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ES 2546 259 T3

Composicidon cosmética para aumentar la sintesis de acido hialurénico en la piel y su uso para reparar
arrugas

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a una composicion para la piel que tiene un efecto excelente sobre el alisamiento o
la reparacion de arrugas. La composicion comprende palmitoil tripéptido-38 (palmitoil-lisil-dioximetionil-lisina) y
extracto de semilla de Piper nigrum (pimienta), combinacion que se ha encontrado que produce un efecto sinérgico
sobre la expresion del ARNm de hialuronano sintasa 1 (HAS1) en fibroblastos humanos. La hialuronano sintasa es
responsable de la sintesis del hialuronano (acido hialurénico) en la piel. El acido hialurénico es un constituyente de la
matriz extracelular de la piel y responsable del llenado de espacios, reparacion de tejido y retencion de humedad.

El problema de la presente invencion fue proporcionar una composicién anti-arrugas con efecto reparador de las
arrugas superior.

Se encontrd por los inventores de la presente solicitud que este problema puede resolverse con una composicion
cosmética que comprende como sustancias activas 0,000025 al 0,001 % en peso de palmitoil-lisil-dioximetionil-lisina,
0,00105 al 0,063 % en peso del extracto de semilla de Piper nigrum (pimienta), agua y auxiliares cosméticamente
aceptables, en la que los porcentajes dados se refieren al peso total de la composicién.

Se conoce en la técnica que la palmitoil-lisil-dioximetionil-lisina, cuyo nombre INCI es palmitoil tripéptido-38, estimula
la sintesis de moléculas de la matriz de la piel tales como el colageno de la dermis y el acido hialurénico epidérmico
g ayuda a llenar las arrugas. Un producto comercialmente disponible que com rende este tripéptido es Matrixyl

Synthe' 6" (Sederma, Francia). EI nombre INCI de Matrlxyl®Synthe 6 es glicerina (y) agua (e)
hidroxipropilciclodextrina (y) palmitoil tripéptido-38. El producto comprende 0,025 % en peso de palmitoil tripéptido-
38, 78,975 % en peso de glicerina, 1,0 % en peso de hidroxipropilciclodextrina y el resto hasta el 100 % en peso de
agua.

El documento W02010082175 desvela el tripéptido palmitoil-lisil-dioximetionil-lisina, también llamado Pal-KMO2K-
OH, INCI: palmitoil tripéptido 38 y comercializado como Matrixyl synthe 6. Se desvela su capacidad para estimular la
sintesis del acido hialurénico en la dermis y la epidermis. Se desvela una combinacion sinérgica de Pal-KMO2K-OH
con el extracto de planta Portulaca pilosa.

En otra realizaciéon de la invencion, la composicion cosmética comprende 0,000125 al 0,00075 % en peso de
palmitoil tripéptido-38 relacionado con el peso total de la composicién, preferentemente 0,00025 al 0,00075 % en
peso.

Se describe en la materia que el extracto de semilla de Piper nigrum (pimienta) se obtiene de bayas de pimienta
negra pulverizandolas y sometiendo la disolucion acuosa del polvo a hidrdlisis enzimatica. Es rico en polisacaridos,
glucanos y ramnogalacturonanos. Un producto comercialmente disponible que comprende este extracto de semilla
de Piper nigrum (pimienta) es Retilactyl D® (Silab, Francia). Este producto comprende 2,1 % en peso extracto de
semilla de Piper nigrum, estabilizador, conservante y 97,2 % en peso de agua (INCI: agua (y) extracto de semilla de
Piper nigrum (pimienta)). Retilactyl D® se disefid para ayudar a mitigar los efectos del fotoenvejecimiento sobre
fibroblastos reticulares.

En otra realizacion de la invencion, la composicion cosmética comprende 0,0021 al 0,0315 % en peso del extracto
de semilla de Piper nigrum (pimienta) relacionado con el peso total de la composicion, preferentemente 0,0042 al
0,021 % en peso.

El documento WO 2011/110793 desvela el uso de extracto de semilla de Piper nigrum contra el envejecimiento de la
piel.

Sorprendentemente, ahora se ha encontrado que la combinacion de palmitoil tripéptido-38 y extracto de semilla de
Piper nigrum (pimienta) tiene un efecto sinérgico sobre la sintesis de ARNm de HAS1 en fibroblastos humanos
normales. De esta forma, el nivel deI acido hlaluronlco de la dermis en la piel aumenta eficazmente. Usando, por
ejemplo, el 2 % en peso de Matrlxyl Synthe 6 (que se corresponde con el 0,0005 % en peso de palmitoil tripéptido-
38) y el 0,5 % en peso de Retilactyl D® (que se corresponde con el 0,0105 % en peso del extracto de semilla de
Piper nlgrum) la expre5|0n del ARNm de HAS1 aumenté aI 377 %, mientras que la expresion del ARNm de HAS1 de
Matrixyl” Synthe' 6" solo fue del 127 % y la de Retilactyl D® solo fue del 60 % (véanse el Ejemplo 4 y la Figura 1).

Se ha revelado que la composicién anti-arrugas de la presente invencion puede mejorarse adicionalmente
afiadiendo extracto de semilla de Secale cereale (centeno) y/o extracto del fruto de Kigelia africana. Afiadiendo
ambos activos la expresion del ARNm de HAS1 podria mejorarse adicionalmente al 401 % (véase la Figura 1).

Se describe en la materia que el extracto de semilla de Secale cereale (centeno) se obtiene sometiendo la disolucién
acuosa de copos de centeno a hidrélisis enzimatica. Un producto comercialmente disponible que comprende este
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extracto de semilla de centeno es Coheliss®Bio (Silab, Francia). El producto comprende 6 % en peso del extracto de
semilla de centeno, 93,7 % en peso de agua y 0,3 % en peso de conservante (INCI: Agua y extracto de semilla de
Secale cereale (centeno)). La composicion cosmética de la invencién comprende 0,003 al 0,18 % en peso del
extracto de semilla de Secale cereale (centeno), relacionado con el peso total de la composicion, preferentemente
del 0,006 al 0,09 % en peso, mas preferido del 0,006 al 0,06 % en peso.

El extracto del fruto de Kigelia africana se obtiene de los frutos del arbol Kigelia africana por extraccion hidroglicélica.
Un producto comercialmente disponible que comprende este extracto es Kigeline (Greentech, Francia). El producto
comprende aproximadamente 1,08 % en peso del extracto del fruto de Kigelia africana, 39,0 al 39,9 % en peso de
butilenglicol y el resto hasta el 100 % en peso de agua (INCI: Agua, butilenglicol, extracto del fruto de Kigelia
africana). La composicién cosmética de la invencion comprende 0,000054 al 0,0324 % en peso del extracto del fruto
de Kigelia africana relacionado con el peso total de la composicién, preferentemente del 0,00108 al 0,0162 % en
peso, mas preferido del 0,00108 al 0,0108 % en peso.

La composicion de la invencién comprende sustancias auxiliares que estan seleccionadas del grupo que comprende
uno o mas de emulsionantes, emolientes, humectantes, hidratantes, antioxidantes, gelificantes, agentes quelantes o
complejantes, agentes moduladores de la viscosidad, opacificantes, conservantes, colorantes, fragancias, agentes
de cuidado de la piel, agentes bronceadores, filtros de UV, tampones, disolventes y mezclas de los mismos.

La composicién cosmética de la invencion se formula como emulsion O/W o W/O. Los emulsionantes que pueden
usarse para este fin son muy conocidos por el experto. Segun la invencién, ejemplos de emulsionantes que pueden
usarse son: poliacrilamida (e) isoparafina C13-C14 (y) lauril éter-7 (nombre comercial: Sepigel 305), estearato de
PEG-40 (Myrj S40), estearato de glicerilo (nombre comercial: Cutina GMS V), lauril glicol éter de PPG-1-PEG-9
(nombre comercial: Eumulgin L), PEG-60-aceite de ricino hidrogenado (nombre comercial: Cremophor CO 60),
alcohol cetilico y estearato de glicerilo y estearato de PEG-75 y Ceteth-20 y Steareth-20 (nombre comercial:
Emulium Delta), alcohol cetearilico (nombre comercial: Nafol 1618), copolimero de acrilato de
hidroxietilo/acriloildimetiltaurato de sodio y agua y escualano y polisorbato 60 e isoestearato de sorbitano (nombre
comercial: Simulgel NS).

La composicién segun la presente invencion comprende 0,01 al 3,0 % en peso de antioxidantes, preferentemente
0,05 al 1,0 % en peso, mas preferido 0,08 al 0,3 % en peso, en la que los porcentajes dados se refieren al peso total
de la composicion. Antioxidantes adecuados son, por ejemplo, vitamina C y sus derivados, por ejemplo, acetato de
ascorbilo, fosfato de ascorbilo, palmitato de ascorbilo, vitamina E, derivados de vitamina E, una mezcla de extractos
vegetales que comprende extracto de raiz de Angelica archangelica, extracto de hojas de Camellia sinensis, extracto
de semilla de Pongamia pinnata y extracto de grano de Coffea arabica (complejo de RPF), y mezclas de los mismos.
Por ejemplo, Oxynex K (Merck), que es una mezcla de tocoferol, palmitato de ascorbilo, acido citrico, acido
ascorbico y PEG puede incluirse en la presente composicion.

El complejo de RPF que puede usarse en la composicion cosmética de la invencion incluye preferentemente
extractos de granos de café verde, de hojas de té verde (Camellia sinensis), de semillas de Pongamia pinnata, de
raices de Angelica archangelica y de la cascara de Citrus aurantium (naranja amarga). Los extractos se preparan por
extraccién con un alcohol monovalente o multivalente o una mezcla de tal(es) alcohol(es) con agua a temperatura
ambiente (aproximadamente 15 - 30 °C). Los extractos se usan en forma liquida o secada. Una mezcla de extractos
de planta especialmente preferida es una mezcla de extractos de plantas encapsuladas liposémicas del 1 - 4 % de
extrajo de hojas de Camellia sinensis, 1 - 4 % de extracto de grano de café verde, 1 - 4 % de extracto de semilla de
Pongamia pinnata, 1 - 4 % de extracto de raiz de Angelica archangelica, 1 - 4 % de extracto de cascara de Citrus
aurantium, 2 - 10 % de fosfolipidos en una suspensién acuosa-alcohdlica en la que el contenido de alcohol esta en el
intervalo del 4 - 12 %, en la que todas las concentraciones estan relacionadas con el peso de la mezcla de extractos
de plantas.

Segun la invencion pueden afadirse emolientes para ablandar y suavizar la piel. Emolientes adecuados son, por
ejemplo, triglicérido caprilico/caprico, palmitato de etilhexilo, siliconas, tales como dimeticona, polisilicona-11,
siloxanos, tales como ciclopentasiloxano/dimeticonol, ciclohexasiloxano; manteca (de karité) de Butyrospermum
parkii. Emolientes adicionalmente adecuados son, por ejemplo, isononanoato de cetearilo, octildodecanol, palmitato
de isopropilo, miristato de isopropilo, aceites minerales, isohexadecano, sebacato de diisopropilo, benzoato de
alquilo C12-15, caprilato de propilheptilo, tetraisoestearato de pentaeritritilo, isononanoato de cetearilo, isononanoato
de isononilo, hidroxiestearato de etilhexilo, caprilato de fenoxietilo, cocoato de isoamilo.

En una realizacién ventajosa de la invencion, la compaosicién contiene sustancias humectantes en un intervalo del
0,1 al 10,0 % en peso. Hidratantes preferidos que pueden usarse son glicerina, propilenglicol y butilenglicol.
Adicionalmente, pueden afiadirse microesferas de acido hialurénico (hombre comercial: Hyaluronic Filling Spheresw,
BASF) del 0,01 al 2 % en peso, relacionados con el peso total de la composicién, preferentemente del 0,01 al 0,2 %
en peso, en la que las microesferas contienen el 0,2 % en peso de hialuronato de sodio.

La composicion de la presente invencion tiene un efecto corrector de arrugas excelente, principalmente basado en la
elevada sintesis de acido hialurénico de la dermis en la piel. Por tanto, es otro objetivo de la presente solicitud
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proporcionar una composicion para su uso en aumentar la sintesis del acido hialurénico en la piel y proporcionar una
composicion para Su uso en reparar 0 suavizar arrugas, preferentemente arrugas faciales. Todavia otro objetivo de
la presente invencién es un método para tratar arrugas sobre la piel, preferentemente arrugas faciales, aplicando la
composicion de la presente invencién a areas de la piel con arrugas que van a tratarse.

Las composiciones de la presente invencion se preparan de un modo muy conocido para emulsiones O/W o W/O en
las industrias cosméticas. Detalles de la preparacion se dan en los ejemplos.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar las composiciones cosméticas de la presente invencién y su
preparacion. No pretenden ser limitantes en ningun respecto.

Ejemplo 1
CREMA DE DIA
A B B
Nombre INCI / Descripcién de ingredientes % % %
Fasel AGUA C.S.p. c.s.p. C.S.p.
COLORANTE ACID RED 27 0,00015 0,00025 0,0005
COPOLIMERO DE ESTIRENO / ACRILATOS (hidro) 0,8 1,40 1,80
GLICERINA 2,0 4.0 6,0
POLIACRILAMIDA, AGUA, ISOPARAFINA C13-14, LAURIL ETER 7 4.9 4,7 4.5
Fase 2 POLIISOBUTENO HIDROGENADO 4,0 2,7 1,5
CICLOPENTASILOXANO Y DIMETICONOL 2,0 2,8 3,5
Fase 3 EXTRACTO DE SEMILLA DE SECALE CEREALE (CENTENO) (hidro) 0,1 2,0 0,6
(Coheliss®Bio)
EXTRACTO DEL FRUTO DE KIGELIA AFRICANA (hidroglicélico) 0,15 2,5 0,6
(Kigeline)
MICROESFERAS DE HIALURONATO DE SODIO (Hyaluronic Filling 0,05 0,12 0,08
Spheres)
INGREDIENTES ENCAPSULADOS DEL COMPLEJO DE RPF 0,35 0,25 0,15
EXTRACTO DEL FRUTO DE CITRUS AURANTIUM DULCIS 1,5 1,0 0,7
HIDROLIZADO (hidro)
ACEITE DEL FRUTO DE MAURITIA FLEXUOSA 0,5 0,4 0,3
LISADO DE FERMENTO DE BIFIDUS 0,1 2,0 0,6
GLICERINA Y AGUA E HIDROXIPROPILCICLODEXTRINA Y 0,3 3,5 2,0
PALMITOIL TRIPEPTIDO-38 (Matrixyl®Synthe's ")
EXTRACTO DE SEMILLA DE PIPER NIGRUM (PIMIENTA) (hidro) 0,25 2,0 0,45
(Retilactyl D®)
Fase 4
NILON-12 1,0 1,9 1,7
PTFE 1,5 1,2 1,5
Fase5 FRAGANCIA 0,1 0,25 0,4
FENOXIETANOL 0,5 0,5 0,5
1,2-HEXANODIOL, CAPRILILGLICOL 0,5 0,5 0,5
100 100 100

Preparacion:

Afadir por separado todos los ingredientes de la fase 1 al agua con agitacién a temperatura ambiente.
Mezclar bien para obtener una fase homogénea.

Afiadir los ingredientes de la fase 2 a la fase 1, homogeneizar bien con agitacion.

Afadir por separado y lentamente todos los ingredientes de la fase 3 a la fasel, 2.

Agitar bien hasta homogeneidad.

Continuar de la misma forma afiadiendo la fase 4y 5 ala fase 1, 2, 3.

Controlar la homogeneidad del producto final.
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Ejemplo 2

Premezcla

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Fase 4

Fase 5
Fase 6

Fase 7

Preparacion:

Disolver los ingredientes de la fase 1 en el agua y calentar hasta aproximadamente 75 °C.

ES 2546 259 T3

CREMA PARA LOS 0OJOS

Nombre INCI / Descripcion de ingredientes
GLICERINA
GOMA XANTANA

AGUA

COLORANTE ACID RED 27
FD & C YELLOW N°5

EDTA DISODICO

CAFEINA
PROPILENGLICOL
CARBOMER

ESTEARATO DE GLICERILO

ESTEARATO DE PEG-40

CERA DE ABEJA SINTETICA

POLIISOBUTENO HIDROGENADO

MANTECA (DE KARITE) DE BUTYROSPERMUM
PARKII

ALCOHOL ESTEARILICO Y CETEARETH-20

CICLOPENTASILOXANO Y DIMETICONOL
CICLOPENTASILOXANO Y CICLOHEXASILOXANO

CAOLIN
NILON-12 )
MICA Y SILICE Y DIOXIDO DE TITANIO

HIDROXIDO SODICO (hidro)

EXTRACTO DEL FRUTO DE KIGELIA AFRICANA
(hidroglicélico) (Kigeline)

EXTRACTO DE LA HOJA DE GINGKO BILOBA
(hidroglicélico)

EXTRACTO DE SEMILLA DE AESCULUS
HIPPOCASTANUM (CASTANO DE INDIAS)
(hidroglicerina)

EXTRACTO DE SEMILLA DE SECALE CEREALE
(CENTENO) (hidro) (Coheliss®Bio)

MICROESFERAS DE HIALURONATO DE SODIO
(Hyaluronic Filling Spheres)

INGREDIENTES ENCAPSULADOS DEL COMPLEJO
DE RPF

ISOESTEARATO DE PEG-6 Y LAURATO DE
HESPERETINA

LISADO DE FERMENTO DE BIFIDUS

GLICERINA Y AGUA E
HIDROXIPROPILCICLODEXTRINA Y PALMITOIL
TRIPEPTIDO-38 (Matrixyl®Synthe'6 ™)

EXTRACTO DE SEMILLA DE PIPER NIGRUM
(PIMIENTA) (hidro) (Retilactyl D®)

FRAGANCIA

FENOXIETANOL

1,2-HEXANODIOL, CAPRILILGLICOL

TOTAL

Calentar por separado la fase 2 a aproximadamente 75 °C

A
Ejemplo 1
%

2,0
0,1

c.s.p.
0,0005
0,0005
0,035
0,3
1,5
0,2

4,0
1,2
2,5
1,0
3,5
4,3

15
2,5

0,7
2,0
0,3

c.s.p.
0,1

0,6

0,4

0,2
0,05
0,25

0,2

0,2

3,0
0,25
0,05

0,5

0,5
100

Preparar la premezcla hasta homogeneidad y afiadirla a la fase 1, agitar bien.

B

Ejemplo 2

%
4,0
0,15

c.s.p.
0,0007
0,001
0,040

0,2
15
0,15

3,8
15
2,7
2,0
3,0

4,6

3,5
15

1,0
15
0,4

c.s.p.

2,0
0,6

0,4

1,9
0,12
0,2
0,2
3,0
0,2
2,0
0,1
0,5

0,5
100

C
Ejemplo 3
%

6,0
0,2

c.s.p.
0,0009
0,0015
0,0450
0,25
2,3
0,1

3,3
1,7
3,3
2,7
3,5
4,8

2,5
2,5

0,4
0,08
0,15

0,2

0,6

2,0
0,45
0,15

0,5

0,5
100
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Poner la fase 2 en la fase 1 con agitacion y homogeneizar.

Enfriar la fase 1, 2 de emulsién homogénea a 50 - 55 °C.

Afiadir la fase 3 y 4 por separado a la fase 1, 2; continuar con la agitacion.
Neutralizar la fase 1, 2, 3, 4 con la fase 5 con agitacion.

Homogeneizar bien.

Enfriar con agitacion suave a por debajo de 40 °C y continuar la adicion de todos los ingredientes de la fase 6 a la
fase 1, 2, 3, 4, 5, controlar la homogeneidad.

Enfriar de nuevo con agitacion suave hasta 20-25 °C, afiadir los ingredientes de la fase 7 ala fase 1, 2, 3, 4, 5, 6.

Controlar la homogeneidad final.

Ejemplo 3
CREMA DE NOCHE A B C
Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3
Nombre INCI / descripcién de ingredientes % % %

Premezcla GLICERINA 3,0 3,5 4,0
GOMA XANTANA 0,6 0,5 0,65

Fase 1 AGUA c.s.p. c.s.p. C.S.p.
COLORANTE ACID RED 27 0,0001 0,0002 0,0003
BUTILENGLICOL 2,0 1,5 2,5

Fase 2 TRIGLICERIDO CAPRILICO / CAPRICO 3,0 2,0 3,5
ESTEARATO DE GLICERILO 2,5 2,2 1,85
ALCOHOL CETILICO 4,0 3,5 4,3
PALMITATO DE ETILHEXILO 3,0 4,0 2,5
MANTECA (DE KARITE) DE BUTYROSPERMUM 3,0 3,5 4.5
PARKII
TRIESTEARATO DE SORBITANO 0,2 0,2 0,2

Fase 3 CICLOPENTASILOXANO Y DIMETICONOL 5,0 2,0 4,0

Fase 4 POLIMERO CRUZADO DE METACRILATO DE METILO 1,7 3,0 2,5
NILON-12 1,0 1,5 2,0

Fase 5 EXTRACTO DEL FRUTO DE KIGELIA AFRICANA 0,2 3,0 0,6
(hidroglicélico) (Kigeline)

EXTRACTO DEL FRUTO DE CITRUS AURANTIUM 2,0 1,2 0,6
DULCIS HIDROLIZADOQOS (hidro)

ACEITE DEL FRUTO DE MAURITIA FLEXUOSA 0,2 0,25 0,3
EXTRACTO DE SEMILLA DE SECALE CEREALE 0,25 2,3 0,6
(CENTENO) (hidro) (Coheliss®Bio)

INGREDIENTES ENCAPSULADOS DEL COMPLEJO DE 0,25 0,2 0,15
RPF

HCL DE DECARBOXICARNOSINA (hidroglicélico) 0,25 0,1 0,15
LISADO DE FERMENTO DE BIFIDUS 0,3 35 0,55
GLICERINA Y AGUA E 0,5 35 2,0
HIDROXIPROPILCICLODEXTRINA Y PALMITOIL

TRIPEPTIDO-38 (Matrixyl®Synthe'6 ")

EXTRACTO DE SEMILLA DE PIPER NIGRUM 0,3 2,5 0,45
(PIMIENTA) (hidro) (Retilactyl D®)

Fase 6 FRAGANCIA 0,1 0,2 0,3
FENOXIETANOL 0,5 0,5 0,5
1,2-HEXANODIOL, CAPRILILGLICOL 0,5 0,5 0,5
ACRILATO DE HIDROXIETILO Y COPOLIMERO DE 3,5 3,9 3,7

ACRILOILDIMETILTAURATO DE SODIO Y
ESCUALANO Y POLISORBATO 60
TOTAL 100 100 100
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Preparacion:

Disolver los ingredientes de la fase 1 en el agua y calentar hasta aproximadamente 75 °C.
Calentar por separado la fase 2 a aproximadamente 75 °C

Preparar la premezcla hasta homogeneidad y afiadirla a la fase 1, agitar bien.

Poner la fase 2 en la fase 1 con agitacion y homogeneizar.

Enfriar la fase 1, 2 de la emulsién homogénea a 50 - 55 °C con agitacion.

Afiadir las fases 3 y 4 por separado a la fase 1, 2; continuar con agitacion.

Homogeneizar bien.

Enfriar con agitacién suave la fase 1, 2, 3, 4 por debajo de 35 °C y continuar la adicién de todos los ingredientes de
lafase 5 alafase 1, 2, 3, 4, controlar la homogeneidad.

Enfriar de nuevo con agitacion suave hasta 20-25 °C, afiadir la fragancia, los conservantes y la mezcla de gel a la
fase 1, 2, 3, 4, 5.

Controlar la homogeneidad final.
Ejemplo 4: Protocolo de prueba de la medicion de la expresion del ARNm de HAS1

Se trataron fibroblastos humanos normales por el principio activo/ mezcla de principios activos diluida en el medio de
cultivo celular durante 3 horas a 37 °C, 5 % de CO». Las células no tratadas se incubaron en las mismas condiciones
con medio de cultivo celular.

Entonces se evalud la expresion del ARNm de HAS1 usando tecnologia de PCR en tiempo real (RT) (reaccion en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa). Para ese fin, se extrajo ARN total con ABI Prism 6100 Nucleic
Acid prepstation (Applied Biosystems) y se cuantificd con un espectrofotometro a 260 nm. La sintesis del ADNc de la
primera cadena se realiz6 usando 2 pug de ARN total con el kit High Capacity cDNA Archive. Se llevé a cabo PCR en
tiempo real sobre 10 ng de ADNc con el sistema de PCR en tiempo real 7300 usando cebadores de TagMan y sonda
(Applied Biosystems) especifica para HAS1. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 15 s a 95 °C, 1
min a 60 °C durante 40 ciclos. Se calcularon cambios relativos en la expresion génica segun el método 222CT con el
software 7300 System™.

Los resultados se demuestran en la siguiente Tabla 1 y en la Figura 1. La Figura 1 muestra la expresién del ARNm
de HAS1 medida con RT-PCR sobre fibroblastos humanos normales.

Tabla 1

Expresion HAS1 mRNA

Tratamiento 3 h Tratamiento 6h

Estimulacién (5) Andlisis Estimulacion (5) Andlisis

(No tratado) estadistico (No tratado) estadistico
Sinergia con 2 ingredientes
Matrixyl 2% 127,2% s/no tratado 59,6 % s/no tratado
Retilactyl 0,5% 60,0% s/no tratado 78,9% s/no tratado
Mezcla: Matrixyl 2% 377,1% s/no tratado 289,4 % s/no tratado
+ Retilactyl 0,5%

s/cada ingrediente s/cada ingrediente

s/no tratado: estadisticamente significante comparado a células tratadas
s/cada ingrediente: mezcla estadisticamente comparada a cada ingrediente
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Como puede deducirse de los resultados, la combinacién de 2 % de MatrixyI®Synthe'6m (que se corresponde con
0,0005 % en peso de palmitoil tripéptido-38) y 0,5 % de Retilactyl D® (que se corresponde con 0,0105 % en peso del
extracto de semilla de Piper nigrum) aumento la expresion del ARNm de HAS1 al 377,1 %, mientras que la expresion
del ARNm de HAS1 de Matrixyl®Synthe'6" solo fue del 127,2 % y la de Retilactyl D® solo fue del 60 %. La adicion de
0,5 % de Coheliss®Bio (que se corresponde con el 0,03 % en peso del extracto de semilla de Secale cereale
(centeno)) y 0,5 % de Kigeline (que se corresponde con el 0,0054 % en peso del extracto del fruto de Kigelia
africana) mejoré adicionalmente la expresion del ARNm de HAS1 al 401,6 %.

Ejemplo 5:

Exploraciéon de la actividad de un producto acabado de la invencién sobre hialuronano sobre explante de piel
humana viva.

La crema de dia C del Ejemplo 1 con 2 % de Matrixyl y 0,5 % de cada uno de Retilactyl, Coheliss Bio y Kigeline se
probé con respecto a su actividad sobre la sintesis de acido hialurénico de la dermis.

Los explantes se mantuvieron en supervivencia en medio de cultivo BEM a 37 °C en una atmdsfera himeda de 5 %
de CO.. El producto probado se aplicé en los dias DO, D2 y D4 basandose en 2 mg / cm?. La mitad del medio de
cultivo se renovo en D2 y D4. El explante de control no recibi6é ningan tratamiento.

En DO, se recogieron 3 explantes y se cortaron en dos partes. Una mitad se fijo en formalina tamponada y la otra
mitad se congelé a -80 °C. En D5, 3 explantes tratados o no con el producto se recogieron y se procesaron de la
misma forma.

La muestra congelada se cortd6 en secciones de 7 um de espesor usando un criostato Leica CM 3050. La
inmunotincion de HA se realizd sobre las secciones congeladas con HABP biotinilado (Seikagaku ref 400763-1A)
durante 1 hora a temperatura ambiente. La tincién se revel6 usando estreptavidina/FITC (Caltag, SA 1001).

La inmunotincion se evalud por observacion microscopica usando un bloque de filtro I3 de Leica (FITC) para HABP y
por analisis de imagenes. Revelo6 que la sintesis del acido hialurénico mejora el 61 %.

Fig. 2 muestra los resultados de inmunotincién de esta prueba in vitro sobre piel humana normal. El &cido hialurénico
se tifie de verde.
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Reivindicaciones

1. Una composicion cosmética para aumentar la sintesis de acido hialurénico en la piel, caracterizada porque
comprende

0,000025 al 0,001 % en peso de palmitoil-lisil-dioximetionil-lisina

0,00105 al 0,063 % en peso del extracto de semilla de Piper nigrum (pimienta)

agua y auxiliares cosméticamente aceptables, en la que los porcentajes dados se refieren al peso total de la
composicion.

2. La composicion segun la reivindicacion 1, caracterizada porque comprende del 0,003 al 0,18 % en peso del
extracto de semilla de Secale cereale (centeno), en la que los porcentajes dados se refieren al peso total de la
composicion, preferentemente del 0,006 al 0,09 % en peso.

3. La composicion segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizada porque comprende del 0,000054 al 0,0324 % en
peso del extracto del fruto de Kigelia africana, en la que los porcentajes dados se refieren al peso total de la
composicion, preferentemente del 0,00108 al 0,0162 % en peso.

4. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque comprende del
0,000125 al 0,00075 % en peso de palmitoil-lisil-dioximetionil-lisina, en la que los porcentajes dados se refieren al
peso total de la composicion, preferentemente del 0,00025 al 0,00075 % en peso.

5. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque comprende del 0,0021
al 0,0315 % en peso del extracto de semilla de Piper nigrum (pimienta), preferentemente del 0,0042 al 0,021 % en
peso, en la que los porcentajes dados se refieren al peso total de la composicion.

6. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque comprende del 0,006
al 0,06 % en peso del extracto de semilla de Secale cereale (centeno), en la que los porcentajes dados se refieren al
peso total de la composicion.

7. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque comprende del
0,00108 al 0,0108 % en peso del extracto del fruto de Kigelia africana, en la que los porcentajes dados se refieren al
peso total de la composicion.

8. La composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque comprende sustancias
auxiliares que estan seleccionadas del grupo que comprende uno o mas de emulsionantes, emolientes,
humectantes, hidratantes, gelificantes, agentes quelantes o complejantes, agentes moduladores de la viscosidad,
opacificantes, conservantes, colorantes, fragancias, agentes de cuidado de la piel, agentes bronceadores, filtro de
UV, tampones, disolventes y mezclas de los mismos.

9. Una composicién cosmética segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en aumentar la
sintesis de acido hialurénico en la piel.

10. Una composicidon cosmética segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en reparar o
suavizar arrugas, preferentemente arrugas faciales.

11. Un método no terapéutico para tratar arrugas sobre la piel, preferentemente arrugas faciales, caracterizado
porque una composicién cosmética segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 se aplica a areas de la piel
con arrugas que van a tratarse.
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