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DESCRIPCION
Uso de un extracto peptidico de guisante como agente activo antioxidante en una composicion cosmética

[0001] La presente invencién se encuentra dentro del campo de las composiciones cosméticas y farmacéuticas
aplicadas al cabello. La presente invencion se refiere a la utilizacién de un hidrolizado peptidico de guisante
como agente activo antioxidante, asi como varios métodos de tratamiento no terapéutico utilizando una
composicion que comprende dicho extracto.

[0002] Los cabellos son anexos queratinicos, al igual que el vello, las pestafas, las cejas y también las unas.
Desempeifian una funcion fisiolégica de proteccion del cuero cabelludo, pero sobre tienen una funcién social
desde hace ya tiempo en la historia de la humanidad. Los cabellos pueden ser de distinta naturaleza: largos,
cortos, lisos, rizados... pero todos ellos obedecen a la ley del ciclo. De hecho, la totalidad de los 100 000 a 150
000 foliculos pilosos que forman una cabellera «normal» se renuevan de forma ciclica, asincrénica y estocastica
a partir de una reserva de células madre adultas foliculares.

[0003] ElI foliculo piloso es un anexo cutaneo auténomo con su propio control hormonal, su propio ciclo y una
estructura compleja y estable (Bernard B. A.; Medicina/Ciencias 2006; 22:138-43). El ciclo del cabello se
compone de 3 fases: la fase anagena, la fase catdgena y la fase telégena. La fase anagena, o fase de
crecimiento del cabello, dura entre 3 y 7 afios (varia segun la edad, el sexo y la zona del cuero cabelludo). A esta
fase le sigue una fase de reposo llamada catagena y que dura alrededor de 3 semanas. Al tener lugar procesos
de apoptosis durante esta fase catagena, que provocan la caida del cabello, la fase siguiente, denominada
telégena, permitira que se forme un nuevo bulbo a partir de un germen piloso que iniciara el siguiente ciclo
(Arouete J., J. Med. Esth. Et Chir. Derm., Sept. 2005, 119, 165-167). Esta fase telégena, por su parte, durara
alrededor de 3 meses. En este sentido, en una cabellera «normal», alrededor del 85 % de los foliculos esta en
fase de crecimiento, el 2 % en fase de reposo, y poco mas del 10 % en fase de caida.

[0004] A menudo se menciona el envejecimiento de la piel o las agresiones que ésta sufre, pero las fibras
queratinicas no se quedan atras. De hecho, el conjunto de fibras queratinicas, y los cabellos en particular, sufren
un gran numero de agresiones por parte del medio ambiente, como los rayos UV, agresiones de corte quimico
provocadas por tratamientos aplicados en el cabello, como los tintes o las permanentes, agresiones causadas
durante el secado, etc. Evidentemente, todas estas agresiones tienen un impacto importante en las células que
componen el foliculo piloso. Dichas células sufren fendmenos de oxidacion y de envejecimiento prematuro
causados por los radicales libres. La formacion de estos radicales libres provoca dafios a nivel celular, y estos
dafos pueden conducir a la muerte de la célula, también denominada apoptosis. Por ejemplo, se sabe que el
peroxido de hidrégeno inhibe la sintesis de pigmentos, entre ellos la melanina, que es responsable del
encanecimiento del cabello: con la edad, los niveles de enzimas que disocian el peroxido de hidrégeno en
oxigeno y en agua disminuyen, y ésta ultima se agarra a la enzima tirosinasa responsable de sintetizar la
melanina. El fendmeno de apoptosis en el caso de las células del foliculo piloso se traduce en la aparicién de
vacuolas en las células que forman la vaina externa del foliculo piloso, el aumento de ciertos marcadores, como
la caspasa-3 o la catalasa, etc. Por tanto, actualmente se utilizan numerosas moléculas con el fin de limitar la
formacién de estos radicales libres; estas moléculas se denominan antioxidantes. Se trata, por ejemplo, de las
vitaminas E, A, B6, B12, B5 o C, la cistina, el acido fdlico, el selenio, el zinc, el hierro, el cobre, el manganeso, los
acidos grasos de las familias omega 3 y 6, el acido alfa lipoico, etc.

[0005] Existe siempre una necesidad, sobre todo en cosmética, de desarrollar nuevos tratamientos que
presenten una actividad antioxidante y permitan limitar el impacto de las agresiones externas en el cabello.

[0006] De esta forma, la solicitante ha puesto de manifiesto el efecto antioxidante de un extracto peptidico de
guisante en el cabello. Hasta entonces, los hidrolizados de guisante se habian utilizado como agente
pigmentante (FR 2 904 556), o incluso como agente para descamar la capa cérnea (JP09025225). De igual
manera, se ha registrado una solicitud de patente en relacion a un hidrolizado peptidico de guisante enriquecido
con péptidos bioactivos de secuencia Ala-Gly-Glu-Leu-Ser con el fin de proteger la piel y reforzar la funcion
barrera. Sin embargo, el uso de un extracto peptidico de guisante no enriquecido con péptidos bioactivos no ha
sido descrito nunca como agente antioxidante para el cabello.

[0007] Por lo tanto, el primer objeto de la presente invencion se refiere a la utilizacion de un hidrolizado peptidico
de guisante como agente activo antioxidante en una composicidon cosmética destinada al cuidado del cabello.

[0008] Otro objeto de la presente invencion se refiere, por una parte, a un método de tratamiento no terapéutico
destinado a proteger al cabello del estrés oxidativo y, por otra parte, a proteger al cabello de las agresiones
externas.

[0009] La presente invencion esta relacionada, por tanto, con la utilizacion de un hidrolizado peptidico de
guisante como agente activo antioxidante en una composicion cosmética destinada al cuidado del cabello.
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[0010] Se entiende por «hidrolizado peptidico» un extracto que comprende una mezcla de compuestos
mayoritariamente representados por péptidos u oligopéptidos. Segun la invencioén, se utilizaran indistintamente
los términos «hidrolizado peptidico», «extracto», «extracto solubilizado» o «agente activo».

[0011] Se entiende por “cabello” el conjunto de fibras queratinicas humanas, y mas concretamente, los cabellos,
las cejas, las pestafias, el pelo de barba y del bigote, el vello pubico y las ufias. Mas concretamente, la invencion
se aplica al cabello y/o a las pestafias humanas.

[0012] La solicitante ha descubierto que un extracto peptidico de guisante presenta una cierta actividad en los
foliculos pilosos del cabello y, en particular, tiene un efecto como agente protector contra diversos tipos de
agresiones externas gracias a su accion antioxidante. Asi, la solicitante ha demostrado, con ayuda de tests in
vitro, que el extracto segun la invencion reducia la cantidad de catalasa asi como la cantidad de caspasa-3
escindida, es decir, activa. Se conoce en la técnica que la actividad de la catalasa se ve aumentada al someterse
a estrés, sobre todo a UV. De esta forma, sirve a menudo como marcador de estrés y de formacion de radicales
libres en las células sometidas a agresiones externas (S. K. Katiyaer et al., Carcinogenesis, vol.22, n.°2, pp. 287-
294, 2001). Por lo que respecta a la caspasa-3, pertenece a la familia de las caspasas, familia que actualmente
consta de 14 miembros. Las caspasas son cistein-proteasas, que se clasifican dentro de la categoria de
proteinas proapoptéticas. Asi, la funcion de las caspasas es principalmente ejecutiva, es decir, se adhieren/se
dedican a apagar les vias protectoras y a activar moléculas que participen en la destruccién celular. Todas las
caspasas presentan una estructura muy conservada que comprende un prodominio N-.

[0013] Asi, el primer objeto de la presente invencion se refiere a la utilizacién de un hidrolizado peptidico de
guisante como agente activo antioxidante solubilizado en una composicion cosmética, donde dicho hidrolizado
proviene de la hidrolisis de proteinas de la especie de guisante Pisum sativum, y que comprende al menos un 70
% de compuestos de naturaleza peptidica de tamafio inferior a 5 kDa, con el fin de proteger las fibras
queratinicas elegidas del cabello, el vello, las cejas y las pestafias de los rayos UV o del estrés oxidativo
provocado por la aplicacion de tratamientos fisicos o quimicos, como tintes, alisados, permanentes o procesos
de secado, mediante una actividad antioxidante a nivel de las células del foliculo piloso.

[0014] Otro objeto de la presente invencion se refiere, por una parte, a un método de tratamiento cosmético no
terapéutico destinado a proteger las fibras queratinicas elegidas del cabello, el vello, las cejas o las pestafias de
los rayos UV o del estrés oxidativo provocado por tratamientos fisicos o quimicos a escoger entre tintes,
alisados, permanentes o procesos de secado, mediante una actividad antioxidante a nivel de las células del
foliculo piloso, caracterizado por la aplicacién cotidiana o puntual, sobre las fibras queratinicas a tratar, de una
composicion en la que se encuentra un hidrolizado solubilizado que proviene de la hidrélisis de proteinas de la
especie de guisante Pisum sativum, y que comprende al menos un 70 % de compuestos de naturaleza peptidica
de tamafio inferior a 5 kDa.

[0015] La presente invencion se refiere, por tanto, a la utilizacion de un hidrolizado peptidico de guisante como
agente activo antioxidante en una composicién cosmética destinada al cuidado del cabello.

[0016] Se entiende por «hidrolizado peptidico» a un extracto que comprende una mezcla de compuestos
mayoritariamente representados por péptidos u oligopéptidos. Segun la invencién, se utilizaran indistintamente
los términos «hidrolizado peptidico», «extracto», «extracto solubilizado» o «agente activo».

[0017] Se entiende por «cabello» el conjunto de fibras queratinicas humanas, y mas concretamente los cabellos,
las cejas, las pestafias, los pelos de la barba y del bigote, el vello pubico y las ufias. Mas concretamente, la
invencion se aplica a los cabellos y/o a las pestafias humanas.

[0018] La solicitante ha descubierto que un extracto peptidico de guisante presenta una cierta actividad sobre los
foliculos pilosos del cabello y, en particular, tiene un efecto como agente protector contra distintos tipos de
agresiones externas gracias a su actividad antioxidante. Asi, la solicitante ha demostrado con ayuda de tests in
vitro que el extracto segun la invencién reducia la cantidad de catalasa asi como la cantidad de caspasa-3
escindida, es decir, activa. Se conoce en la técnica que la actividad de la catalasa se ve aumentada al someterse
a estrés, sobre todo a UV. De esta forma, sirve a menudo como marcador de estrés y de formacion de radicales
libres en las células sometidas a agresiones externas (S. K. Katiyaer et al., Carcinogenesis, vol.22, n.°2, pp. 287-
294, 2001). Por lo que respecta a la caspasa-3, pertenece a la familia de las caspasas, familia que actualmente
consta de 14 miembros. Las caspasas son cistein-proteasas que se clasifican dentro de la categoria de proteinas
proapoptoticas. Asi, la funcion de las caspasas es principalmente ejecutiva, es decir, se dedican a desactivar las
vias protectoras y a activar moléculas que participan en la destruccién celular. Todas las caspasas presentan
una estructura muy conservada que comprende un prodominio N-. Para llevar a cabo la invencion, es necesario
en primer lugar extraer las proteinas implicadas y posteriormente hidrolizarlas, o bien efectuar la hidrdlisis
primero sobre un extracto bruto y purificar a continuacion los fragmentos peptidicos. De igual manera, es posible
utilizar ciertos extractos hidrolizados sin purificar los fragmentos peptidicos correspondientes a los péptidos
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biol6gicamente activos segun la invencion, pero asegurando aun asi la presencia de dichos fragmentos mediante
medios analiticos apropiados.

[0019] De acuerdo con la invencion, se utilizan mas concretamente semillas de guisante de la especie Pisum
Sativum L. El término guisante designa también a la semilla, ya de por si rica en proteinas (25 %).

[0020] Puede utilizarse cualquier método de extraccion o de purificacion conocido por el experto con el fin de
preparar el hidrolizado de acuerdo con la invencién.

[0021] En una primera etapa, las semillas se muelen con la ayuda de una trituradora de plantas. El polvo
obtenido de esta manera puede ser ulteriormente “deslipidadas” con la ayuda de un disolvente organico comun
(como, por ejemplo, un alcohol, hexano o acetona).

[0022] A continuacidn, se realiza la extraccion de proteinas siguiendo el procedimiento habitual (Osborne, 1924)
modificado; el triturado de plantas es puesto en suspensién en una solucion alcalina que contiene un producto
absorbente de tipo polivinilpolipirrolidina (PVPP) insoluble (0,01 — 20 %); en efecto se ha observado que las
operaciones de hidrdlisis y de purificacion ulteriores se ven facilitados por este medio. En concreto, la
concentracion de sustancias de tipo fendlico, que interactian con las proteinas, se ve notablemente reducida.

[0023] La fraccion soluble, que contiene las proteinas, los glucidos y en ocasiones lipidos, se recoge tras las
etapas de centrifugacion vy filtracion. Esta solucion bruta se hidroliza a continuaciéon en condiciones controladas
para generar péptidos solubles. La hidrdlisis se define como una reaccién quimica que implica la divisién de una
molécula por medio de agua, pudiendo darse esta reaccion en un medio neutro, acido o basico. De acuerdo con
la invencion, la hidrélisis se lleva a cabo por via quimica y/o de manera ventajosa mediante enzimas
proteoliticas. De esta forma, se puede citar la utilizacion de endoproteasas de origen vegetal (papaina,
bromelina, ficina) y microorganismos (Aspergillus, Rhizopus, Bacillus, etc.). Por los mismos motivos que los
expuestos anteriormente, es decir, la eliminacién de sustancias polifendlicas, se afiade una cantidad de
polivinilpolipirrolidina al medio reactivo durante esta etapa de hidrdlisis controlada. Tras la desactivacion térmica
de las enzimas y la filtracion, que permite la eliminacion de las enzimas residuales y los polimeros, el producto
filtrado (solucion) resultante se purifica de nuevo con el fin de seleccionar los compuestos de naturaleza
peptidica de bajo peso molecular. El fraccionamiento se puede llevar a cabo de manera ventajosa mediante la
ultrafiltracion y/o mediante un método de tipo cromatografico.

[0024] En esta fase, el hidrolizado de guisante se caracteriza por poseer un peso seco de 70 a 80 g/kg, un indice
de proteinas de 55 a 65 g/l, un indice de azicar de 2 a 5 g/l y un contenido de polifenoles de 1 a 3 g/l.

[0025] ElI hidrolizado resultante de acuerdo con la invencion se analiza cualitativa y cuantitativamente, mediante
técnicas habituales muy conocidas por el experto, por sus caracteristicas fisico-quimicas y su contenido en
compuestos de naturaleza proteica y peptidica. De esta forma, el hidrolizado final esta compuesto por péptidos
de peso molecular inferior a 5 kDa.

[0026] A continuacion, se procede a una fase de dilucién en agua o en otra mezcla de disolventes que contengan
agua. Asi, el hidrolizado segun la invencion se solubiliza de manera ventajosa en uno o varios disolventes
fisioldgicamente aceptables, como agua, glicerol, etanol, propanediol, butilenglicol, dipropilenglicol, diglicoles
etoxilados o propoxilados, polioles ciclicos o cualquier mezcla de dichos disolventes. El agente activo diluido se
esteriliza a continuacion mediante filtracion estéril.

[0027] Tras esta etapa, el hidrolizado peptidico de guisante se caracteriza por poseer un contenido en
compuestos peptidicos de 0,5 a 5 g/l y preferentemente al menos entre 2 y 3 g/l. Asimismo, tras los analisis
cualitativos, parece que el hidrolizado contiene al menos un 70 % de compuestos de naturaleza peptidica de
tamafio inferior a 5 kDa, y preferentemente al menos un 85 %. Este hidrolizado peptidico solubilizado
corresponde al agente activo segun la invencion.

[0028] Segun una segunda forma de realizacion de la invencion, el extracto solubilizado puede estar
encapsulado o implementado en un vector cosmético o farmacéutico, como los liposomas o cualquier otra
microcapsula empleada en el campo de la cosmética, o bien adsorbido en polimeros organicos en polvo, en
soportes minerales como los talcos y las bentonitas, y mas generalmente, solubilizado o fijado en cualquier
vector fisiolégicamente aceptable.

[0029] De esta forma, el extracto solubilizado se utiliza en las composiciones segun la invenciéon a una
concentracion comprendida entre 0,001 % y 5 % aproximadamente, y preferentemente a una concentracion
comprendida entre 0,01 % y 1 % aproximadamente en relacion al peso total de la composicion final.

[0030] Preferentemente, la composicion segun la invencion se presenta en una forma adaptada a la aplicacion
por via topica sobre el cabello.
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[0031] La composicion utilizable segun la invencion puede consistir en concreto en una composicion para el
cuidado capilar, y especialmente un champu, un acondicionador, una locion de fijaciéon, una locion tratante de
aplicacion previa o posterior a un tratamiento agresivo en el cabello, una crema o un gel de peinado, una locién
reestructurante para el cabello, una mascarilla, una espuma tratante, etc.

[0032] La composicién podra presentarse principalmente en forma de crema, emulsién aceite-agua, agua-aceite
o multiples emulsiones de tipo aceite-agua-aceite o agua-aceite-agua, suspension, gel acuoso, soluciones
acuosas, hidroalcohdlicas u oleosas. La composicion puede ser mas o menos fluida y presentarse en forma de
crema blanca o de color, pomada, leche, locién, sérum, espuma, producto bifasico, o en forma de aerosol.

[0033] Por ultimo, la composicion podra comprender cualquier aditivo cominmente utilizado en el campo de
aplicacion previsto asi como los adyuvantes necesarios para su formacion, como codisolventes (etanol, glicerol,
alcohol bencilico, humectante...), espesantes, disolventes, emulsionantes, antioxidantes, colorantes, filtros
solares, pigmentos, cargas, conservantes, perfumes, absorbentes de olor, aceites esenciales, oligoelementos,
acidos grasos esenciales, tensoactivos, polimeros filmégenos, filtros quimicos o minerales, agentes hidratantes o
de aguas termales, etc. Se pueden citar, por ejemplo, polimeros hidrosolubles de tipo polimero natural, como los
polisacaridos, o polipéptidos, derivados celulésicos de tipo metilcelulosa o hidroxipropilcelulosa, asi como
polimeros sintéticos, polaxameros, carbémeros, PVA o PVP y especialmente los polimeros vendidos por la
compafiia ISP.

[0034] En todos los casos, el experto garantizara que tanto los adyuvantes como sus proporciones sean
escogidas de tal manera que no dafie las propiedades ventajosas investigadas de la composicion segun la
invencion. Estos adyuvantes pueden corresponder a, por ejemplo, de un 0,01 % a un 20 % del peso total de la
composicion. Cuando la composicidon segun la invencion es una emulsion, la fase grasa puede representar de un
5 a un 80 % en peso, y preferiblemente de un 5 a un 50 %, en relacion al peso total de la composicion. Los
emulsionantes y coemulsionantes utilizadas en la composicion seran elegidos de entre aquéllos que se utilizan
habitualmente en el ambito en cuestion. Por ejemplo, pueden utilizarse en una proporcion que presente de un 0,3
a un 30 % en peso en relacion al peso total de la composicion.

[0035] Asimismo, la composicidon segun la invencion puede comprender, por otro lado, al menos un compuesto
que mejore el crecimiento y/o la salud del cabello.

[0036] Se pueden mencionar especialmente vitaminas, otros extractos peptidicos vegetales, el minoxidil, ésteres
de acido nicotinico, oligoelementos, agentes antinflamatorios, acido retinoico o sus derivados, retinol, inhibidores
de la 5a-reductasa o compuestos peptidicos provenientes de la sintesis quimica. Como ejemplo de vitamina se
pueden citar las vitaminas A, E, B5, B6, C, H, o PP, y como ejemplo de oligoelementos se pueden citar el zinc, el
cobre, el magnesio o también el silicio.

[0037] Otro objeto de la invencién se refiere a un método de tratamiento cosmético no terapéutico destinado a
proteger el cabello de las agresiones externas mediante la aplicacion cotidiana o puntual en la zona del cuero
cabelludo a tratar de una composiciéon que comprende un hidrolizado segun la invencion. Otro objeto se refiere a
un método de tratamiento cosmético no terapéutico destinado a proteger el cabello del estrés oxidativo, mediante
la aplicacion cotidiana o puntual de una composicion segun la invencion. Preferentemente, la composicion se
aplicara con anterioridad a un tratamiento tipico de tipo permantente, alisado o también coloracién. Asi, dicha
composicion podra utilizarse como tratamiento previo por parte de, por ejemplo, profesionales de la peluqueria.
Los tests in vitro han permitido demostrar, por ejemplo, que en caso de estrés oxidativo debido al H202, la
aparicién de vacuolas en las células de la capa exterior de la vaina externa del foliculo piloso era menos
importante en caso de aplicar el tratamiento previo con el activo que sin hacerlo. Segun otra forma de realizacion,
la composicion se aplicara antes de una exposicion al sol con el fin de prevenir dafios provocados por los rayos
UV. Se han obtenido resultados idénticos durante el estrés inducido por una exposicion a los rayos UV. Estos
tests han demostrado, por lo tanto, la actividad de antioxidante del hidrolizado segun la invencién.

[0038] Finalmente, un ultimo objeto de la invencidon se refiere a un método de tratamiento cosmético no
terapéutico destinado a proteger las pestafias de las agresiones externas y del estrés oxidativo, mediante la
aplicacién cotidiana o puntual sobre las pestafias de una composiciéon que comprende un hidrolizado segun la
invencion.

[0039] Otras ventajas y caracteristicas de la invencion apareceran mas bien durante la lectura de los ejemplos
incluidos a titulo ilustrativo y no limitante.

Ejemplo 1: Preparacion _de un hidrolizado peptidico enriquecido con péptidos bioactivos a partir de
quisante (Pisum sativum L.)
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[0040] EI hidrolizado peptidico se obtiene a partir de un extracto de plantas de la especie Pisum sativum L.
Naturalmente, el extracto puede prepararse a partir de plantas de al menos cualquiera de las numerosas
variedades y especies pertenecientes al género Pisum.

[0041] En una primera fase, se deslipida 1 kg de guisantes sin piel por la accidon de un disolvente organico: el
hexano.

[0042] La harina de guisante obtenida de esta forma se pone en solucién en 10 volimenes de agua en presencia
de 2 % de POLYCLAR® 10 (polivinilpolipirrolidona — PVPP — insoluble). La mezcla se ajusta a un pH
comprendido entre 7 y 8 con una solucion acuosa de sodio 1 M.

[0043] Tras ajustar el pH, se afade 2 % de flavourzym® en el medio reactivo. La hidrdlisis se obtiene tras 2
horas de agitacion a 50 °C. Se procede a la desactivacion de la enzima calentando la solucién a 80 °C durante 2
horas. La mezcla reactiva obtenida de esta manera corresponde al extracto de guisante.

[0044] EI proceso de purificacion comienza por sucesivas filtraciones con la ayuda de filtros de placa Seitz-Orion
de porosidad decreciente (hasta 0,2 ym) con el fin de obtener una solucién brillante y clara. En esta fase, el
hidrolizado de guisante se caracteriza por un presentar un seco de 70-80 g/kg, un indice de proteinas de 55-65,
un indice de azucares de 2-5 g/l y un indice de polifenoles de 1-3 g/l.

[0045] La naturaleza proteica de este hidrolizado se pone de manifiesto con la electroforesis en gel de
poliacrilamida. Mediante este analisis, se utilizan los geles NUPAGE® Bis-Tris Pre-Cast (Invitrogen). El
hidrolizado peptidico de guisante se calienta a 70 °C durante 10 minutos en condiciones reductoras
desnaturalizantes en un tampén de preparacion de muestra NUPAGE® LDS. La migracion de proteinas se
realiza con la ayuda del tampén de migracion NUPAGE® MES con el estandar SeeBlue Plus2 como marcador de
peso molecular. La coloracion de proteinas se lleva a cabo con la ayuda de Bleu de Coomassie® R-250. En
estas condiciones, se observan 2 grandes familias de proteinas: la primera familia corresponde a proteinas de
peso molecular de 20 a 25 kDa y la segunda familia a proteinas de pesos moleculares inferiores a 5 kDa.

[0046] A continuacion, esta solucion se purifica eliminando las proteinas de pesos moleculares superiores a 5
kDa con la ayuda de una filtracion de flujo tangencial. Para ello, el hidrolizado de guisante se bombea a presion a
través de un soporte Pellicon® equipado con un casete Pellicon® 2 Biomax 30 kDa. Este primer filirado se
recupera para poder filtrarse después a través de otro casete Pellicon® 2 Biomax 5 kDa. Al terminar la
purificacion, se obtiene un hidrolizado peptidico de guisante amarillo-beige, brillante y claro. Se caracteriza por
un peso seco de 50 a 55 g/kg, un contenido de proteinas de 50 a 52 g/I.

[0047] El extracto obtenido de acuerdo con el proceso descrito en el ejemplo 1 se solubiliza entonces en glicerol.

Ejemplo 2: Efecto/Acciéon del hidrolizado peptidico de quisante en biopsias de cuero cabelludo
mantenidas en cultivo in vitro: inmunomarcajes de la catalasa, de p63 y de la caspasa-3

2.1 Cultivos de biopsias de cuero cabelludo e inclusién de cortes

[0048] Se cultivan biopsias de piel (provenientes de liftings) que presentan cabellos de la misma forma que con
explantes de piel. Se realizan biopsias de 6 mm por medio de un punch de biopsia y se ponen en cultivo en
insertos y en un medio WILLIAM E. en presencia de Primocine (Invivogen), 10 pg/ml de insulina 10 nG/ml, de
hidrocortisona y 2 mmol/L de L-glutamina.

[0049] Los explantes de piel se depositan en placas de 6 pozos y se tratan o no afiadiendo 20 pl de extracto a 1
% diluido en PBS, en contacto con las biopsias, en cultivo durante 24 horas. Al terminar el experimento, el
recubrimiento de los explantes se puede realizar o bien de parafina, o bien de OCT, seguido por una
congelacion. En el caso del recubrimiento de parafina, las biopsias se ponen en casete y se sumergen en una
mezcla de formol a 10 % durante 2 horas en un aparato automatico (VIP). El tipo de recubrimiento elegido
dependera del marcador a analizar (catalasa, p-63 o caspasa-3). Por ejemplo, en el caso de un marcaje de la
catalasa, el recubrimiento estara hecho de parafina. Para ello, las biopsias se recubren mediante parafina, a
continuacion se realizan una serie de bafios de alcohol (a concentracion y tiempo crecientes), y después 2 bafios
de xileno y finalmente un bafio de parafina. La duracion total de esta serie de operaciones es de una docena de
horas. Las biopsias recubiertas de esta forma se colocan entonces en casetes apropiados, orientados y
posicionados en un bloque de parafina con el fin de que se corten a 4 ym mediante un micrétomo. A
continuacion, los cortes parafinados se desparafinan y rehidratan antes de afiadir el anticuerpo. Para ello, se
realizan a tal efecto una serie de bafios de xileno, seguidos por una serie de bafios de alcohol (a concentracion y
tiempo crecientes) y por un enjuague en agua y finalmente en PBS.

2.2 Inmunomarcaje de catalasa (protocolo de parafina)
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[0050] Los cortes desparafinados se enjuagan durante 2 minutos y después se envuelven en PBS, y cada corte
se incuba en 100 pl de BSA 5 % durante 30 minutos. A continuacion, se afiaden 100 pl de anticuerpos primarios
anticatalasa diluidos a 1/100 (Calbiochem, policlonal de conejo) y se mantienen durante 60 minutos sin dejar de
agitar en la camara humeda. Tras el enjuague con PBS durante 30 minutos, se afiaden 100 ul de anticuerpos
secundarios diluidos en 1/1000 (Invitrogene, Alexa Fluoro 488 anti-conejo) marcados con fluorescencia y se
dejan a oscuras durante 1 hora sin dejar de agitar en la camara huimeda. Estos marcajes se realizan
simultaneamente con biopsias pretratadas o no durante 24 horas con el extracto peptidico activo a 1 %, y en
presencia o no de un estrés UV (5 J/cm? + 200 mJ/cm?). Las placas se enjuagan entonces en PBS, y se montan
entre placa y cubreobjetos en Aquatex y la observacion se realiza al microscopio en epifluorescencia.

Resultados

[0051] En condicidn control sin UV, se constata una cantidad mas importante de catalasa que en las biopsias no
tratadas con el activo. Esta cantidad de catalasa es todavia mas significativa en condicién con UV en las biopsias
no pretratadas. Aunque se constata un aumento en la cantidad de catalasa en condicién pretratada, esta
cantidad es muy inferior a la obtenida en las biopsias no pretratadas y con UV. Por consiguiente, se puede
concluir que el activo de acuerdo con la invencién tiene un efecto de proteccion de las células que componen el
foliculo piloso.

[0052] Se repite el mismo protocolo pero esta vez con un estrés oxidativo provocado por la adicion de peroxido
de hidrégeno (H202). Por tanto, se constata también en este caso que hay una cantidad mas importante de
catalasa en las biopsias que no han recibido un pretratamiento con el activo de acuerdo con la invencion. Se
confirma ademas una funcion protectora del extracto peptidico de guisante en las células del foliculo piloso.

2.3 Inmunomarcaje de p63 (protocolo con OCT)

[0053] Con el fin de realizar un marcaje de p63 en los foliculos pilosos, se tratan biopsias de liffing segun se
describe anteriormente en el parrafo 2.1. El marcaje se realiza en condicion control con o sin pretratamiento de
las biopsias con el activo a 1 %, y con o sin un estrés por rayos UV (5 Jlcm? + 200 mJ/cm?). Para ello, los
explantes de piel se depositan en placas de 6 pozos y los foliculos se tratan o no afiadiendo 20 ul de extracto
activo a 1 %, en contacto con las biopsias, tras 24 horas de cultivo. A continuacién, para preparar el marcaje con
anticuerpos, no se parafinan los cortes, sino que se ponen en OCT (temperatura 6ptima de corte) y se enfrian
rapidamente en un bafio de nitrégeno liquido, para después cortarse el criostato (seccién congelada). Se toman
entonces las biopsias y se incorporan al OCT que se solidifica con el frio (los bloques se conservan a -20 °C); los
blogues solidificados de esta manera se cortan entonces al criotomo, donde se realizan cortes de 6 um. Unas
placas de observacion de polilisina recogen los cortes. Los cortes se ponen entonces a temperatura ambiente
antes de ser utilizados por el inmunomarcaje mediante la adicién de 100 pl de un anticuerpo primario anti-p63
(Santa Cruz, monoclonal de ratén) diluido en 1/100. Tras agitarse durante 60 minutos, se afiaden 100 pl de un
anticuerpo secundario diluido en 1/1000 (Invitrogene, Alexa Fluoro 488 anti-conejo) marcado con fluorescencia, y
se dejan a oscuras durante 1 hora sin dejar de agitar en la camara hiumeda. Las placas se enjuagan entonces en
PBS, se montan entre placa y cubreobjetos y la observacion se realiza al microscopio en epifluorescencia.

Resultados

[0054] En condicion control, se constata que el marcaje p63 disminuye durante un estrés UV. En cambio, cuando
se afiade el activo en pretratamiento, el marcaje de p63 sin duda disminuye con respecto a la condicion control
(sin UV con activo), pero esta bajada se ve atenuada con respecto a la condicion control con UV y sin activo. Por
consiguiente, el hidrolizado peptidico de acuerdo con la invencion ha tenido una funcion protectora en las células
del foliculo piloso por limitacion de la bajada de proteina p63.

[0055] Se ha aplicado un protocolo idéntico, en las mismas condiciones experimentales, con el fin de comprobar
el efecto protector del activo en biopsias sometidas a un estrés oxidativo por H202. Por tanto, se constata el
efecto antioxidante del hidrolizado peptidico de guisante en las biopsias tanto en presencia como en ausencia de
estrés oxidativo.

2.4 Inmunomarcaje de la caspasa-3 (protocolo parafina con recuperacién/desenmascaramiento a microondas

[0056] Los cortes desparafinados se enjuagan durante 2 minutos y después se envuelven en PBS, y cada corte
se incuba en 100 pl de BSA a 5 % durante 30 minutos. A continuacion, se afiaden 100 pl de anticuerpos
primarios anticaspasa-3 escindidos diluidos a 1/200 (Cell Signaling, policlonal de conejo) y se mantienen durante
60 minutos sin dejar de agitar en la camara humeda. Tras el enjuague con PBS durante 30 minutos, se afiaden
100 pl de anticuerpos secundarios diluidos en 1/1000 (Invitrogene, Alexa Fluoro 488 anti-conejo) marcados con
fluorescencia y se dejan a oscuras durante 1 hora sin dejar de agitar en la camara hiumeda. Estos marcajes se
realizan simultdaneamente con biopsias pretratadas o no durante 24 horas con el extracto peptidico activo a 1 %,
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y en presencia o no de un estrés UV (5 J/cm? + 200 mJ/cm?). Las placas se enjuagan entonces en PBS, y se
montan entre placa y cubreobjetos en Aquatex y la observacion se realiza al microscopio en epifluorescencia.

Resultados

[0057] En condicién control sin UV, se constata una cantidad mas importante de caspasa-3 escindida (y por tanto
activa) en los cortes no pretratados con respecto a los cortes pretratados. Mediante la aplicacion del estrés UV,
se constata un aumento del marcaje p63 en las células pretratadas y en las no pretratadas. No obstante, el
marcaje es mucho menos significativo en las biopsias pretratadas con respecto a las biopsias no tratadas. Se
puede concluir, por tanto, que el pretratamiento con el activo de acuerdo con la invencién ha permitido limitar la
formacion de caspasa-3 escindida y activa.

[0058] Se repite el mismo protocolo pero esta vez con un estrés provocado por la aplicacion de una solucién de
H202 en lugar de rayos UV. En este caso también se constata que en presencia de estrés por H202, el marcaje
de caspasa-3 activada es mas importante en los cortes no pretratados que en los cortes pretratados.

[0059] Por consiguiente, el hidrolizado de acuerdo con la invencion ha tenido una funcion de antioxidante al
limitar la cantidad de caspasa activada.

Ejemplo 3: Efecto del hidrolizado peptidico de guisante en foliculos mantenidos en cultivo in vitro:
Coloracién hematoxilina/eosina (H/E)

[0060] Se cultivan biopsias de piel (provenientes de liftings) que presentan cabellos al igual que explantes de
piel. Se realizan biopsias de 6 mm por medio de un punch de biopsia y se ponen en cultivo en insertos en un
medio WILLIAM E. en presencia de Primocine (Invivogen), 10 pg/ml de insulina 10 nG/ml, de hidrocortisona y 2
mmol/l de L-glutamina.

[0061] Los explantes de piel se depositan en placas de 6 pozos y los foliculos son pretratados afiadiendo 20 pl
de extracto a 1 % en contacto con las biopsias durante 24 horas. A continuacion, las biopsias:

- en la condicion 1, se someten a una radiacion UVA a 5 J/cm?, seguida por una radiacion UVB a 200 mJ/cm?,
- en la condiciodn 2, se someten a un estrés por aplicacion de una solucion H202 a 5 mM.

[0062] Posteriormente, las biopsias se dejan durante 24 horas adicionales. Unas cajas de control con explantes
no pretratados con el extracto peptidico activo pero irradiados sirven de muestra testigo. Se realiza una
evaluacion del estado de las células tras la radiacion UV mediante un marcaje de hematoxilina/eosina.

Resultados

[0063] La forma general de la vaina externa de la raiz (ORS) es irregular en los foliculos que no han sido
pretratados con el extracto peptidico, mientras que es totalmente regular en los foliculos pretratados. Ademas,
las células de los foliculos pilosos no presentan dafios provocados por los rayos UV, como la aparicion de
vacuolas, edemas o células apoptéticas No se observa ninguna de estas manifestaciones en los foliculos
pretratados con el extracto peptidico. Se deduce por tanto una funcién protectora de dicho extracto peptidico de
guisante en los foliculos pilosos y, entre otras, las células de la capa exterior de la vaina externa del foliculo
piloso.

Ejemplo 4: Preparacidon de composiciones

1. Sérum hidratante para el cuero cabelludo y los cabellos

[0064] Disolver el Lubragel NP y el Lubragel IIXD en agua mediante agitacion. Afadir el AMP 95 y mezclar hasta
la completa disolucion. Afadir el Styleze® 2000 y agitar hasta disolver y obtener un aspecto uniforme. Dejar
enfriar a temperatura ambiente y afiadir el resto de ingredientes en el orden en que aparecen en la lista agitando
hasta obtener un aspecto uniforme entre cada uno de ellos.

Ingredientes (INCI/Nombre comercial) %W/W Proveedor
Agua desionizada 71,37

Aminometil propanol (AMP 95) 0,13

Styleze 2000 0,50

SiTec DMC 6031 1,00

Polimetacrilato de glicerilo/Lubrajel® NP 24,50 ISP
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Glicerina y Poliacrilato de glicerilo/Lubrajel® 1IXD 1,00 ISP
Propilenglicol, Diazonilidil urea, Yodopropinil butilcarbamato 0,50 ISP
Extracto de guisante de acuerdo con la invencion 1,00 ISP
Total 100,00

[0065] Aplicar el producto sobre el cuero cabelludo hiumedo. Masajear para repartir uniformemente el producto.
El sérum favorece el crecimiento y/o el desarrollo del cabello al mismo tiempo que le devuelve la fuerza.

2. Leche/espray acondicionador

[0066] Poner agua en un recipiente adecuado y comenzar a agitar. Afiadir el Gafquat 755 N y el Liquid Germall
Plus y agitar hasta obtener un aspecto uniforme. Afadir el RapiThix A-60 y agitar hasta obtener un aspecto
uniforme (aproximadamente 15 minutos). Afiadir el hidrolizado de acuerdo con la invencion y agitar hasta obtener
un aspecto uniforme. Disponer el producto en un vaporizador no aerosol equipado con una bomba Calmar Mark
VI WL31.

Ingredientes (INCI/Nombre comercial) %W/W Proveedor
Agua desionizada 92,68
Poliquaternium-11/Gafquat® 755N 3,50 ISP
PEG/PPG-25/25 Dimeticona/SiTec DMC 6031 1,00 ISP
Propilenglicol 0,50 ISP

Diazonilidil urea
Yodopropinil butilcarbamato/

Poliacrilato de sodio Polideceno hidrogenado Tridecil-6/ 0,32 ISP
Polectron 430 1,00 ISP
Extracto de guisante de acuerdo con la invencion 1,00 ISP
Total 100,00

[0067] EI producto esta concebido para vaporizarse sobre el cuero cabelludo y sobre los cabellos humedos.
Masajear para repartir uniformemente el producto. La leche que se propone en el presente documento permite
proteger los cabellos al mismo tiempo que los alisa y facilita el peinado.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un hidrolizado peptidico de guisante como agente antioxidante en una composicion cosmeética,
proviniendo dicho hidrolizado de la hidrdlisis de las proteinas del guisante Pisum sativum y comprendiendo al
menos un 70 % de compuestos de naturaleza peptidica de tamafio inferior a 5 kDa, para proteger las fibras
queratinicas elegidas de entre los cabellos, el vello, las pestafias y las cejas, de los rayos UV o de los estreses
oxidativos provocados por tratamientos fisicos o quimicos elegidos de entre las coloraciones, los alisados, las
permanentes o los secados, mediante una actividad antioxidante en las células del foliculo piloso.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que el hidrolizado comprende al menos un 85 % de
compuestos de naturaleza peptidica.

3. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que el hidrolizado esta solubilizado
en uno o varios disolventes fisiolégicamente aceptables elegidos de entre el agua, el glicerol, el etanol, el
propilenglicol, el butilenglicol, el dipropilenglicol, los diglicoles etoxilados o propoxilados, los polioles ciclicos o
cualquier mezcla de estos disolventes.

4. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el hidrolizado
solubilizado comprende al menos entre 0,5 y 5 g/l de compuestos de naturaleza peptidica.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacién 4, caracterizado por que el hidrolizado solubilizado comprende al
menos entre 2 y 3 g/l de compuestos de naturaleza peptidica.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el hidrolizado
solubilizado se utiliza en una cantidad que representa de 0,001 % a 5 % del peso total de la composicion.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizado por que el hidrolizado solubilizado se utiliza en una
cantidad que representa de 0,01 % a 1 % del peso total de la composicion.

8. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la composicion
comprende ademas, al menos un compuesto que mejora el crecimiento y/o la salud del cabello.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que dicho compuesto es escogido de entre
vitaminas, otros extractos peptidicos vegetales, el minoxidil, ésteres de acido nicotinico, oligoelementos, agentes
antinflamatorios, acido retinoico o sus derivados, retinol, inhibidores de la 5a-reductasa o compuestos peptidicos
provenientes de la sintesis quimica.

10. Procedimiento de tratamiento cosmético no terapéutico destinado a proteger las fibras queratinicas elegidas
de entre el cabello, el vello, las pestaias y las cejas, rayos UV o estreses oxidativos provocados por tratamientos
fisicos o quimicos escogidos de entre las coloraciones, los alisados, las permanentes o los secados, mediante
una actividad antioxidante en las células del foliculo piloso, caracterizado por que se aplica de forma cotidiana o
puntual sobre las fibras queratinicas a tratar, una composicion en la que se solubiliza un hidrolizado proveniente
de la hidrdlisis de las proteinas del guisante Pisum sativum y comprendiendo al menos un 70 % de compuestos
de naturaleza peptidica de tamafio inferior a 5 kDa.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizado por que la composicién se aplica con
anterioridad a un tratamiento quimico del cabello escogido de entre las permanentes, los alisados o también las
coloraciones.

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado por que la composicion se aplica antes de
una exposicion al sol con el fin de prevenir dafios causados por los rayos UV.
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