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DESCRIPCION
Extractos de Exhophiala Mansonii para el blanqueamiento de la piel

Campo de la invencién

La invencion se refiere al campo de los cosméticos. Concretamente, la invencion se refiere a composiciones
blanqueadoras que comprenden un extracto enzimatico de levadura negra seleccionado entre el extracto enzimatico
de Exophiala mansonii. El extracto enzimatico, cuando se aplica tépicamente, degrada la melanina en las superficies
de la piel, ufias o cabello.

La piel humana es de diversos colores, mostrando variaciones individuales incluso en grupos raciales. La apariencia
de la piel esta determinada principalmente por melanina, un pigmento fabricado por melanocitos que se encuentran
entre las células basales de la epidermis.

La melanina es un polimero insoluble en agua de diversos compuestos derivados del aminoacido tirosina. Es uno de
los dos pigmentos que se encuentran en la piel humana 'y el cabello y produce el pigmento pardo que da color a la
piel; el otro pigmento es caroteno que contribuye a la coloracion amarilla. La sintesis de las reacciones de melanina
es catalizada por la enzima tirosinasa. La tirosinasa se encuentra en un unico tipo especializado de célula, el
melanocito, y en este, la célula de melanina se encuentra en cuerpos unidos a la membrana llamados melanosomas.
Las diversas tonalidades y grados de pigmentacion encontrados en la piel de los seres humanos se relacionan
directamente con el nimero, tamafio, y distribuciéon de los melanosomas en los melanocitos y otras células. Aparte
de su papel en la pigmentacion, la melanina, que absorbe la luz ultravioleta, desempefia un papel protector cuando
la piel se expone a los rayos dafinos del sol. La melanina, producida en respuesta a los estimulos producidos por la
luz UV, es responsable del bronceado de la piel. Las funciones del moreno protegen la piel de los efectos nocivos de
la luz UV.

Aunque la distribucion heterogénea de la melanina en la piel, por ejemplo, en forma de pecas o lunares, es
considerada por algunos como una caracteristica definitoria de una piel hermosa, para otros, en cambio, puede
considerarse que dichos "lunares atrayentes" son poco atractivos y por ello tratan de aclarar estas areas oscuras de
la piel. Incluso en casos en los que la piel es homogéneamente oscura, a menudo se desea en general aclarar la
piel. Para estos fines se utilizan normalmente agentes blanqueadores. Se conocen varias clases de agentes
blanqueadores con diferentes procedimientos para aclarar la apariencia de la piel.

Los inhibidores de la tirosinasa, tales como acido kojico, interfieren con la sintesis de melanina en los melanocitos de
la piel. La melanina se sintetiza mediante la transformacion del precursor de tirosina en el precursor de dopa, y
ademas en el precursor de dopaquinona por la acciéon enzimatica de la tirosinasa. Asi pues, se produce la oxidacién
a indol-5, 6-dihidroquinona, antes de la polimerizacién en melanina. La inhibicién de cualquiera de los precursores
producida a través de la tirosinasa en la via sintética evita que la melanina se produzca y puede lograr un efecto
despigmentante o blanqueador en la piel. Aun asi, los inhibidores de la tirosinasa no seran eficaces en la melanina
ya formada.

Otros agentes blanqueadores incluyen agentes decolorantes, por ejemplo, peréxido de hidrégeno, hidroquinona, 4-
isopropilcatecol y monobencil éter de hidroquinona. Estos agentes tienen la desventaja de requerir aplicaciones
reiteradas a medida que la capa superior de la piel se desprende. Los agentes decolorantes tienen una desventaja
adicional ya que pueden ser irritantes debido a su fuerza. Adicionalmente, dichos agentes pueden causar vitiligo
(leucoderma).

El acido ascérbico, el acido salicilico y el acido lactico también se han utilizado como agentes blanqueadores. Estos
acidos provocan que la capa superior de la piel se desprenda. Este procedimiento requiere aplicaciones reiteradas y
el uso a largo plazo para producir un efecto blanqueador.

Otro procedimiento de blanqueamiento de la piel implica la descomposicion de la melanina ya formada utilizando un
extracto enzimatico de Basidiomycetes o cualquier hongo de pudricién con potencia para descomponer la melanina.
Este procedimiento se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 5.578.296. No obstante, la
descomposicion de la melanina en la superficie cutanea no impide el desarrollo de nuevas manchas oscuras en la
piel, y, por lo tanto, requiere la aplicacién reiterada al igual que otros procedimientos de blanqueamiento. Este
procedimiento no interfiere con la produccion de melanina y su efecto protector contra los rayos UV. Adicionalmente,
un extracto enzimatico que degrada la melanina derivado de Aspergillus fumigatus se describe en la patente de
Estados Unidos n.° 6.514.506.

Se han descrito composiciones cosméticas para aclarar la piel mediante una acciéon de descomposiciéon de melanina
o por una funciéon de supresidon de melanina que comprende un extracto de levadura o una levadura viva
perteneciente al género Saccharomyces. Véanse, por ejemplo, los documentos JP 09-124438, JP 07-274977, JP 07-
010734, la patente de Estados Unidos n.° 5.643.587, y la patente de Estados Unidos n.° 6.337.320.

Actualmente, se ha descubierto de manera sorprendente que un extracto enzimatico derivado de una levadura negra
seleccionado entre un extracto enzimatico de Exophiala mansonii en una composicién cosmética o dermatolégica
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puede resultar util como agente blanqueador para la piel y las ufias y como agente aclarador para el color del
cabello.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona una composicion blanqueadora que puede producir un efecto
blanqueador tras la aplicacion a la piel y a las ufias y un efecto aclarador en el cabello sin las desventajas
anteriormente mencionadas de otros procedimientos, y sin la necesidad de combinarse con otros tipos de
tratamiento blanqueador.

Sumario de la invencién

La presente invencion divulga una composicion cosmética o dermatoldgica topica para su aplicacion a la piel y a las
ufias que comprende una cantidad eficaz blanqueadora de un extracto enzimatico derivado de Exophiala mansonii.
La presente invencién divulga igualmente una composicion cosmética o dermatoldgica topica para su aplicacion al
cabello que comprende una cantidad eficaz aclaradora de un extracto enzimatico derivado de Exophiala mansonii. El
extracto enzimatico que degrada la melanina se deriva de Exophiala mansonii (Exophiala castellanii). El extracto
enzimatico crudo se purifica antes de afadirse a la composicion cosmética o dermatolégica.

La presente invencion divulga asimismo el procedimiento de blanqueamiento de la piel mediante la aplicacion tépica
a la piel de las composiciones que contienen el extracto enzimatico de Exophiala mansonii. Se discute también un
procedimiento para aclarar el color del cabello mediante la aplicacién tépica al cabello de las composiciones que
contienen el extracto enzimatico de Exophiala mansonii. Se describe adicionalmente el procedimiento para degradar
la melanina en la piel, y el procedimiento para inhibir un moreno inducido por rayos UV-B mediante la aplicacion
tépica de las composiciones de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una grafica que demuestra la capacidad de los fermentos de Exophiala mansonii para degradar la
melanina sintética seglin se mide por el porcentaje de recuperacion de [°*H] en los dias 1, 5,7, 8,9, 12y 15.

La Fig. 2 es una grafica que demuestra la capacidad del fermento de Exophiala mansonii en el dia 15 para
degradar la melanina sintética segin se mide por el porcentaje de recuperacion de [*H] en el dia 15.

La Fig. 3 es una grafica que demuestra la degradacion de melanina sintética por el fermento de Exophiala
mansonii en el dia 15 de manera dependiente de la dosis segun se mide por el porcentaje de recuperacion de
[®H].

La Fig. 4 es una grafica que ilustra el efecto blanqueador de la piel en un bronceado inducido por rayos UV-B por
medio de una composicién que contiene acido kéjico al 2% y la composicion de la invencidon que contiene el
extracto enzimatico de Exophiala mansonii al 1 % segun se mide en los dias 6, 8, 11, 13 y 15 de un régimen de
tratamiento indicado por el cambio en los valores de reflectancia.

La Fig. 5 es una grafica del efecto blanqueador de la piel de una composicién que contiene acido kajico al 2 % en
comparacion con el efecto blanqueador de la piel de una composicién de la invenciéon que contiene el extracto
enzimatico de Exophiala mansonii al1 %.

Descripcion detallada de la invenciéon

El reino de los hongos es un grupo significativo de eucariotas a la par en importancia con respecto a animales y
plantas. Pese a que los animales requieren un estémago para digerir materiales para sus nutrientes, los hongos
viven realmente en o sobre su suministro de alimentos, y conforme el entorno local se convierte pobre en nutrientes,
simplemente crecen en nuevos suministros de alimentos. En la naturaleza, los hongos son generalmente los
organismos descomponedores primarios. Los hongos tienen el importante papel ecolégico de descomponer la
materia muerta y reciclar nutrientes a través de su ecosistema. Los hongos pueden vivir en el material lefioso en
descomposicion, suelos, hojarasca, agua, animales muertos y exudados de animales. Otros pueden formar
asociaciones simbidticas con plantas, animales y procariotas. Otros son los agentes causantes de las infecciones
humanas.

Las levaduras negras son hongos semejantes a las levaduras que se caracterizan por sus colonias de color negro, el
pigmento resultante de la produccion de melanina. Las levaduras negras incluyen los organismos de los géneros
Exophiala, Aureobasidium, Hortae, Wangiella, Phaeoannellomyces, y similares. Varios estudios han indicado que la
virulencia de dichos hongos dematiaceos esta influenciada por la presencia de melanina. Una vez que el gen de la
via biosintética de melanina de Wangiella dermatitidis se vea afectado, se muestra que un mutante resultante es
mas susceptible a la destruccién por neutréfilos y menos virulento en un modelo de ratén agudo. Se mostré que el
mutante recupera la resistencia a la destruccion por neutrdéfilos y exhibe una virulencia normal en ratones cuando la
biosintesis de melanina se reconstituyd por complementacion con el gen de tipo natural, discutido en "Molecular
Cloning and Characterization of WdPKS1, a Gene Involved in Dihydroxynaphthalene Melanin Biosynthesis and
Virulence in Wangiella (Exophiala) dermatitiidis", Infection and Immunity, vol. 69, n.° 3, pags. 1781-1794 (marzo de
2001).
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De manera sorprendente, se ha descubierto actualmente que Exophiala mansonii, que produce melanina, también
posee una actividad enzimatica que degrada la melanina, que la aplicacion topica a la piel de una preparacion
cosmética o dermatoldégica que contiene un extracto enzimatico derivado de Exophiala mansonii es eficaz en el
blanqueamiento de la piel, y que la aplicacion tdpica al cabello de una preparacion cosmética o dermatoldgica que
contiene un extracto enzimatico derivado de Exophiala mansonii es eficaz para aclarar el color del cabello.

La levadura negra Exophiala, del phylum Ascomycota (hongo saco), es un género generalizado de hongos saprobios
encontrado habitualmente en la madera en descomposicion, en el suelo enriquecido con residuos organicos, en las
aguas residuales, y en el agua.

Exophiala es inicialmente similar a la levadura, humeda y con un color marréon a negro verdoso, y posteriormente
demuestra una apariencia aterciopelada o suave debido al desarrollo de hifas aéreas cortas de color grisaceo. Las
colonias maduras son de color negro aceituna en la parte delantera y negro en la parte posterior. Este género carece
de evidencia morfolégica de un estado sexual. A medida que maduran los cultivos, las hifas septadas que portan
conidios se forman finalmente. Los hongos se propagan por la liberacién de los conidios de las hifas.

El género Exophiala contiene numerosas especies. Las mas comunes incluyen E. jeanselmei, E. dermatitiidis, E.
spinifera, E. catellanii (mansonii), E. bergeri, E. moniliae, E. phaecomuriformis, E. pisciphila, y E. salmonis.

El extracto enzimatico que degrada la melanina de la presente invencidon se prepara cultivando colonias de E.
mansonii en medio agar malta a 26 °C, se propagan y se disponen comercialmente en la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (CACT), Manassas, Va. Una cepa preferente se designa CBS 158.58, y esta disponible en forma
liofilizada. E. mansonii, obtenida de la CACT, se cultiva en un procedimiento de fermentacion a 26 °C,
preferentemente en caldo de extracto enzimatico de malta, en un matraz de agitaciéon de un litro, y se cultiva a una
densidad en el intervalo de aproximadamente 10° a 107 unidades formadoras de colonias por ml (ufc/ml).

El extracto enzimatico se recoge por centrifugacion de un lote de 500 ml del cultivo y se vuelve a suspender en
aproximadamente 150 mM de NaCl, aproximadamente 50 mM de tampon Tris, y aproximadamente 1 por ciento de
detergente NP40 y, luego la resuspension se somete a ultrasonidos durante aproximadamente 30 minutos.
Preferentemente, el extracto enzimatico se purifica por filtracion a través de un filiro de 0,22 um. La cantidad de
enzima en la solucién purificada del extracto enzimatico puede ser de aproximadamente 1 a aproximadamente 95
por ciento, preferentemente de manera aproximada 80 a 95 por ciento de la solucién purificada.

El extracto enzimatico se incorpora en una formulacion cosmética o dermatologica en una cantidad eficaz
blanqueadora. El término "cantidad eficaz blanqueadora" como se utiliza en el presente documento, significa la
cantidad de extracto enzimatico que reduce (aclara) el color de la piel o las ufias o el cabello, conforme se mide
utilizando un cromametro Minolta, en torno aproximadamente al menos 20 por ciento, preferentemente al menos
aproximadamente 30 por ciento. Preferentemente, la cantidad eficaz blanqueadora cae en el intervalo de
aproximadamente 0,05 a aproximadamente 20 por ciento de extracto enzimatico en peso de la composicion total.
Mas preferentemente, la cantidad eficaz blanqueadora cae en el intervalo de aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 5,0 por ciento de extracto enzimatico en peso de la composicion total. Mas preferentemente, la
cantidad eficaz blanqueadora cae en el intervalo de aproximadamente 0,1 a 2 por ciento de extracto enzimatico en
peso de la composicion total. <6a>

La presente invencion también divulga el procedimiento de blanqueamiento de la piel y las uias y el aclaramiento
del color del cabello mediante la incorporacion en la formulacién cosmética o dermatolégica de la cantidad eficaz
blanqueadora (aclaradora) del extracto enzimatico, y la aplicacion de la composicion a la piel, a las ufias o al cabello.
Las composiciones blanqueadoras se aplican a la piel y a las ufias por el frotamiento en aproximadamente 2 mg/cm?
de superficie cutanea, y la reaplicacion en caso necesario, por ejemplo, en una base diaria. Las composiciones de la
presente invencion pueden prepararse en cualquier forma conveniente para la aplicacion topica a la piel, a las ufas,
o al cabello, incluyendo, entre otros, geles, cremas, dispersiones coloidales, emulsiones (agua en aceite o aceite en
agua), suspensiones, soluciones, lociones, espumas, mousses, pulverizadores, y similares. Preferentemente, la
composicion se aplica a la piel en forma de crema, y a las ufias en forma de crema o de pulverizacion. Una locién o
pulverizacién en seco es la forma preferente de la composicion de la invencion para la aplicacion al cabello.

La presente invencion se refiere a una composicion cosmética o dermatoldgica topica para la aplicacion a la piel o a
las ufias o al cabello, que comprende un extracto enzimatico que degrada la melanina derivado de Exophiala
mansonii y un portador cosmética o dermatoldgicamente aceptable, en el que el extracto enzimatico esta presente
en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 0,05 por ciento a aproximadamente 20 por ciento en peso de la
composicion total, en el que el extracto enzimatico es una solucién purificada, obtenida preferentemente por un
procedimiento que comprende una etapa de filtracion a través de un filtro de 0,22 ym, para su uso en un
procedimiento de inhibicién de un bronceado inducido por rayos UV-B que comprende la aplicacion topica a la piel
de la composicion.

La presente invencion incluye ademas un procedimiento no terapéutico para degradar la melanina en la piel o en las
ufias y/o blanquear la piel o las ufias, que comprende la aplicacién tépica de una composicién que comprende un
extracto enzimatico que degrada la melanina derivado de Exophiala mansonii a la piel o a las ufias, en el que el
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extracto enzimatico es una solucién purificada, obtenida preferentemente por un procedimiento que comprende una
etapa de filtracion a través de un filtro de 0,22 ym y un procedimiento no terapéutico para degradar la melanina en el
cabello y/o aclarar el color del cabello, que comprende la aplicacion topica al cabello de un extracto enzimatico que
degrada la melanina derivado de Exophiala mansonii y un portador cosmética o dermatolégicamente aceptable, en
el que el extracto enzimatico esta presente en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 0,05 por ciento a
aproximadamente 20 por ciento en peso de la composicion total.

Las composiciones divulgadas se formulan con cualquier vehiculo o portador cosmética o dermatolégicamente
aceptable; es decir, un portador que administrara la cantidad eficaz blanqueadora o aclaradora del extracto
enzimatico y cualquier otro activo que puede estar presente en la composicion de forma segura en cuanto al area
diana sin efecto adverso alguno en el extracto enzimatico y otros activos. Los portadores adecuados incluyen, entre
otros, agua, acetona, etanol, etilenglicol, propilenglicol, butano-1, 3-diol, miristato de isopropilo, palmitato de
isopropilo y aceite mineral.

Las composiciones divulgadas pueden combinarse con uno o mas protectores solares, incluyendo, entre otros,
diéxido de titanio, 6xido de cinc, benzofenonas, acido p-aminobenzoico (PABA), octil dimetil PABA, amildimetil
PABA, octil metoxicinamato, 2-etoxi p-metoxicinamato, oxibenzona, homosalato, salicilatos de fenilo, p-
aminobenzoato de glicerilo, benzoato de etilo-p-glicosilimido y similares. Los protectores solares se utilizan en
cantidades utilizadas normalmente para estos agentes.

Diversos ingredientes opcionales pueden incluirse con las composiciones divulgadas, incluyendo, entre otros,
fragancias, perfumes, aromatizantes, conservantes, emolientes, antisépticos, pigmentos, tintes, colorantes,
humectantes, propulsores, agentes de impermeabilizacion, formadores de peliculas, vitaminas, asi como otras
clases de materiales cuya presencia puede resultar deseable desde el punto de vista cosmético, dermatoldgico,
farmacéutico, o de otro tipo. Los ejemplos mas comunes pueden encontrarse en el Diccionario Internacional de
Ingredientes Cosméticos CTFA, 122 edicién, The Cosmetic, Toiletry, and Fragance Association, Inc., Washington, D.
C., 2004, cuyos contenidos se incorporan en el presente documento. Las composiciones blanqueadoras también
pueden utilizarse en los productos de maquillaje.

Las composiciones de la presente invencion también pueden comprender principios activos adicionales utiles que
incluyen, entre otros, otros agentes blanqueadores conocidos, tales como, por ejemplo, inhibidores de la tirosinasa,
tales como, por ejemplo, acido kéjico y sus derivados, hidroquinonas y sus derivados, siendo un derivado de
hidroquinona arbutina, extracto enzimatico de regaliz y sus derivados, acido ascorbico y sus derivados, y acido
azelaico; antioxidantes; antimicrobianos; analgésicos; anestésicos; agentes anti-acné; agentes antidermatitis;
agentes antipruriginosos; agentes antiinflamatorios; agentes antihiperqueratoliticos; agentes antisequedad de la piel;
antitranspirantes; agentes antipsoriasicos; agentes antiseborreicos; agentes antienvejecimiento; agentes antiarrugas;
autobronceadores; agentes cicatrizantes; corticosteroides; y hormonas. La incorporacion del activo en la formulacion
se determina por su solubilidad y/o estabilidad en combinacion con el extracto enzimatico que degrada la melanina
derivado de levadura negra de la presente invencion. No obstante, la seleccion del modo de administracion de los
principios activos adicionales, se limita al modo de administracion seleccionado para las composiciones
blanqueadoras.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos
Ejemplo 1 Eficacia del extracto de Exophiala mansonii en la degradacion de melanina

La eficacia del extracto de Exophiala mansonii en la degradacion de melanina se demuestra por el cultivo de la
levadura en un procedimiento de fermentacion, y la introduccién a los 1, 5, 7, 8, 9, 12 y 15 dias de un fermento
filtrado en 0,22 um en tubos de microcentrifugacion individuales que contienen 100 ul de alicuotas de [*H] melanina
sintética. TFS y medio de cultivo sirven como controles. Los tubos se agitan en un vértex con sacudidas y se colocan
en una incubadora oscilante a 37 °C. Los tubos se incuban durante tres dias, y una vez al dia, los tubos se agitan en
un vortex con sacudidas para facilitar la degradacion de la melanina. Los tubos se retiran de la incubadora tras haber
transcurrido un periodo de tres dias, se agitan en un vértex con sacudidas, y se centrifugan a una g maxima durante
10 minutos. El sobrenadante de cada tubo se separa cuidadosamente del material sedimentado, y se introduce en
un vial de centelleo. El sedimento de cada tubo vuelve a suspenderse en 200 ul de TFS y se transfiere a un vial de
centelleo distinto. A cada vial, se afiaden 5 ml de coctel de centelleo. Las desintegraciones de [3H] se determinan
utilizando un contador de centelleo LKB Wallac utilizando un programa A12. La eficacia de los fermentos en la
degradacion de la melanina se determina por la siguiente formula:

Eficacia = 100 % x [*H] en el sobrenadante

total [*H] en el tubo de microcentrifugacién
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Como se muestra en la Fig. 1, el porcentaje de recuperacion de [*H] aumenta de forma lineal a partir del dia 9, con
un pico de recuperacion en el dia 15. La degradacion de la melanina sintética por el fermento en el dia 15 produce
una recuperacion de [°H] del 49,2 %.

Ejemplo 2 Eficacia del extracto de Exophiala mansonii en la degradacion de melanina

La eficacia del fermento filtrado de Exophiala mansonii en el dia 15 en la degradacion de melanina se analiza como
se demuestra en el Ejemplo 1. El medio de cultivo sirvié como control. Los resultados se muestran en la Fig. 2. La
degradacién de la melanina sintética por el fermento de Exophiala en el dia 15 produce una recuperacion de [3H] del
37 %. ** representa p = <0,01. Las barras de error representan D. E., n=3.

Ejemplo 3 Eficacia del extracto de Exophiala mansonii en la degradacion de melanina

La eficacia del extracto de Exophiala mansonii en la degradacion de melanina se demuestra al igual que en el
Ejemplo 2, excepto que el fermento filtrado en el dia 15 se ensaya en concentraciones finales del 50 %, 25 % y
12,5 %. Las muestras del 25 % y 12,5 % se diluyen con el medio de cultivo. En la Fig. 3, se observa que el fermento
del dia 15 degrada la melanina sintética de manera dependiente de la dosis. El porcentaje de recuperacion de [°H]
es del 26,6 %, 30,5 % y 40,4 % en concentraciones finales del extracto de Exophiala mansonii al 12,5 %, 25 % y
50 %, respectivamente. *** representa p = <0,001. Las barras de error representan D. E., n=3.

Ejemplo 4 Preparacion de una composicion blanqueadora

Porcentaje
Material en peso
Fase |
Agual/fenil trimeticona/ciclometicona/dimeticonol/fosfoglicéridos/carbémero/trietanolamina 50,00
Dehidroacetato de sodio 0,10
EDTA disédico 0,14
Fase Il
Glicerina 3,00
Aluminio almidén octenilsuccinato 1,00
Fase Il
Agua purificada 40,81
Acrilatos/polimero entrelazado de acrilato alquilico C10-30 0,30
Carbémero 0,35
Fase IV
Glicerina 1,00
Goma xantana 0,20
Fase V
Agua purificada 2,00
Trietanolamina 0,10
Extracto enzimatico derivado de Exophiala mansonii 1,00
Total 100,00
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A temperatura ambiente y presion atmosférica, los ingredientes en fase |, los ingredientes en fase Il, los ingredientes
en fase lll, los ingredientes en fase IV y los ingredientes en fase V se combinan en recipientes distintos. Los
ingredientes en fases I, IV y V se mezclan a mano en sus recipientes separados. Los ingredientes en fase lll se
mezclan utilizando una mezcladora de hélice. Los ingredientes en fase | se colocan y se agitan en un mezclador de
homogeneizacion. Los ingredientes combinados de fase Il se afiaden con agitacion a los ingredientes combinados
de fase |, y se agitan hasta uniformidad. Los ingredientes combinados de fase Ill se combinan a continuacién con la
mezcla uniforme de los ingredientes en fase | y Il y la mezcla se agita hasta uniformidad. Los ingredientes
combinados de fase IV y después de fase V se afiaden por separado a la mezcla uniforme de los ingredientes en
fase I, Il y lll y se mezclan hasta uniformidad, para formar una crema suave final.

Ejemplo 5 Accion blanqueadora del extracto enzimatico de Exophiala mansonii

Se realiza un estudio comparativo para determinar la eficacia blanqueadora de un extracto enzimatico derivado de
Exophiala mansonii en comparacién con la eficacia de un inhibidor de la tirosinasa conocido, acido kajico.
Concretamente, el estudio se concibié para estudiar el efecto aclarador de estos materiales (reduccion en el
bronceado) utilizando el deterioro del moreno inducido por rayos UV-B como marcador. Se preparan dos muestras.
La primera muestra contiene la composicion descrita en el Ejemplo 4. La segunda muestra tiene la misma
composicion que la descrita en el Ejemplo 4, excepto que el acido kéjico al 2 % se sustituye con el extracto
enzimatico de Exophiala mansonii al 1 %.

Nueve voluntarios participan en el estudio. Los panelistas voluntarios tienen un estado de salud normal, sin
evidencia de enfermedad aguda o cronica, incluyendo problemas dermatoldgicos. Los panelistas son mujeres, con
edades comprendidas entre 18-45, y con un tipo de piel I-ll. Las panelistas no exhiben efectos de quemaduras
solares, erupciones, arafiazos o marcas de quemaduras, ya que estas afecciones podrian interferir con el analisis de
los resultados de los ensayos. Las voluntarias embarazadas o lactantes se excluyen del estudio. Adicionalmente, el
sitio de ensayo cutaneo en cada panelista se examina para determinar que no tengan una cantidad excesiva de
verrugas, nevus, lunares, quemaduras solares, moreno, cicatrices o lesiones dérmicas activas, que también podrian
interferir con el analisis de los resultados del ensayo. Las panelistas aceptadas para el estudio no utilizan retinoides
sistémicos o tdpicos, antihistaminicos o agentes similares durante el transcurso del estudio ni en las dos semanas
previas al comienzo del estudio.

Las areas distintas, correspondientes a los materiales de ensayo, y un area de control irradiada sin tratar adicional,
se marcan en la espalda de cada una de las panelistas. Cada area es de aproximadamente 4 cm2. Cada panelista
recibe dos veces la DEM de rayos UV-B en cada sitio. Los sitios se irradian con un simulador solar de arco de xenon
(150 vatios) con filtros (mm UG-5) para exponer la piel a la irradiacion de rayos UV-B y UV-A. El bronceado se
observa durante seis dias después de la irradiacion, momento en el cual se realizan las mediciones de referencia de
color utilizando un cromametro Minolta que mide la diferencia de la reflectancia de la piel, L. EI cambio en el valor de
la diferencia de reflectancia, AL*, se mide contra un valor basal del valor de color de piel de la piel irradiada sin tratar
medida en el dia 6. Los materiales del ensayo se aplican en sus respectivos sitios en la tasa de 2 mg/cm?, y se
dejaron secar durante 10 minutos. Se contintan los tratamientos con los productos una vez al dia durante 15 dias
(es decir, dia 6 a dia 20 del ensayo). Se obtienen lecturas del cromametro en los dias 6, 8, 11, 13y 15.

Los resultados se muestran en las Figs. 4 y 5. La Fig. 4 demuestra que el efecto blanqueador del extracto enzimatico
de Exophiala mansonii al 1 % es mayor que el del control de acido kéjico al 2 %. La comparacion se mide en
términos del cambio en el valor de la diferencia de reflectancia de la piel (AL*) en cada uno de los dias 6, 8, 11, 13 y
15, en comparacién con el valor basal de la piel irradiada sin tratar medida en el dia 6, y que indica que las
composiciones que contienen el extracto enzimatico de la presente invenciéon tienen un cambio menor en
reflectancia y, por lo tanto, un mayor efecto blanqueador, es decir, un deterioro mas rapido de un bronceado
inducido, en comparacién con composiciones que contienen el doble de la cantidad de acido kdjico.

Los valores de reflectancia observados en todos los intervalos de tiempo se registran, y se calcul6 el area bajo la
curva para cada sitio de ensayo. El factor blanqueador se calcula como el area bajo la curva del sitio tratado restado
del sitio sin tratar, y se muestra en la Fig. 5. Como se observa en la Fig. 5, la composicidon que contiene el extracto
enzimatico de Exophiala mansonii exhibié un excelente efecto blanqueador, que tiene un factor blanqueador de 3,1,
en comparacion con una composicion que contiene el doble de la cantidad de acido kéjico, que demostrd un factor
blanqueador de 1,8.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion cosmética o dermatoldgica topica para su aplicacion a la piel o a las ufias o al cabello, que
comprende un extracto enzimatico que degrada la melanina derivado de Exophiala mansonii y un portador
cosmética o dermatolégicamente aceptable, en la que el extracto enzimatico esta presente en una cantidad en el
intervalo de aproximadamente 0,05 por ciento a aproximadamente 20 por ciento en peso de la composicion total, y
en la que el extracto enzimatico es una soluciéon purificada, obtenida preferentemente por un procedimiento que
comprende una etapa de filtracion a través de un filtro de 0,22 um.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el extracto enzimatico esta presente en una cantidad en el
intervalo de aproximadamente 0,05 por ciento a aproximadamente 5 por ciento en peso de la composicion total, o
mas preferentemente de manera aproximada 0,1 por ciento a aproximadamente 2 por ciento en peso de la
composicion total.

3. La composicioén de la reivindicacion 1, que comprende ademas uno o mas de un agente blanqueador, un protector
solar, un agente autobronceador y un emoliente adicional.

4. Un procedimiento no terapéutico de degradacion de la melanina en la piel o en las ufias y/o blanqueamiento de la
piel o de las ufias, que comprende la aplicacion topica a la piel o a las ufias de una composicién que comprende un
extracto enzimatico que degrada la melanina derivado de Exophiala mansonii, en el que el extracto enzimatico es
una solucion purificada, obtenida preferentemente por un procedimiento que comprende una etapa de filtraciéon a
través de un filtro de 0,22 um.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el extracto enzimatico esta presente en la composiciéon en una
cantidad en el intervalo de aproximadamente 0,05 por ciento a aproximadamente 20 por ciento en peso de la
composicion total, preferentemente de manera aproximada 0,05 por ciento a aproximadamente 5 por ciento en peso
de la composicién total, o mas preferentemente de manera aproximada 0,1 por ciento a aproximadamente 2 por
ciento en peso de la composicion total.

6. El procedimiento de la reivindicacién 4, que comprende la aplicacion tépica a la piel o a las uhas de la
composicion de la reivindicacion 1.

7. Una composicion que comprende un extracto enzimatico que degrada la melanina derivado de Exophiala
mansonii, en la que el extracto enzimatico es una solucidon purificada, obtenida preferentemente por un
procedimiento que comprende una etapa de filtracion a través de un filtro de 0,22 ym, para su uso en un
procedimiento para inhibir un bronceado inducido por rayos UV-B que comprende la aplicacion topica de la
composicion a la piel.

8. Un procedimiento no terapéutico de degradacion de melanina en el cabello y/o aclaracion del color del cabello,
que comprende la aplicacion tépica de la composicién de la reivindicacion 1 al cabello.
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