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DESCRIPCION
Promotor para la expresién del gen clock y el gen de la acido hialurénico sintasa
DESCRIPCION DEL CAMPO TECNICO

[0001] La presente invencion se refiere al uso no médico de una composicidon que contiene un agente para
promover la expresion de un gen clock y un gen de la acido hialurénico sintasa.

ANTECEDENTES

[0002] Casi todos los organismos vivos en la Tierra tienen internamente un "reloj biol6gico" que oscila de
forma auténoma con un ciclo de aproximadamente 24 horas. Se cree que el reloj biolégico causa una fluctuacion
circadiana biolégica denominada ritmo circadiano para controlar la fluctuacién circadiana de diversos fenémenos
(actividad) bioldgicos, incluido un ciclo de suefio-vigilia del organismo vivo, temperatura corporal, presién sanguinea,
secrecion hormonal, metabolismo y también actividad mental y fisica, y el hambre. La alteracién del ritmo circadiano
se ha sefialado recientemente como un factor de diversos sintomas mentales y fisicos o de aparicion de la
enfermedad, como un trastorno del suefio, una enfermedad de la piel, una enfermedad relacionada con el estilo de
vida y también un trastorno neuropsiquiatrico, incluida la depresion.

[0003] El reloj bioldgico esta controlado por un sistema generador de ritmo que incluye un conjunto de genes
denominado "gen clock”. En el caso de los mamiferos, se cree que el ciclo de retroalimentacién formado por la
promocién/supresion de la transcripcion de un gen que codifica cuatro proteinas centrales, CLOCK, BMAL, PERIOD
y CRYPTOCHROME, forma un nucleo del mecanismo molecular de clock, y si los genes que estan relacionados con
estos bucles del ndcleo no estan bien expresados, provocan diversas enfermedades, incluida la depresion y una
enfermedad relacionada con el estilo de vida (Bibliografia no de patente 1).

[0004] Existe un centro de control del ritmo circadiano (clock central) en un nlcleo supraquiasmatico del
hipotalamo. Sin embargo, ha quedado claro que el gen clock también se expresa en tejido periférico para formar el
ritmo circadiano en un sistema similar. El gen clock también se expresa en la piel, y de manera similar a otros
organos, el gen clock late un ritmo en sincronizacion con un centro de ritmo circadiano en el cerebro para mantener
la homeostasis (Bibliografia no de patente 2).

[0005] Por ejemplo, la atrofia de la piel o la supresién de la reproduccion del vello corporal se observa en un
animal al que se le ha suprimido BMALL, y si el gen clock no funciona satisfactoriamente, la salud de la piel se ve
afectada de forma negativa (Bibliografia no de patente 3).

[0006] El acido hialurénico es un tipo de glicosaminoglicano, y existe ampliamente en un cuerpo vivo, incluida
cualquier articulacion. El acido hialurénico también existe en la piel y esta relacionado con la humectacion y la
flexibilidad de la piel. Ademas, se informa que el acido hialurénico en la piel se metaboliza en el plazo de
aproximadamente un dia, y se informa que este rapido metabolismo contribuye a mantener una buena salud de la
piel mediante la eliminacion de sustancias peligrosas (Bibliografia no de patente 4).

[0007] Por ejemplo, la bibliografia de patentes 1 describe que un extracto de semilla de fresa promueve la
expresion de un gen de la acido hialurénico sintasa para tener una acciéon humectante y una accién embellecedora
de la piel.

Lista de citas

Bibliografia de patentes

[0008] Bibliografia de patentes 1: JP-A-2009-298765

Bibliografia no de patente

[0009]

Bibliografia no de patente 1: Akhilesh B. Reddy, John S. O'Neill, Healthy clocks, healthy body, healthy mind.
Tendencias Cell Biol. 2010 enero; pp. 20 (1): 36-44
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Bibliografia no de patente 2: Miki Tanioka, Molecular Clocks in Mouse Skin. Journal. Journal of Investigative
Dermatology (2009), p. 129, 1225-1231

Bibliografia no de patente 3: Roman V. Kondratov, Early aging and age-related pathologies in micedeficient in
BMAL1, the core component of the circadian clock. GENES & DEVELOPMENT (2006) 20:1868-1873

Bibliografia no de patente 4: Raija Tammi, Degradation of Newly Synthesized High Molecular Mass Hyaluronanin the
Epidermal and Dermal Compartments of Human Skin in Organ Culture. Invest. Dermatol. 97:126-130, 1991

El documento JP 2005 139094 (A) se refiere a una composicion de preparacion externa para la piel de tipo aceite en
agua que comprende el 5-15 % en masa de glicerina, el 0,5-10 % en masa de derivado de 6xido de alquileno
especifico, el 0,02-3 % en masa de alcohol batilico y el 0,02-3 % en masa de = 16C de alcohol alifatico saturado.

El documento JP 2005 220112 (A) se refiere a una composicion detergente liquida que contiene un éster de acido
graso de poliglicerol y un derivado de 6xido de alquileno.

El documento US 2003 180335 (A) se refiere a una composicion externa para el tratamiento de la piel que
comprende un derivado de 6xido de alquileno que tiene un efecto humectante, un efecto mejorador de la piel aspera,
un efecto mejorador de la adherencia y un efecto promotor de la absorcion transdérmica.

El documento JP-H-10182402 se refiere a un agente promotor utilizando un liquido de extracto de lavanda como
componente activo de un cosmético junto con componentes cosméticos convencionales para obtener el agente
promotor de la sintesis de acido hialurénico objetivo para prevenir el envejecimiento de la piel.

RESUMEN DE LA INVENCION
PROBLEMA TECNICO

[0010] Los presentes inventores han encontrado que un extracto vegetal especifico puede promover la
expresion de un gen clock y un gen de la acido hialurénico sintasa. Un objeto de la invencién en la presente solicitud
es proporcionar un agente para permitir de manera mas efectiva la potenciacion de la promocién de la expresion de
un gen clock y un gen de la acido hialurénico sintasa mediante dicho extracto vegetal, y un método para ello.

SOLUCION AL PROBLEMA

[0011] Los presentes inventores han encontrado que el aceite de lavanda y el aceite de eucalipto promueven
la expresion de un gen clock como Bmal y Period en relacién con un bucle central de control del ritmo circadiano y la
expresion de un gen de la acido hialurénico sintasa y que un extracto vegetal del mismo se combina con un derivado
de 6xido de alquileno, permitiendo asi la promocion de la expresién de los genes de manera mas efectiva, y de este
modo se ha completado la presente invencion.

[0012] Una composicién que contiene un agente promotor de la expresion para el gen clock o una
composicion que contiene un agente promotor de la expresion para el gen de la acido hialurénico sintasa de acuerdo
con el uso no médico de la presente invencién tiene caracteristicas que comprenden un tipo o dos tipos
seleccionados entre aceite de lavanda y aceite de eucalipto, y un derivado de 6xido de alquileno representado por la
férmula general (1):

R1O-[(AO)m(EO)n]-R? 0]

en la que, AO representa un grupo oxialquileno que tiene de 3 a 4 atomos de carbono; EO representa un grupo
oxietileno; m y n representan independientemente un nimero promedio de moles del grupo oxialquileno que tiene de
3 a 4 atomos de carbono afiadidos y el grupo oxietileno afiadido, respectivamente, y satisfacen las expresiones: 1 <
m <70y 1<n<70,enlas que una relacién del grupo oxietileno a un total del grupo oxialquileno y el grupo oxietileno
es del 20 al 80 % en masa. El grupo oxialquileno y el grupo oxietileno pueden afadirse en forma de bloque o de
forma aleatoria. R y R? pueden ser iguales o diferentes, y representan un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 4
atomos de carbono o un atomo de hidrégeno, en el que una relacién de nidmero de atomos de hidrégeno a nimero
de grupos hidrocarbonados en R! y R? es de 0,15 0 menos.

[0013] Ademas, un uso no médico de una composicién que contiene un agente para promover la expresion
del gen clock y/o de la acido hialurénico sintasa en la piel de acuerdo con la presente invencion tiene caracteristicas
de aplicar sobre la piel una composicién que contiene un tipo o dos tipos seleccionados entre aceite de lavanda y
aceite de eucalipto, y el derivado de 6xido de alquileno representado por la formula general (l).

[0014] El aceite de lavanda y eucalipto puede promover la expresion del gen clock como Bmal y Period y del

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 668 098 T3

gen de la acido hialurénico sintasa, y se combinan con el derivado de 6xido de alquileno especifico, lo que permite
mejorar significativamente un efecto en la promocidn de la expresion del gen.

EFECTOS VENTAJOSOS DE LA INVENCION

[0015] De acuerdo con la presente invencion, el aceite de lavanda y/o aceite de eucalipto que promueven la
expresion de un gen clock y un gen de la acido hialurénico sintasa se combinan con el derivado de 6xido de
alquileno especifico descrito anteriormente, permitiendo notablemente la mejora de la expresion del gen clock y la
acido hialurénico sintasa en la piel, regulando el ritmo circadiano de la piel para mantener una buena homeostasis y
aumentando simultaneamente la produccién de acido hialurénico que desempefia un papel importante en la
humectacion de la piel y la funcion de barrera para mejorar el estado de la piel, y asi permitir mantener un estado
saludable de la piel.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0016]

La Fig. 1 es un grafico que muestra la promocidn de la expresion del gen clock Bmall (A), el gen clock Periodl (B) y
el gen HAS2 de &acido hialurénico sintasa (C) mediante aceite de lavanda en un fibroblasto dérmico humano
cultivado.

La Fig. 2 es un grafico que muestra la promocion de la expresion del gen clock Bmall (A) y el gen HAS2 de acido
hialurénico sintasa (B) mediante aceite de eucalipto en un fibroblasto dérmico humano cultivado.

La Fig. 3 es un grafico que muestra un efecto de un derivado de 6xido de alquileno sobre la promocién de la
expresion del gen clock Bmall (A), el gen clock Periodl (B) y el gen HAS2 de éacido hialurénico sintasa (C) mediante
aceite de lavanda en un fibroblasto dérmico humano cultivado.

La Fig. 4 es un grafico que muestra un efecto de un derivado de éxido de alquileno sobre la promocién de la
expresion del gen clock Bmall (A) y el gen HAS2 de acido hialurdnico sintasa (B) mediante aceite de eucalipto en un
fibroblasto dérmico humano cultivado.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES

[0017] Una composicién que contiene un agente promotor de la expresién para un gen clock y una
composicion que contiene un agente promotor de la expresion para un gen de la acido hialurénico sintasa para su
uso no médico segun la presente invencion contiene aceite de lavanda y/o aceite de eucalipto como principio activo.
Ambos aceites esenciales estan disponibles en el mercado, y se describen brevemente a continuacion.

[0018] El aceite de lavanda es un aceite esencial obtenido mediante la destilacién al vapor de una flor
obtenida por la recolecciéon de lavanda (Lavandula officinalis) que es un arbusto enano que pertenece a las
Lamiaceae.

[0019] El aceite de eucalipto es un aceite esencial que se obtiene mediante la destilacion al vapor de hojas o
ramitas de eucalipto (por ejemplo, Eucalypus globulus), que es un arbol de hoja perenne que pertenece a las
Myrtaceae.

[0020] En la presente invencion, el aceite de lavanda y el aceite de eucalipto se pueden usar solos o en
combinacién de dos tipos.

[0021] Ademas, el agente promotor de la expresion para el gen clock segun el uso no médico de la presente
invencion contiene un derivado de 6xido de alquileno especifico representado por la férmula general (I) como
principio esencial.

[0022] En el derivado de 6xido de alquileno usado en la presente invencién, AO representa un grupo
oxialquileno que tiene de 3 a 4 atomos de carbono, y ejemplos especificos incluyen un grupo oxipropileno, un grupo
oxibutileno, un grupo oxiisobutileno, un grupo oxitrimetileno y un grupo oxitetrametileno. AO es preferiblemente un
grupo oxipropileno o un grupo oxibutileno.

[0023] Entonces, m representa un nimero promedio de moles de un grupo oxialquileno que tiene de 3 a 4

atomos de carbono afiadidos, y satisface una expresion: 1 < m < 70, y preferiblemente, 2 < m < 20. Entonces, n
representa un nimero promedio de moles de un grupo oxietileno afiadido, y satisface una expresion: 1 <n <70, y
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preferiblemente, 2 < n < 20. Cuando el nimero de moles del grupo oxialquileno que tiene de 3 a 4 atomos de
carbono o el grupo oxietileno supera los 70, tiende a aparecer una sensacién pegajosa.

[0024] Ademas, la relacién del oxietileno a un total del grupo oxialquileno que tiene de 3 a 4 atomos de
carbono y el grupo oxietileno es del 20 al 80 % en masa. Si la relacién del grupo oxietileno es inferior al 20 % en
masa, en el caso del uso como preparacion externa para la piel, la preparacion tiende a ser pobre en cuanto a la
sensacion de humedad, y si la relacion excede el 80 % en masa, la preparacion tiende a ser pobre en cuanto a la
sensacion suave.

[0025] No se especifica en particular un orden de adicién de 6xido de etileno y éxido de alquileno que tenga
de 3 a 4 atomos de carbono. Ademas, el grupo oxietileno y el grupo oxialquileno que tiene de 3 a 4 atomos de
carbono se pueden afiadir en forma de bloque o aleatoria, y la forma de bloque incluye no solo un bloque de dos
etapas sino también un bloque de tres etapas o mas etapas. Ademas, en comparacion con un material afiadido en
forma de bloque, el uso de un material afiadido en forma aleatoria da un producto que tiene una sensacion de uso
excelente adicional, particularmente cuando el producto se usa como preparacién externa para la piel y, por lo tanto,
se prefiere el material afiadido en la forma aleatoria.

[0026] R! y R? representan un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 4 atomos de carbono o un atomo de
hidrégeno, y ejemplos especificos de grupos hidrocarbonados incluyen un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo n-
propilo, un grupo isopropilo, un grupo n-propilo, un grupo sec-butilo y un grupo terc-butilo. R y R? son
preferiblemente un grupo metilo o un grupo etilo. Cuando se usa un grupo hidrocarbonado que tiene 5 0 mas atomos
de carbono, la hidrofilicidad disminuye, y cuando dicho producto se utiliza como preparacién externa para la piel,
disminuye la sensaciéon de humedad. R? y R? pueden ser iguales o diferentes.

[0027] Como R!y R?, para ambos se puede usar el mismo tipo, y se mezclan con un grupo hidrocarbonado
gue tiene de 1 a 4 atomos de carbono y un atomo de hidrégeno, o pueden mezclarse diferentes tipos de grupos
hidrocarbonados que tienen 1 a 4 atomos de carbono. Sin embargo, una relacion de existencia del grupo
hidrocarbonado y el &tomo de hidrégeno en el grupo hidrocarbonado de R! y R? preferiblemente es, en términos de
una relacién (Y/X) de nimero (Y) de atomos de hidrégeno al nimero (X) del grupo hidrocarbonado, de 0,15 o
menos, y aun mas preferiblemente, de 0,06 o0 menos. Cuando la relacién de Y/X supera el 0,15, tiende a aparecer
una sensacion pegajosa.

[0028] El derivado de 6xido de alquileno usado en la presente invencién no esta particularmente limitado, y
los ejemplos especificos incluyen POE (14) POP (7) dimetil éter, POE (10) POP (10) dimetil éter, POE (7) POP (12)
dimetil éter, POE (25) POP (25) dimetil éter, POE (27) POP (13) dimetil éter, POE (55) POP (28) dimetil éter, POE
(36) POP (41) dimetil éter, POE (14) POB (7) dimetil éter, POE (10) POP (10) dietil éter, POE (10) POP (10) dipropil
éter y POE (10) POP (10) dibutil éter (ademas, POE, POP y POB como se ha descrito anteriormente, son
abreviaturas de polioxietileno, polioxipropileno y polioxibutileno, respectivamente).

[0029] El derivado de 6xido de alquileno usado en la presente invenciéon se puede producir mediante un
método conocido publicamente. Por ejemplo, el derivado de 6xido de alquileno se puede obtener realizando
polimerizacion de adicién de oxido de etileno y un 6xido de alquileno que tiene de 3 a 4 atomos de carbono a un
compuesto que tiene un grupo hidroxilo, y a continuacion permitiendo que la reaccion de éter de haluro de alquilo en
presencia de un catalizador alcalino. Como alternativa, también se puede usar un articulo comercial.

[0030] El agente promotor de la expresion para el gen clock o el agente promotor de la expresion para el gen
de la acido hialurénico sintasa segun el uso no médico de la presente invencién puede contener cualquier otro
principio ademas del principio esencial, a menos que los efectos ventajosos de la invencién se vean afectados
negativamente.

[0031] Una relacién de composicion de aceite de lavanda o aceite de eucalipto (aceite esencial) con el
derivado de éxido de alquileno no esta particularmente limitada en la invencién en la presente solicitud, siempre que
puedan alcanzarse los efectos ventajosos de la invencidon en la presente solicitud, pero preferiblemente se
encuentra, en términos de relacion masica de aceite esencial:derivado de 6xido de alquileno, en el intervalo de
0,001:1 a 10:1, y atn mas preferiblemente, en el intervalo de 0,01:1 a 1:1. A dicha relacién de composicién se puede
obtener un mayor efecto en la promocién de la expresién de genes.

[0032] El agente promotor de la expresion para el gen clock o el agente promotor de la expresion para el gen
de la é&cido hialurénico sintasa de acuerdo con el uso no médico de la presente invencibn se combina
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preferiblemente en una preparacidon externa para la piel y se usa para ello, aunque no se limita a esto. Una
composicion preparada combinando aceite de lavanda y/o aceite de eucalipto que promueven la expresion del gen
clock y el acido hialurénico sintasa, y el derivado de 6xido de alquileno especifico se aplica sobre la piel, permitiendo
asi la regulacién del ritmo circadiano de la piel para promover el mantenimiento de la homeostasis, y al mismo
tiempo aumentar la produccion de acido hialurénico que desempefia un papel importante en la humectacion de la
piel y la funcién de barrera para permitir mantener un estado saludable de la piel.

[0033] En el caso de formar la composicion de los materiales en la preparacion externa para la piel, no esta
particularmente limitada la cantidad de compuesto de aceite de lavanda o aceite de eucalipto que es el principio
activo, siempre que se puedan demostrar los efectos ventajosos de la invencion en la presente solicitud, pero
normalmente se encuentra en el intervalo de 0,1 a 1000 ppm, y aun mas preferiblemente, en el intervalo de 10 a 500
ppm, basado en la masa total de la preparacién externa para la piel.

[0034] Ademas, en el caso de formar la composicién de los materiales en la preparacién externa para la piel,
no esta particularmente limitada la cantidad de composicion del derivado de 6xido de alquileno en la misma, siempre
gue puedan demostrarse los efectos ventajosos de la invencion en la presente solicitud, pero preferiblemente se
encuentra en el intervalo del 0,001 al 60 % en masa, y ain mas preferiblemente, en el intervalo del 0,01 al 10 % en
masa, basado en la masa total. Si la cantidad es menor al 0,001 % en masa, ocasionalmente no se puede demostrar
ningun efecto, y si la composicion se hace superior al 60 % en masa, ocasionalmente se puede producir una
sensacion pegajosa.

[0035] En el caso de formar la composicion de los materiales en la preparacion externa para la piel, de
acuerdo con una forma de dosificacion (por ejemplo, un agente liquido, un agente en polvo, un agente granular, un
agente en aerosol, un agente sélido, un agente gelificante, un agente de parche o un supositorio), o una forma de
producto (por ejemplo, un material cosmético), la preparacion puede contener cualquier principio contenido
ordinariamente en dicha preparacion externa para la piel, junto con el agente promotor de la expresion para el gen
clock o el agente promotor de la expresién para el gen de la acido hialurénico sintasa de acuerdo con la presente
invencién. La preparacion externa para la piel se describe bajo un concepto que abarca la composicién en general
para su aplicacion sobre la piel (incluyendo también el cuero cabelludo, el cabello y las ufias) y ejemplos especificos
incluyen un material cosmético como material cosmético basico, un material cosmético de maquillaje, un material
cosmeético para el cabello, una preparacion para la limpieza de la piel o el cabello. La forma de dosificacion tampoco
esta particularmente limitada, y los ejemplos especificos incluyen cualquier forma tal como una base de solucién
acuosa, una base de solubilizacién, una base de emulsidn, una base oleosa, una base de gel, una base de pasta y
una base de pomada, una base de aerosol, una base de dos fases de agua y aceite y una base trifasica de agua y
aceite en polvo. Cuando la preparacion externa para la piel es un material cosmético, los ejemplos especificos
incluyen perfume, agua de bafio, agua de colonia, crema, lociones lechosas, locion para la piel, bases, polvos
faciales, un lapiz labial, jabén, champUs y enjuagues, un champu para el cuerpo, un enjuague corporal, polvos
corporales y agentes de bafio.

[0036] Ademas, se describen ejemplos de modos de funcionamiento de acuerdo con la presente invencion,
pero la presente invencion no se limita a los mismos, y el producto puede usarse de cualquier modo, siempre que se
puedan lograr los efectos ventajosos de la invencion.

[0037] La aplicacién especifica de la composicion que contiene el agente promotor de la expresion para el
gen clock o el agente promotor de la expresion para el gen de la acido hialurénico sintasa de acuerdo con la
presente invencion es util para la moderacion del ritmo circadiano en la piel y/o la promocion de la produccién del
acido hialurénico en la misma, y las composiciones se usan en la mejora de la humectacion o flexibilidad de la piel,
la prevencién o mejora de la piel arrugada, y la prevencién, mejora o terapia de diversos sintomas de la piel tales
como piel aspera.

[0038] En la presente invencién, el gen clock no esta limitado, y ejemplos especificos incluyen Bmal (Bmall,
Bmal2), Period (Periodl, Period2, Period3), Clock, Cryptochrome, proteina de unién a D del sitio de la albumina
(Dbp), E4BP4, Npas2 y Reverb, sobre todo, con Bmal, Period, Clock y/o Cryptochrome que son un gen del nicleo
del reloj bioldgico, y particularmente, Bmal y/o Period.

EJEMPLOS

[0039] La presente invencion se describe especificamente a continuacion a modo de ejemplos, pero la
presente invencién no se limita a los ejemplos que se describen a continuacion. Como célula de cultivo utilizada para
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la evaluacion, pueden usarse diversas células, tales como un fibroblasto dérmico, una célula epitelial, una célula
endotelial, una célula de pigmento, una célula de grasa y una célula nerviosa, pero en los presentes ejemplos, se
llevé a cabo una evaluacién utilizando un fibroblasto dérmico humano. El sistema central de un gen clock es comun
en todas las especies de organismos y especies celulares, y por lo tanto los resultados de la evaluacion en el
fibroblasto dérmico humano se considera que se pueden reflejar en otras especies de organismos y especies
celulares.

[0040] Ademas, como gen clock, se midié la cantidad de expresion de un gen Bmal (tipificado por Bmall) o
un gen Period (tipificado por Period1) en conexién con el sistema central. Como gen de la acido hialurénico sintasa,
se midio la cantidad de expresion del gen 2 de acido hialurénico sintasa (HAS2). Aunque no se muestran datos,
cuando se uso cortisol o forskolina como agente médico para la estimulacion en un sistema de fibroblastos dérmicos
humanos cultivados, se confirmé que Bmall y HAS2 latieron a un ritmo circadiano que presenta una cantidad de
expresion maxima después de aproximadamente 16 horas de estimulacion por el agente médico, y se confirmé que
Periodl lati6 a dicho ritmo circadiano después de 2 horas a partir del mismo. En los experimentos descritos a
continuacion, se uso6 una cantidad de expresion génica después de 16 horas o 2 horas desde la estimulacién como
indice, respectivamente, y se evalu6 el efecto sobre la promocion de la expresion del gen Bmal, el gen Period y el
gen HAS2 como sustancia de prueba.

Evaluacién del efecto sobre la promocion de la expresién del gen clock y del gen de la &cido hialurénico sintasa
mediante aceite de lavanda y aceite de eucalipto

[0041] Como fibroblastos dérmicos humanos cultivados, se adquirid un fibroblasto dérmico humano normal
disponible en el mercado derivado de piel adulta (Cell Application, Inc), y se us6 para un experimento. La siembra se
realizé en un medio de cultivo DMEM preparado mediante la adicion del 10 % de SFB, HEPES 20 mM, Glutamax y
un agente antibacteriano, y el cultivo se realiz6 a 37°C bajo el 5% de CO2. El sexto dia de cultivo, se realizé un
intercambio a un medio de cultivo de prueba que contenia aceite de lavanda (0, 10, 25 o 50 ppm) o aceite de
eucalipto (0, 25, 50 o 100 ppm) a cada concentracion, el tiempo inmediatamente posterior al intercambio se tomé
como 0 horas, y se tomd una muestra de células después de 2 horas y 16 horas. A partir de la célula tomada, se
extrajo ARN utilizando un kit de extraccion de ARN disponible en el mercado, y se midié la cantidad de expresion de
un gen clock (Periodl, Bmall) y un gen de la &cido hialurénico sintasa (HAS2) usando un cebador de PCR
disponible en el mercado (Perfect Real Time Primer, TAKARA BIO INC.) de acuerdo con un método de RT-PCR. De
manera similar, se cuantifico la cantidad de expresion de RPLPO que es un gen constitutivo, y se us6 como patrén
interno para calcular la cantidad de expresion relativa de un gen objetivo a una cantidad de expresion de RPLPO. El
valor obtenido se sometié a una prueba de comparacién multiple de Dunnett, y se consider6 que el valor que tenia
una diferencia significativa en un nivel de significancia del 5 % en un lado en comparacién con un control (sin adicion
de aceite esencial) era efectivo.

[0042] La fig. 1 (A-C) muestra los resultados usando el aceite de lavanda, y la Fig. 2 (A, B) muestra los
resultados usando el aceite de eucalipto. Los resultados después de 16 horas desde la estimulacion se muestran
para Bmall y HAS2, y los resultados después de 2 horas de la estimulacion se muestran para Period 1,
respectivamente. En las Figuras, la diferencia significativa se muestra con un simbolo * (P < 0,05) y un simbolo ** (P
<0,01).

[0043] La fig. 1 muestra que el aceite de lavanda mejora significativamente la expresion de Bmall, Periodl y
HAS2, y la Fig. 2 muestra que el aceite de eucalipto también mejora la expresion de Bmall y HAS2, y se muestra
que dicho aceite esencial permite la promocién de la expresiéon de un gen clock y un gen de la acido hialurénico
sintasa.

Evaluacién del efecto del derivado de éxido de alquileno sobre la promocién de la expresiéon del gen clock y de la
acido hialurénico sintasa mediante aceite de lavanda y aceite de eucalipto

[0044] Se evalué un efecto sobre la promocion de la expresion de un gen clock y un gen de la acido
hialurénico sintasa mediante la combinacion de un derivado de éxido de alquileno junto con aceite de lavanda o
aceite de eucalipto. Ademas, como derivado de 6xido de alquileno, se usé polioxietileno (14 mol) polioxipropileno (7
mol) dimetil éter (polimero aleatorio).

[0045] De manera similar a la descrita anteriormente, se sembré un fibroblasto dérmico humano normal

derivado de piel adulta (Cell Application, Inc), y el 6° dia de cultivo, se realiz6 el intercambio a un medio de cultivo de
prueba que contenia derivado de 6xido de alquileno (0 a 0,1 %) en una concentracion predeterminada, y aceite de
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lavanda (0, 10, 25 o 50 ppm) o aceite de eucalipto (0, 25, 50 o 100 ppm) a cada concentracion, el tiempo
inmediatamente después del intercambio se tomo6 como 0 horas, y se tomd una muestra de una célula después de 2
horas y 16 horas. De una manera similar a la descrita anteriormente, se extrajo el ARN de la célula tomada usando
un kit de extraccion de ARN disponible en el mercado, y se midi6 una cantidad de expresidon génica de Bmall,
Periodl, HAS2 y RPLPO, que es un gen constitutivo, usando un cebador de PCR disponible en el mercado (Perfect
Real Time Primer, TAKARA BIO INC.) de acuerdo con un método de RT-PCR para calcular la cantidad de expresion
relativa de un gen objetivo a una cantidad de expresién de RPLPO. El valor obtenido se sometié a una prueba de
comparacién mdltiple de Dunnett, y se consider6 que un valor con una diferencia significativa en un nivel de
significancia del 5 % en un lado en comparacién con un control (sin adicion de derivado de 6xido de alquileno para el
aceite esencial a cada concentracion) era eficaz.

[0046] La fig. 3 (A-C) muestra los resultados usando el aceite de lavanda, y la Fig. 4 (A, B) muestra los
resultados usando el aceite de eucalipto. Los resultados después de 16 horas desde la estimulacién se muestran
para Bmall y HAS2, y los resultados después de 2 horas de la estimulacion se muestran para Period 1,
respectivamente. En las Figuras, una diferencia significativa se muestra con un simbolo * (P < 0,05) y un simbolo **
(P <0,01).

[0047] La fig. 3 (A a C) muestra que la expresion de Bmall, Periodl y HAS2 mejora significativamente al
combinar el derivado de 6xido de alquileno con aceite de lavanda en comparacién con un caso de aceite de lavanda
solo (derivado de éxido de alquileno: 0 %). Ademas, la fig. 4 (A) muestra que la expresion de Bmall se potencia
significativamente mezclando el derivado de 6xido de alquileno junto con aceite de eucalipto en comparacién con un
caso de aceite de eucalipto solo (derivado de éxido de alquileno: 0 %).

[0048] Los resultados descritos anteriormente muestran que el derivado de 6xido de alquileno se combina
con aceite de lavanda o aceite de eucalipto, permitiendo la promocién de la expresion del gen clock y el gen de la
acido hialurénico sintasa de manera mas efectiva para moderar el ritmo circadiano de la piel y al mismo tiempo
mejorar la produccion de acido hialurénico en la piel para permitir la mejora o la potenciacion de la funcion de la piel.

(Ejemplo de formulacion)

[0049] A continuacion se muestran ejemplos de formulacion para un agente promotor de la expresién para un
gen clock o un agente promotor de la expresion para un gen de la acido hialurénico sintasa de acuerdo con la
presente invencion.

Ejemplo de formulacién 1 Masa (%)
Aceite de eucalipto 0,1
CH30(EO)10(PO)10(EO)10CHz 1,0

Ejemplo de formulacién 2 Masa (%)
Aceite de lavanda 0,4
CH3O(EO)14(PO)7CHs 1,0
Ejemplo de formulacién 3 Masa (%)
Aceite de lavanda 1,0
CH3O[(EO)20/(PO)10]CHs 20,0
Ejemplo de formulacién 4 Masa (%)
Aceite de eucalipto 0,2
Aceite de lavanda 0,5
CH3O(EO)14(PO)7CHs 10,0
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(Ejemplo de composicién)

[0050] Los ejemplos de compuestos se muestran a continuacion como ejemplos de aplicacion para un agente
promotor de la expresion para un gen clock o un agente promotor de la expresion para un gen de la acido
hialurénico sintasa de acuerdo con la presente invencién. Todas las cantidades de capitalizacion se muestran en
términos de % en masa en funcién de la cantidad total de un producto.

Locién para la piel % en
masa

(1) Glicerina 2,0

(2) Dipropilen glicol 2,0

(3) Polietilen glicol-60 aceite de ricino hidrogenado 0,3

(4) Xilitol 3

(5) Acido ascérbico 0,005

(6) Edetato trisddico 0,1

(7) Colorante 0,1

(8) Agente promotor de la expresion para un gen de acuerdo con la presente invencion (Ejemplo de 0,5
formulacion 1)

(9) Agua purificada Resto
Locién lechosa % en
masa
(1) Alcohol etilico 10,0
(2) Glicerina 3,0
(3) Butilen glicol 2,0
(4) Polietilen glicol 3,0
(5) Polimero de carboxivinilo 0,1
(6) Copolimero de acido acrilico/alquil acrilato 0,1
(7) Hidroxido de potasio 0,1
(8) Ciclometicona 4,0
(9) Escualeno 2,0
(10) Polietileno esférico 2,0
(11) Mentol 0,5
(12) Agente médico 0,1
(13) Parabeno 0,1
(14) Edetato trisédico 0,1
(15) Pigmento 0,1

(16) Agente promotor de la expresion para un gen de acuerdo con la presente invencion (Ejemplo de

formulacion 2) 1.0
(17) Agua purificada Resto
Crema % en
masa
(1) Glicerina 10,0
(2) Butilen glicol 5,0
(3) Carbémero 0,1
(4) Hidroxido de potasio 0,2
(5) Acido estearico 2,0
(6) Estearato de glicerilo 2,0
(7) Isoestearato de glicerilo 2,0
(8) Vaselina 5,0
(9) Conservante 0,1
(10) Antioxidante 0,1
(11) Agente promotor de la expresion para un gen de acuerdo con la presente invenciéon (Ejemplo de 10
formulacion 3) '
(12) Agente quelante 1,0
(13) Pigmento 0,01
(14) Alcohol estearilico 2,0
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(15) Alcohol behenilico 2,0
(16) Aceite de naranja 0,01
(17) Aceite de semilla de palma hidrogenado 2,0
(18) Escualeno 10,0
(19) Sal de potasio del &cido 4-metoxiesalicilico 3,0
(20) Agua purificada Resto
Crema % en
masa
(1) Glicerina 3,0
(2) Dipropilen glicol 7,0
(3) Polietilen glicol 3,0
(4) Estearato de glicerilo 3,0
(5) Isoestearato de glicerilo 2,0
(6) Alcohol estearilico 2,0
(7) Alcohol behenilico 2,0
(8) Parafina liquida 7,0
(9) Ciclometicona 3,0
(10) Dimeticona 1,0
(11) Metoxicinamato de octilo 0,1
(12) Hialuronato sddico 0,05
(13) Conservante 0,1
(14) Antioxidante 0,1

(15) Agente promotor de la expresion para un gen de acuerdo con la presente invenciéon (Ejemplo de 0,4
formulacion 4)

(16) Agente quelante 1,0

(17) Pigmento 0,01

(18) Agua purificada Resto

Gel % en
masa

(1) Alcohol etilico 10,0

(2) Glicerina 5,0

(3) Butilen glicol 5,0

(4) Carbémero 0,5

(5) Aminometil propanol 0,3

(6) Polietilen glicol-60 aceite de ricino hidrogenado 0,3

(7) Mentol 0,02

(8) Aceite de naranja 0,05

(9) Conservante 0,05

(10) Agente quelante 1,0

(11) Agente promotor de la expresion para un gen de acuerdo con la presente invencion (Ejemplo de 10

formulacion 2) !

(12) Agua purificada Resto

Gel para masaje % en
masa

(1) Eritritol 2,0

(2) Cafeina 5,0

(3) Extracto de corteza de Phellodendron amurense 3,0

(4) Glicerina 50,0

(5) Polimero de carboxivinilo 0,4

(6) Polietilen glicol 400 30,0

(7) Edetato trisédico 0,1

(8) Copolimero de polioxileno (10) metilpolisiloxano 2,0

(9) Escualeno 1,0

(10) Hidroxido de potasio 0,15

(11) Agente promotor de la expresion para un gen de acuerdo con la presente invencion (Ejemplo de

formulacion 1) 1.0
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(12) Agua purificada Resto

Crema para masaje % en masa

(1) Parafina sélida 5,0

(2) Cera de abeja 10,0

(3) Vaselina 15,0

(4) Parafina liquida 41,0

(5) 1,3-butilen glicol 4,0

(6) Monostearato de glicerilo 2,0

(7) Monolaurato de POE (20) sorbitan 2,0

(8) Borax 0,2

(9) Cafeina 2,0

(10) Conservante Seguln se
necesite

(11) Antioxidante Segun se
necesite

(12) Agente promotor de la expresion para un gen de acuerdo con la presente invencién (Ejemplo 1,0
de formulacién 2)
(13) Agua purificada Resto

[0051] Los productos segun los ejemplos de composicién se aplican sobre la piel mediante un modo de
funcionamiento tipico de cada forma de producto para permitir la promocion de la expresion del gen clock y el gen de
la &cido hialurénico sintasa para moderar el ritmo circadiano de la piel y mejorar la produccién de acido hialurénico
en la piel para permitir una mejora en el estado de la piel y mantener un estado saludable de la piel.
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REIVINDICACIONES

1. Uso no médico de una composicién que contiene un tipo o dos tipos seleccionados entre aceite de
lavanda y aceite de eucalipto, y un derivado de 6xido de alquileno representado por la formula general (1):

RO-[(AO)m(EO)n]-R? ()

en la que, AO representa un grupo oxialquileno que tiene de 3 a 4 atomos de carbono; EO representa un grupo
oxietileno; m y n representan independientemente un nimero promedio de moles del grupo oxialquileno que tiene de
3 a 4 atomos de carbono afiadidos y el grupo oxietileno afiadido, respectivamente, y satisfacen las expresiones: 1 <
m<70y1=<n=<70,enlas que una relacion del grupo oxietileno a un total del grupo oxialquileno y el grupo oxietileno
es del 20 al 80 % en masa: el grupo oxialquileno y el grupo oxietileno pueden afiadirse en forma de bloque o de
forma aleatoria: y R y R? pueden ser iguales o diferentes, y representan un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 4
atomos de carbono o un a&tomo de hidrégeno, en el que la relaciéon de numero de atomos de hidrégeno a nimero de
grupos hidrocarbonados de R! y R? es de 0,15 o menos, como agente promotor de la expresion para un gen clock
en la piel para mejorar la humectacion o flexibilidad de la piel, la prevencién o mejora de la piel arrugada, y la
prevencion o mejora de la piel aspera.

2. El uso no médico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el gen clock es Bmal y/o Period.

3. Uso no médico de una composicién que contiene un tipo o dos tipos seleccionados entre aceite de
lavanda y aceite de eucalipto, y un derivado de 6xido de alquileno representado por la formula general (1):

R1O-[(AO)m(EO)n]-R? ()

en la que, AO representa un grupo oxialquileno que tiene de 3 a 4 atomos de carbono; EO representa un grupo
oxietileno;

m y n representan independientemente un niumero promedio de moles del grupo oxialquileno que tiene de 3 a 4
atomos de carbono afadidos y el grupo oxietileno afiadido, respectivamente, y satisfacen las expresiones: 1 <m <
70y 1<n <70, enlas que una relacion del grupo oxietileno a un total del grupo oxialquileno y el grupo oxietileno es
del 20 al 80 % en masa: el grupo oxialquileno y el grupo oxietileno pueden afadirse en forma de bloque o de forma
aleatoria: y R y R? pueden ser iguales o diferentes, y representan un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 4
atomos de carbono o un atomo de hidrégeno, en el que una relacién de nimero de atomos de hidrégeno a niumero
de grupos hidrocarbonados de R! y R? es de 0,15 0 menos, como agente promotor de la expresién para un gen de la
acido hialurénico sintasa en la piel para mejorar la humectacién o flexibilidad de la piel, la prevenciéon o mejora de la
piel arrugada, y la prevencion o mejora de la piel aspera.
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EN LA PROMOCION DE LA EXPRESION DE Bmal1
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