamente el 20 %, mas preferentemente de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 10 %, lo mas preferentemente de aproximadamente el 1 % a
aproximadamente el 5 %, en peso de la composicién, de un agente estructurante. Los agentes estructurantes
preferidos de la presente invencién estan seleccionados del grupo que consiste en acido estearico, acido palmitico,
alcohol estearilico, alcohol cetilico, alcohol behénico, acido estearico, acido palmitico, el éter de polietilenglicol de
alcohol estearilico que tiene un promedio de aproximadamente 1 a aproximadamente 21 unidades de 6xido de
etileno, teniendo el éter de polietilenglicol de alcohol cetilico un promedio de aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 unidades de 6xido de etileno, y mezclas de los mismos.

También son Utiles una amplia variedad de tensioactivos aniénicos en el presente documento. Véase, por ejemplo,
la patente de EE.UU. n° 3.929.678, a Laughlin et al., concedida el 30 de diciembre de 1975. Ademés, también son
utiles en el presente documento tensioactivos anféteros y de ién bipolar.

Las emulsiones de aceite en agua preferidas comprenden de aproximadamente el 0,05 % a aproximadamente el 10
%, preferentemente de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 6 %, y mas preferentemente de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 3 % de al menos un tensioactivo hidrofilo que puede dispersar los
materiales hidréfobos en la fase acuosa (porcentajes en peso del vehiculo tépico). El tensioactivo, como minimo,
debe ser suficientemente hidréfilo para dispersarse en agua. Tensioactivos adecuados incluyen cualquiera de una
amplia variedad de tensioactivos cationicos, anidnicos, de ién bipolar y anfoteros conocidos. Véase McCutcheon's.
Detergents and Emulsifiers, North American Edition (1986), publicado por Allured Publishing Corporation; la patente
de EE.UU. n° 5.011.681 a Ciotti et al., concedida el 30 de abril de 1991; la patente de EE.UU. n°® 4.421.769 a Dixon
et al. concedida el 20 de diciembre de 1983; y la patente de EE.UU. n°® 3.755.560. El tensioactivo exacto elegido
depende del pH de la composicién y los otros componentes presentes. Se prefieren tensioactivos cationicos,
especialmente compuestos de dialquilamonio cuaternario, ejemplos de los cuales se describen en la patente de
EE.UU. n° 5.151.209 a McCall et al. concedida el 29 de septiembre de 1992; la patente de EE.UU. n® 5.151.210 a
Steuri et al., concedida el 29 de septiembre de 1992; la patente de EE.UU. n° 5.120.532; la patente de EE.UU. n°
4.387.090; la patente de EE.UU. n° 3.155.591; la patente de EE.UU. n°® 3.929.678; la patente de EE.UU. n°
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3.959.461; McCutcheon's, Detergents & Emulsifiers (North-American edition 1979) M.C. Publishing Co.; y Schwartz,
et al., Surface Active Agents, Their chemistry and Technology, New York: Interscience Publishers, 1949.

Alternativamente, otros emulsionantes cati6nicos Utiles incluyen amino-amidas. Ejemplos no limitantes de estos
emulsionantes catidnicos incluyen fosfato de cloruro de estearamidopropil PG-dimonio, cloruro de behenamidopropil
PG dimonio, etosulfato de estearamidopropiletildimonio, cloruro de estearamidopropildimetil (miristil acetato) amonio,
tosilato de estearamidopropildimetilcetearilamonio, cloruro de estearamidopropildimetilamonio, lactato de
estearamidopropildimetilamonio, y mezclas de los mismos.

La emulsion de aceite en agua preferida comprende de aproximadamente el 25 % a aproximadamente el 98 %,
preferentemente de aproximadamente el 65 % a aproximadamente el 95 %, mas preferentemente de
aproximadamente el 70 % a aproximadamente el 90 % de agua en peso del vehiculo tépico.

Composiciones topicas

La composicion cosmética puede formularse en cualquiera de una variedad de formas utilizadas por la industria
cosmeética para la aplicacion a la piel que incluye disoluciones, lociones, esprays, cremas, pomadas, balsamos,
geles, etc., como se describe mas adelante.

Preferentemente, la composicion cosmética se formula suficientemente viscosa para permanecer sobre el area de
piel tratada, no se evapora facilmente y/o no se elimina facilmente por aclarado con agua, sino que se elimina con la
ayuda de jabones, limpiadores y/o champus.

Métodos para preparar composiciones que tienen tales propiedades son muy conocidos para aquellos expertos en la
materia, y se describen en detalle en Remington's Pharmaceutical Sciences, 1990 (arriba); y Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, 6th ed., Williams & Wilkins (1995).

Vehiculos

Las composiciones topicas de la invencion objeto, que incluyen, pero no se limitan a, lociones y cremas, pueden
comprender un emoliente dermatolégicamente aceptable. Tales composiciones contienen preferentemente de
aproximadamente el 2 % a aproximadamente el 50 % del emoliente. Como se usa en el presente documento,
“emoliente” se refiere a un material Gtil para la prevencion o alivio de sequedad, ademas de para la proteccion de la
piel. Se conocen una amplia variedad de emolientes adecuados y pueden usarse en el presente documento. Véase,
por ejemplo, Sagarin, Cosmetics, Science and Technology, 2% edicion, vol. 1, pag. 3243 (1972), que contiene
numerosos ejemplos de materiales adecuados como emoliente. Un emoliente preferido es glicerina. La glicerina se
usa preferentemente en una cantidad de o aproximadamente el 0,001 a o aproximadamente el 20 %, mas
preferentemente de o aproximadamente el 0,01 a o aproximadamente el 10 %, lo mas preferentemente de o
aproximadamente el 0,1 a o aproximadamente el 5 %, por ejemplo, el 3 %.

Las lociones y cremas segun la presente invencion generalmente comprenden una sistema de vehiculo en
disolucion y uno o mas emolientes. Las lociones normalmente comprenden de aproximadamente el 1 % a
aproximadamente el 20 %, preferentemente de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 10 % de emoliente;
de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 90 %, preferentemente de aproximadamente el 60 % a
aproximadamente el 80 % de agua; y una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente descrito en el presente
documento. Una crema normalmente comprende de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 50 %,
preferentemente de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 20 % de emoliente; de aproximadamente el 45
% a aproximadamente el 85 %, preferentemente de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 75 % de agua;
y una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente descrito en el presente documento.

La composicién cosmética topicamente aplicada de la presente invencion también puede incluir componentes
adicionales que se afiaden, por ejemplo, con el fin de enriquecer las composiciones cosméticas con fragancia y
factores de nutricion de la piel.

Tales componentes se seleccionan adecuadamente para su uso sobre tejido queratinoso humano sin inducir
toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica y similares dentro del alcance del criterio médico
sensato. Ademas, tales componentes opcionales son Utiles a condicion de que no alteren inaceptablemente los
beneficios de los compuestos activos de la invencion.

The CTFA Cosmetic Ingredient Handbook, segunda edicion (1992), describe una amplia variedad de componentes
cosméticos no limitantes comdnmente usados en la industria del cuidado de la piel, que son adecuados para su uso
en las composiciones de la presente invencion. Ejemplos de estas clases de componentes incluyen: abrasivos,
absorbentes, componentes estéticos tales como fragancias, pigmentos, colores/colorantes, aceites esenciales,
productos para la piel, astringentes, etc. (por ejemplo, aceite de clavo, mentol, alcanfor, aceite de eucalipto, eugenol,
lactato de mentilo, destilado de hamamelis), agentes antiacné, agentes antiapelmazantes, agentes antiespumantes,
agentes antimicrobianos (por ejemplo, butilcarbamato de yodopropilo), antioxidantes, aglutinantes, aditivos
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bioldgicos, agentes de tamponamiento, agentes de carga, agentes quelantes, aditivos quimicos, colorantes,
astringentes cosmeéticos, biocidas cosméticos, desnaturalizantes, astringentes de farmacos, analgésicos externos,
formadores o materiales de pelicula, por ejemplo, polimeros, para ayudar en las propiedades de formacion de
peliculas y sustantividad de la composicién (por ejemplo, copolimero de eicoseno y vinilpirrolidona), opacificantes,
ajustadores del pH, propulsores, agentes reductores, secuestrantes, agentes acondicionadores de la piel (por
ejemplo, humectantes, que incluyen diversos y oclusivos), agentes relajantes y/o de curacion de la piel (por ejemplo,
pantenol y derivados (por ejemplo, etilpantenol), aloe vera, acido pantoténico y sus derivados, alantoina, bisabolol y
glicirricinato de dipotasio), agentes de tratamiento de la piel, espesantes y vitaminas, y derivados de los mismos.

La composicién cosmética puede aplicarse directamente a la piel. Alternativamente, puede administrarse mediante
aplicacion a la piel normal por diversos sistemas de administracién de farmacos transdérmicos que se conocen en la
técnica, tales como parches transdérmicos que liberan la composicion en la piel en un modo de liberacion con el
tiempo. Otros sistemas de administracion de farmacos conocidos en la técnicas incluyen frasco presurizado de
aerosol, iontoforesis o sonoforesis. La iontoforesis se emplea para aumentar la permeabilidad de la piel y facilitar la
administracion transdérmica. Las patentes de EE.UU. n° 5.667.487 y 5.658.247 desvelan un aparato ionoso6nico
adecuado para el transporte ultrasénico-iontoforéticamente mediado de agentes terapéuticos a través de la piel.
Alternativamente, o ademas, también pueden emplearse liposomas o micelas como vehiculo de administracion.

Los principios activos incluidos en las composiciones cosméticas de la presente invencién son adecuados para el
aclaramiento de la piel mediante la oxidaciéon de melanina. Sin embargo, la reaccién de oxidacion puede controlarse
y detenerse cuando se desee mediante la adicion de reactivos reductores. Estos reactivos pueden formularse en
una composicion cosmética separada y aplicarse sobre la piel cuando se desee.

Aclaramiento del pelo
Principios activos

Las composiciones de aclaramiento del pelo formuladas segun las ensefianzas de la presente invencion incluyen el
agente de oxidacion y mediador descritos anteriormente.

Como se demuestra en la seccion de ejemplos mas adelante, el aclaramiento del pelo puede lograrse en presencia
de alcohol veratrilico 1,5 mM y peréxido de hidrégeno 8,8 mM en tampdn tartrato a un pH de 3,5.

Emolientes

Los emolientes incluyen, pero no se limitan a, aceites y ceras de hidrocarburo, tales como aceite mineral, petrolato y
similares, aceites y grasas vegetales y animales, tales como aceite de oliva, aceite de palma, aceite de ricino, aceite
de maiz, aceite de soja y similares, y lanolina y sus derivados, tales como lanolina, aceite de lanoleno, cera de
lanolina, alcoholes de lanolina y similares. Otros emolientes incluyen ésteres de acidos grasos que tienen 10 a 20
atomos de carbono, tales como que incluyen miristico, estedrico, isoestearico, palmitico y similares, tales como
miristato de metilo, miristato de propilo, miristato de butilo, estearato de propilo, isoestearato de propilo, palmitato de
propilo y similares. Otros emolientes incluyen &cidos grasos que tienen 10 a 20 atomos de carbono, que incluyen
estearico, miristico, laurico, isoestearico, palmitico y similares. Los emolientes también incluyen alcoholes grasos
que tienen diez a veinte atomos de carbono, tales como cetilo, miristilo, laurilo, isoestearilo, estearilo y similares.

Aunque algunos son solubles en agua, los alcoholes polihidroxilados y derivados de poliéter estan incluidos como
emolientes, que incluyen glicoles, glicerol, sorbitol, polialquilenglicoles y similares, tales como propilenglicol,
dipropilenglicol, polietilenglicol 200-500 y similares. Se prefieren los ejemplos solubles en agua.

Tensioactivos

También se utiliza preferentemente un emulsionante/tensioactivo por la composicion de aclaramiento del pelo de la
presente invencion.

Ejemplos de tensioactivos incluyen, pero no se limitan a, productos de condensacion de poli(oxioxido de alquileno)
de alquilo hidréfobo, alqueno, o grupos funcionales aromaticos de alquilo que tienen un hidrégeno reactivo libre
disponible para la condensacién con 6xido de alquileno hidréfilo, poli(6xido de etileno), éxido de propileno, 6xido de
butileno, poli(6xido de etileno) o polietilenglicol. Son particularmente eficaces los productos de condensacion de
octilfenol con aproximadamente 7 a aproximadamente 13 moles de éxido de etileno, comercializados por Rohm &
Haas Company bajo sus productos de la serie TRITON 100® de marca registrada.

Otros componentes tales como fragancias, agentes estabilizantes, colorantes, agentes antimicrobainos, agentes
antibacterianos, antiaglomerantes, absorbentes de radiacion ultravioleta y similares también estan incluidos en la
composicion de aclaramiento del pelo de la presente invencion.

Acondicionadores
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También se utiliza un agente acondicionador estable a la hidrdlisis acida, tal como un compuesto de silicona que
tiene al menos un resto de amonio cuaternario junto con un monoquat etoxilado, preferentemente con el fin de
estabilizar y opcionalmente espesar la composicion de aclaramiento del pelo de la presente invencion.

También puede incluirse un espesante opcional para mejorar la estética de la composicion y facilitar la aplicacion de
la composicion al pelo. Se prefieren espesantes no ionicos en una cantidad del 0 % a aproximadamente el 3 % en
peso. Espesantes a modo de ejemplo son metilcelulosa, hidroxibutiimetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietiletilcelulosa e hidroxietilcelulosa, amida de acido di(sebo hidrogenado)ftalico,
copolimero de anhidrido maleico-metil vinil éter reticulado, goma guar, goma xantana y goma arabiga.

El vehiculo de la composicién de acondicionamiento es predominantemente agua, pero también pueden incluirse
disolventes orgénicos con el fin de facilitar la fabricacion de la composicion o para proporcionar propiedades
estéticas, tales como control de la viscosidad. Disolventes adecuados incluyen los alcoholes inferiores como alcohol
etilico y alcohol isopropilico; éteres de glicol como 2-butoxietanol, éter monoetilico de etilenglicol, éter monoetilico o
éter monometilico de propilenglicol y dietilenglicol; y mezclas de los mismos. Los disolventes no acuosos pueden
estar presentes en la composicion de acondicionamiento de la presente invencion en una cantidad de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 50 %, y en particular de aproximadamente el 5 % a
aproximadamente el 25 %, en peso del peso total del vehiculo en la composicion.

Agentes acondicionadores no limitantes que pueden usarse en acondicionadores opacos incluyen: cloruro de
esteariltrimetilamonio; cloruro de behenotrimetilamonio; bromuro de cetrimonio; cloruro de sojatrimonio; cloruro de
sebotrimonio; cloruro de sebodimetilamonio dihidrogenado; metosulfato de behenotrimetilamonio; cloruro de PEG-2
oleamonio; bromuro de sebodimetilamonio dihidrogenado; metosulfato de sebodimetilamonio dihidrogenado; cloruro
de palmitiltrimetilamonio; cloruro de sebotrimetilamonio hidrogenado; bromuro de sebotrimetilamonio hidrogenado;
cloruro de dicetildimetilamonio; cloruro de diestearildimetilamonio; cloruro de dipalmitildimetilamonio; metosulfato de
sebotrimetilamonio hidrogenado; tosilato de cetrimonio; cloruro de eicosiltrimetiiamonio y cloruro de
disebodimetilamonio.

Materiales que pueden usarse para opacificar las composiciones de la invencion incluyen ésteres grasos, polimeros
opacificantes tales como polimeros de estireno como OPACIFIER 653 de Morton, International, Inc.; y alcoholes
grasos. Lo siguiente es una lista no limitante de alcoholes grasos: alcohol cetilico; alcohol estearilico; alcohol
cetearilico; alcohol behénico; y alcohol araquidilico. Composiciones de acondicionamiento de la invencién que no
son claros también puede incluir Lexamine S-13, cloruro de dicetilamonio y ceteareth-20.

Las composiciones de la presente invencién pueden presentarse, si se desea, en un dispositivo dispensador o un kit,
junto con instrucciones apropiadas para su uso y etiquetas que indican la autorizacion de la FDA para su uso en el
aclaramiento de la piel o pelo.

El kit para el aclaramiento de una region de la piel o pelo puede incluir, por ejemplo, un recipiente que incluye una
enzima modificadora de lignina provista de tampones, vehiculos, penetrantes, etc., adecuados y recipientes
adicionales que incluyen el agente de oxidacién y el mediador descritos anteriormente.

Las enzimas modificadoras de lignina también pueden introducirse en células de la regién de la piel usando
enfoques de biologia molecular que se conocen en la técnica.

Asi, se desvela un método de aclaramiento de una region de la piel de un sujeto. El método segun este aspecto de
la presente invencion se efectlia expresando dentro de células de la regién de la piel una enzima modificadora de
lignina de un modo adecuado para oxidar un pigmento contenido dentro de células de la region de la piel.

Tal expresion puede efectuarse transformando las células de la piel con un vector de expresién que incluye una
secuencia codificante de la enzima modificadora de lignina funcionalmente ligada a una secuencia promotora.

Para generar un vector de expresion tal, un segmento de polinucleétido que codifica una enzima modificadora de
lignina (por ejemplo, la isoforma H1 de LIP, SEC ID N°: 1), puede ligarse en un sistema de vector de expresion
comercialmente disponible adecuado para transformar células de mamifero y para dirigir la expresién de la enzima
modificadora de lignina dentro de las células transformadas. Se apreciara que tales sistemas de vector
comercialmente disponibles pueden modificarse facilmente mediante técnicas recombinantes comidnmente usadas
con el fin de sustituir; duplicar o mutar secuencias promotoras o0 potenciadoras existentes y/o introducir cualquier
secuencia de polinucleétidos adicional tal como, por ejemplo, secuencias que codifican marcadores de seleccion
adicionales o secuencias que codifican polipéptidos indicadores.

Vectores de expresion de mamifero adecuados para su uso con la presente invencion incluyen, pero no se limitan a,
pcDNA3, pcDNA3,1(+/-), pZeoSV2(+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/cyto, pCMV/myc/cyto, pCR3.1, que estan
disponibles de Invitrogen, pCl que esta disponible de Promega, pBK-RSV y pBK-CMV que estan disponibles de
Stratagene, pTRES que esta disponible de Clontech, y sus derivados.
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Un vector de expresion adecuado para su uso con este aspecto de la presente invencién es un vector basado en
adenovirus. Los vectores de adenovirus se han usado ampliamente para aplicaciones farmacéuticas que incluyen
terapia génica cutanea (Ghazizadeh S, Taichman LB. (2000) Hum Gene Ther 11: 2247-51; Carter PJ, Samulski RJ.
(2000). Int J Mol Med 6: 17-27).

El vector de expresion descrito anteriormente puede administrarse a células usando una variedad de enfoques de
administracién que incluyen, pero no se limitan a, liposomas, parches epidérmicos, iontoforesis o endocitosis
mediada por receptor.

En el Gltimo enfoque, un anticuerpo o ligando para un receptor de la superficie celular que se sabe que experimenta
endocitosis se compleja con la secuencia de ADN que codifica la enzima modificadora de lignina mediante un
auxiliar policationico covalentemente unido (por ejemplo, polilisina, protaminas). Tales complejos retienen su
especificidad de unién por la superficie celular y se recogen en la célula en la que entran en el compartimento
endosdmico mediante procesos endocitoticos normales. Ademas, deben adoptarse medidas para evitar la
degradacion del ADN dentro del endosoma-lisosoma. Las células pueden tratarse con el agente lisosomatrépico
cloroquina durante el procedimiento de transfeccién. Alternativamente, pueden usarse componentes de virus que
entran en las células por endocitosis y poseen una capacidad de “fuga” endosémica. El adenovirus defectuoso en la
replicaciéon acoplado al complejo de ligando-ADN da eficiencias de transfeccidon de practicamente el 100 % sobre
células de cultivo de tejido in vitro. Estudios preliminares han demostrado el potencial de este método para dirigir
especificamente el ADN al tipo de célula de eleccion in vivo (Guy J, Drabek D, Antoniou M. (1995). Mol Biotechnol
1995 3: 237-48).

Tras la expresion dentro de células diana, el aceptor de electrones y el mediador descritos se aplican
preferentemente a la region tratada con el fin de facilitar el aclaramiento.

El expresar la enzima modificadora de lignina dentro de células diana es particularmente ventajoso ya que vence la
necesidad de administracién intracelular de la propia enzima, mejorando asi potencialmente la eficiencia del
aclaramiento.

Objetivos, ventajas y caracteristicas novedosas adicionales de la presente invencién seran evidentes para un
experto habitual en la materia tras el examen de los siguientes ejemplos, que no pretenden ser limitantes.
Adicionalmente, cada una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente invencién como se han definido
anteriormente en este documento y como se reivindican en la seccion de reivindicaciones mas adelante encuentra
soporte experimental en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran la invencién
de un modo no limitante.

Generalmente, la nomenclatura usada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Tales
técnicas se explican minuciosamente en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual” Sambrook et al., (1989); “Current Protocols in Molecular Biology” Volumes I-1ll Ausubel, R. M., ed. (1994);
Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, “A
Practical Guide to Molecular Cloning”, John Wiley & Sons, New York (1988); Watson et al., “Recombinant DNA”,
Scientific American Books, New York; Birren et al. (eds) “Genome Analysis: A Laboratory Manual Series”, Vols. 1-4,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1998); metodologias como se exponen en las patentes de EE.UU.
n® 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; “Cell Biology: A Laboratory Handbook”, Volumes I-llI
Cellis, J. E., ed. (1994); “Current Protocols in Immunology” Volumes I-lll Coligan J. E., ed. (1994); Stites et al. (eds),
“Basic and Clinical Immunology” (8th Edition), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell and Shiigi (eds),
“Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman and Co., New York (1980); inmunoensayos disponibles
se describen ampliamente en la bibliografia de patentes y cientifica, veanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n°
3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533;
3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521; “Oligonucleotide Synthesis” Gait, M. J., ed.
(1984); “Nucleic Acid Hybridization” Hames, B. D., and Higgins S. J., eds. (1985); “Transcription and Translation”
Hames, B. D., and Higgins S. J., eds. (1984); “Animal Cell Culture” Freshney, R. I., ed. (1986); “Immobilized Cells
and Enzymes” IRL Press, (1986); “A Practical Guide to Molecular Cloning” Perbal, B., (1984) and “Methods in
Enzymology” Vol. 1-317, Academic Press; “PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications”, Academic Press,
San Diego, CA (1990); Marshak et al., “Strategies for Protein Purification and Characterization - A Laboratory Course
Manual” CSHL Press (1996). Otras referencias generales se proporcionan en todo este documento. Se cree que los
procedimientos en este documento son muy conocidos en la técnica y se proporcionan para comodidad del lector.
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ANTECEDENTES
Lignina peroxidasas en el hongo P. chrysosporium

Hay méas de 12 proteinas hemo que muestran actividad ligninolitica en el fluido extracelular de cultivos de P.
chrysosporium BKM-F-1767. Estas pueden clasificarse en dos tipos de peroxidasas hemo glucosiladas, lignina
peroxidasa (LIP) y manganeso peroxidasa (MNP). Se ha informado que las isoenzimas H1, H2, H6, H7, H8 y H10
son LIP y se han identificado H3, H4, H5 y H9 como MNP (Farrell et al., 1989). Las isoenzimas LIP de P.
chrysosporium estan codificadas por una familia de genes estructuralmente relacionados y son diferentes en sus
caracteristicas fisicas, especificidad y estabilidad por sustrato (Farrell et al., 1989; Stewart et al., 1992). Como parte
del proceso que conduce a su secrecion, las isoenzimas de LIP se escinden proteoliticamente y se glucosilan
(Ghose, 1987; Ritch et al., 1991; Tien y Kirk, 1984). Ademas, se ha informado que las isoenzimas de LIP H2, H6, H8
y H10 estan fosforiladas en un resto de manosa 6-fosfato, contenido en el sacarido ligado a asparagina. El analisis
de fluido extracelular envejecido ha conducido a la sugerencia de que la isoenzima H1 se deriva probablemente de
desfosforilacion postraduccional de H2 (Kuan y Tien, 1989).

La expresion de las enzimas ligninoliticas por P. chrysosporium es un acontecimiento idiofasico desencadenado por
la limitacién de nitrégeno o carbono y depende mucho de las condiciones de cultivo y la composicién del medio
(Dosoretz y Grethlein, 1991; Faison y Kirk, 1985; Stewart et al., 1992; van der Woude et al., 1993). La formacién de
LIP es particularmente dependiente de la exposicidn de cultivos a altas tensiones de oxigeno (Dosoretz et al., 1990;
Faison y Kirk, 1985). Se ha propuesto que la transferencia de oxigeno en cultivos estacionarios esta limitada, y por
consiguiente se necesita una alta presion de oxigeno parcial en el espacio de cabeza del cultivo para poner a
disposicién oxigeno suficiente para las hifas sumergidas (Leisola et al., 1983; Michel et al., 1992). Se observo la
formacion de LIP en un cultivo que se expuso a aire inmovilizando el hongo sobre un soporte poroso en un cultivo
liguido no sumergido, que mejord la disponibilidad del oxigeno para el hongo (Dosoretz et al., 1990; Popp et al.,
1990). La concentracién de Mn** en el medio afecta adversamente la formacién de LIP y MNP. Aunque la formacion
de MNP depende del Mn, que potencia la transcripcion de MNP, la formacién de LIP se inhibe por Mn. Rothschild et
al., (1999) mostraron que en tanto cultivos de nitrégeno limitado como de exceso de nitrégeno de P. chrysosporium,
el alto nivel de oxigeno requerido para la formacion de LIP podria sustituirse por deficiencia de Mn.

MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

Crecimiento del hongo Phanerochaete chrysosporium para la produccién de lignina peroxidasa - El hongo
Phanerochaete chrysosporium BKMF-1767 (ATCC 24725) se mantuvo a 4 °C sobre 2 % de disoluciébn madre de
agar inclinado de extracto de malta (Difco, Detroit, MI, EE.UU.).

Preparacion de la suspension de esporas - Se obtuvieron esporas del hongo inoculando tapones de disoluciones
madre de agar inclinado en placas de Petri que contenian agar de dextrosa de patata (PDA) esterilizado en
autoclave a una concentracion de 39 g/litro. A continuacion, las placas de PDA se incubaron durante hasta 2
semanas a 37 °C. Para la preparacion de la suspension de esporas, placas de PDA se cubrieron con 0,9 % de NaCl,
la suspension de conidios se filtré a través de lana de vidrio estéril y se recogio la suspension de esporas. A
continuacion, la suspension de esporas se mantuvo congelada a -80 °C.

Preparacién del in6culo - Se inocularon esporas en un medio de inéculo esterilizado (véase la formulacion en el
presente documento méas adelante) a una concentracion final de 7,5 x 10° esporas/ml. Se afiadieron noventa ml de
la mezcla a cada lote de fermentacion (Tien y Kirk, 1988. Meth. Enzymol. 161: 238-490; Dosoretz et al., 1990, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 34: 131-7), y a continuacion los lotes se taparon con tapones de algodon. Los cultivos se
cultivaron estaticamente durante 48 h a 37 °C como cultivos superficiales. Para la inoculacion de cultivos, los
contenidos de los lotes de fermentacion se mezclaron durante 2 min con una mezcladora (Waring, Inglaterra).

Crecimiento del hongo en fermentador de reactor de tanque con agitacién (STR) - Antes del crecimiento del hongo,
se depositdé espuma de poliuretano alrededor de los tubos de refrigeracion del fermentador y se esterilizo el
fermentador STR entero. Entonces se vertieron diez litros de un medio de fermentador (véase la formulacion en el
presente documento mas adelante) en el fermentador STR y se afiadieron 900 ml de in6culo mezclado (el contenido
de 10 lotes de fermentacion). El fermentador se conectdé a un sistema de refrigeracion para mantener una
temperatura de 37 °C y se agité a 100 rpm. Se introdujo aire esterilizado en el fermentador a 2 mil/min. El flujo se
cambié a 4 ml/min después de 2 dias de crecimiento. El crecimiento continué durante 3-5 dias.

Se preparé medio de in6culo mezclando las siguientes disoluciones y se esterilizé6 con un membrana de filtracion de
0,45 um (MSI, Westborough, MA, EE.UU.). Para la preparacion de 1 litro de medio liquido se combinaron los
siguientes componentes:

100 ml de medio basico para el crecimiento de P. chrysosporium x 10 (véase la formulacion méas adelante)

10 ml de disolucién madre de CaCl, (13,2 g/l) (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, EE.UU.). Concentracion final
0,132 g/l

12 ml de disolucion madre de glicerol (50 g/100 ml) (Frutarom, Israel). Concentracion final 6 g/l.
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Se afiade agua doblemente destilada hasta 1 litro.

Se preparé medio de fermentador del siguiente modo y se esteriliz6 con una membrana de filtracion de 0,45 um
(MSI, Westborough, MA, EE.UU.). Para la preparacion de 10 litros de medio liquido se combinaron los siguientes
componentes:

100 ml de disolucion madre de CaCl, (13,2 g/l) (Sigma, EE.UU.). Concentracion final 0,0132 g/l

120 ml de disolucién madre de glicerol (50 g/100 ml) (Frutarom, Israel). Concentracion final 6 g/l.

50 ml de disolucién madre de Tween-80 (10,8 ml/100 ml) (Sigma, EE.UU.). Concentracion final 0,54 ml/l
1000 ml de medio basico para el crecimiento de P. chrysosporium x 10 (véase la formulacién a continuacién)
3,36 g de alcohol veratrilico (Sigma, EE.UU.). Concentracion final 2 mM.

7,740 litros de agua doblemente destilada (DDW) hasta un volumen final de 10 litros.

Medio basico para el crecimiento de P. chrysosporium x 10 - Se prepar6 medio béasico para el crecimiento de P.
chrysosporium X10 del siguiente modo: se disolvieron 7,07 gr de acido nitrilotriacético (sal de trisodio) en 4 litros de
DDW. A continuacién se afiadieron los siguientes reactivos: 100 g de KH,PO,4 anhidro, 72,7 g de MgS04-7H,0 (o
67,39 g de MgS04-6H,0), 3,5 g de NaCl, 0,35 g de FeSO4-7H,0, 0,63 g de CoCl,-6H,0, 0,35 g de ZnSO4-7H,0,
0,055 g de CuS0O4-5H,0, 0,035 g de AIK(SO4)2-12H,0, 0,035 g de H3BO3, 0,035 g de Na,Mo00O4-2H,0, 500 ml de
tampodn acetato 2 M a pH 4,5, 10 g de tartrato de amonio y 50 mg de tiamina. Todos suministrados por Sigma-Aldrich
Corp., St Louis, MO, EE.UU.. El pH del medio se ajust6 a 4,4-4,45 con NaOH y se afiadié6 DDW a un volumen final
de 5 litros. El medio se almacen6 a 4 °C.

Aislamiento y purificacion de LIP del medio extracelular de Phanerochaete chrysosporium - Se filtré6 el medio
extracelular a vacio a través de una fibra de vidrio. A continuacién, el filtrado se esterilizé6 con una membrana de
filtracion de 0,45 uM (MSI, Westborough, MA, EE.UU.) y el fluido se concentré por una membrana de fibra hueca
usando una bomba peristaltica (MASTERFLEX, Vernon Hills, IL, EE.UU.). A continuacion, el fluido extracelular
concentrado se volvié a concentrar 25 veces por ultrafiltracién usando una membrana tipo PM-10 de 10 kDa de corte
(Amicon, Danvers, MA) y se purific6 con una columna Mono Q (HR5/5, Pharmacia, Piscataway, NJ) por HPLC-
cromatografia de intercambio anionico usando dos gradientes de acetato sodico 0,01-1,00 M. El primer gradiente fue
a pH 6,0 y el segundo gradiente fue a pH 4,7, que es equivalente al valor del punto isoeléctrico (pl) de la isoenzima
H1 de LIP. Se recogieron los picos de proteina y se ensay6 su actividad usando la isoenzima H1 de LIP purificada
de un lote previo como patron. La absorbancia de la fraccion H1 de LIP se midié a: 280 nm y 409 nm (Hewlett
Packard, Waldbronn, Alemania). El grado de pureza (RZ), calculado a partir de la relacion entre la absorbancia a 409
nm (Asog) Y la absorbancia a 280 nm (Azso) de la isoenzima H1 de LIP purificada, fue superior a 4,0. La concentracion
de LIP se determiné a 409 nm usando un coeficiente de extincién de 169 M™cm™.

Ensayo de actividad de LIP - Se midio la actividad de LIP por el cambio en la absorbancia a 310 durante la oxidacién
de alcohol veratrilico a veratrilaldehido como se describe por Tien y Kirk (1988). El reactivo del ensayo esta
compuesto por alcohol veratrilico 4 mM y H,O, 0,88 mM en tampén tartrato 100 mM a pH 2,5. Para el ensayo, se
mezclaron 0,5 ml de medio extracelular de P. chrysosporium con 0,5 ml del reactivo y el aumento en la absorbancia
a 310 nm se registr6 durante 40 s. Una unidad de LIP se define como 1 pmol de alcohol veratrilico oxidado a
veratrilaldehido por minuto.

Determinacién de la oxidacion de melanina por LIP - Se preparé melanina sintética (Sigma, Cat n® M8631, St Louis
MO, EE.UU.) a diversas concentraciones en tampén Tris 50 mM a pH 8,00. La oxidacion de melanina por LIP se
llevé a cabo en tampdn tartrato a pH 3,5 que contiene alcohol veratrilico, y la reaccion enzimatica se inicié6 mediante
la adicion de perdxido de hidrogeno. El grado de oxidacion de la melanina se determiné midiendo la disminucion en
la absorbancia a 460 nm.

Preparacion de crema - La crema de LIP en las realizaciones preferidas esta compuesta por dos tipos de cremas: la
crema enziméatica y la crema activadora. Cada crema se prepard a partir de dos fases, es decir, la fase acuosa y la
fase aceitosa.

Crema enzimatica
Fase acuosa para la crema enzimatica:

0,35 % (peso/peso) de hidantoina DMDM (Sharon Lab, Israel);

2 % (peso/peso) de glicerina (Cognis, Alemania);

0,1 % (peso/peso) de alcohol veratrilico (alcohol 3-dimetoxibencilico, Sigma, EE.UU.);
81,65 % (peso/peso) de DDW (RO Water, Israel);

0,2 % (peso/peso) de Rhodicare D (goma xantana, Rhodia, Francia);

4 % (peso/peso) de transcutol (PEG-400, etoxidiglicol, Gattefosse, Francia);
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Fase aceitosa para la crema enzimatica:

5 % de aceite mineral ligero;

2,5 % (peso/peso) de Dragorin 100 SEP (estearato de GMS & PEG-100, Dragoco, Alemania);
3 % (peso/peso) de alcohol cetilico (Cognis, Alemania);

0,2 % (peso/peso) de sorbato de potasio (Chisso Corp., Japon);

1 % (peso/peso) de brij 721 (Unigema, ltalia).

Preparacion de la crema enzimética: Se calentaron las fases acuosa y aceitosa de la crema enzimatica a 80 °C y a
continuacién se mezclaron. La mezcla se homogeneizé durante 10 min y se enfrié a 55 °C. Después el pH se ajustd
a 3,5 con &cido lactico.

Cuando la mezcla se enfri6 a 40 °C, se afiadi6 lignina peroxidasa (20-50 unidades/g). La mezcla enzimética se
homogeneizé durante 1 min.

Crema activadora
Fase acuosa para la crema activadora:

82,888 (peso/peso) de DDW (RO Water, Israel);

0,1 % (peso/peso) de EDTA disédico (Merck, Alemania);

4 % (peso/peso) de transcutol (PEG-400, etoxidiglicol, Gattefosse, Francia);
0,1 % (peso/peso) de sorbato de potasio (Chisso Corp., Japon):

Fase aceitosa para la crema activadora:

3,5 % (peso/peso) de brij 72 (Steareth-2, Unigema, Italia);

2,5 % (peso/peso) de brij 721 (Steareth-20, Unigema, Italia);

5 % (peso/peso) de aceite mineral,

1,3 % (peso/peso) de alcohol cetilico (Cognis, Alemania);

0,5 % (peso/peso) de silicona 350 (Dimethicon, Dow Corning, EE.UU.);
0,1 % (peso/peso) de sorbato de potasio (Chisso Corp., Japon).

Preparacion de la crema activadora - Se calentaron las fases acuosa y aceitosa de la crema activadora a 80 °C y se
mezclaron. La mezcla se homogeneizé durante 10 min, se enfrié a 45 °C y se ajusto a pH 3,5 con acido fosférico.

Cuando la mezcla se habia enfriado a 40 °C se afiadid peréxido de hidrégeno (Riedel-de Haen, Alemania) (0,012 %
(peso/peso)) con agitacion suave, se verificd el pH correcto y se homogeneizo la mezcla activadora durante 1 min.

Determinacién del efecto de aclaramiento de la piel in vivo - Con el fin de cuantificar el efecto de LIP sobre el
aclaramiento de la piel, se probd el color de la piel de la mano tratada usando tres longitudes de onda del
cromametro Minolta (CR-200, Japon): Minolta L mide oscuridad y brillo, Minolta A mide tonos rojos y Minolta B mide
tonos amarillos. El aumento en los valores de Minolta L refleja el grado de brillo de la piel, es decir, mayores valores
se corresponden con piel mas brillante.

Resultados experimentales

Ejemplo 1

Purificacion de LIP de P. chrysosporium

Preparaciéon de H1 de LIP altamente purificada de P. chrysosporium - Con el fin de purificar la isoenzima H1 de LIP
de P. chrysosporium, el hongo se cultivd en un fermentador STR (Figura 2) como se ha descrito en detalle en la
seccion de métodos anterior en este documento. Se detecté actividad de LIP inicial después de 48 h de crecimiento
y se detectaron aumentos significativos en la actividad cuando el crecimiento se mantuvo hasta 120 h (Figura 3).
Para la purificacion de la isoenzima H1 de LIP, el fluido extracelular del hongo se recogié en la actividad de LIP pico
(120 h). A continuacion, la proteina isoenzima H1 de LIP se purificé y su concentracion se determiné como se ha
descrito en Métodos. Asi, usando el aparato y condiciones anteriormente mencionadas, LIP puede producirse de
manera fiable y su isoenzima H1 puede purificarse por HPLC.

Ejemplo 2

Optimizacion de melanina en una oxidacién en fase acuosa

Usando LIP purificada
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Con el fin de optimizar las condiciones necesarias para la oxidacion de melanina por LIP, la concentracion 6ptima de
cada uno de los componentes criticos de la reaccién de oxidacion se determiné independientemente.

La oxidacion por LIP de melanina en una fase acuosa es una funcién de la concentracion de peréxido de hidrégeno -
Se probd primero la oxidacion de melanina por LIP en una fase acuosa para la correlacién con concentraciones de
peréxido de hidrogeno. Se oxidé una concentracion constante de melanina (70,5 pg/ml) por 0,48 pM de H1 de LIP
purificada en presencia de alcohol veratrilico 1,5 mM y con concentraciones crecientes de peréxido de hidrégeno. El
grado de oxidacién se determiné midiendo la absorbancia de melanina a 460 nm, antes de la adicion de peréxido de
hidrogeno y 160 s después de eso, y se calculé en porcentajes. Generalmente, la oxidacion de melanina aumenté
con concentraciones crecientes de peroxido de hidrégeno hasta una meseta que se obtuvo a 700-900 uM de
peroxido de hidrogeno (Figuras 4). El efecto de la concentracién de peroxido sobre la oxidacion de melanina se
demuestra adicionalmente por comparacion de mezclas de reaccion en la Figura 5, en la que la mezcla de reaccion
se aclara significativamente con concentraciones de peréxido de hidrogeno crecientes. Asi, estos resultados
demuestran que la oxidacion por LIP de melanina en una fase acuosa es claramente dependiente de las
concentraciones de peroxido de hidrégeno, estando las concentraciones 6ptimas de peréxido de hidrégeno para la
oxidacion de melanina en el intervalo de 600 uM a 700 pM.

La oxidacion por LIP de melanina es una funcion de la concentracion inicial de melanina en una fase acuosa - Con el
fin de determinar la concentracién de melanina éptima requerida para la oxidacién de melanina en una fase acuosa
por LIP, la reaccién de oxidacién se probo adicionalmente con concentraciones de melanina crecientes. La oxidacion
de melanina tuvo lugar por 0,48 pM de H1 de LIP purificada en presencia de alcohol veratrilico 1,5 mM y peroxido de
hidrogeno 600 puM. A las concentraciones de melanina iniciales entre 15 y 45 pug/ml, la oxidacion de melanina por LIP
dependié de las concentraciones iniciales de melanina. La maxima oxidacion de melanina (60 %) se alcanzo a las
concentraciones iniciales de melanina entre 45 y 85 pg/ml (Figura 6). Asi, la oxidacion de melanina por LIP es
claramente independiente de las concentraciones de melanina iniciales, mas alla de 45 pg/ml.

La oxidacion de melanina de LIP es parcialmente dependiente de la concentracion de LIP en una fase acuosa - Para
optimizar adicionalmente las condiciones para la oxidacién de melanina, el efecto de la concentracion de LIP sobre
la oxidacion de melanina se prob6 con concentraciones Optimas de melanina (70 pg/ml), peréxido de hidrégeno (700
pM) y alcohol veratrilico (1,5 mM). La oxidacion de melanina aumentd espectacularmente del 10 al 60 % cuando la
concentracion de LIP aument6 de 0,25 pM a 0,40 pM. Sin embargo, mas alla de la concentracién de LIP de 0,50 pM
no se observd cambio en la oxidacion de melanina (Figura 7). Asi, el intervalo 6ptimo de concentraciones de LIP
para la oxidacion de melanina in vitro es 0,40 - 0,50 uM.

Ejemplo 3
Oxidacion de melanina usando LIP en una formulacién en crema

Para confirmar adicionalmente la capacidad de la isoenzima H1 de LIP para oxidar melanina y como etapa
intermedia hacia el aclaramiento de la piel in vivo, se probo la actividad de LIP en una formulaciéon en crema sobre
melanina solubilizada en una fase acuosa.

La melanina en una fase acuosa se oxida por LIP en una formulacién en crema - Se prepararon dos tipos de crema:
la crema enzimatica que comprende la fraccién de la isoenzima H1 de LIP (25 unidades/g de crema) y alcohol
veratrilico (6 mmol/kg de crema), y la crema activadora que comprende perdxido de hidrégeno (3,52 mmol/kg de
crema). Para la determinacion de la actividad de LIP en una formulacién en crema, la crema enzimatica (0,3 g) se
mezcld primero con melanina (140 pg/ml) y se observé un color negro grisaceo (Figura 8a). Cuando la crema
activadora (0,3 gr) se afiadié a la crema enzimatica que ya contenia melanina, el color cambié inmediatamente a
beis (Figura 8b). Estos resultados demuestran que la LIP en una formulaciéon en crema es altamente eficaz en la
decoloracion de melanina y puede probarse adicionalmente sobre piel humana.

Ejemplo 4
Aclaramiento de piel y pelo in vivo por H1 de LIP purificada en una formulacion en crema

Para probar la capacidad de LIP para aclarar la piel y el pelo in vivo, la enzima en una formulacién en crema y
acuosa se afiadio a la piel y el pelo, respectivamente.

LIP en una formulacion en crema aclara la piel in vivo - Para probar la capacidad de LIP en una formulaciéon en
crema para aclarar la piel in vivo, la crema enzimatica se aplicéd y se absorbié por la piel y a continuacion la crema
activadora se aplicé cuatro veces en intervalos de 5 min. Cuando se repitié dos veces al dia durante una semana se
observo un aclaramiento significativo de las areas de piel tratadas (Figura 9). Cuando el color de la piel de dos areas
de la mano tratada se cuantific6 usando un cromametro Minolta, se observé un claro efecto de aclaramiento de la
piel de la aplicacion de dos semanas de la crema de LIP (Tabla 1, % de cambio). Asi, estos resultados demuestran
que LIP, preparada en una formulacién en crema facil de aplicar, puede aclarar simple y eficazmente la piel in vivo, y
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TABLA 1

CUANTIFICACION DEL ACLARAMIENTO DE LA PIEL IN VIVO

Minolta L (brillo) Minolta A (rojo) Minolta B (amarillo)
Area | Nivel inicial 44,8 10,5 16,34
Area | 2 semanas 48,8 10,6 17,93
Area | % de cambio 8,9 - 9,7
Area Il Nivel inicial 49,91 10,38 19,28
Area ll 2 semanas 53,8 9,39 20,63
Area Il % de cambio 7,79 7.0

La Tabla 1 ilustra tres conjuntos de lecturas en nimeros absolutos tomadas del cromametro Minolta de
dos éareas en la mano tratada. El area | se corresponde con el area rodeada en la Figura 9, el area Il se
corresponde con datos no mostrados.

LIP en una formulacibn acuosa aclara el pelo in vivo - El aclaramiento de la pigmentacibn se requiere
frecuentemente en tejidos ricos en melanina distintos de la piel. Para probar adicionalmente sus efectos de
aclaramiento in vivo, se aplicé LIP sobre pelo humano. Antes de la aplicacion de LIP, el pelo se sumergio primero
durante 1 h en tampén carbonato 50 mM a pH 11,5 y a continuacion se transfirid a otro tubo que contenia LIP (25
U/20 pl en agua). El pelo se incubd con LIP durante 10 segundos y a continuacion se transfirio a tampon tartrato a
pH 3,5 en presencia de alcohol veratrilico (1,5 mM) y peréxido de hidrogeno (8,8 mM). Se observé un efecto de
aclaramiento significativo en el plazo de 1 h en presencia de LIP (Figura 10, tubo derecho) en comparacion con el
pelo tratado en la misma disolucion pero sin LIP (Figura 10, tubo izquierdo). Asi, estos resultados demuestran que
en presencia de concentraciones muy bajas de peréxido de hidrégeno, el LIP en una formulacién acuosa puede
aclarar eficazmente pelo in vivo.

Ejemplo 5
Aumento de escala del proceso de preparacion de LIP

Con el fin de producir grandes cantidades de lignina peroxidasa (LIP) Utiles para fines comerciales, se purific LIP
del hongo P. chrysosporium usando un protocolo de aumento de escala.

Alta actividad de LIP obtenida usando un protocolo de fermentacidén de aumento de escala - Se realiz6 fermentacion
en un fermentador de 100 | usando 90 | de medio de fermentacion como se ha descrito en la seccion de métodos
anteriormente en este documento. La condiciones de fermentacion incluyeron agitacion de 160 rpm y flujo de aire de
0,2 vwm. Se realizé inoculacién de la misma forma que en el fermentador de 10 | que se describe en la seccion de
métodos anterior en este documento. Tras 7 dias de crecimiento, la actividad de LIP medida fue 1600 unidades/litro.

Estos resultados demuestran que pueden producirse grandes cantidades y altas actividades cataliticas de LIP a
partir del hongo P. chrysosporium usando fermentadores grandes y el protocolo de aumento de escala de la
presente invencion.

Ejemplo 6

Pruebas dermatoldgicas para la crema labial: pruebas hipoalergénicas, de piel sensible y sensibilizantes y de
exposicion sobre piel normal

Para caracterizar las propiedades dermatoldgicas de la crema de LIP y como requisito previo para su uso como
producto cosmético, la crema de LIP se sometié a varias pruebas dermatoldgicas: una prueba hipoalergénica, una
prueba sensibilizante y de exposicién sobre piel normal, y una prueba sensibilizante y de exposicién sobre piel
sensible.

Métodos

Sujetos del estudio para las pruebas dermatologicas sobre piel normal: El estudio incluyé 50 voluntarios, 9
masculinos y 41 femeninos, en un intervalo de edades de 18 a 64 afios. Los voluntarios tuvieron buena salud
general y libres de cualquier enfermedad de la piel visible 0 anomalia en el &rea que iba a parchearse. Se requirid
que cada sujeto del estudio leyera, entendiera y firmara una declaracién de consentimiento informado. Los criterios
de exclusién fueron los siguientes: mujeres embarazadas o lactantes, sujetos que padecen enfermedades graves o
progresivas y/o patologia sobre la zona tratada, sujetos usando un tratamiento (por ejemplo, retinoides, esteroides)
y/o modificadores de la hidratacion cutanea, sujetos con peso inestable o consumo excesivo de alcohol o tabaco.
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Un resumen de las caracteristicas de los sujetos del estudio se presenta en la Tabla 2 en el presente documento a
continuacion.

Tabla 2
CARACTERISTICAS DE LOS SUJETOS DEL ESTUDIO
Sexo | Edad promedio (afios) Historia médica que probablemente influya en el estudio
F 40,36 Ninguna
M 34,33 Ninguna

Sujetos del estudio para la prueba dermatoldgica sobre piel sensible - Un total de 50 sujetos, 6 hombres y 44
mujeres, completaron la prueba: 22 sujetos estuvieron en el intervalo de 18 a 35, 11 sujetos en el intervalo de 36 a
45, y 17 sujetos en el intervalo de 46 a 65.

Tratamiento asociado durante el estudio - No se aplicé agua en el sitio de prueba durante la aplicacion del parche;
no se permitid tratamiento sistémico o tépico que probablemente modificara la piel; no se permitié el uso de
productos dermofarmacéuticos o cosméticos, que incluyen productos de limpieza, sobre las zonas que se evaluaron.

Preparacion de parches - Para la prueba hipoalergénica, se pusieron 2 mg de la crema de LIP de la presente
invencion en una cinta adhesiva Curatest® F (Lohmann & Rauscher International GmbH & Co. KG, Rengsdort). Para
las pruebas dermatolégicas y las pruebas de piel sensible, cada parche incluy6 0,07-0,1 gramos de la crema de LIP
en la cinta adhesiva Curatest® F.

Se llevé a cabo la prueba repetida de irritabilidad dérmica en personas esencialmente como se ha descrito en
“Appraisal of the Safety of Chemicals in Foods, Drugs and Cosmetics” por J.H. Draize (publicado por the Association
of Food and Drug Officials of the United States).

Fase de induccion - El parche se aplicd sobre sitios de contacto designados y permanecio en su sitio durante 24
horas. Al final de este periodo, se quito el parche y el sitio se examind para cualquier respuesta dérmica. Los sujetos
del estudio descansaron durante 24 horas, después de lo cual el sitio de la piel se examiné de nuevo. A continuacién
se aplico un parche al mismo sitio que se habia usado previamente. La segunda aplicacion fue idéntica a la primera
y permanecio en su sitio 24 horas. Este procedimiento se repitié nueve veces. Los sujetos del estudio examinaron el
sitio para cualquier respuesta dérmica e informaron sus observaciones antes de la siguiente aplicacién. Se uso el
mismo sitio durante todo el estudio. Cada aplicacion se puso y retird por el personal del Instituto de Investigacion de
la Piel (Tel Aviv, Israel). Una persona de control de calidad monitoriz6 la adherencia al protocolo del estudio.

Fase de exposicion - Tras la 92 aplicacion, transcurrié un periodo de descanso de 2 semanas después del cual se
aplicé una aplicacion de exposicién del mismo modo y al mismo sitio usado durante la fase de induccion. La
aplicacion de exposicion se retird después de 24 horas y el sitio se examind y calific6 para signos de irritacion o
sensibilizacion. Se realizé un examen de seguimiento a las 48 horas después de la aplicacion de exposicion (24
horas después de la eliminacion del parche), ademas de 48 y 72 horas después de la eliminacién.

Escala de clasificacion - Los resultados de la pruebas de inducciéon y de exposicion se clasificaron usando la
siguiente escala: “0” = Sin reaccion visible; “?” = reaccion dudosa, es decir, eritema minimo apenas visible, sin
infiltracién; “1” = reaccion positiva débil, es decir, eritema, infiltracion, sin papulas discretas; “2” = reaccién positiva
fuerte, es decir, eritema, infiltracion, papulas, vesiculas discretas; “3” = reaccion positiva adicional, es decir, eritema
intenso, infiltracion, vesiculas coalescentes/reaccion bullosa; “IR” = reaccion de irritacion, es decir, eritema discreto
sin infiltracion/eritema folicular irregular/pustulas hemorragicas y foliculares; “NT” = no probado.

Resultados de las pruebas dermatoldgicas

Prueba hipoalergénica - En esta prueba se registrd la reaccion a la aplicacién de un parche que contiene la crema
de LIP tras 20 minutos, 24 horas y 48 horas de la eliminacion del parche. Como se muestra en la Tabla 3 en el
presente documento a continuacion, en los 50 sujetos del estudio no hubo reaccién de la piel visible a la crema de
LIP.

Tabla 3
Resultados de la prueba hipoalergénica
N° Sujeto Sexo Edad 20 minutos 24 horas | 48 horas
1 D.P. M 37 0 0 0
2 G.B. F 62 0 0 0
3 Z.A. F 58 0 0 0
4 S.E. F 64 0 0 0
5 E.R F 61 0 0 0
6 G.C. F 35 0 0 0
7 S.S. F 26 0 0 0
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Resultados de la prueba hipoalergénica

N° Sujeto Sexo Edad 20 minutos 24 horas | 48 horas

8 D.P. F 65 0 0 0

9 E.T. F 46 0 0 0
10 .M. F 58 0 0 0
11 M.1. F 40 0 0 0
12 G.O. F 30 0 0 0
13 M.L. F 49 0 0 0
14 S.A. M 22 0 0 0
15 C.B. F 38 0 0 0
16 B.A. F 34 0 0 0
17 S.l. F 45 0 0 0
18 K.S. F 35 0 0 0
19 S.S. F 28 0 0 0
20 F.H. F 26 0 0 0
21 R.S. F 44 0 0 0
22 AA. F 25 0 0 0
23 S.T. M 21 0 0 0
24 F.A. M 38 0 0 0
25 S.S. F 42 0 0 0
26 S.R. M 49 0 0 0
27 S.l. M 19 0 0 0
28 C.T. F 32 0 0 0
29 CJ. M 35 0 0 0
30 H.P. F 30 0 0 0
31 F.S. F 36 0 0 0
32 P.A. F 45 0 0 0
33 P.N. M 51 0 0 0
34 M.R. F 30 0 0 0
35 S.L. F 31 0 0 0
36 T.I. F 23 0 0 0
37 V.1 F 30 0 0 0
38 L.A. F 45 0 0 0
39 T.R. F 43 0 0 0
40 C.D. F 38 0 0 0
41 S.S. F 36 0 0 0
42 L.B. F 36 0 0 0
43 M.L. F 31 0 0 0
44 AT. M 37 0 0 0
45 G.K. F 42 0 0 0
46 B.P. F 51 0 0 0
47 L.T. F 56 0 0 0
48 1.V. F 35 0 0 0
49 P.O. F 43 0 0 0
50 C.P. F 31 0 0 0
Tabla 3: Los resultados de una prueba hipoalergénica como se clasifico 20
minutos, 24 horas o 48 horas tras la eliminacion de la aplicacion.

La sensibilizacién y exposicion de piel normal a la crema de LIP produjo ausencia de cualquier reaccion de la piel -
La crema de LIP se insert6 en los parches y se llevo a cabo la prueba repetida de irritabilidad dérmica en personas
en 50 voluntarios sanos. Tras cada aplicacién del parche, se registré la reaccion de la piel usando la escala de
clasificacion descrita en la seccion de métodos anterior en este documento. Como se muestra en la Tabla 4 en el
presente documento a continuacién, en los 50 voluntarios no hubo reaccion de la piel visible durante las 9
aplicaciones de crema de la fase de induccion, ademas de tras la Ultima aplicacion de la fase de exposicion.

Tabla 4
Resultados de las pruebas de induccién y exposicion de la crema de LIP

N° | Sujeto | Sexo | Edad Resultados segun la escala de clasificacion

1 2 3 |14|5|6]|7]8]9]10
1. D.P. M 37 0 0 0 /J]0|0|J]0O]0O0O]J]O]j0O] O
2. G.B. F 62 0 0 0 |]0|O0O|J0O0O]0O]J]O]O] O
3. Z.A. F 58 0 0 0O /]0|O0O|J]0O]0O]JO]O] O
4. S.E. F 64 0 0 0 |]0jO0O]0OjJO]OJO] O

22



10

ES 2 536448 T3

Resultados de las pruebas de induccion y exposicion de la crema de LIP
N° | Sujeto | Sexo | Edad Resultados segin la escala de clasificacion
1 2 3 |14|5|6]7]8]9]10
5 E.R F 61 0 0 0 |0jO|jOjO]O]O] O
6. G.C. F 35 0 0 0 |]0jO0O|jOjO0O]O]O] O
7. S.S. F 26 0 0 0 |]0jO0OjOjO]O]O] O
8. D.P. F 65 0 0 0|j]0|jO|jOjO]O]O] O
9. E.T. F 46 0 0 0 |]0jO|jOjO]O]O] O
10. I.M. F 58 0 0 0 |]0OjO|jOjO]O]O] O
11. M.1. F 40 0 0 0 |]0jO0O|jOjO0O]O]O] O
12. G.O. F 30 0 0 0 |]0jO0OjOjO]O]O] O
13. M.L. F 49 0 0 0 |]0|jO|jOjO]O]O] O
14. S.A. M 22 0 0 0 |]0|jO|jOjO]O]O] O
15. C.B. F 38 0 0 0 |]0OjO|jOjO]O]O] O
16. B.A. F 34 0 0 0 |]0jO0fjOjO0O]O]O] O
17. S.I. F 45 0 0 0 |]0jO0jOjO]O]O] O
18. K.S. F 35 0 0 0 |]0|jO|jOjO]O]O] O
19. S.S. F 28 0 0 0 |]0jO|jOjO]O]O] O
20. F.H. F 26 0 0 0 |]0OjO|jOjO]O]O] O
21. R.S. F 44 0 0 0 |j]0jO0OjOjO]O]O] O
22. AA. F 25 0 0 0 |]0jO0OjOjO]O]O] O
23. S.T. M 21 0 0 0 |]0|jO|jOjO]O]O] O
24. F.A. M 38 0 0 0 |0jO|jOjO]O]O] O
25. S.S. F 42 0 0 0 |]0OjO|jOjO]O]O] O
26. S.R. M 49 0 0 0 |j]0jO0OjOjO]O]O] O
27. S.I. M 19 0 0 0 |]0jO0jOjO]O]O] O
28. C.T. F 32 0 0 0 |]0|jO|JOjO]O]O] O
29. CJ. M 35 0 0 0 |0jO|jOjO]O]O] O
30. H.P. F 30 0 0 0 |0jO|jOjO]O]O] O
31. F.S. F 36 0 0 0 |j]0jO0OjOjO]O]O] O
32. P.A. F 45 0 0 0 |j]0jO0jOjO]O]O] O
33. P.N. M 51 0 0 0 |0|jO|jOjO]JO]O] O
34. M.R. F 30 0 0 0 |0OjO|jOjO]O]O] O
35. S.L. F 31 0 0 0 |]0jO0O|jOjO0O]O]O] O
36. T.I. F 23 0 0 0 |j]0jO0jOjO]O]0O] O
37. V.1 F 30 0 0 0 |J]0jOjOjO]O]O] O
38. L.A. F 45 0 0 0 |]0|jO|JOjO]O]O] O
39. TR F 43 0 0 0 |0jO|jOjO]O]O] O
40. C.D. F 38 0 0 0 |]0jO0O|jOjO0O]O]O] O
41. S.S. F 36 0 0 0 |j]0jO0OjOjO]O]O] O
42. L.B. F 36 0 0 0 |j]0jO0O|jOjO]O]O] O
43. M.L. F 31 0 0 0 |]0|jO|jOjO]O]O] O
44. AT. M 37 0 0 0 |0OjO|jOjO]O]O] O
45. G.K. F 42 0 0 0 |]0jO0fjOjO0O]O]O] O
46. B.P. F 51 0 0 0 |]0jO0OjOjO]O]O] O
47. L.T. F 56 0 0 0 |j]0jO0O|jOjO]O]O] O
48. I.V. F 35 0 0 0 |]0jO|jOjO]O]O] O
49. P.O. F 43 0 0 0 |0OjO|jOjO]O]O] O
50. C.P. F 31 0 0 0 j]0jOojOojOoO]JO]JO] O
Tabla 4: Puntuaciones de clasificacion tras cada aplicacién de parche en la fase
de induccion (resultados de puntuacién n° 1-9) y la fase de exposicién
(resultados de puntuacién n° 10). M = masculino; F = femenino.

Prueba dermatolégica sobre piel sensible - Para caracterizar adicionalmente las propiedades sensibilizantes de la
crema de LIP se llevd a cabo una prueba de parche de irritaciéon en 50 voluntarios sanos sobre piel sensible. En la
pre-prueba, se encontré que 11 sujetos tenian diversos grados de escozor: 2 con piel sensible grave, 8 con piel
moderadamente sensible y 1 con piel ligeramente sensible. El parche irritante que incluye la crema de LIP se colocé
sobre la espalda de los voluntarios durante 48 horas. El area probada se inspecciondé tras 1 h, 24 h'y 48 horas y se
encontré que no hubo reaccion de la piel en ninguno de los 50 voluntarios.

Estos resultados descartan reacciones hipoalergénicas e irritantes a la crema de LIP en piel normal y sensible.

Ademas, los resultados de la prueba repetida de irritabilidad dérmica en personas sugieren adicionalmente el uso de
la crema de LIP como una composicién cosmética segura.
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Ejemplo 7
LA CREMA DE LIP ES ALTAMENTE EFICAZ EN EL BLANQUEAMIENTO DE LA PIGMENTACION DE LA PIEL

Se comparo el efecto de la crema de LIP en el blanqueamiento de la piel con las cremas del estado de la técnica en
un estudio de doble ciego.

Disefio del estudio

Sujetos del estudio - El estudio incluyé 12 hombres y mujeres sanos de edades 18-65 de origen asiatico que estaban
libres de enfermedad, sin historia de enfermedades de la piel o enfermedades atépicas (asma, fiebre del heno, rinitis
alérgica) y no mostraron sensibilidad a ninguna de las sustancias que se probaron y ninguno de los componentes de
la preparacion cosmética. El estudio excluyd candidatos que estuvieran recibiendo tratamiento con farmacos
antiinflamatorios, antihistaminicos o corticosteroides para tratamiento sistémico o local, a menos que el tratamiento
se interrumpiera dos semanas en el caso del tratamiento sistémico y tres dias en el caso del tratamiento local antes
de enrolarse en el estudio. También se excluyeron del estudio candidatos con cancer, enfermedad renal o
enfermedad hepatica en cualquier fase de diagndstico o tratamiento, ademéas de mujeres embarazadas y lactantes.

Protocolo del estudio - El estudio incluyé dos tipos de cremas que se aplicaron en un modo de doble ciego cada una
sobre un antebrazo superior: la crema blanqueante de la presente invencion que incluye LIP como principio activo, y
un producto comercializado, 2 % de hidroquinona (Esomed Medibrands, Israel). Las cremas se aplicaron dos veces
al dia (es decir, mafiana y noche). Las partes inferiores de los antebrazos quedaron sin tratar. Los sujetos del
estudio se examinaron por el personal del Instituto de Investigacion de la Piel (Tel Aviv, Israel) al principio del estudio
(semana 0), y tras una, dos y tres semanas de aplicacion de la crema. En cada examen se registraron la
pigmentacion de la piel y los efectos secundarios.

Evaluacién de la pigmentacion de la piel - Se evalué la pigmentacion de la piel usando un espectrémetro Derma
(Cortex Technology, Dinamarca), se tomaron fotografias en color usando la misma distancia y exposicion de luz y se
hizo inspeccién visual por el Prof. Brenner (Jefe del Departamento Dermatoldgico, Centro Médico Souraski, Tel Aviv,
Israel) y su equipo.

Resultados del estudio

La crema de LIP redujo la pigmentacién de la piel después de 3 semanas de aplicacion - Para evaluar el efecto de la
crema de LIP en el blanqueamiento de la piel, la crema de LIP se aplicé dos veces al dia sobre la parte superior del
brazo derecho de 12 voluntarios sanos. Como se muestra en las Figuras 1la-b y 13a-b que incluyen fotografias
representativas de dos sujetos del estudio, tras tres semanas de aplicacion de la crema, la parte superior del
antebrazo derecho aparecié mucho mas blanca que antes de la aplicacion de la crema.

La crema de LIP es mas eficaz en el blanqueamiento de la piel que la crema de hidroquinona - Se comparé el efecto
de la crema de LIP en reducir la pigmentacién de la piel con el de 2 % de hidroquinona. Tras 21 dias de aplicacion
de la crema, la pigmentacion del area tratada con LIP del sujeto del estudio n°® 1 se redujo 3,33 unidades (Figura 12a
columnas azules y Figura 12c curva azul). Por otra parte, la pigmentacion del area sin tratar en el mismo antebrazo
se redujo 1,13 unidades (Figura 12a, columnas azules claras). Por otra parte, tras 21 dias de tratamiento usando la
crema de hidroquinona, la pigmentacién del area tratada se redujo solo 1 unidad (Figura 12b columnas rosas y
Figura 12c curva rosa). Se observaron efectos similares en otros sujetos del estudio como se muestra en las Figuras
14a-c. Cuando se resumieron los resultados de los 12 sujetos del estudio se encontré que las reducciones promedio
en la pigmentacion de la piel fueron 1,57 unidades (Figura 15a, curva azul) y 1,49 unidades (Figura 15a, curva rosa)
en los antebrazos tratados con LIP y tratados con hidroquinona, respectivamente. Ademas, cuando las reducciones
en las pigmentaciones de la piel se normalizaron a la pigmentacion inicial de la piel, las disminuciones promedio en
las pigmentaciones de la piel fueron 4,3 % (Figura 15b, curva azul) y 3,8 % (Figura 15b, curva rosa) para los
antebrazos tratados con LIP y tratados con hidroquinona, respectivamente.

En conjunto, estos resultados demuestran que la crema de LIP es altamente eficaz en reducir la pigmentacion de la
piel. Ademas, estos resultados sugieren que el efecto blanqueante relativo de la crema de LIP es superior al efecto
blanqueante relativo observado usando el 2 % de crema de hidroquinona.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion, que se describen, por claridad, en el contexto de realizaciones
separadas, también pueden proporcionarse en combinacion en una Unica realizacion. En cambio, diversas
caracteristicas de la invencién, que se describen, por brevedad, en el contexto de una Unica realizacion, también
pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacion adecuada.

Aunque la invencién se ha descrito conjuntamente con realizaciones especificas de la misma, es evidente que
muchas alternativas, modificaciones y variaciones seran evidentes para aquellos expertos en la materia. Por
consiguiente, pretende englobar todas aquellas alternativas, modificaciones y variaciones que se encuentran dentro
del amplio alcance de las reivindicaciones adjuntas. Se desvelan todas las publicaciones, patentes, solicitudes de
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patente y secuencias identificadas por sus nimeros de acceso mencionados en esta memoria descriptiva. Ademas,
la citacion o identificacion de cualquier referencia en la presente aplicacién no debe interpretarse como una admision
a que tal referencia esté disponible como estado de la técnica para la presente invencion.
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<210>1

<211> 1119

<212> ADN

<213> Phanerochaete chrysosporium

<400> 1
atggcgttca agcagcteoct c¢gcagcceccte teegtogooe tgacocctoeca ggtcacccaa 60
gctgccccoga acctcgacaa gogcgteget tgocccgacg gecghtgeocacac cgcoctccaac 120
gcggeogtget gtgeatggtt cceggtcctc gatgatatcec agcecagaaccet cttecacggt 180
ggccagtgeg gtgoogagge ccacgaggece cttcogtatgg totteccatga ctcocatcget 240
atctcgececca agettcagtc gcagggcaag tttggeggeg geggegegga cggctcegatc 300
attaccttet cctocgatcga gaccacgtac cacccgaaca tcggectega cgaggtegte 360
gccatccaga agccgttecat cgcgaagecac ggcgtcacge geggcgattt catcgéqttc 420
geceggtgeeg toggegtgag caactgeoccg ggogcegecge agatgeagtt cttectegge 480
cgccccgagg cgacgcagge cgoccccgac ggtctcgtge cecgagoccctt ¢cacaccate 540
gatcaggttc tcgctcgcecat gcocttgatgect ggtggcecttcg acgagatcga gactgtcectgg &G0
ctgctctectg cccactccat cgeggotgeqg aacgacgtcg accegaccat ctoccoggectg 6§60
ccgttcegact ccaccoctgg ccagttcgac toccagttcet tegtegagac gcagectcocege 120
ggtaccgecat tcectggoaa gactggtatc cagggcaccg tcatgtcccc goctcaaggge 780
gagatgcgtc tgcagacgga ccacttgtte gecgegcgact cgcgcacgge gtgcegagtgg 840
cagtccttcg tcaacaacca gacgaagctg caggaggact tccagttcat cttcacggeg 900
ctcetocgacce tcggoccacga catgaacgoc atgaccgact gctccgaggt' catcceegeg 960
cccaageccg tcaacttcgg cecgtegttce ttecccgecg gtaagacgca cgccgacatce 1020
gagcaggcct gegecatccac gecgttcccg acgetcatca ccgecccecgg tccctcetgeg 1080
tccgtcgete gecatccococecee gocgecgtce cccaactaa 1119
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién cosmética para el aclaramiento de una region de la piel o pelo de un sujeto que comprende una
enzima lignina peroxidasa a una concentracion de 1-100 U/g, un mediador oxidante, en la que dicho mediador
oxidante es alcohol veratrilico o veratrol y un vehiculo cosméticamente aceptable formulado para su uso sobre piel o
pelo.

2. Un articulo de fabricacién que comprende material de embalaje y una composicién cosmética identificada para el
aclaramiento de una region de la piel o pelo de un sujeto, estando dicha composicion cosmética contenida dentro de
dicho material de embalaje, incluyendo dicha composiciébn cosmética una enzima lignina peroxidasa a una
concentracion de 1-100 U/g, un mediador oxidante, en el que dicho mediador oxidante es alcohol veratrilico o
veratrol, y un vehiculo cosméticamente aceptable.

3. Un kit para el aclaramiento de una region de la piel o pelo que comprende un primer recipiente que comprende
una enzima lignina peroxidasa a una concentracion de 1-100 U/g y un mediador oxidante, en el que dicho mediador
oxidante es alcohol veratrilico o veratrol, y un segundo recipiente que comprende un aceptor de electrones.

4. El kit de la reivindicacion 3, en el que dicho primer y/o dicho segundo recipiente comprende ademas un vehiculo
cosméticamente aceptable formulado para su uso sobre una piel o un pelo.

5. La composicion cosmética de la reivindicacion 1, el articulo de fabricacion de la reivindicacion 2 o el kit de la
reivindicacion 3 o 4, en la que dicha lignina peroxidasa es la isoenzima H1 o una forma modificada de la isoenzima
H2.

6. La composicion cosmética de la reivindicacion 1 o 5, el articulo de fabricacion de la reivindicacion 2 o 5 o el kit de
la reivindicacion 4 o 5, en la que dicho vehiculo cosméticamente aceptable comprende propilenglicol y/o
polietilenglicol.

7. La composicion cosmética, el articulo de fabricacion o el kit de la reivindicacion 1-3, en la que dicho alcohol
veratrilico se proporciona a una concentracion de al menos el 0,05 %.

8. La composicion cosmética de la reivindicacion 1, 5 o 6, el articulo de fabricacion de la reivindicacion 2, 5 0 6, o el
kit de la reivindicacién 4 o 6, en la que dicho vehiculo cosméticamente aceptable incluye alcanolaminas.

9. La composicidon cosmética de cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4, 5, 7, 8, el articulo de fabricacién de
cualquiera de las reivindicaciones 2y 4, 5, 7, 8, el kit de cualquiera de las reivindicaciones 4, 5, 7, 8, en la que dicho
vehiculo cosméticamente aceptable comprende alcohol cetilico, alcohol estearilico, butilcarbamato de yodopropilo
y/o alcohol miristilico.
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