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DESCRIPCION
Uso de acido cicorico y bacteria lactica en suplemento alimenticio para aclarar y/o blanquear el tono de la piel

La presente invencion se refiere generalmente al campo de los suplementos alimenticios para fin cosmético. Mas
especificamente, la presente invencion tiene el objetivo de proporcionar el uso de un ingrediente que contiene acido
cicorico y/o derivados y un microorganismo y/o una enzima capaz de hidrolizar acido cicorico y/o derivados del
mismo para generar acido tartarico y/o acido cafeico, para aclarar y/o blanquear el tono de la piel. En particular, la
presente invencién tiene como objetivo mejorar el tono de la piel, asi como proporcionar un agente de aclarado o
blanqueamiento de la piel.

Antecedentes de la invencion

El color de la piel se determina principalmente por la cantidad y el tipo de melanina, un pigmento marrén presente en
la piel. Cantidades menores de melanina dan como resultado color de piel mas claro, mientras que cantidades
mayores dan como resultado color de piel mas oscuro. Por tanto, la hiperpigmentacion en la piel es causada por la
expresion en exceso o acumulaciéon de melanina en la piel. Como resultado, la via implicada en la produccion de
melanina ha sido la diana de muchos inhibidores para reducir los niveles producidos. Una de las principales enzimas
implicadas en la via de melanina es la tirosinasa.

La sintesis de melanina es un proceso bajo control hormonal, que incluye la hormona estimuladora de melanocitos
(MSH) y los péptidos de hormona adrenocorticotrépica (ACTH) que se producen a partir de la proopiomelanocortina
precursora. Se simula por los dafios del ADN que son causados también por radiaciones UVB.

Entonces, la exposicién al sol con el tiempo puede inducir muchas reacciones bioquimicas en la piel, que conducen,
por ejemplo, a quemadura solar y bronceado. Otras consecuencias de la exposicion al sol se acumulan con el
tiempo. Estos cambios pueden dar como resultado el desarrollo de manchas de la edad y crear un tono de piel
desigual y manchado. Desafortunadamente, muchos de los productos comercialmente disponibles en el mercado
actual son o bien solo marginalmente eficaces, o contienen agentes activos que son inestables y pierden su potencia
cuando se incorporan en una férmula final.

Es altamente deseada en la sociedad actual la capacidad para modificar la expresion del contenido de pigmentos en
la piel, para promover un tono de la piel uniforme o un tono de la piel mas claro. Muchas personas desean modificar
su tono de la piel para reducir las manchas de la edad, etc., 0 por razones puramente cosméticas.

Como resultado, los esfuerzos para desarrollar composiciones eficaces se han centrado en agentes que inhiben la
actividad de tirosinasa. Por ejemplo, se han propuesto una variedad de inhibidores de tirosinasa, tales como
hidroquinona, vitamina C, cisteina, acido kéjico, arbutina y glutation, entre otros, en composiciones tépicas. Por
tanto, se ha sugerido que una variedad de composiciones dermatoloégicas mejora la apariencia de trastornos de la
pigmentacion tales como los observados en melasma, pecas, vitiligo, piebaldismo, fenilcetonuria y similares, y/o para
fines cosméticos.

Por tanto, se ha expandido ampliamente el uso de composiciones de blanqueamiento de la piel. Sin embargo, o bien
destruyen la melanina o bien inhiben su formaciéon. Muchas de estas contienen productos quimicos agresivos tales
como peréxidos, acidos o formaldehido, o materiales tiolados. Las terapias menos rigurosas tienen otras
desventajas.

Se han sugerido retinoide topico y corticosteroides topicos como agentes de hipopigmentacién, como el tratamiento
con laser y exfoliaciones quimicas, pero estos no proporcionan las respuestas deseadas.

Otras composiciones sugirieron el uso de materiales naturales en la piel, que en algunos casos se han usado
durante siglos en Asia o Europa para blanquear la piel y areas de la piel, o potenciar la apariencia de la piel clara.
Estos incluyen el uso de limén, naranja, pepino, ginkgo, algarroba, rosa mosqueta, hierba de geranio, canela,
mejorana dulce, romero, etc.

Para combatir los trastornos relacionados con el pigmento anormal o para aclarar el tono de la piel se han propuesto
diversos compuestos que, cuando se aplican por via tépica a la piel, son capaces de reducir la actividad de
tirosinasa y, por consiguiente, limitar la produccién de melanina. Desafortunadamente, los tratamientos actualmente
disponibles no son completamente satisfactorios, en particular en términos de los efectos secundarios que
frecuentemente se asocian a los mismos, tales como efectos secundarios irritantes con ciertos agentes topicos.

Asi, seria altamente deseable tener preparaciones alternativas que no tuvieran los inconvenientes de aquellas
descritas en el estado de la técnica. En particular, seria altamente deseable desarrollar composiciones cosméticas
nutricionales para administrar por via oral que tuvieran estabilidad mejorada y eficacia para promover un tono de la
piel uniforme o para aclarar el tono de la piel.

El objeto de la presente invencion es satisfacer estas necesidades.
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Sumario

Los presentes inventores pudieron alcanzar el objetivo de aclarar y/o blanquear el tono de la piel proporcionando una
composicion de suplemento alimenticio que comprende al menos un ingrediente que contiene acido cicérico y/o
derivados del mismo, y una bacteria lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar acido cicérico y/o derivados del
mismo para generar acido tartarico y/o cafeico.

Asi, segin un primer objetivo, la presente invencion se refiere a un uso cosmético de una cantidad eficaz de al
menos un ingrediente que contiene acido cicérico o derivados del mismo, en combinacién con una bacteria acido
lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar acido cicorico para generar acido tartarico o cafeico en un suplemento
alimenticio oral, teniendo dichos derivados de &cido cicorico la férmula:

R0
! COHO
P 0 =
R,0 j/J\o
O COH

OR
OR

3

en donde Ri, Rz, R3 y/o R4 son idénticos o se diferencian entre si y se seleccionan del grupo que consiste en: H,
CHgs, alquilo C1-C3, arilo, acilo C;-C3, aminoacidos, monosacaridos, disacaridos u oligosacaridos; para aclarar y/o
blanquear el tono de la piel.

La presente invencion también se refiere a un método cosmético de aclarado y/o blanqueamiento del tono de la piel,
que comprende al menos una etapa de administrar, a un individuo, una cantidad eficaz de al menos un ingrediente
gue contiene &cido cicdrico o derivados del mismo, en combinacidon con una bacteria acido lactica y/o una enzima
capaz de hidrolizar acido cicérico para generar acido tartarico o cafeico en un suplemento alimenticio, teniendo
dichos derivados de &cido cicorico la formula:

R,0
! CO,HO
= 0 £
R,O 0
O COMH

OR,
OR

3
en donde Ri, Rz, R3 y/o R4 son idénticos o se diferencian entre si y se seleccionan del grupo que consiste en: H,
CHes, alquilo C1-Cs3, arilo, acilo C;-C3, aminoacidos, monosacaridos, disacaridos u oligosacaridos.

El presente documento describe ademas un uso cosmético de al menos un ingrediente que contiene acido cicorico
y/o derivados y una bacteria lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar acido cicorico y/o derivados del mismo para
generar acido tartarico y/o cafeico, para tratar y/o prevenir trastornos de la pigmentacion de la piel. Dichos trastornos
de la piel son en particular los debidos a la edad o a factores ambientales (por ejemplo, UV), tales como manchas de
la edad. También pueden ser trastornos de la piel que se observan en melasma, pecas, vitiligo, piebaldismo,
fenilcetonuria, y similares.

Los presentes inventores han descubierto que el ingrediente que contiene acido cicérico tratado con una bacteria
lactica suprime eficazmente la formacién de melanina, melanogénesis, a pesar del hecho de que los extractos
muestren poca o ninguna inhibiciéon de la actividad de tirosinasa. Este resultado es sorprendente e inesperado
considerando el papel fundamental de la tirosinasa en la melanogénesis y el enfoque de los esfuerzos de desarrollo
en la técnica para inhibir esta enzima.

Con el fin de la presente invencion, el término "piel" pretende significar la piel del rostro o del cuerpo.

Con el fin de la presente invencién, el término "cantidad eficaz" pretende significar una cantidad suficiente para
obtener el efecto esperado.

Con el fin de la presente invencién, el término "prevenir" pretende significar el hecho de reducir el riesgo de que
ocurra la manifestacion del trastorno en consideracion.

El presente documento describe ademas el uso cosmético del ingrediente anteriormente mencionado, como un
agente activo para tratar y/o composicion para prevenir las imperfecciones de la piel, en particular para mejorar el
tono de la piel o la complexién de la piel.
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El presente documento describe ademas el uso cosmético del ingrediente anteriormente mencionado, como un
agente activo para tratar y/o prevenir las imperfecciones del pigmento de la piel. Como resultado, la complexion se
vuelve mas brillante y mas homogénea, sin areas de discromia o de sequedad.

Los presentes inventores también han descubierto que el ingrediente segun la invencion mejora ademas la funcion
de hidratacion y/o de barrera de la piel.

Un uso segun la presente invenciéon también puede comprender el uso de al menos un ingrediente que contiene
acido cicérico y/o derivados y una bacteria lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar acido cicérico para generar
acido tartarico y/o cafeico, en combinacién con una cantidad eficaz de al menos un agente activo para mejorar aun
mas la hidratacién de la piel o el envejecimiento de la piel, en particular como se describe en lo sucesivo.

El presente documento describe ademas un método, en particular un método cosmético, de tratamiento y/o
prevencion de las imperfecciones del tono de la piel y los trastornos asociados a la hiperpigmentacioén, en particular
trastornos estéticos, en un individuo, que comprende al menos una etapa de administrar, a dicho individuo, al menos
un ingrediente que contiene acido cicorico y/o derivados y una bacteria lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar
acido cicorico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o cafeico.

Las composiciones adecuadas para la presente invencién son administrables por via oral. Esto tiene la ventaja de
que acttan globalmente en toda la piel, en sus capas profundas (dermis, hipodermis), por medio de un modo de
administracion rapido y relativamente no restrictivo. Especificamente, los metabolitos y otros nutrientes activos son
en particular distribuidos dentro de la matriz dérmica por medio de la circulaciéon sanguinea. La administracion por
via oral también tiene la ventaja de un modo de administracion rapido y relativamente no restrictivo.

Descripcion detallada

Ingrediente gue contiene acido cicérico v o derivad 0s
HC
CO,HO
O
O COH
y derivados de &cido cicérico, en el sentido de la invencidn, son
RO
QHO
O =
R,O = 0
C COMH
OR,

en donde Ri, Rz, Rz y/o R4 pueden ser idénticos o se pueden diferenciar entre si, y se seleccionan del grupo que
consiste en H; CHs; alquilo C1-Cs; arilo, tal como fenilo, bencilo, tolilo, o-xililalquilo; acilo C1-C3; aminoacidos; mono-,
di- u oligosacaridos. Los oligosacaridos contienen entre dos y nueve unidades de monosacarido. Ri, Rz, R3 y Ry
pueden ser idénticos y/o se pueden diferenciar entre si.

El &cido cicérico es

OH
OH

OR

4

Un derivado tipico de acido cicorico es, por ejemplo, el siguiente compuesto:

MeQO
COHQ
O
MeO Z \{)\ 0 =
@] COH

OMe
OMe
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El ingrediente que contiene acido cicérico y/o derivados del mismo puede ser cualquier ingrediente que contenga
acido cicorico y/o derivados del mismo, ya sea naturalmente o en gorma afiadida, pero preferentemente es un
alimento natural tal como lechuga, endivia, diente de ledn, uva, orujo de uva; o combinaciones o extractos de los
mismos.

En una realizacion, el material de planta se afiade a la composicidon cosmética oral en forma de un extracto, tal como
un extracto de endivia. El extracto de endivia se puede preparar a partir de cualquier parte adecuada del material de
planta, incluyendo, por ejemplo, la raiz, la pulpa, similares o combinacién de los mismos.

Los extractos de endivia adecuados con el fin de la presente invencion también son extractos que estan
comercialmente disponibles, tales como, por ejemplo, Leroux MS55 (comercialmente disponible de Leroux SAS,
Francia).

En una realizacién preferida particular de la presente invencion, los extractos de endivia adecuados se pueden
preparar por cualquier medio que se conozca en la técnica, por ejemplo, por extraccion con vapor de agua,
extraccion con disolvente, destilacién, compresioén o trituracién. En particular, el extracto es obtenible por extraccion
con un disolvente de material de planta de endivia, por una extraccién con agua o una extraccién con alcohol/agua,
por ejemplo, por una extracciéon con etanol/agua o extraccion con metanol/agua. El extracto se puede usar en forma
liquida (por ejemplo, Leroux MS55, Leroux MS70) o forma de polvo (por ejemplo, Leroux Sol B).

Para facilitar la manipulacién, el material de planta esta preferentemente en una forma secada y triturada o en polvo.
Como se describen a continuacion, los procesos utilizan endivia secada endivia y/o extractos de la misma. Sin
embargo, se debe entender que se puede usar cualquier material de planta adecuado en cualquier forma adecuada
y afiadir al producto segun la presente invencion.

El extracto se procesa de forma que se pueda potenciar su sabor. Por ejemplo, se pueden retirar sabores amargos
gue estan normalmente asociados con materiales de planta, tales como la endivia, por procesamiento de la planta
en un extracto. El extracto también se puede preparar de forma que la cantidad de agente bioactivo en el producto
del extracto final se pueda controlar deseablemente.

Se debe apreciar que el material de planta se puede procesar para formar un extracto en una variedad de maneras
diferentes y adecuadas. En general, el material de planta, tal como la raiz de la endivia, estd molido, en polvo o se
proporciona en cualquier forma adecuada. El material de planta se puede procesar entonces adicionalmente en
varias etapas diferentes para producir el extracto del producto. En una realizacion, se realiza un procedimiento de
desgrasado en el material de planta para producir un extracto que resulta de grasas eliminadas del material de
planta. El procedimiento de desgrasado se puede realizar en cualquier condicion adecuada del proceso de
desgrasado con cualquier cantidad y tipo adecuado de disolventes que incluyen, por ejemplo, hexano.

En una realizacién, el extracto resultante del procedimiento de desgrasado se puede procesar adicionalmente
mediante hidrélisis acida para producir otro tipo de extracto de la planta que se puede afiadir a la composicién
nutricional de la presente invencion. El procedimiento de hidrélisis acida se puede realizar en cualquier condicién
adecuada del proceso con cualquier cantidad y tipo adecuado de disolventes, que incluyen, por ejemplo, acetato de
etilo.

En una realizacion, el extracto del procedimiento de desgrasado se puede procesar adicionalmente mediante un
procedimiento de extraccién con disolvente. La extraccion con disolvente se puede llevar a cabo en cualquier
condicion adecuada del proceso y en presencia de cualquier tipo y cantidad adecuada de disolvente. En una
realizacién, el disolvente incluye una disolucion de metanol ("MeOH") y agua mezclados en una relaciéon de volumen
de 1:1. La disolucion resultante del procedimiento de extracciéon con disolvente se puede procesar adicionalmente
por evaporacion del disolvente en condiciones adecuadas para producir otro extracto. Alternativamente, la disolucion
resultante se puede tratar con un agente adsorbente, tal como polivinilpolipirrolidona o similar, para atrapar
polifenoles. El tratamiento de agente adsorbente se puede llevar a cabo en cualquier condicion adecuada del
proceso.

La cantidad de acido cicérico o un extracto de planta que lo contiene en el producto dependera de varios factores,
tales como la naturaleza del extracto, la condicién de la planta, la edad, condicién y tamafio de la persona o animal a
tratar, la frecuencia a la que el producto que se administrara y/o el tipo especifico de trastorno o dafio de la piel a
tratar o prevenir o el efecto cosmético deseado.

Los presentes inventores han encontrado que la eficacia del acido cicérico o un extracto que lo contenga segun la
presente invencién es generalmente dependiente de la dosis y sigue una curva de respuesta a la dosis. Si
generalmente se van a prevenir trastornos o dafios de la piel y el producto se usara frecuentemente, en cantidades
muy pequefias de acido cicorico o un extracto del mismo seran suficientes para alcanzar el efecto deseado. Si se va
a tratar un trastorno grave del pigmento de la piel, seran mas apropiadas mayores cantidades del ingrediente,
aunque pequefias cantidades también produciran un efecto.

En una realizacion preferida, el ingrediente se enriquece en acido cicdrico y/o derivados del mismo. Por ejemplo, el
ingrediente y/o la composicidon pueden comprender acido cicérico y/o derivados del mismo en una cantidad en el

5



10

15

20

25

ES 2744576 T3

intervalo de 0,001-99,99 % en peso de peso seco, preferentemente 0,1-50 % en peso de peso seco, mas preferido
0,1-10 % en peso de peso seco. El ingrediente y/o la composicién pueden comprender el microorganismo y/o la
enzima capaz de hidrolizar acido cicorico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o cafeico en una
cantidad en el intervalo de 0,001-99,99 % en peso de peso seco, preferentemente 0,1-50 % en peso de peso seco,
lo mas preferido 0,1-10 % en peso de peso seco.

Generalmente, se prefiere si el producto contiene endivia o un extracto de la misma en una cantidad en el intervalo
de aproximadamente 0,1 g/L a 10 g/L, preferentemente en el intervalo de 0,5 g/L a 3 g/L del producto. Si la cantidad
total de un producto no puede medirse en litros, se prefiere si el producto contiene endivia o un extracto de la misma
en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 0,1 g/kg a 10 g/kg, preferentemente en el intervalo de 0,5 g/kg a
3 g/kg de producto. Preferentemente, el producto contiene endivia 0 un extracto de la misma en una dosis diaria de
0,01 g-100 g, preferentemente 0,25 g-10 g.

El ingrediente a mezclar con el ingrediente que contiene acido cicorico y/o derivados del mismo comprende una
bacteria &acido lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar acido cicérico y/o derivados del mismo para generar acido
tartarico y/o cafeico. Estos dos ingredientes se pueden mezclar brevemente antes del consumo o se pueden
proporcionar como una composicion lista para su consumo.

Microorganismos o enzima capaces de hidrolizar acid 0 cicorico

El &cido cicorico y/o sus derivados se pueden entonces hidrolizar por una bacteria acido lactica capaz de hidrolizar
acido cicorico y/o derivados del mismo. Esta etapa de hidrélisis generara acido tartarico y/o acido cafeico.

Sin desear quedar ligado a teoria, los inventores creen que esta hidrdlisis ocurre como se describe en el siguiente
esquema. Obsérvese que todas las etapas de reaccidn catalizadas por la "enzima" también se pueden catalizar por
la bacteria acido lactica descrita en la presente solicitud y/o combinaciones de la bacteria acido lactica y enzimas.

Acido cicdrico

Enzima
HO
CO_H
0
HO A \V)\O
(0]
Acido caftarico OH  Acido cafeico
Enzima
HO
COOH
Acido cafeico Acico tartatico Acido cafeico OH

Los inventores han descubierto sorprendentemente que tratar un ingrediente que comprende acido cicérico y/o
derivados del mismo con una bacteria acido lactica o una enzima capaz de hidrolizar acido cicérico y/o derivados del
mismo para generar acido tartarico y/o cafeico resulta, por ejemplo, en una actividad mejorada del ingrediente.

Ademas, se ha encontrado que este tratamiento puede tener lugar in vivo cuando un humano o un animal ingiere
una composicién que comprende acido cicérico y/o derivados del mismo en combinacion con una bacteria acido
lactica capaz de hidrolizar acidos clorogénicos para generar acidos fendlicos.
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Una bacteria acido lactica preferida capaz de hidrolizar acido cicérico y/o derivados del mismo para generar acido
tartarico y/o cafeico es una bacteria acido lactica probidtica que tiene una actividad de esterasa, tal como
clorogenato esterasa y/o feruloil esterasa, preferentemente Lactobacillus o Bifidobacterium, por ejemplo L. johnsonii,
B. longum y B. lactis (CNCM 1-3446), aun mas preferido Lactobacillus johnsonii Lal (CNCM [-1225), B. longum BB
536 y B. lactis BB12.

B. longum BB 536 esta comercialmente disponible de Morinaga Nutritional Foods, Inc.
B. lactis BB12 esta comercialmente disponible, por ejemplo, de Chr. Hansen, DK-2970 Horsholm.
En una realizacién de la presente invencion, la bacteria acido lactica se pueden usar en una forma no replicante.

Se puede probar la capacidad de una bacteria acido lactica o de una fraccidon de la misma para hidrolizar acido
cicorico como se describe en detalle para L. johnsonii en los ejemplos.

En otra realizacion, se afiade ademas una enzima capaz de hidrolizar acido cicérico para generar acido tartarico y/o
cafeico a la bacteria acido lactica. Preferentemente, dicha enzima se selecciona del grupo que consiste en
esterasas, tales como clorogenato esterasa, tanasa y/o feruloil esterasa. Se puede afadir en una cantidad tal que
preferentemente al menos 5 %, tal como al menos 30 %, al menos 50 %, o al menos 75 % del acido cicérico
presente en la composicién se hidrolice antes y/o durante el consumo.

Las enzimas adecuadas que se pueden usar en el marco de la presente invencion incluyen, por ejemplo, esterasas,
por ejemplo, clorogenato esterasa derivada de Aspergillus japonicus (comercialmente disponible de Kikkoman,
Japon) y tanasa de Aspergillus oryzae (EC 3.1.1.20) (comercialmente disponible de Kikkoman, Japén). La enzima
puede estar presente como una enzima purificada (inmovilizada o no) o, por ejemplo, en forma de un lisado celular
de un microorganismo. Las células adecuadas pueden ser, por ejemplo, células de los microorganismos
mencionados anteriormente. Se conocen en la técnica métodos adecuados para producir un lisado celular.

La composicion y/o los ingredientes adecuados para la invencion se deben formular de forma que la cepa de la
bacteria acido lactica no fermente ni reaccione con la composicién durante el almacenamiento. Esto se puede lograr,
por ejemplo, formulando la composicion como un polvo seco y/o encapsulando la bacteria acido lactica de manera
que solo se libere cuando la composicidon se mezcla con al menos otro ingrediente o durante la digestion.

La bacteria acido lactica debe estar presente en una cantidad suficiente para hidrolizar una cantidad sustancial de
acido cicérico para generar acido tartarico y/o cafeico durante la digestion. La cantidad de bacteria acido lactica y/o
enzima necesaria se puede determinar, por ejemplo, por los expertos en la técnica, por ejemplo, dependiendo del
sujeto a tratar o de la velocidad a la que se deberia liberar el acido tartarico y/o cafeico. Preferentemente, al menos
5 %, tal como al menos 30 %, al menos 50 % o al menos 75 % del acido cicérico presente en la composicion se
hidroliza antes y/o durante el consumo.

Las composiciones adecuadas para la invencion pueden estar en cualquiera de las formas galénicas normalmente
disponibles para el método de administracion seleccionado.

Formas galénicas

Las composiciones adecuadas para la invencion pueden estar en cualquiera de las formas galénicas normalmente
disponibles para el método de administracion seleccionado. El vehiculo puede ser de naturaleza diversa,
dependiendo del tipo de composicion en consideracion.

Un suplemento alimenticio para la administracion por via oral puede estar presente en capsulas, capsulas de
gelatina, capsulas blandas, comprimidos, comprimidos recubiertos de azlcar, pildoras, pastas o pastillas, gomas o
disoluciones o emulsiones bebibles, un jarabe o un gel. Dicho suplemento podria también incluir un edulcorante, un
estabilizador, un antioxidante, un aditivo, un agente saborizante y/o un colorante. La formulacion del mismo se lleva
a cabo por medio de los métodos usuales para producir comprimidos recubiertos de azucar, capsulas de gel, geles,
hidrogeles para liberacién controlada, emulsiones, comprimidos o capsulas.

El presente documento describe ademas un kit para tratar y/o prevenir trastornos de la pigmentacién de la piel y/o
imperfecciones de la piel que comprende un tratamiento por via oral con una composicién que contiene al menos un
ingrediente que contiene acido cicorico y/o derivados y una bacteria acido lactica y/o enzima capaz de hidrolizar
acido cicoérico para generar acido tartarico y/o cafeico en un suplemento alimenticio, combinado con un suplemento
alimenticio oral o composicién tépica que contiene opcionalmente un microorganismo probidtico en forma muerta,
viva 0 semi-activa, o un agente hidratante o antienvejecimiento.

El kit descrito para preparar un suplemento alimenticio comprende al menos dos partes:
a) una primera parte que comprende un ingrediente que contiene acido cicérico y/o derivados del mismo; y

b) una segunda parte que comprende una bacteria acido lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar acido
cicorico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o cafeico.
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Los expertos en la técnica entenderan que pueden combinar libremente todas las caracteristicas de la presente
invencion descritas en el presente documento sin apartarse del alcance de la invencién como se desvela. En
particular, las caracteristicas descritas para los usos de la presente invencién se pueden aplicar a la composicion y/o
al kit adecuados para la presente invencioén y viceversa.

Uso

Los productos adecuados para la invencion se pueden usar eficientemente para tratar o prevenir trastornos de la
pigmentacion de la piel o aclarar cosméticamente el tono de la piel, por ejemplo, disminuyendo la produccién de
melanina. De hecho, se mostré que el ingrediente que contiene acido cicoérico tratado con la bacteria probiética La-1
redujo in vitro la sintesis de melanina (Ejemplo 1, Figura 1). La produccién de tirosinasa también disminuy6 pero
hasta un grado limitado (Figura 2), sugiriendo que la disminuciéon en melanina no se debié a la inhibicién de
tirosinasa, sino @ mecanismos que actlian corriente arriba o corriente abajo de esta enzima.

Las composiciones adecuadas para la presente invencién tienen ademas un efecto positivo en fortalecer la barrera
de la piel y mantener la hidratacion de la piel.

Como resultado, se reducen las imperfecciones del pigmento, la complexion se vuelve mas brillante y mas
homogénea, sin areas de discromia o de sequedad.

Asi, el presente documento describe ademas el uso cosmético de una cantidad eficaz de al menos un ingrediente
que contiene &cido cicérico y/o derivados y una bacteria lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar acido cicorico y/o
derivados del mismo para generar acido tartarico y/o cafeico, como un agente activo para tratar y/o prevenir
trastornos de la pigmentacion de la piel, en particular aquellos debidos a la edad o factores ambientales tales como
UV.

Las presentes composiciones también se pueden usar como agente activo para blanquear o aclarar el tono de la
piel, que es particularmente deseable para la poblacion asiatica.

Un uso segun la presente invencion también puede comprender el uso de las composiciones en combinacion con
una cantidad efectiva de al menos un agente activo para mejorar la hidratacién de la piel o el envejecimiento de la
piel, en particular como se describe en lo sucesivo.

Por tanto, el presente documento describe ademas un método, en particular un método cosmético, para tratar y/o
prevenir imperfecciones del tono de la piel y los trastornos asociados a la hiperpigmentacion, en particular trastornos
estéticos, en un individuo, que comprende al menos una etapa de administrar, a dicho individuo, las composiciones
gue se han descrito anteriormente.

El método de tratamiento cosmético de la invencion se puede llevar a cabo en particular por la administracion por via
oral de la composicion que se ha descrito anteriormente. La administracion por via oral comprende ingerir, en una o
mas ingestas, una composicién oral que se ha definido anteriormente.

Puede comprender una administracion Gnica. Segun otra realizacion, la administracién se repite, por ejemplo, 2 a 3
veces al dia, durante un dia o mas, y generalmente durante un periodo sostenido de al menos 4, o incluso 1 a 15,
semanas.

Ademas, se pueden prever combinaciones de tratamiento opcionalmente con formas orales o tdpicas para
complementar o reforzar la actividad de las composiciones como se definen en la invencion.

Asi, se puede imaginar como un kit un tratamiento tépico u oral con una composicién que contiene acido cicorico
segun la invencion, combinado con una composicion oral o tépica que contiene opcionalmente otro principio activo,
en particular un microorganismo probidtico, u otros probiéticos en forma muerta, viva 0 semi-activa o un agente
hidratante o antienvejecimiento. Los ingredientes se mezclan, antes de ser formulados, en el orden y en las
condiciones facilmente determinadas por los expertos en la técnica.

Los ingredientes se mezclan, antes de ser formulados, en el orden y en las condiciones facilmente determinadas por
los expertos en la técnica.

Otras ventajas y caracteristicas de la presente invencién son evidentes a partir de los siguientes Ejemplos y Figuras.
Los ejemplos en lo sucesivo son asi presentados a modo de ilustracién no limitante del campo de la invencién. En
estos ejemplos, a menos que se indique lo contrario, los porcentajes son porcentajes en peso y los intervalos de
valores escritos en la forma "entre... y..." incluyen los limites superior e inferior especificados. El término "ufc" denota
"unidad de formadora de colonias". Esta es la unidad de medida usada para cuantificar bacterias vivas.

Figuras

Figura 1: Produccion de melanina por melanocitos murinos pretratados con acido cicorico + Lal frente a controles
(positivo/negativo).
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Figura 2: Produccion de tirosinasa por melanocitos murinos pretratados con acido cicérico + Lal frente a controles
(positivo/negativo).

Figura 3: Sintesis de filagrina por queratinocitos epidérmicos primarios humanos pretratados con acido cicérico +
Lal frente a controles (positivo/negativo).

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Hidrdlisis de acido cicdrico
1- Hidrdlisis de acido cicorico con clorogenato esterasa

Se afiadié una disolucién de clorogenato esterasa (0,8 mg, 24 U/g, de Kikkoman Japan) en 100 uL de tampon
fosfato (50 mM, pH 7,0) a una disolucién de acido cicérico (0,57 mg) en 100 pL de tampédn fosfato (50 mM, pH 7,0).
Entonces, la mezcla se incubd a 37 °C durante 4 h. Después del tiempo de reaccion, se detuvo la actividad
enzimatica mediante un tratamiento térmico (5 min, 90 °C) y se centrifugé la mezcla (Microcon YM10, 30 min,
14000 g). Entonces se analiz6 el sobrenadante por HPLC. Se llevé a cabo en paralelo en las mismas condiciones de
reaccién una reaccion de control, pero sin la enzima.

2- Hidrdlisis de acido cicdrico con células nuevas de L. johnsonii (Lal)

Se cultivaron células de L. johnsonii (CNCM [-1225) (7,0 EO8 ufc/mL) y se centrifugaron (5000 g, 10 min), los
sedimentos se resuspendieron en tampén fosfato (50 mM, pH 7,0) a una concentraciéon de 0,61 g/mL. A 100 uL de
esta disolucién de células se afiadieron 100 pL de una disolucién de acido cicérico (12 mM) y la mezcla se incubé a
37 °C. Se extrajeron muestras en diferentes tiempos de reaccion, se centrifugaron (3000 g, 5 min), se filtraron a
través de filtros de jeringa de 0,45 um de tamafio de poros (Millipore SLHA 025 BS) y se analizaron por HPLC.

Se llevo a cabo en paralelo en las mismas condiciones de reaccién una reaccién de control, pero sin bacteria.
3- Hidrdlisis de acido cicdrico con extracto de L. johnsonii (células lisadas)

Se cultivaron células de L. johnsonii (CNCM [-1225) (7,0 EO8 ufc/mL) y se centrifugaron (5000 g, 10 min), los
sedimentos se resuspendieron en tampo6n fosfato (50 mM, pH 7,0) a una concentracion de 0,61 g/mL. Entonces se
lisaron las células usando el método de perlas de vidrio. Se pusieron 600 pL de preparacion de células en un Mini-
Beadbeater durante 1 min de agitacion intensa, se enfriaron en hielo, y se pusieron otro 1 min en el Mini-Beadbeater.
Entonces se afadi6 el extracto de células en bruto (100 uL) a 100 uL de una disolucién de acido cicérico (12 mM,
tampon fosfato 50 mM, pH 7,0) y la mezcla se incubd a 37 °C. Se extrajeron muestras a diferentes tiempos de
reaccion, se centrifugaron (3000 g, 5 min), se filtraron a través de filtros de jeringa de 0,45 pm de tamafio de poros
(Millipore SLHA 025 BS) y se analizaron por HPLC.

4- Hidrdlisis de acido cicorico con una preparacion secada por pulverizacion de Lal

Se disolvieron 10 mg de una preparacién secada por pulverizacién de Lal (3,3 E09 ufc/g) en 100 pL de tampdn
fosfato (50 mM, pH 7,0). A esta disolucion se afiadieron 100 pL de una disolucién de acido cicérico (12 mM, tampoén
fosfato 50 mM, pH 7,0). Entonces se incubd la mezcla a 37 °C y se extrajeron muestras a diferentes tiempos de
reaccion. Después de la centrifugacion (3000 g, 5 min) y filtracion (filtros de jeringa de 0,45 um de tamafio de poros,
Millipore SLHA 025 BS), las muestras se analizaron por HPLC.

Andlisis de HPLC

Se realiz6 analisis de HPLC-DAD de acido cicérico y productos de hidrolisis en el sistema Agilent 1100 equipado con
la columna de fase inversa Atlantis C18 (4,6 x 100 mm, tamafio de particulas 3 um) y un detector de matriz de
diodos. La columna se equilibré con agua que contenia 0,1 % de acido férmico. Después de la inyeccion, se realizé
un gradiente lineal hasta una composicion de disolvente final de 55 % de agua y 45 % de acetonitrilo (que contiene
0,1 % de acido férmico) en el plazo de 12 min a un caudal de 1 mL/min. Se monitorizaron acido cicorico y acido
cafeico por UV a 320 nm y se cuantificaron usando curvas de calibracion estandar.

RESULTADOS

Bacterias probadas

Tabla 1

Bacteria Medios de cu ltivo
Lactobacillus rhamnosus GG (NCC 4007) MRS
Lactobacillus johnsonii Lal (CNCM 1-1225) MRS
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Bacteria Medios de cu lItivo
Lactobacillus paracasei ST11 (NCC 2461) MRS + Cisteina
Bifidobacterium longum BB 536 (ATCC BAA-999) MRS + Cisteina
Bifidobacterium lactis BB12 (CNCM 1-3446) MRS
Streptococcus thermophilus TH4 (NCC 2496) HJL

En particular, L. johnsonii (Lal), B. longum BB 536 y B. lactis BB12 fueron capaces de hidrolizar acido cicorico. Los
mejores resultados en términos de velocidad de reaccion y rendimiento de reaccién se obtuvieron con L. johnsonii
(Lal)

Enzimas probadas

Tabla 2

Enzima Proveedor
Clorogenato esterasa Kikkoman, Japén
Feruloil esterasa Novozymes
Esterasa de higado porcino Sigma E-3019
Esterasa de higado de cerdo inmovilizada en Eupergit C Fluka 46064
Esterasa de Saccharomyces cerevisiae Fluka 46071
Esterasa de L. johnsonii (Lal) CNCM I-1225 Produccién interna

La clorogenato esterasa, feruloil esterasa y esterasa Lal fueron capaces de hidrolizar el acido cicérico en acidos
cafeico y tartarico.

1- Hidrdlisis de acido cicdrico con clorogenato esterasa

Tabla 3: Hidrdlisis de acido cicorico en acidos cafeico y caftarico por clorogenato esterasa. Concentraciéon en % con
respecto a referencia sin tratar a t=0

Tabla 3

Tiempo (min) 0 15 30 60 120 240
Acido cicérico 98 85 83 77 65 50
Acido caftéarico 0 6 7 10 16 24
Acido cafeico 2 9 10 13 19 26

2- Hidrdélisis de acido cicérico con células nuevas de Lal

Después de 4 h de tiempo de reaccion, se transformé todo el acido cicorico en acido cafeico y acido tartarico como
se analiza por HPLC.

3- Hidralisis de acido cicérico con extracto de Lal (células lisadas)

En comparacion con las células completas, la hidrdlisis de acido cicorico con células lisadas produjo un aumento de
la velocidad de reaccion. De hecho, después de solo 2 h, todo el acido cicérico se transformé en acidos cafeico y
tartaricos

4- Hidrdlisis de acido cicérico con una preparacion secada por pulverizaciéon de Lal

Tabla 4: Hidrdlisis de acido cicérico en acidos cafeico y caftarico por una preparaciéon secada por pulverizacion de L.
johnsonii (CNCM 1-1225). Concentracion en % con respecto a referencia sin tratar a t=0
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Tabla 4

0 min 15 min 30 min 1h 2h 3h
Acido cicorico (mmoles) 365 172 137 91 49 23
Acido caftarico (mmoles) 0 62 63 50 31 15
Acido cafeico (mmoles) 0 324 393 498 601 669

Ejemplo 2: Efecto sobre la pigmentacién de la piel

Para evaluar el posible efecto beneficioso de los ingredientes hacia la despigmentacion o propigmentacion de la piel,
los presentes inventores usaron un cultivo 2D de melanocitos murinos (B16) y realizaron 2 pruebas: 1- evaluacion de
la produccién de melanina y 2- evaluacion de la produccion de tirosinasa.

1. Las condiciones del cultivo celular.

Se cultivaron células B16 en DMEM 1 g/L de glucosa sin rojo fenol complementado con 10 % de suero de
ternera fetal, en una camara humedecida a 37 °C y que contenia 5 % de CO,.

2. La produccién de melanina por la linea celular de melanocitos murinos B16.

Se incubaron células con los ingredientes seleccionados o las referencias de prueba (acido kojico a 400 pg/mL)
durante 72 horas, en presencia o ausencia de NDP-MSH, un analogo de MSH. Se evalué la cantidad total de
melanina (extracelular e intracelular) por medicién de la densidad 6ptica a 405 nm de cada muestra contra
patrones de melanina en presencia o en ausencia de NDP-MSH.

3. La produccién de tirosinasa por la linea celular de melanocitos murinos B16.

Se incubaron células con los ingredientes seleccionados o las referencias de prueba (acido kojico a 400 pg/mL)
durante 48 horas. Se evalu6 la produccién de tirosinasa por inmunomarcado.

Ingredientes:

Los ingredientes seleccionados se enumeran en la Tabla 1 a continuacion. El 4cido cicdrico ha sido pretratado con
La-1 [(cultivo de Lactobacillus johnsonii CNCM [-1225 secado por pulverizacion, 1,19E10 ufc/g) durante 24 horas en
una termomezcladora a 40 °C, en condiciones de agitacion. Después de la incubacion, las muestras se centrifugaron
5 minutos a 3000 g. Después de este tratamiento, el probiético como tal ya no estaba presente en la muestra, sin
embargo, no se puede excluir la presencia de sus metabolitos. También se indican las concentraciones probadas de
acido cicorico en la Tabla 5.

Tabla 5
Conc. no Conc. no Conc. probada Conc. probada
Ingrediente citotdxica mas alta citotéxica mas alta en HDF en HPEK
en HDF (mg/mL) en HPEK (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
MS55 10 mg/mL en NaPO4
10 mM pH 7,0 + 10 mg/mL de 2 10 0,4 10
Lal
Acido cicorico 10 mM, es decir,
4,74 mg/mL + 60 mg de Lal 0,2 mM 0,04 mM 0,2 mM 0,04 mM
La-1 (10EE11 ufc/g) 0,01 0,01 0,01 0,01

Resultados

Los resultados se expresan en porcentaje con respecto al control. La referencia de prueba (acido kdjico) indujo,
como era de esperar, una disminucion en el contenido de melanina. La Figura 1 muestra la producciéon de melanina
por melanocitos B16 tratados durante 72 horas con los ingredientes seleccionados.

El &cido cicdrico tratado con el probidtico CNCM [-1225 parecio ser eficiente para la despigmentacion de la piel. De
hecho, el acido cicorico tratado con el probiético disminuyd la producciéon de melanina en 90 % (Figura 1). La
produccion de tirosinasa también disminuy6 por este ingrediente, pero hasta un grado limitado (inferior a 20 %,
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Figura 2), sugiriendo que la disminucion en la melanina no era debida a la inhibicion de tirosinasa, sino a
mecanismos que actlian corriente arriba o corriente abajo de esta enzima.

Ejemplo 3: Efecto sobre la funcién de barrera de la p iel e hidratacién

Se evalué el posible efecto beneficioso de los extractos del Ejemplo 2 hacia la funciéon de barrera de la piel y la
hidratacion de la piel usando un cultivo 2D de queratinocitos epidérmicos primarios humanos y los presentes
inventores evaluaron su sintesis de filagrina después del tratamiento con ingredientes seleccionados.

Las condiciones del cultivo celular.

Se cultivaron queratinocitos epidérmicos humanos en medio de queratinocitos-SFM de control, en una camara
humidificada a 37 °C y que contenia 5 % de CO2.

La sintesis de filagrina por gueratinocitos epidérmicos humanos.

Se incubaron células con los ingredientes seleccionados o las referencias de prueba (CaCl2 a 1,5mM) durante
144 horas. Se evaluo la produccion de filagrina por inmunomarcado.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 3. El pretratamiento de las células con acido cicérico + Lal mostré un
aumento significativo de filagrina (500 % del control, Figura 3), sugiriendo que estos extractos pudieron fortalecer la
barrera de la piel. Una barrera de la piel mas fuerte asegura una mejor proteccion del cuerpo del entorno y ataque de
patdégenos. También limita la pérdida de agua a través de la epidermis, asegurando asi una hidratacion apropiada de
la piel.

Ejemplo 4: Capsula

Ingredientes Cantidad
mg/capsula
Extracto de endivia 300
Lactobacillus johnsonii CNCM [-1225 10° ufc
Vitamina C 60
Estearato de magnesio 0,02

Pueden tomarse de una a tres de estas capsulas al dia.
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REIVINDICACIONES

1. Uso cosmético de una cantidad eficaz de al menos un ingrediente que contiene &cido cicérico o derivados del
mismo, en combinacion con una bacteria acido lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar acido cicérico para
generar acido tartarico o cafeico en un suplemento alimenticio oral, teniendo dichos derivados de acido cicorico la
férmula:

R,0
COHO

O
R,O = O &

O CO.H

OR,
en donde Ri, Rz, R3 y/o R4 son idénticos o se diferencian entre si y se seleccionan del grupo que consiste en: H,
CHes, alquilo C1-Cj3, arilo, acilo C;-C3, aminoacidos, monosacaridos, disacaridos u oligosacaridos;

para aclarar y/o blanquear el tono de la piel.

2. Uso cosmético segun reivindicacion 1, en donde el ingrediente que contiene acido cicoérico es un alimento natural
tal como lechuga, endivia, diente de ledn, uva, orujo de uva; o combinaciones o extractos de los mismos.

3. Uso cosmético segun una de las reivindicaciones precedentes, que contiene ademas una enzima capaz de
hidrolizar &cido cicdrico para generar acido tartarico y/o cafeico.

4. Uso cosmético segln una de las reivindicaciones precedentes, en donde la bacteria acido lactica capaz de
hidrolizar acido cicérico para generar acido tartarico y/o cafeico es una bacteria acido lactica probiética que tiene una
actividad de esterasa, tal como actividad de clorogenato esterasa y/o feruloil esterasa.

5. Uso cosmético segun una de las reivindicaciones precedentes, en donde la bacteria acido lactica se selecciona
del grupo que consiste en L. johnsonii, B. longum y B. lactis, en particular Lactobacillus johnsonii (CNCM 1-1225), B.
longum BB 536, B. lactis (CNCM 1-3446) y B. lactis BB12.

6. Método cosmético de aclarado y/o blanqueamiento del tono de la piel, que comprende al menos una etapa de
administrar, a un individuo, una cantidad eficaz de al menos un ingrediente que contiene &cido cicorico o derivados
del mismo, en combinacién con una bacteria acido lactica y/o una enzima capaz de hidrolizar acido cicérico para
generar acido tartarico o cafeico en un suplemento alimenticio, teniendo dichos derivados de acido cicérico la
férmula:

R,
COHO

O
R,O Z O &

O COH
OR,

OR

3

en donde Ri, Rz, R3 y/o R4 son idénticos o se diferencian entre si y se seleccionan del grupo que consiste en: H,
CHes, alquilo C1-Cj3, arilo, acilo C;-Cs, aminoacidos, monosacaridos, disacaridos u oligosacaridos.
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