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DESCRIPCION
Utilizacion de polifenoles de cacao para regular la pigmentacion de la piel

La presente invencion se refiere a una nueva utilizacion de polifenoles extraidos de cacao en cosmética y en
dermatologia, y mas particularmente una nueva utilizacion de polifenoles extraidos de cacao para asegurar la
regulacion de la pigmentacion de la piel.

La piel constituye un verdadero 6rgano que comprende varias capas integradas, que va de la capa superficial, la
epidermis, hasta las capas mas profundas, la dermis y la hipodermis, y cada una posee unas propiedades
especificas que permiten al conjunto reaccionar y adaptarse a las condiciones de su entorno.

La epidermis, principalmente compuesta de queratinocitos (el 90% de las células epidérmicas), de melanocitos (del 2
al 3% de las células epidérmicas) y las células de Langerhans, tiene un grosor variable segun las diferentes partes
del cuerpo.

La dermis, mas gruesa, se compone principalmente de colageno, de elastina y de proteoglicanos. Estos tres tipos de
moléculas son sintetizados por los fibroblastos dérmicos. Las fibras de colageno aseguran la resistencia mecanica y
la textura de la piel, la elastina es responsable de la elasticidad, y los proteoglicanos desempefian un papel principal
de estructura y de hidratacion de la piel. Otras células como los macréfagos y los leucocitos estan también presentes
en la capa de la dermis.

La hipodermis, que es la capa mas profunda de la piel, contiene los adipocitos que producen unos lipidos para que
el tejido subcutaneo fabrique una capa grasa que protege los musculos, los huesos y los 6érganos internos contra los
choques.

La pigmentacion de la piel resulta de la presencia de melanina en la epidermis y la dermis. La melanina esta
producida por los melanocitos, situados principalmente en la capa basal, en presencia de la tirosina (o monofenol
mono-oxigenasa), una enzima cupro-proteica que cataliza la transformacion de la tirosina en dihidroxifenilalanina
(dopa) que es después transformada en dopaquinona, después en dopacroma, para llegar a la melanina segun un
mecanismo complejo. Esta biosintesis, o melanogénesis, es un proceso complejo que es actualmente relativamente
bien conocido.

En condiciones normales, la pigmentacion de la piel es uniforme. Sin embargo, se observa frecuentemente la
aparicion de una hiperpigmentacion, es decir una pigmentacion excesiva de forma local, que puede manifestarse por
pecas, lentigo senil, melasma, manchas de envejecimiento, una pigmentacion debida a una exposicion excesiva al
sol, una hiperpigmentacion post-inflamatoria debida a la abrasion, dermatitis, etc. A la inversa, es a veces deseable
favorecer la pigmentacion de la piel por razones estéticas o para luchar contra los efectos de ciertas afecciones,
como por ejemplo el vitiligo, que se traducen por un defecto localizado de pigmentacion.

La hiperpigmentacion de la piel puede ser combatida mediante un compuesto susceptible de degradar la melanina, o
inhibir la biosintesis de la melanina, o también utilizando un inhibidor de tirosina que bloquea o inhibe el mecanismo
descrito anteriormente. Asi, la hidroquinona y algunos de sus derivados pueden actuar inhibiendo la tirosinasa e
impidiendo la fijacion de su sustrato natural, la tirosina. Asi, la patente EP-A-060.092 describe la utilizacién de un
éster de hidroquinona y de acido graso, y la patente US-A-4.692.261 describe una composicién despigmentante que
contiene hidroquinona, un detergente anidénico y un estabilizante. Se conocen también unas asociaciones a base de
hidroquinona, como por ejemplo la asociacion de hidroquinona y de acido salicilico descrita en la patente FR-A-
2.754.253. Sin embargo, la hidroquinona presenta el inconveniente de una fuerte toxicidad que conlleva unos
efectos secundarios tales como una irritacion de la piel.

Se han propuesto ofras sustancias despigmentantes, y por ejemplo unos derivados de melatonina como en la
patente FR 2.751.535, unos derivados de acido salicilico como en la patente FR 2.732.594, unos extractos de
plantas del género Mitracarpus como en la patente FR 2.751.874, o también unos ésteres de acido kojico que
presentan una accién aclarante sobre la piel, como se describe en la patente FR 2.460.131. Unos extractos de
Glycyrrhiza que contienen unas sustancias tales que la glabridina, también se han utilizado para inhibir la produccion
de melanina por las células de la dermis bloqueando la tirosinasa utilizada en su sintesis, y unas composiciones
despigmentantes que contienen glabridina se han propuesto como en la patente FR 2.822.067.

Se sabe también que numerosas sustancias favorecen la melanogénesis y la pigmentacion de la piel, y por ejemplo
unos carotenoides y ciertas vitaminas, tales como la vitamina E y la vitamina C. Se conoce también, como
compuestos que favorecen la sintesis de la melanina, unos alfa-hidroxi acidos como en la solicitud WO 99.51198,
unos extractos de plantas, en particular Sanguisorba officinalis como en la patente EP 993.826, o también unos
compuestos que activan la expresion de la tirosinasa como unos psoralenos.

La solicitud WO 03082227 describe una composicion destinada a regular la melanogénesis, que comprende al
mismo tiempo unos promotores y unos inhibidores de la sintesis de la melanina.
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Algunos polifenoles también se han propuesto para reforzar la pigmentacion de la piel. Asi, la solicitud de patente FR
2.851.916 describe la utilizacion de polifenoles catéquicos a fin de favorecer la pigmentacion natural de la piel, y por
ejemplo unos extractos de cacao utilizables en composiciones para la administracién por via oral. Unos extractos de
xantinas, eventualmente incorporados en liposomas, pueden ser utilizados en composiciones cosméticas y
dermatoldgicas que favorecen la pigmentacion de la piel, y la patente FR 2.654.935 describe unos extractos de
xantinas obtenidos a partir de semillas de cacao.

Por otro lado, la patente EP 1.289.491 ensefia que los polifenoles extraidos del cacao (Theobroma cacao) poseen
unas propiedades interesantes utilizables en composiciones cosméticas y dermatoldgicas, en particular una
actividad anti-arrugas.

Se distinguen tres grupos de polifenoles de cacao, que pertenecen todos a la familia de los flavonoides: las
catequinas (flavanoles, un 37% aproximadamente) y en particular la (-)epicatequina, las procianidinas (oligémeros
flavandlicos, un 58%) y los antocianos (5%).

Los estudios realizados por la solicitante han mostrado que los polifenoles extraidos del cacao podian también tener
una influencia sobre la tirosinasa y la melanina, y ejercer una actividad de regulacion de la pigmentacion de la piel
que puede manifestarse bien inhibiendo la pigmentacion, o bien favoreciéndola, segun la dosis utilizada.

Ademas, se ha constatado que, de manera inesperada, el efecto sobre la pigmentacion de la piel podia invertirse en
funcién de la dosis utilizada. Asi, a baja dosis, el efecto es inhibidor de la pigmentacion, mientras que a dosis
elevada es promotor de la pigmentacion. Estos resultados permiten entonces proponer unas composiciones a base
de polifenoles de cacao capaces de desempefiar un papel regulador de la pigmentacion de la piel, y mas
particularmente inhibir la pigmentacion de la piel.

La presente invencion describe una nueva utilizacion de polifenoles extraidos de cacao para la preparacion de una
composicion cosmética destinada a regular la pigmentacion de la piel.

La invencién describe una nueva utilizaciéon de polifenoles extraidos de cacao para la preparacion de una
composicion que permite inhibir la pigmentacién de la piel.

La invencion describe una nueva composicion topica especialmente adecjuada para tal utilizacién, que comprende
un extracto de polifenoles de cacao o unas células de cacao en una concentracién adecuada para el efecto buscado.

Los estudios efectuados han mostrado el interés de los polifenoles de cacao, tanto como extractos de cacao
(Theobroma cacaco), eventualmente encapsulados, como células de cacao.

Estos estudios han mostrado en particular, como se indica mas adelante, que los polifenoles de cacao segun la
invencion

* presentan una perfecta inocuidad frente a células endoteliales de la epidermis, siendo las imagenes histolégicas de
las epidermis tratadas similares a las de los controles no tratados;

* provocan una disminucion significativa del porcentaje de la melanina y de la actividad de la tirosina a nivel de los
explantes de piel humana tratados, a la concentracién del 0,5%;

* provocan un aumento del porcentaje de melanina y de la actividad de la tirosinasa, a la concentracion del 2%.

Asi, las composiciones topicas descritas en la invencion pueden ser utilizadas ventajosamente en cosmética para
asegurar la regulacion de la pigmentacion de la piel en sujetos susceptibles de ser afectados por un trastorno que
puede manifestarse por una hiperpigmentacion.

Las composiciones descritas en la presente invencion pueden presentarse en cualquier forma galénica habitual
adecuada para una aplicacion tépica, y preferentemente en forma de locidn, crema, leche o suero.

Pueden comprender menos del 1% en peso de extracto de polifenoles de cacao, con respecto al peso total de la
composicion, cuando se busca un efecto despigmentante. A la inversa, una concentracion de mas del 1% en peso,
por ejemplo entre el 1,5y el 5% en peso, es util cuando se busca un efecto pigmentante. En el caso de la utilizacion
de células de cacao, las composiciones pueden comprender menos del 0,10% en peso de células de cacao, con
respecto al peso total de la composicién, cuando se busca un efecto despigmentante. Una concentracion de mas del
0,10% en peso, por ejemplo entre el 0,15y el 0,5% en peso, proporciona un efecto pigmentante.

Como se ha indicado anteriormente, en lugar de utilizar unos extractos de polifenoles de cacao, se pueden utilizar

unas células de cacao obtenidas mediante técnicas conocidas de crecimiento o multiplicaciéon celular, en medio
liquido o sdlido, de células de origen vegetal cultivadas in vitro en un entorno controlado, en condiciones asépticas

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 588 585 T3

en ausencia de microorganismos. Asi, se podra referir a los trabajos efectuados sobre suspensiones celulares de
cacao tales como los de Gurney y Evans, Exp. Bot. 43, 769-775, (1992), Wen y Kinsella, J. Food Sc. 57, 1452-1457
(1992) y Leathers y Scragg, Plant Sc. 62, 217-228 (1989). Asi, se pueden utilizar mas particularmente unas células
desdiferenciadas liofilizadas de cacao cuyos contenidos de los tres principales componentes son respectivamente de
1,2 mg de antocianos, 136,0 mg de oligdmeros procianiddlicos (OPC) y 11,2 mg de epicatequina, por gramo de
células liofilizadas. La liofilizacion de las células permite facilitar su conservacion y, después, su incorporacion en las
composiciones cosméticas.

Las composiciones descritas en la presente invencidén pueden ser presentadas en formas clasicamente utilizadas
para una aplicacion topica, es decir en forma de locion, gel, emulsiéon (en particular crema o leche), mascara,
pomada, liposomas o también de parches transdérmicos, que contienen unos excipientes y soportes habituales
compatibles y farmacéuticamente aceptables. Pueden también presentarse en forma de toallitas humedas
empapadas de una solucion que contiene un extracto de polifenoles de cacao segun la invencion.

Estas formas de administracion por via topica se preparan mediante las técnicas habituales, y por ejemplo, en el
caso de una crema, por dispersion de una fase grasa en una fase acuosa para obtener una emulsion aceite en agua,
o a la inversa, para preparar una emulsién agua en aceite. En el caso de cremas, se prefieren usar unas emulsiones
de estructura laminar que contienen pocos productos etoxilados o que no contienen ninguno.

Las composiciones topicas pueden por ejemplo comprender unos excipientes apropiados para una administracion
topica externa, en particular unos excipientes aceptables en el plano dermatolégico y cosmetologico. Estos
excipientes apropiados para la formulacion son bien conocidos por el experto en la materia y comprenden en
particular unos agentes de penetracion tales como el etoxidiglicol, el fitantriol, el octildodecanol y la escina; los
espesantes tales como las gomas naturales y los polimeros de sintesis; los emolientes y los tensioactivos tales
como el octanoato de cetearilo, el miristato de isopropilo, el isononanoato de cetearilo, la dimeticona, la
ciclometicona, el 3-diisoestearato de poliglicerilo, el poliisobuteno hidrogenado, el alcohol cetilico, el palmitato
cetilico, el fosfato cetilico; los emulsionantes tales como una lecitina o un tensioactivo a base de inulina como el
Inutec® de la compaiiia Orafti; los conservantes tales como el fenoxietanol, el parahidroxibenzoato de metilo (metil-
parabeno& el parahidroxibenzoato de etilo (etilparabeno), el parahidroxibenzoato de propilo (propilparabeno) y el
Phenonip™ que asocia fenoxietanol y parahidroxibenzoatos de metilo, etilo, butilo e isobutilo; los colorantes; los
perfumes; etc.

Otros ingredientes pueden ser utilizados en las composiciones: los agentes hidratantes tales como el propilenglicol,
la glicerina, el butilenglicol y también las vitaminas antioxidantes tales como la vitamina E, por ejemplo el acetato de
tocoferol o el tocotrienol, la vitamina C, los polifenoles naturales. Se pueden también afiadir a la composicién unos
agentes acondicionadores de la piel tales como el nylon y el nitruro de boro.

Unos agentes de proteccion contra los rayos ultravioletas pueden también ser ventajosamente incorporados en las
composiciones, y por ejemplo unos filtros solares UV-A y UV-B hidréfilos o lipdfilos, selecmonados de entre la
benzofenona o un derivado de benzofenona tal como la 2-hidroxi-4-metoxi- benzofenona (Eusolex 4360), o un éster
de acido cinamico y mas particularmente el metoxicinamato de octilo (Eusolex 2292), el metoxicinamato de etil-2-
hexilo (Parsol MCX®) o también un uano-BBdlfenllacrlIato tal como el octocrileno (Eusolex® OCR), el 4-
metilbencilidenalcafor (Eusolex 6300°) y unos derivados del dibenzoilmetano tales como el 4-
isopropildibenzoilmetano (Eusolex 8020), el t-buti-metoxi dibenzoilmetano (Parsol 1789%) y el 4-metoxi-
dibenzoilmtano. Se pueden utilizar también unos pigmentos que forman una pantalla anti-ultravioleta, como por
ejemplo el dioxido de titanio, el 6xido de zinc, el 6xido de circonio o también el 6xido de aluminio.

Se dan a continuacion unos ejemplos no limitativos de composiciones conformes a la presente invencion. Salvo que
se indique lo contrario, los porcentajes y partes son indicados en peso.

Ejemplo 1
Segun las técnicas clasicas, se prepara un gel despigmentante regulador de la pigmentacion que tiene la
composicion ponderal siguiente.

EDTA trisodico 0,10
Pentilenglicol 5,00
Caprililglicol 3,00
Sorbato de potasio 0,30
Carbémero 0,30
Hidréxido de sodio 0:10
Extracto polifendlico de cacao 0,50
Extracto de té verde 1,00

Agua de rosas 20,00
Agua desmineralizada csp 100,00

El extracto polifendlico utilizado en la composicién anterior es un extracto obtenido por trituracion de habas de cacao
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y separacion hidroéfila/lipéfila de la manteca de cacao, por un lado, y de una mezcla de proteinas y de polifenoles por
otro. La separacion hidrofilo/lipédfilo permite, por extraccion de la semilla triturada, separar el agua de los cuerpos
grasos sobrenadantes de la fase polifenoles/proteinas. Se utiliza preferentemente agua llevada a temperatura
comprendida entre 80°C y 100°C aproximadamente.

El gel que tiene la composicion indicada anteriormente se utiliza en aplicacion sobre los brazos y la cara, una a dos
veces por dia durante un periodo de 4 a 6 semanas.

Ejemplo 2

Una crema de regulacion de la pigmentacion de la piel que tiene la composicion ponderal siguiente puede ser
preparada de manera habitual.

Agua desmineralizada csp 100,00
EDTA trisodico 0,10
Pentilenglicol 5,00
Octildodecanol 3,00
Poliacrilato de sodio 1,00
Triglicéridos caprilico/caprico 4,00
Palmitato de cetilo 2,00
Alcohol behenilico 3,00
Polisorbato 60 3,50
Estearato de sorbitan 2,50
Extractos de polifenoles de cacao 2,00
Gugulipidos 0,50
Esencia de geranio 0,02
Esencia de naranja amarga 0,10
Esencia de agujas de pino 0,03
Conservante 0,15
Ejemplo 3

Evaluacion de la citotoxicidad

La citotoxicidad del extracto de polifenoles frente a células endoteliales se ha evaluado de la siguiente manera.

El extracto polifendlico de la invencion, en las concentraciones del 0,5 y el 2% en peso, y un placebo (misma base
sin el extracto de polifenol) se depositan a razén de 10 ul/cm2 sobre unos explantes de piel humana durante 24
horas, en comparacién con explantes control. Este ensayo sobre cuatro lotes (dos segun la invencién, un control y
un placebo) se ha llevado a cabo por duplicado.

Se constata que la composicion de la invencion no induce ninguna toxicidad.

Las imagenes histolégicas, después de la coloracion HES de los explantes tratados son similares a las de los
explantes control.

Estos resultados muestran que el extracto de polifenoles no presenta ninguna actividad citotoxica frente a células
endoteliales de la epidermis, sea cual sea la concentracion

Ejemplo 4
Evaluacion del efecto sobre la pigmentacion
La evaluacion sobre la pigmentacion (efecto despigmentante y efecto pigmentante) se ha estudiado a través
* de la evaluacion de la actividad de la tirosinasa

* de la evaluacion de la sintesis de la melanina (estudio cualitativo de la melanina intracelular por espectrometria a
475 nm).

El estudio se ha realizado en epidermis reconstituidas (Skinetic®). Unos queratinocitos de origen humano son
cultivados en un medio definido (MCDB 153 modificado) y suplementados. Las células son cultivadas durante 10
dias en la interfaz aire/liquido, cambiandose el medio de cultivo cada dos dias.

Las epidermis asi formadas son puestan en co-cultivos con melanocitos de fototipos Il, IV y VI sobre unos filtros de
policarbonato. El estudio se realiza entre el dia 11 y el dia 17 del cultivo.
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Se han constituido seis lotes:

* lote 1: epidermis control (control negativo) que no recibe ningun producto,

* lote 2: epidermis control (control positivo) tratado por un despigmentante conocido (acido kéjico),

* lote 3: epidermis tratada por la composicion a base de extracto de polifenoles de la invencion, al 0,5%,

* lote 4: epidermis tratada por la composicién a base de extracto de polifenoles de la invencion, al 2%,

* lote 5: epidermis tratada por unas células de cacao (0,05%),

* lote 6: epidermis tratada por unas células de cacao (0,10%).

El ensayo se lleva a cabo por triplicado después de 3 dias de contacto.

Determinacion de la melanina:

La evaluacion de la sintesis de la melanina intracelular (estudio cualitativo) se ha efectuado, como se ha indicado
anteriormente, por espectrometria a 475 nm después de la digestion de los explantes de piel humana, y después

disolucién en NaOH 1N y dimetilsulféxido durante 30 minutos.

Los resultados se reunen en la tabla siguiente.

Absorbancia (475 nm) %
Control negativo 0,185 + 0,04 -
Control positivo (acido kgjico) 0,107 + 0,01 -42
Extracto de polifenoles de cacao 0,5% 0,145 £ 0,03 -21
Extracto de polifenoles de cacao 2% 0,215+ 0,02 +16
Células de cacao 0,05% 0,134 £ 0,07 =27
Células de cacao 0,10% 0,223 £ 0,09 +20

Estos resultados muestran que la composicion a base de extracto de polifenoles a la dosis del 0,5%, provoca una
disminucion significativa del porcentaje de melanina, mientras que, por el contrario, provoca un aumento significativo
del porcentaje de melanina a concentracion mas elevada del 2%. Este es también el caso para las células de cacao,
en las concentraciones del 0,05% y del 0,10% respectivamente.

Evaluacion de la actividad tirosinasica:

Al final del periodo de incubacién, se ha extraido el medio de cultivo, después se han aclarado las epidermis con
PRS y se ha puesto en contacto con Triton X-100 (Sigma, Francia) al 1%, y después se ha incubado durante 10
minutos. La reaccidon enzimatica se ha iniciado por la adicion de L-dopamina (Sigma, Francia) a 10 mM en PBS
desprovisto de Ca®* y de Mg**.

Después de 1 hora de incubacion a 37°C protegido de la luz, la actividad de la tirosinasa se ha evaluado por la
medicién de la absorciéon a 475 nm mediante un espectrofotémetro.

Los resultados se reunen en la tabla siguiente.

Absorbancia (475 nm) %
Control negativo 0,235+ 0,05 -
Control positivo (acido kéjico) 0,122 + 0,03 -48
Extracto de polifenoles de cacao al 0,5% 0,186 £ 0,03 -20
Extracto de polifenoles de cacao al 2% 0,275 £ 0,09 +17
Células de cacao al 0,05% 0,175+ 0,07 -25
Células de cacao al 0,10% 0,274 £ 0,04 +16

Estos resultados confirman que la composicién en forma de extracto de polifenoles o de células de cacao provoca
una disminucién significativa del porcentaje de actividad de la tirosinasa a bajas concentraciones (el 0,5% y el 0,05%
respectivamente), mientras que provoca un aumento de la actividad de la tirosinasa a concentraciones mas elevadas
(el 2% y el 0,10% respectivamente).

Asi, la composicion presenta una perfecta inocuidad frente a la epidermis y posee la particularidad de presentar una
actividad despigmentante o, al contrario, pigmentante, segun la concentracion.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizaciéon no terapéutica de una composicion cosmética tépica, que comprende un extracto de polifenoles de
cacao (Theobroma cacao) a una concentracion del 0,5% en peso con respecto al peso total de la composicion, o
células de cacao a una concentracion del 0,05% en peso con respecto al peso total de la composicién, para la
despigmentacion de la piel.

2. Composicion cosmética para uso tépico con efecto despigmentante, caracterizada por que comprende un extracto
de polifenoles de cacao a una concentracion del 0,5% en peso o unas células de cacao a una concentracion del
0,05% en peso, con respecto al peso total de la composicion.
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