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DESCRIPCION

Procedimientos Uutiles en el estudio o la modulacion de la pigmentacion de la piel o del cabello, extractos vegetales
para una utilizacion en composiciones y procedimiento de cuidado cosmético.

La presente invencion se refiere a procedimientos como se definen en las reivindicaciones, Utiles en el estudio o
en la modulacién de la pigmentacion de la piel o del cabello; la presente divulgacién proporciona ademas la
utilizacion de extractos vegetales, como agentes activos que modulan la pigmentacién melaninica de la piel o del
cabello para la preparacion de composiciones, y a procedimientos de cuidado cosmético.

En seres humanos, la pigmentacion resulta de la sintesis y distribucion de pigmentos melaninicos en la piel, en los
foliculos capilares o en los ojos. La pigmentacion esta genéticamente predefinida, pero esta regulada por
numerosos factores internos o externos. Las melaninas producidas por los melanocitos, y asimismo el numero de
melanocitos, su actividad de tirosinasa y su capacidad para exportar melaninas a queratinocitos, y el tamafio de
los melanosomas que contienen granulos de melanina, condicionaran el color de la piel humana. Para cada
individuo, el color de la piel varia principalmente segin cuanta irradiacion, mucha o poca, recibe de rayos
ultravioletas (UV). En otras palabras, para cada individuo, hay una pigmentacion basica de la piel cuando dicho
individuo se somete a la irradiacion UV mas débil, que corresponde a su color mas claro de la piel, y tiene una
pigmentacion mas intensa de la piel si recibe una irradiacion UV mas fuerte, que oscila hasta la pigmentacion
maxima que corresponde a su color de piel mas oscuro cuando se somete a exposicion sostenida a irradiacion UV
intensa.

Ademas, como es bien conocido, en la poblacion mundial existe una diversidad genética muy grande con respecto
a la pigmentacion de la piel. De este modo, segun las poblaciones, el color de la piel que corresponde a la
pigmentacioén basica definida anteriormente tiene un tono mas oscuro o mas claro que esta entre los dos extremos:
muy claro y muy oscuro. Asimismo segun las poblaciones, la diferencia en el tono de la piel entre la pigmentacion
basica y la pigmentacion maxima es mas o menos grande. De este modo, es bien conocido que los individuos que
pertenecen a ciertas poblaciones con piel clara (pigmentacién basica) reaccionan rapida y/o considerablemente a
la accion de la radiacion UV, y por lo tanto pueden exhibir faciimente una piel con un tono oscuro, incluso cuando
estos individuos no se han expuesto intencionadamente a si mismos al sol durante un periodo prolongado.

Ademas, los individuos experimentan la aparicion sobre la piel, en particular sobre la cara o las manos, de areas
y/o manchas que son mas oscuras y/o mas coloreadas, confiriendo una heterogeneidad de color en la piel. Estas
manchas son debidas a una gran concentracion de melanina en los queratinocitos epidérmicos que resulta de una
actividad melanogénica exacerbada en los melanocitos.

El mecanismo de formacién de la pigmentacion de la piel implica la sintesis de melaninas. Este mecanismo es
particularmente complejo, e implica, esquematicamente, las siguientes etapas principales: tirosina — dopa —
dopaquinona — dopacromo — melaninas.

La tirosinasa y la proteina 1 relacionada con tirosinasa (TRP-1) son enzimas esenciales indicadas en esta serie de
reacciones. Pueden catalizar, en particular, la reaccion para la conversion de tirosina en dopa
(dihidroxifenilalanina), y la reacciéon para la conversion de dopa en dopaquinona, dando como resultado la
formacioén de pigmentos de melanina.

Se reconoce que una molécula es una molécula despigmentante si actua directamente sobre los melanocitos
epidérmicos inhibiendo la actividad de estas células y/o si bloquea una de las etapas de la biosintesis de melanina,
o asimismo si degrada la melanina formada. Este es el caso, en particular, cuando la molécula inhibe una de las
enzimas implicadas en la melanogénesis, o cuando reacciona con los compuestos quimicos de la cadena de la
sintesis de melanina.

Las sustancias despigmentantes conocidas son, en particular, hidroquinona y sus derivados, acido kdjico, arbutina,
iminofenoles, la combinacion de carnitina y quinona, derivados amidicos de aminofenol, y derivados de benzotiazol.
Estas sustancias pueden tener ciertos inconvenientes. Pueden ser inestables, pueden requerir el uso en
concentraciones elevadas, pueden carecer de especificidad con respecto a su procedimiento de accioén, o pueden
tener una capacidad citotéxica o irritante.

Por otro lado, se reconoce que una molécula es una molécula pigmentante por su actividad estimulante sobre la
melanogénesis en los melanocitos presentes en la piel o en los foliculos capilares, y de este modo haciendo posible
promover la pigmentacion de la piel o del cabello asi como para tratar trastornos de la pigmentacion de la piel y
del cabello, mas particularmente promoviendo la biosintesis de melanina.

Las sustancias pigmentantes conocidas son, en particular, activadores de adenilato ciclasa, tales como forskolina
(extracto de forskholii), o extracto de Tephrosia purpurea.

Los melanocitos son células derivadas de la cresta neural distribuidas a lo largo de la capa basal de la epidermis
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y del bulbo capilar. Estas células sintetizan el pigmento de melanina a través de un proceso denominado
melanogénesis en los organulos Unicos especificos de los melanocitos, denominados melanosomas. Para que la
piel y el cabello se pigmenten, esta melanina se debe transferir desde los melanocitos a los queratinocitos
adyacentes. El color de la piel, de los ojos, y del cabello/lana/pelaje de los mamiferos esta determinado por la
cantidad y calidad de la melanina (eumelanina marrén/negra o feomelanina roja/amarilla) en un proceso que implica
un gran numero de etapas reguladas en multiples puntos de control mediante un abanico de diferentes moléculas
y compuestos. Las ultimas dos décadas han visto un gran progreso en nuestra comprension del control molecular
de la sintesis de la melanina y de la biogénesis/maduracion de los melanosomas.

Sin embargo, el conocimiento sobre como se controla la transferencia de melanina tendria un interés
clinico/cosmético primordial, ya que este proceso controla finalmente el nivel de pigmentacion percibido en la
superficie de la piel y a lo largo de la fibra capilar.

En el contexto de la presente invencién se ha mostrado el mecanismo que controla la transferencia de melanina
desde los melanocitos cutaneos humanos hasta los queratinocitos cutaneos humanos, que implica la accién de
miosina X (Myo-X), que regula la transferencia de melanina desde los melanocitos hacia los queratinocitos.

La implicacion de Myo-X en la biologia de los melanocitos (por ejemplo, la transferencia de melanina) no se ha
dado a conocer hasta ahora. Aunque se conoce mucho sobre la regulacion de la melanogénesis (es decir, sintesis
de melanina) en los melanocitos, el conocimiento de como se transfieren los melanosomas desde los melanocitos
hasta los queratinocitos es todavia muy limitado. Ademas de un papel para la citofagocitosis, hay cada vez mas
pruebas que apoyan la transferencia de los melanosomas via filopodios, que pueden interaccionar con la
membrana plasmatica de los queratinocitos (Scott et al., 2002, Singh et al., 2008). Singh et al. describen un ensayo
in vitro para evaluar la transferencia de melanosomas detectando gp100, una proteina especifica de los
melanocitos, en un cocultivo de queratinocitos-melanocitos emparejados, pero no describen la etapa de
“determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para modular la expresioén o la activaciéon de Miosina-X", como
en la presente invencion. De forma importante, ya se han dado a conocer en piel humana in situ asi como in vitro
estructuras consistentes con filopodios que surgen de los lados y puntas de dendritas melanociticas y que
contienen melanosomas en su espacio luminar (Scott et al., 2002).

Durante los estudios sobre la biologia de la transferencia de melanina, en el contexto de la presente invencion se
investiga el papel potencial de una Myo-X en este proceso. En esta solicitud, se describe un nuevo mecanismo
que controla la transferencia de melanina desde los melanocitos cutaneos humanos a los queratinocitos cutaneos
humanos.

Este mecanismo implica la accién de Myo-X. Myo-X regula la produccién de nanotubulos (denominados filopodios)
en los melanocitos, que actian como conductos intercelulares para la transferencia de melanina. Para proporcionar
pruebas de que Myo-X regula la transferencia de melanina, usamos tecnologia de silenciamiento génico para
genorreducir su expresion en melanocitos. La falta de Myo-X dio como resultado la pérdida de los filopodios
melanociticos, y la inhibicion concomitante de la transferencia de melanosomas a los queratinocitos.

En el contexto de la presente invencion se ha examinado como se regula la producciéon de filopodios, y han
observado que las proteinas motoras a base de actina de la superfamilia de miosinas pueden estar implicadas.
Especificamente, Miosina-X (Myo-X) — una miosina MyTH4-FERM especifica de vertebrados de 240 Kda — es
critica para la formacion de filopodios (Sousa y Cheney 2005). Funciona como parte de un complejo de puntas de
filopodios y/o transportando moléculas requeridas para la formacion de filopodios (Bohil et al., 2006), pero Bohil et
al. no hacen referencia a la transferencia de melanina.

En la presente solicitud se da a conocer por primera vez que Myo-X puede controlar la transferencia de melanina
entre melanocitos humanos y queratinocitos humanos. Myo-X, y las moléculas basadas en su estructura y accion,
se pueden usar como una nueva regulacion de la pigmentacion de la piel y del cabello de mamiferos.
La presente invencion se refiere a los objetos de las reivindicaciones.
Segun un primer aspecto, la presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento para evaluar la capacidad
de una sustancia para modular la transferencia de melamina desde un melanocito a un queratinocito,
comprendiendo el procedimiento la etapa de:

a) - proporcionar una sustancia de ensayo;

b) - proporcionar una célula que expresa Myo-X;

c) - determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para modular la expresion o la activacion de Miosina-X
(Myo-X).

“Modular” significa que el agente activo es capaz de incrementar la expresion o la actividad de Myo-X, o de
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disminuir la expresion o la actividad de Myo-X en seres humanos, actuando este agente activo ya sea directamente
sobre Myo-X o indirectamente, es decir, sobre una diana aguas arriba en la ruta metabdlica de Myo-X.

En la presente invencion, la célula que expresa Myo-X es un melanocito o un queratinocito, mas preferentemente
un melanocito.

El procedimiento para evaluar la capacidad de una sustancia para modular la transferencia de melanina descrito
en la presente memoria comprende comparar la expresion o activacion de Myo-X en una célula tratada con una
sustancia de ensayo con la expresion o activacion de Myo-X en una célula de control.

Determinar dicha capacidad incluye:

- medir la cantidad de proteina Myo-X en o sobre la célula;
- determinar la cantidad de un precursor en la sintesis de proteina Myo-X; o
- medir el nivel de transferencia de melanosomas en la célula.

Los procedimientos para determinar la expresion de Myo-X incluyen medir la cantidad de proteina Myo-X en o
sobre la célula, o determinar la cantidad de un precursor en la sintesis de proteina Myo-X, por ejemplo ARNm que
codifica Myo-X. Las técnicas requeridas para determinar el nivel de expresion de proteina Myo-X o los niveles de
ARNm de Myo-X serian manifiestas para el experto en la materia. Las técnicas para determinar los niveles
proteicos pueden implicar inmunotincion, ELISA, electroforesis bidimensional o procedimientos espectrométricos
de masas. Las técnicas para determinar los niveles de ARNm pueden implicar transferencia northern, PCR con
transcriptasa inversa, PCR cuantitativa, micromatrices o chips Affymetrix®.

El nivel de expresion o activacion de Myo-X se puede determinar mediante muchos procedimientos manifiestos
para el experto en la materia. En formas de realizacion de la presente invencion, la expresion se puede determinar
usando inmunofluorescencia, transferencia Western, o determinando el nivel de ARNm de Myo-X. Como se
menciona anteriormente, otros procedimientos adecuados seran manifiestos para el experto en la materia.

Los procedimientos para determinar la actividad de Myo-X incluyen medir el nivel de transferencia de melanosomas
en una célula. Las técnicas requeridas para determinar tal nivel pueden implicar el andlisis cuantitativo de la
transferencia de melanina a los queratinocitos, y serian manifiestas para el experto en la materia.

Las técnicas para determinar el nivel de transferencia de melanina pueden implicar el uso de gp100 como trazador
molecular, como se describe por Singh SK et al., Exp. Dermatol. 17, 5, 418-426, o cualesquiera procedimientos
adecuados manifiestos para el experto en la materia.

Segun otros aspectos, la presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento para seleccionar una
sustancia activa capaz de aumentar la pigmentacion de la piel o del cabello, que comprende:

- evaluar la capacidad de dicha sustancia para modular la transferencia de melanina segun las etapas a) a
c) del procedimiento de la reivindicacion 1,

- seleccionar la sustancia capaz de incrementar la expresion o la activacion de Myo-X, y un procedimiento
para seleccionar una sustancia capaz de reducir la pigmentacion de la piel o del cabello, que comprende:

- evaluar la capacidad de dicha sustancia para modular la transferencia de melanina segun las etapas a)
a c) del procedimiento de la reivindicacion 1,

- seleccionar la sustancia capaz de disminuir la expresion o la activacion de Myo-X.

En el contexto de la presente invencion, “pigmentacion de la piel o del cabello” se ha de entender como
“pigmentacion de la piel o del cabello en seres humanos”.

Segun la presente divulgacion, la sustancia evaluada o de ensayo es un extracto vegetal. El extracto vegetal
seleccionado mediante el procedimiento descrito en la presente memoria como capaz de incrementar la expresion
o la activacion de Myo-X se selecciona de entre el grupo que consiste en un extracto de soja, preferentemente un
extracto de semilla de soja, mas preferentemente un extracto de pericarpio de semilla de soja, y el extracto vegetal
seleccionado mediante el procedimiento descrito en la presente memoria como capaz de disminuir la expresién o
la activacion de Myo-X se selecciona de entre el grupo que consiste en: un extracto de la planta del género
Artocarpus, preferentemente un extracto de Artocarpus heterophyllus, mas preferentemente un extracto de semilla
de Artocarpus heterophyllus; un extracto de la planta del género Cyathea, preferentemente un extracto de Cyathea
cumingii, mas preferentemente un extracto de la hoja de Cyathea cumingii; un extracto de la planta del género
Secale, preferentemente un extracto de cereal Secale, mas preferentemente un extracto de semilla de cereal
Secale; un extracto de la planta del género Thalassiosira, preferentemente la secrecion de Thalassiosira
pseudonana, y un extracto de la planta del género Buddleja, preferentemente un extracto de Buddleja axillaris,
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mas preferentemente un extracto de la hoja de Buddleja axillaris.

Segun otro aspecto, la presente divulgacion proporciona ademas el uso de por lo menos uno del extracto vegetal
anterior en una composicioén cosmética, o en la preparacioén de una composicion cosmética como un agente activo
que modula la expresion o la actividad de Myo-X, estando dicha composicion destinada a modular la pigmentacion
de la piel o del cabello.

Segun la presente divulgacion, el extracto vegetal se puede preparar mediante diversos procedimientos de
extraccion conocidos por un experto en la materia.

La extraccion se lleva a cabo preferentemente colocando el material vegetal seleccionado en contacto con un
disolvente polar o una mezcla de disolventes polares. Segun esta descripcion, la expresion “disolvente polar”
significa que el disolvente tiene un valor del indice de polaridad igual o mayor que un valor de 4. El indice de
polaridad es una cantidad calculada en base a las cantidades termodinamicas (de solubilidad y cambio de estado)
que indica la naturaleza mas o menos polar de una molécula.

Para los indices de polaridad de disolventes, se puede hacer referencia al articulo de L.R. SNYDER: Classification
of the solvent properties of common liquids; Journal of Chromatography, 92 (1974), 223-230, que se incluye como
referencia en esta solicitud.

El disolvente polar se selecciona ventajosamente de entre agua, alcoholes de C1-C4, tales como etanol, glicoles,
etilenglicol, glicerol, butilenglicol, y propilenglicol, y mezclas de los mismos.

Preferentemente, la extraccion se lleva a cabo usando una mezcla hidroalcohdlica, en particular una mezcla de
agua-etanol, y preferentemente una mezcla de agua-etanol, ventajosamente en una relacion de 50/50 (v/v).

Segun la presente divulgacion, el por lo menos un extracto vegetal capaz de modular la expresion o la actividad
de Myo-X se selecciona de entre el grupo que consiste en un extracto de la planta del género Artocarpus,
preferentemente un extracto de Artocarpus heterophyllus, mas preferentemente un extracto de semilla de
Artocarpus heterophyllus; un extracto de la planta del género Cyathea, preferentemente un extracto de Cyathea
cumingii, mas preferentemente un extracto de la hoja de Cyathea cumingii; un extracto de la planta del género
Secale, preferentemente un extracto de cereal Secale, mas preferentemente un extracto de semilla de cereal
Secale; un extracto de la planta del género Thalassiosira, preferentemente la secrecion de Thalassiosira
pseudonana; un extracto de la planta del género de soja, preferentemente un extracto de semilla de soja, mas
preferentemente un extracto de pericarpio de semilla de soja; un extracto de la planta del género Buddleja,
preferentemente un extracto de Buddleja axillaris, mas preferentemente un extracto de la hoja de Buddleja axillaris.

En particular, un extracto de la planta del género Artocarpus, preferentemente un extracto de Artocarpus
heterophyllus, mas preferentemente un extracto de semilla de Artocarpus heterophyllus; un extracto de la planta
del género Cyathea, preferentemente un extracto de Cyathea cumingii, mas preferentemente un extracto de la hoja
de Cyathea cumingii; un extracto de la planta del género Secale, preferentemente un extracto de cereal Secale,
mas preferentemente un extracto de semilla de cereal Secale; un extracto de la planta del género Thalassiosira,
preferentemente la secrecion de Thalassiosira pseudonana; un extracto de la planta del género Buddleja,
preferentemente un extracto de Buddleja axillaris, mas preferentemente un extracto de la hoja de Buddleja axillaris,
son agentes activos que disminuyen la expresion o la actividad de Myo-X; y un extracto de soja, preferentemente
un extracto de semilla de soja, mas preferentemente un extracto de pericarpio de semilla de soja, es un agente
activo que incrementa la expresion o la actividad de Myo-X.

Otro aspecto de la presente divulgacion es proporcionar por lo menos un extracto vegetal seleccionado de entre el
grupo que consiste en un extracto de la planta del género Cyathea, preferentemente un extracto de Cyathea
cumingii, mas preferentemente un extracto de la hoja de Cyathea cumingii; un extracto de la planta del género
Secale, preferentemente un extracto de cereal Secale, mas preferentemente un extracto de semilla de cereal
Secale; un extracto de la planta del género Thalassiosira, preferentemente la secrecion de Thalassiosira
pseudonana; un extracto de soja, preferentemente un extracto de semilla de soja, mas preferentemente un extracto
de pericarpio de semilla de soja, para uso en una composicion cosmética, o en la preparacion de la preparacion
cosmética como un agente activo que modula la pigmentacion de la piel o del cabello; en particular, un extracto de
la planta del género Cyathea, preferentemente un extracto de Cyathea cumingii, mas preferentemente un extracto
de la hoja de Cyathea cumingii; un extracto de la planta del género Secale, preferentemente un extracto de cereal
Secale, mas preferentemente un extracto de semilla de cereal Secale; un extracto de la planta del género
Thalassiosira, preferentemente la secrecion de Thalassiosira pseudonana; son agentes activos para uso para
reducir la pigmentacion de la piel o del cabello; y un extracto de soja, preferentemente un extracto de semilla de
soja, mas preferentemente un extracto de pericarpio de semilla de soja, es un agente activo para uso para
aumentar la pigmentacion de la piel o del cabello.

Segun otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento de cuidado cosmético que
comprende el uso tépico de una composicion cosmética que comprende por lo menos un extracto vegetal
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seleccionado de entre el grupo que consiste en un extracto de la planta del género Cyathea, preferentemente un
extracto de Cyathea cumingii, mas preferentemente un extracto de la hoja de Cyathea cumingii; un extracto de la
planta del género Secale, preferentemente un extracto de cereal Secale, mas preferentemente un extracto de
semilla de cereal Secale; un extracto de la planta del género Thalassiosira, preferentemente la secrecién de
Thalassiosira pseudonana; un extracto de soja, preferentemente un extracto de semilla de soja, mas
preferentemente un extracto de pericarpio de semilla de soja, a fin de reducir o aumentar la pigmentacion de la piel
o del cabello.

Segun otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento de cuidado cosmético que
comprende el uso topico de una composicion cosmética que comprende por lo menos un extracto vegetal, obtenido
mediante los procedimientos descritos en la presente memoria, como agente activo que modula la expresion o la
actividad de Myo-X a fin de reducir o aumentar la pigmentacion de la piel o del cabello.

En particular, un extracto de la planta del género Cyathea, preferentemente un extracto de Cyathea cumingii, mas
preferentemente un extracto de la hoja de Cyathea cumingii; un extracto de la planta del género Secale,
preferentemente un extracto de cereal Secale, mas preferentemente un extracto de semilla de cereal Secale; un
extracto de la planta del género Thalassiosira, preferentemente la secrecion de Thalassiosira pseudonana, son
agentes activos que reducen la pigmentacion de la piel; y un extracto de soja, preferentemente un extracto de
semilla de soja, mas preferentemente un extracto de pericarpio de semilla de soja, son agentes activos que
aumentan la pigmentacion de la piel o del cabello.

Segun la presente divulgacion, el por lo menos un extracto vegetal como se describe anteriormente se usa para
preparar una composicion cosmeética, o se usa como un agente activo que modula la pigmentacion de la piel o del
cabello en la preparacion de una composicion cosmética que aclara u oscurece la pigmentacion de la piel o del
cabello.

Segun la presente divulgacion, los extractos vegetales anteriores se usan en intervalos de concentraciones,
expresados en peso seco, entre 0.0001% y 10% en peso de la composicion descrita en la presente memoria, y
preferentemente entre 0.01% y 2%.

Segun otro aspecto, la presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento de cuidado cosmeético, en el
que una composicion cosmética que comprende una sustancia activa que modula la expresién o la actividad de
Myo-X se usa tipicamente para reducir o aumentar la pigmentacion de la piel o del cabello.

En una forma de realizacién preferida, dicha sustancia activa es un acido nucleico, mas preferentemente una
molécula de ARN, capaz de modular la expresion de Myo-X a través de la interaccion con ADN o ARN que codifica
Myo-X o una porcion funcional del mismo.

En particular, dicha molécula de ARN es capaz de seleccionar como diana la interaccidon antisentido o la
interferencia de ARN contra ARNm que codifica Myo-X.

En una forma de realizacion, dicha molécula de ARN es una molécula de ARNm para seleccionar como diana
ARNm de Myo-X via interferencia por ARN (iIARN) que tiene la secuencia 5-CAGCGGTATAAGAGAAATCAA-3’
(SEC ID N°1).

El experto en la materia conoce cémo determinar otras secuencias adecuadas que exhibirian iARN frente a ARNm
de Myo-X.

Las composiciones cosméticas o farmacéuticas, especialmente las composiciones dermatoldgicas descritas en la
presente memoria, tienen asi una variedad de aplicaciones en cosmetologia o dermatologia, no solo donde se
desea reducir la pigmentacion, sino asimismo donde se desea aumentar la pigmentacion.

Por ejemplo, estas composiciones despigmentantes se pueden usar para obtener un efecto de aclaramiento de la
piel humana, o para obtener un color homogéneo de la piel. Asimismo se pueden usar en caso de aparicion sobre
la piel, en particular sobre la cara o las manos, de areas y/o manchas que son mas oscuras y/o mas coloreadas,
confiriendo una heterogeneidad de color en la piel. Estas manchas son debidas a una gran concentracion de
melanina en los queratinocitos epidérmicos que resulta de una actividad melanogénica exacerbada en los
melanocitos. Dichas composiciones se usan en particular para tratar hiperpigmentaciones regionales debidas a
hiperactividad melanocitica, tales como melasmas idiopaticos, hiperpigmentaciones localizadas debidas a
hiperactividad melanocitica, tales como manchas pigmentarias denominadas léntigo solar o Iéntigo senil,
hiperpigmentaciones accidentales tales como fotosensibilizacién o cicatrizacion postlesion, y asimismo ciertas
formas de leucodermias, tales como vitiligo. En estos ultimos casos, puesto que no es posible repigmentar la piel,
se reduce la pigmentacion en la periferia de las zonas despigmentadas para dar a la piel un color mas homogéneo.

Preferentemente, en la presente divulgacion, las composiciones cosméticas que comprenden por lo menos
extractos vegetales capaces de reducir la pigmentacion de la piel o del cabello (seleccionados de entre el grupo
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que consiste en un extracto de la planta del género Cyathea, preferentemente un extracto de Cyathea cumingii,
mas preferentemente un extracto de la hoja de Cyathea cumingii; un extracto de la planta del género Secale,
preferentemente un extracto de cereal Secale, mas preferentemente un extracto de semilla de cereal Secale; y un
extracto de la planta del género Thalassiosira, preferentemente la secrecion de Thalassiosira pseudonana) se usan
en un procedimiento de cuidado cosmético para el tratamiento cosmético de las hiperpigmentaciones de la piel o
del cabello, incluyendo aquellas asociadas con enfermedades tales como: melasmas idiopaticos, léntigo. Dichas
composiciones asimismo se usan en un tratamiento de cuidado cosmético para reducir cosméticamente contrastes
de pigmentacién como consecuencia de un area despigmentada rodeada por piel normalmente pigmentada o mas
pigmentada, tal como en el caso de vitiligo.

Las composiciones despigmentantes descritas en la presente memoria asimismo se usan como agentes de
blanqueo de la piel por ciertos individuos, en particular aquellos que son muy reactivos a radiaciones UV, para
aclarar su coloracion, en particular la de su cara y sus manos, a fin de mantener un color de la piel que sea tan
claro como sea posible o, por lo menos, reducir los efectos pigmentantes de los rayos UV.

Por otro lado, las composiciones pigmentantes descritas en la presente memoria se pueden usar como productos
solares para acelerar o intensificar el bronceado que, aparte de la ventaja estética buscada a menudo, permite que
se fortalezcan las defensas naturales frente a radiaciones ultravioletas al incrementar las proporciones de melanina
en la epidermis. Estas composiciones asimismo se pueden usar, por ejemplo, en forma de cremas, para dar a la
piel un aspecto mas quemado por el sol, o asimismo en forma de lociones, para prevenir y tratar la aparicion del
pelo gris.

Preferentemente, en la presente divulgacion, las composiciones cosméticas que comprenden por lo menos
extractos vegetales capaces de aumentar la pigmentacion de la piel o del cabello (seleccionados de entre el grupo
que consiste en un extracto de soja, preferentemente un extracto de semilla de soja, mas preferentemente un
extracto de pericarpio de semilla de soja) se usan en un procedimiento de cuidado cosmético para el tratamiento
cosmeético de despigmentaciones de la piel o del cabello, incluyendo aquellas asociadas con enfermedades tales
como tifia versicolor, pitiriasis alba, lupus eritematoso, micosis fungoide, sarcoidosis, lepra, sifilis y nevus
despigmentado.

Ademas, las composiciones cosméticas descritas en la presente memoria pueden incluir, ademas del por lo menos
el extracto vegetal, cualquier otro agente activo que module o no la pigmentacion de la piel o del cabello, tales
como protectores solares, y asimismo pueden incluir por lo menos un excipiente cosméticamente aceptable que
se puede seleccionar de entre polimeros, tensioactivos, agentes de control de la reologia, fragancias, electrolitos,
agentes que ajustan el pH, antioxidantes, conservantes, tintes, madreperla, pigmentos, y mezclas de los mismos.

Las composiciones cosméticas descritas en la presente memoria estan destinadas al uso tépico. Estas
composiciones pueden ser, por ejemplo, un suero, una locién, una pulverizacion, una espuma, una disolucion, un
polvo, una pomada, una leche, una emulsioén, una crema tefiida, o un hidrogel, y pueden estar en forma de una
barrita, un parche o una mascara.

Ademas, las composiciones cosméticas descritas en la presente memoria, destinadas para administracion tépica,
pueden contener por lo menos un agente para promover la penetracion y difusion en las estructuras cutaneas en
cuestion, tales como los agentes usados habitualmente en los campos de cosmetologia y dermofarmacia, por
ejemplo glicerol, propilenglicol, acido oleico o aceites esenciales, especialmente mentol y eucaliptol.

A continuacion se describiran, unicamente a titulo de ejemplo, las formas de realizacién descritas en la presente
memoria, haciendo referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 representa el efecto de los extractos vegetales descritos en la presente memoria activos sobre la
melanogénesis en melanocitos humanos pigmentados normales.

La figura 2 representa el efecto de exiractos vegetales descritos en la presente memoria sobre la
melanogénesis en melanoma FM55 moderadamente pigmentado.

Las figuras 3A y 3B representan el efecto de extractos vegetales descritos en la presente memoria sobre la
actividad de tirosinasa en melanocitos humanos normales pigmentados.

Las figuras 4A y 4B representan el efecto de extractos vegetales descritos en la presente memoria sobre la
actividad de tirosinasa en melanoma FM55 moderadamente pigmentado.

Las figuras 5A y 5B representan el efecto de extractos vegetales descritos en la presente memoria, de IBMX 'y
de niacinamida sobre la actividad de tirosinasa en cocultivo de melanocitos y queratinocitos humanos normales.

La figura 6 representa los resultados del analisis cuantitativo de la transferencia de melanosomas tras la
incubacion con los extractos vegetales descritos en la presente memoria.
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Las figuras 7A y 7B representan el efecto de los extractos vegetales descritos en la presente memoria sobre la
expresion de la proteina Myo-X mediante transferencia Western en melanocitos humanos normales.

La figura 8 representa los resultados del analisis cuantitativo de la transferencia de melanosomas tras la
genorreduccion de la expresion de Myo-X de melanocitos epidérmicos en cocultivo de melanocitos-
queratinocitos epidérmicos.

Antecedentes

En los resultados divulgados a continuacion, los extractos vegetales descritos en la presente memoria se identifican
por su nombre codificado original respectivo, con la siguiente correspondencia:

- L-18: Extracto de semilla de Artocarpus heterophyllus,
- L-19: Extracto de la hoja de Cyathea cumingii (extraccion con disolventes polares),

- L-20: extracto de semilla de cereal Secale (extraccion con disolventes polares, en particular agua, seguido
de una hidrdlisis enzimatica),

- L-21: Secrecion de Thalassiosira pseudonana (obtenida de un cultivo en agua marina),
- L-22: Extracto de pericarpio de semilla de soja (suspension acuosa, seguido de una hidrélisis enzimatica),
- L-23: Extracto de la hoja de Buddleja axillaris (extraccion/concentracion, después liofilizacién/esterilizacion).

Este informe presenta datos sobre el efecto de los diversos L-18-23 sobre la transferencia de melanosomas en
melanocitos epidérmicos humanos normales a queratinocitos epidérmicos totalmente emparejados.

Las dosis optimas se han estandarizado para cada principio activo de extracto vegetal separadamente en
melanocitos y queratinocitos epidérmicos. Se ha evaluado el efecto de todos los L-18-23 sobre a) la sintesis de
melanina y b) la actividad de tirosinasa, usando melanocitos cultivados solos y cultivados junto con queratinocitos
emparejados (es decir, cocultivos de EM-KC). Se han evaluado los efectos de los principios activos de extractos
vegetales sobre la transferencia de melanosomas en cocultivo de EM:KC usando inmunomarcaje con gp00.

Para este estudio, como controles, se usaron tanto el modulador positivo de melanocitos (IBMX) como un inhibidor
de la transferencia de melanosomas (niacinamida).

En general, L- 18, 19, 20, 21, 23 redujeron la sintesis de melanina, la actividad de dopa-oxidasa de tirosinasa, la
transferencia de melanosomas, y la expresion de Myo-X. De hecho, L-18 y L-23 eran conocidos como agentes
despigmentantes, pero su accién sobre estos parametros no se mostré hasta ahora. Por el contrario, se encontré
que L-22 aumenta dichos parametros.

Materiales y procedimientos

Estimulacién de melanocitos y células de melanoma con extractos vegetales descritos en |la presente memoria.

Cultivo celular:
En el informe a continuacién, el material de partida usado

- para L-18, es un polvo (colocado en disolucion madre acuosa, ajustado después hasta la concentracion
indicada),

- para L-29, es una disolucion en una mezcla de agua/glicerol a 30% de extracto seco,
- para L-20, es una disolucion acuosa a 5,6% de extracto seco,

- para L-21, es una disolucion acuosa a 6% de extracto seco,

- para L-22, es una disolucién acuosa a 15% de extracto seco,

- para L-23, es un polvo (colocado en disolucion madre acuosa, ajustado después hasta la concentracion
indicada),

Evaluacion de las dosis: Melanocitos epidérmicos EM y queratinocitos epidérmicos (EK) totalmente emparejados
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se sembraron en placas de 6 pocillos en medio de melanocitos MEM y de queratinocitos K-SFM totalmente
suplementado con suero durante 24 h. Las células se cambiaron a medio libre de suero (denominadas hambriento)
suplementado con L-18 (0.001-0.005%), L-19 (0.5-1.0%), L-20 (0.1-0.5%), L-21 (10 ( ug/ml), L-22 (0.1-1.0%) y L-
23 (0.01-0.05 pg/ml) durante 12 y 72 h. Los controles incluyeron IBMX (100 uM) y niacinamida (10 pM). La
citotoxicidad se evalué mediante la muerte celular y el cambio citopatoldgico en la morfologia.

Se sembraron aproximadamente 1x10* EM y 2x10® FM55 células de melanoma FM55 en cada pocillo de un
portaobjetos de camara de 8 pocillos Lab-tek®, y se dejaron adherir durante 24 h. Las células se lavaron entonces
3 veces con PBS estéril, y se suplementaron con 350 pl de medio reciente RPMI libre de suero (células de
melanoma) o medio de melanocitos libre de suero hambriento y libre de BPE (EM), y se incubaron a 37°C y 5% de
CO2 durante 24 h. Las células se lavaron entonces con PBS estéril 3 veces, y se incubaron con IBMX 1x10* M a
37°C y 5% de CO2 durante 12, 24, y 72 h. Las células se lavaron entonces suavemente 3 veces con PBS estéril,
y se fijaron durante 10 minutos a -20°C en metanol enfriado con hielo. Los portaobjetos se almacenaron a -20°C
hasta que se llevd a cabo la inmunocitoquimica.

Ensayo de melanina: Se prepararon 500 pg/ml de melanina sintética (Sigma, UK) en hidroxido sédico (NaOH) 1
M (BOH Ltd, UK), y se disolvié en un bafio de agua de ultrasonidos durante 20 minutos. A partir de esta disolucion
madre, se prepararon diversos patrones de melanina en NaOH 1 M, desde 50 pg/ml hasta 1 pg/ml. Los patrones
de melanina se pipetearon en una placa de 96 pocillos para producir una curva de calibracién para la evaluacion
del contenido de melanina en las muestras de ensayo. Se afiadieron 400 pl de NaOH 1 M a cada sedimento
celular, y se disolvieron en un bloque calefactor (100°C) durante 15 minutos. Los sedimentos se sometieron
vigorosamente a vortice, y el sedimento solubilizado se pipeted en la misma placa de 96 pocillos. Las densidades
opticas de la muestra se leyeron a 495 nm en un programa DYNEX REVELATION 4.02. El contenido de melanina
de cada muestra de ensayo se leyo a partir de la curva de calibracion.

Deteccion de DOPA oxidasa usando SDS-PAGE no desnaturalizante, para evaluacion de la actividad de tirosinasa:
Se sembraron aproximadamente 5 x 10° de EMc, y células de melanoma FM55 en tres matraces T75, y se
incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante toda la noche. Las células se prepararon para SDS-PAGE, y se transfirieron
sobre membranas de PVDF. Se pipetearon 70 ug de extracto de proteina sin reducir, sin hervir, en los pocillos
apropiados de geles de SDS-PAGE al 8%. La membrana de PVDF que contiene las proteinas separadas se lavo
una vez en 1xPBS, y después se incub6 a RT en L-DOPA 5 mM en amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M durante
3 horas, con tres cambios de la L-DOPA. La reaccién de L-DOPA se detuvo lavando la membrana en agua
destilada, y se escaned la membrana.

Analisis de transferencia Western: EMc en un matraz T225 confluente se tripsinizaron y se sembraron en un matraz
T25 con medio completo, y se dejaron adherir toda la noche. 24 h antes del tratamiento, el medio se sustituyd por
medio hambriento, durante 24 h. Las células se lavaron 3 veces con PBS estéril, y se incubaron en medio
hambriento solo, o L-18 (0.001%), L-19 (1%), L-20 (0.5%), L-21 (10 ng/ml), L-22 (1%) y L-23 (0.05 pg/ml), durante
12y 72 h. Los controles incluyeron IBMX (100 pM) y niacinamida (10 uM).

Se sometieron a electroforesis 40 ng de proteina total procedente de cada extracto celular en SDS-PAGE al 8%
reductor, y se transfirieron en membranas de PVDF (Millipore Corporation, Bedford, MA). Las membranas se
bloquearon con 5% de PBS en leche/0.075% de Tween 20 durante 2 h a temperatura ambiente, y después se
sondaron con anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C. La escalera de pesos moleculares (Magik Marker,
Invitrogen) se incubd en 5% de PBS en leche/0.075% de Tween 20, y las tiras de membrana se incubaron con 1
ml de 5% de PBS en leche/0.075% de Tween 20 (control negativo), o 1 ml de anticuerpo policlonal de conejo anti-
Myo-X (1:200) en 5% de PBS en leche/0.075% de Tween 20), 1 ml de anticuerpo policlonal de conejo anti-fascina
(1:500) en 5% de PBS en leche/0.075% de Tween 20 y 1 ml de anticuerpo policlonal de cabra anti-actina (1:1000)
en 5% de PBS en leche/0.075% de Tween 20), en una plataforma de balanceo toda la noche a 4°C.

Tras lavados exhaustivos, las transferencias se incubaron durante 2 h con anticuerpos secundarios conjugados
con peroxidasa de rabano picante. La escalera de pesos moleculares se incubd entonces con 1 ml de HRP-goat
anti-human IgG (H+L) (Zymed, USA) (1:500) diluido en 5% de PBS en leche/0.075% de Tween 20, y las tiras de
membrana se incubaron en 1 ml de anticuerpo secundario de anticuerpo completo anti-lgG de conejo enlazado a
peroxidasa de rabano picante (Amersham Biosciences, UK) (1:700, diluido en 5% de PBS en leche/0.075% de
Tween 20) en una plataforma de balanceo durante 2 horas a temperatura ambiente. Se repitié el procedimiento de
lavado, y las tiras de membrana se incubaron en LumiGLO ®Reagent and Peroxide (BioLab Ltd, UK) durante 2
minutos a temperatura ambiente. La sefial quimioluminiscente se detectd exponiendo las tiras de transferencia a
una pelicula de rayos X Kodak XRA (Kodak, UK) a diversos tiempos de exposicion, seguido del revelado en
disolucion de revelado (Kodak, UK) hasta que aparecieron las bandas, se aclararon en agua del grifo, se fijaron en
el fijador (Kodak, UK) hasta que la pelicula se puso azul, después se aclararon con agua del grifo, y se dejaron
secar. La membrana se marco entonces y se escaneo para el analisis densitométrico mediante un software (Image
Master Total lab version 1.11).

Tincion de inmunofluorescencia: Para los estudios de cocultivos de EM:KC, melanocitos (p4) y queratinocitos (p2)
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totalmente emparejados se sembraron en portaobjetos de camara Lab-Tek® de 8 pocillos, a una densidad celular
de 1 x 10* células/pocillo y en una relacion de 1 melanocito a 10 queratinocitos. Los cocultivos se mantuvieron toda
la noche (16 h) en una mezcla de K-SFM y MEM completo (medio de cocultivo) para permitir la adhesion celular,
seguido de la reposicion del medio durante otras 24 h. Las células se fijaron entonces durante 10 min. a -20°C en
metanol enfriado con hielo, se lavaron en PBS, y después se bloquearon con 10% de suero de burro para la
deteccioén de la expresion proteica en filopodios.

Para los experimentos de doble marcaje, el primer anticuerpo primario, Myo-X (1:100) (Santa Cruz, California,
USA), se aplicé toda la noche a 4°C, seguido de la incubacién con anticuerpo secundario conjugado con FITC
(1:100) durante 1 h a temperatura ambiente. El segundo anticuerpo primario, ya sea citoqueratina (1:100) (Abcam,
Cambridge, UK) o B-actina (1:100) (Santa Cruz, USA) o fascina (1:100) (Santa Cruz, USA) o NKi/beteb (1:30)
(Monosan), se aplico durante 1 h a temperatura ambiente, seguido de un anticuerpo secundario conjugado con
TRITC (1:100) (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, USA). Para tefiir los nucleos, se us6
DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Las imagenes se capturaron con una camara digital Hamamatsu
enfriada, usando un objetivo 100x, y se post-procesaron usando Paint Shop Pro (Jasc Software Ver. 7. CA, USA).
Los controles negativos incluyeron la omisidon de anticuerpo primario y la sustitucion por suero no inmune
procedente de hospedante de anticuerpo secundario, y la inclusién de anticuerpos secundarios.

Analisis cuantitativo de transferencia de melanosomas: Melanocitos epidérmicos (p4) y queratinocitos epidérmicos
(p2) totalmente emparejados, procedentes de 4 individuos normales (es decir, F39; F67; F54; F52) se mantuvieron
en portaobjetos de camara Lab-Tek® de 8 pocillos, a una densidad celular total de 2 x 10* células/pocillo y en una
relacion de 1 melanocito a 10 queratinocitos normales. El cocultivo se mantuvo durante otras 24 h antes de lavar
3 veces con PBS estéril antes de la incubacion con medio hambriento solo, o L-18 (0.001%), L-19 (1%), L-20
(0.5%), L-21 (10 pg/ml), L-22 (1%) y L-23 (0.05 pg/ml) durante 12y 72 h. Los controles incluyeron IBMX (100 pM)
y niacinamida (10 pM). Las células se procesaron entonces para la tincion de inmunofluorescencia con gp100,
para evaluar la transferencia de melanosomas a los queratinocitos.

La evaluacion de la transferencia de melanosomas se llevé a cabo contando las manchas fluorescentes positivas
para gp100 en queratinocitos receptores en 5 campos microscopicos al azar por pocillo, a un aumento de 100x
(inmersién en aceite), en 3 experimentos independientes. Para evitar contar granulos de melanina que todavia
pueden estar asociados con los melanocitos, solamente se contaron las manchas positivas para gp100 en
queratinocitos que no estaban en contacto directo con melanocitos.

Genorreduccion de Myo-X usando ARNpi: Se obtuvo de Qiagen, Valencia, CA, un ARNpi sintético que selecciona
como diana a Myo-X humana (5'-CAGCGGTATAAGAGAAATCAA-3’) (SEC ID No 1), y un control no silenciador,
que consiste en ARNpi que no tiene ninguna homologia conocida con genes de mamiferos (5'-
AATTCTCCGAACGTGTCACGT-3') (SEC ID No 2). Un dia antes del tratamiento con ARNpi, se colocaron 5 x 10°
melanocitos epidérmicos por pocillo en placas de seis pocillos a una confluencia de 50-60%, y se incubaron a 37°C
durante 12 h. Las células se trataron entonces durante 12 h con una concentracioén final de ARNpi de 25 nM usando
el reactivo de transfeccion HiPerFect (Qiagen, Valencia, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
microscopia de fluorescencia se usé para verificar que aproximadamente 100% de las células (usando el control
no silenciador marcado con marcadores alexa fluor 488) absorbieron en ARNpi. A 12 h, las células procedentes
de cada pocillo se volvieron a sembrar en portaobjetos de camara Lab-Tek® de 8 pocillos. Para los estudios de
cocultivo, los melanocitos tratados con ARNpi se sembraron con queratinocitos normales (22 pasada) en
portaobjetos de camara Lab-Tek® de 8 pocillos, a una densidad celular de 2 x 10* células/pocillo y en una relacion
de 1 melanocito tratado con ARNpi a 10 queratinocitos normales. A 24 h, el cocultivo se procesé para la doble
tincion inmunofluorescente con gp100 y citoqueratina o Myo-X, para estudiar la influencia de la genorreduccion
sobre la transferencia de melanomas, y se evaluaron muestras paralelas mediante tincion inmunofluorescente y
analisis de transferencia Western, para verificar la genorreduccion. Para otro experimento, estos cocultivos se
trataron con o sin L-18-23 durante 24 h.

Resultados/Discusion:

Seleccion de la dosis de extractos vegetales L-18-23:

Las células se incubaron con extractos vegetales y moduladores de la pigmentacion (IBMX y niacinamida), en un
intervalo de concentraciones. Algunas dosis dieron como resultado la muerte celular o el cambio anormal en la
morfologia celular (por ejemplo, vacuolizacion). Se muestra que las dosis de agente activo L-18-23 éptimas que
no estaban asociadas con el crecimiento o morfologia celulares alterados. Por lo tanto, estas dosis se usaron para
el resto del estudio.

Cultivos de queratinocitos epidérmicos humanos normales (Female-67; p2) se trataron durante 72 h con L-18

(0.001%), L-19 (1%), L-20 (0.5%), L-21(10 pg/ml), L-22 (1%) y LVMH-23 (0.05 pg/ml). Controles: Moduladores
melanociticos: IBMX (100 pM) y niacinamida (10 pM).
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Cultivos de melanocitos epidérmicos humanos normales (Female-67; p4) se trataron durante 72 h con L-18
(0.001%), L-19 (1%), L-20 (0.5%), L-21(10 png/ml), L-22 (1%) y L-23 (0.05 pg/ml). Controles: Moduladores
melanociticos: IBMX (100 uM) y niacinamida (10 uM).

Seleccién de la dosis para el disefio experimental

Extractos vegetales | Seleccion de la dosis final para el estudio en cocultivo de MC-KC
L-18 0.001%
L-19 1.0%
L-20 0.5%
L-21 10 pg/mi
L-22 1.0%
L-23 0.05 ug/ml

Efecto de los extractos vegetales L-18-23 sobre la melanogénesis:

Melanocitos epidérmicos humanos normales (F52; p5) y melanoma humano (FM55) se trataron durante 72 h con
L-18 (0.001%), L-19 (1%), L-20 (0.5%), L-21(10 upg/ml), LVMH-22 (1%) y L-23 (0.05 pg/ml). Ademas, como
controles, se usaron IBMX y NH4Cl (moduladores melanociticos positivos) y niacinamida (modulador negativo). El
cambio visible no fue particularmente evidente en melanocito normal debido a sus niveles basales ya elevados de
melanina (figura 1). Por el contrario, fue evidente el cambio visible en células de melanoma en las que los niveles
basales de melanina fueron bajos (figura 2). L-19, L-20, L-21 y L-23 redujeron significativamente el contenido de
melanina en comparacién con los niveles basales tanto en melanocitos normales como en células de melanoma
FM55. Sin embargo, L-22 se asocié con un incremento en el contenido de melanina en comparacion con los niveles
basales. L-18 no indujo un cambio significativo en estas células. Los resultados se resumen en la tabla 1 y en las
Figs. 1y 2.

Figura 1: Efecto de los principios activos de los extractos vegetales L-18-23 sobre la melanogénesis en melanocitos
humanos pigmentados normales

Melanocitos epidérmicos humanos normales (Female-52; p5) se trataron durante 72 h con L-18 (0.001%), L-19
(1%), L-20 (0.5%), L-21(10 pg/ml), L-22 (1%) y L-23 (0.05 pg/ml). Controles: Moduladores melanociticos: IBMX
(100 uM), NH4CI (100 puM), y niacinamida (10 uM).

(A) EIl contenido de melanina se determind espectrofotométricamente (475 nm) tras la solubilizacion con
hidréxido de sodio

(B) EI cambio visible no fue particularmente evidente en estas células debido a sus niveles basales ya
elevados de melanina. Los resultados se expresaron como cambio en el contenido de melanina (pg/célula)
comparado con niveles de control sin estimular. Las medias son £ SEM de 3 experimentos independientes
con *P< 0.05, **P<0.01, ***P<0.001. NS — No significativo

Figura 2: Efecto de los extractos vegetales L-18-23 sobre la melanogénesis en melanoma FM55 moderadamente
pigmentado

Células FM55 se trataron durante 72 h con L-18 (0.001%), L-19 (1%), L-20 (0.5%), LVMH-21 (10 ug/ml), L-22 (1%)
y L-23 (0.05ug/ml). Controles: Moduladores melanociticos: IBMX (100 uM), NH4CI (100 puM), y niacinamida (10

pM).

(A) EIl contenido de melanina se determind espectrofotométricamente (475 nm) tras la solubilizacion con
hidroxido de sodio. Las células con niveles basales bajos de melanina mostraron incrementos visibles en
la melanogénesis tras la estimulacién con IBMX y NH4CI.

(B) Los resultados se expresan como el cambio en el contenido de melanina (pg/célula) comparado con los
niveles del control sin estimular. Las medias son + SEM de 3 experimentos independientes con *P< 0.05,
**P<0.01, ***P<0.001. NS — No significativo.

Tabla 1: Cambios en los niveles de melanina tras la incubacién con extractos vegetales L-18-23

Basal NC IBMX NH4CI L-18 L-19 L-20 L-21 L-22 L-23

F52 EM

o,
A;de' 0 -4.01 | +74.57 | +166.17 | -4.57 -34,43 | -15.66 | -43.68 +31.60 | -25.25
cambio

(pg/célula) | (35.63) | (34.2) | (62.2) | (94.83) | (34.04) | (23.36) | (30.62) | (20.2) | (46.89) | (26.62)
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Basal NC IBMX NH4CI L-18 L-19 L-20 L-21 L-22 L-23

FM55

o,
A;de' 0 -5.94 | +250.8 | +478.82 | -3.22 -21.90 | -20.36 | -58.66 +29.33 | -33.20
cambio

(pg/célula) | (9.92) | (9.33) | (34.8) | (56.83) | (9.62) | (7.74) | 7.92) | (4.2) | (12.82) | (6.63)

Efecto de los extractos vegetales L-18-23 sobre |la actividad de tirosinasa:

Melanocitos epidérmicos humanos normales F52; p5) y melanoma humano (FM55) se trataron durante 72 h con
L-18 (0.001%), L-19 (1%), L-20 (0.5%), L-21(10 pg/ml), L-22 (1%) y L-23 (0.05 ng/ml). Ademas, como controles,
se usaron IBMX y NH4Cl (moduladores melanociticos positivos) y niacinamida (modulador negativo). IBMX y
NH4CI estaban asociados con un incremento drastico en la actividad de dopa oxidasa de tirosinasa tanto en las
células de EM como de FM55 (figuras 3 y 4). De los L-18-23, L-19, L-20, L-21 y L-23 redujeron significativamente
la actividad de tirosinasa tanto en melanocitos normales como en células de melanoma FM55 en comparacién con
los niveles basales (figuras 3 y 4). Por el contrario, sin embargo, L-22 se asocié con un incremento significativo en
la actividad de tirosinasa en comparacion con los niveles basales, mientras que L-18 no indujo ningun cambio
significativo. Estos resultados se resumen en la tabla 2.

Figura 3: Efecto de los extractos vegetales L-18-23 sobre la actividad de tirosinasa en melanocitos humanos
normales pigmentados

Melanocitos epidérmicos humanos normales (Female-52; p5) se trataron durante 72 h con L-18 (0.001%), L-19
(1%), L-20 (0.5%), L-21 (10 pg/ml), LVMH-22 (1%) y L-23 (0.05ug/ml). Controles: Moduladores melanociticos:
IBMX (100 uM), NH4CI (100 pM), y niacinamida (10 uM).

(A) Los extractos proteicos se electrotransfirieron, y las membranas se tifieron con L-DOPA para la estimacion
de la actividad de tirosinasa.

(B) Barrido densitométrico de las intensidades de las bandas, y los valores se expresaron como un incremento
en numero de veces en comparacion con los niveles del control sin estimular. Las medias son + SEM de
3 experimentos independientes con *P< 0.05, **P<0.01, ***P<0.001. NS — No significativo.

Figura 4: Efecto de los extractos vegetales L-18-23 sobre la actividad de tirosinasa en melanoma FM55
moderadamente pigmentado.

Células FM55 se trataron durante 72 h con L-18 (0.001%), L-19 (1%), L-20 (0.5%), L-21 (10 pg/ml), L-22 (1%) y L-
23 (0.05 pg/ml). Controles: Moduladores melanociticos: IBMX (100 uM), NH4CI (100 uM), y niacinamida (10 uM).

(A) Los extractos proteicos se electrotransfirieron, y las membranas se tifieron con L-DOPA para la estimacion
de la actividad de tirosinasa.

(B) Barrido densitométrico de las intensidades de las bandas, y los valores se expresaron como el incremento
en numero de veces en comparacion con los niveles del control sin estimular. Las medias son +SEM de
3 experimentos independientes con *P< 0.05, **P<0.01, ***P<0.001. NS — No significativo.

Tabla 2: Cambios en la actividad de tirosinasa tras la incubacién con extractos vegetales L-18-23

Basal NC IBMX NH4CI L-18 L-19 L-20 L-21 L-22 L-23
F52 EMc
% de cambio 0 -4.58 | +72.47 | +169.63 | -6.17 | -55.23 | -13.78 | -60.55 | +16.50 | -39.44
FM55
% de cambio 0 -3.31 [ +141.72 | +408.27 | -5.29 | -50.37 | -22.15 | -42.84 | +43.54 | -42.88

Sin embargo, los resultados de EM como monocultivo pueden no reflejar totalmente las influencias paracrinicas de
los queratinocitos, y de este modo pueden no revelar completamente los efectos asociados a L-18-23. Por lo tanto,
la evaluacion anterior de la actividad de tirosinasa se repitié con dos de los extractos vegetales; uno de los cuales
no mostré cambio (L-18) y otro mostré una disminucion significativa (L-23) en cocultivos de EM:KC completamente
emparejados. Fue interesante observar que en condiciones de cocultivo, L-18 mostré ahora una disminucion
significativa en la actividad de dopa oxidasa de tirosinasa (desde -3.46%, cuando las células EM se hacen crecer
solas, hasta -57.02%, cuando se cocultivan con sus parejas de KC). Para L-23, se observd una disminucion
adicional en la actividad de dopa oxidasa de tirosinasa cuando se encuentra en cocultivo (es decir, desde -41.16%
en monocultivo hasta -76.17% en cocultivo) (figura 5 y Tabla 3). Asimismo se observo una tendencia positiva y
negativa similar con IBMX y niacinamida respectivamente.
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Figura 5: Efecto de los extractos vegetales L-18 y L-23, de IBMX y de niacinamida sobre la actividad de tirosinasa
en cocultivo de melanocitos y queratinocitos humanos normales (Nota: La carga proteica se normalizé solamente
para la proteina melanocitica).

Cultivo de melanocitos epidérmicos humanos normales (Female-52; p5) y cocultivo emparejado F52 MC-KC se
trataron durante 72 h con L-18 (0.001%), L-23 (0.05 ng/ml). Controles: Moduladores melanociticos: IBMX (100 uM),
y niacinamida (10 uM). Linea de control negativo: queratinocitos solamente.

(A) Los extractos proteicos se electrotransfirieron, y las membranas se tifieron con L-DOPA para la estimacion
de la actividad de tirosinasa.

(B) Barrido densitométrico de las intensidades de las bandas, y los valores se expresaron como el incremento
en numero de veces en comparacion con los niveles del control sin estimular. Las medias son +SEM de
3 experimentos independientes con *P< 0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Tabla 3: Cambios en la actividad de tirosinasa de EM en cocultivos de EM:KC tras la incubacion con los extractos
vegetales L-18 y L-23

Basal NC L-18 L-23 IBMX
EM | EM-EK | EM EM-EK | EM EM-EK | EM EM-EK EM

EM-
EK

% de cambio en
la actividad de
tirosinasa de EM -
frente al nivel 0 +12.16 | -2.12 | -20.50 | -3.46 | -57.02 4116
basal de EM (es
decir, 0)

% de cambio en
la actividad de
tirosinasa de
EM, de EM
estimulados, +12.16 -18.84 -56.47 -57 +23.57
frente al nivel de
EM-EK
estimulados (es
decir, 12.16)

-76.17 | +66.61 | +93.41

Analisis cuantitativo de transferencia de melanosomas positiva para gp100 usando los extractos vegetales L-18 y
L-23:

La inmunotincién con gp100 proporciona un procedimiento de seguimiento poderoso para la evaluacion global de
la transferencia de melanina a los queratinocitos, y para la evaluacion de los moduladores del fenotipo melanocitico
(Singh et al., 2008). El inmunomarcaje doble (NKi/beteb y anticuerpo anti-citoesqueleto) de los cocultivos de EM:KC
tras el tratamiento con todos los L-18-23, con un inhibidor de la fosfodiesterasa IBMX (es decir, inductor de cAMP)
y con niacinamida, revelaron todos ellos cambios claros en el nimero de granulos de melanina positivos para
gp100 verdes fluorescentes en queratinocitos (figura 6). En este ensayo, la transferencia de melanosomas desde
los melanocitos a sus parejas queratinociticas en condiciones basales (es decir, no estimuladas) se determiné en
una media de 27.3 manchas positivas para gp100 por queratinocito. Sin embargo, esto se incremento casi 4 veces
tras la estimulacién durante 24 h de cocultivos con IBMX, hasta 99.5 manchas positivas para gp100 por
queratinocito. Por el contrario, la niacinamida redujo la transferencia de melanosomas en un 28% (19.6 manchas
positivas para gp100 por queratinocito; p<0.01; un resultado que se correlaciona con su uso clinico como un agente
de aclaramiento de la pigmentacion cutanea (Hakozaki et al, 2002; Greatens et al., 2005).

L-18, L-19, L-20, L-21 y L-23 redujeron todos ellos significativamente la transferencia de melanosomas, como se
evidencia por una reduccién de la transferencia de melanosomas en comparacién con un control sin estimular. Por
el contrario, se observd un incremento en la transferencia de melanosomas a los queratinocitos cuando los
cocultivos se estimularon con L-23), en comparacion con los niveles basales sin estimular.

Figura 6: Analisis cuantitativo de la transferencia de melanosomas tras la incubacién con extractos vegetales L-18-

23 (Tabla 4)

Cocultivos emparejados de melanocitos-queratinocitos Female-39) se trataron durante 24 h con L-18 (0.001%), L-
19 (1%), L-20 (0.5%), L-21 (10 pg/ml), L-22 (1%) y L-23 (0.05 pg/ml), junto con moduladores melanociticos
conocidos paralelos (IBMX (100 uM) y niacinamida (10 uM). El inmunomarcaje doble con anticuerpo anti-gp100
(verde) y anticuerpo anti-actina (rojo) reveld6 cambios evidentes en el niumero de manchas fluorescentes
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transferidas a queratinocitos. Cuantificacion de melanosomas transferidos, tomada a partir de 5 campos
microscopicos seleccionados aleatoriamente (20 células totales por campo) para cada uno de los diferentes grupos
de tratamiento. Los valores se expresaron como el porcentaje de incremento en el nimero de manchas positivas
para gp100 por queratinocito, en comparacion con los niveles del control sin estimular. Las medias son + SEM de
4 experimentos independientes con **P<0.01, ***P<0.001.

Tabla 4.
. 27.3 99.5 19.6 17.8 16.5 21.7 17.6 36.0 145+
Manchas gp1007/KC 09 | 54 | 07 | +15 | +1.9 | 08 | 09 | 29 | 22
% de cambio de
transferencia de +264 -28 -34 -39 -20 -35 +31 -47
melanina frente a basal

Efecto de los extractos vegetales L-18-23 sobre la expresién de Myo-X en melanocitos humanos normales.

El inmunomarcaje doble con anticuerpos dirigidos contra la Myo-X (datos no representados) y gp100 reveld la
expresion prominente de Myo-X en la periferia de células EM y en las puntas dendriticas. Myo-X asimismo se
detecto en los filopodios de EM. Se ha descubierto que IBMX incremento la expresion de Myo-X y el nimero global
de filopodios (como se sugiere por el niumero total de manchas amarillas mas alla de las puntas dendriticas de
EM). IBMX asimismo aumenté la localizacion de Myo-X en filopodios de EM en comparacion con células no
tratadas. Por el contrario, la expresion de Myo-X se redujo significativamente en EM por L-18, L-19, L-20, L-21 y
L-23, mientras aumentd por L-22 solo. La localizacién de Myo-X en los filopodios de EM asimismo se redujo
significativamente debido a estos extractos vegetales.

El analisis de transferencia Western de EM (F39) estimulados durante 12 h mediante IBMX (100 uM) mostré un
incremento de 3 veces en la expresion de Myo-10 en comparacién con los controles no tratados (figuras 7A, B).
Por el contrario, el inhibidor de la transferencia de melanosomas, niacinamida (10 uM), redujo la expresion de
Myo-X en un 60%. Todos los L-18-23 redujeron significativamente la expresion de Myo-X de EM (figura 7A, B), con
la excepcion de L-22.

Figura 7: Efecto de los extractos vegetales L-18-23 sobre |la expresién de la proteina Myo-X mediante transferencia
Western en melanocitos humanos normales

Cultivos de melanocitos epidérmicos humanos normales (F39-EM) se trataron durante 12 h con L-18 (0.001%), L-
19 (1%), L-20 (0.5%), L-21 (10 pg/ml), L-22 (1%) y L-23 (0.05 pg/ml). Controles: IBMX (100 uM) y niacinamida (10
pM).

(A) Los extractos celulares se analizaron mediante transferencia Western usando anti-Myo-X y anti-B-actina
como un control de carga.

(B) Analisis densitométrico de las intensidades de las bandas de Myo-X y de actina expresado como porcentaje
de cambio en comparacion con los controles sin estimular. Las medias son +SEM de 3 experimentos
independientes con **P<0.01, ***P<0.001.

La genorreduccion de la expresion de Myo-X en melanocitos epidérmicos inhibe la transferencia de melanosomas
a los queratinocitos epidérmicos

Se investigo el papel de Myo-X en la transferencia de melanosomas usando ARNpi sintético durante 12 h contra
Myo-X humana y contra un control no silenciador ARNpi. El silenciamiento de Myo-X en células melanociticas se
evalu6 mediante andlisis de transferencia Western. Esta inhibicion asimismo se confirmé mediante
inmunofluorescencia, que asimismo mostré que la expresion de Myo-X estaba casi completamente inhibida en
comparacion con el control no silenciador ARNpi. El inmunomarcaje doble con anticuerpo anti-gp100 de los
melanocitos con Myo-X silenciada reveld la ausencia de filopodios, como se evidencia por la falta de melanosoma
positivo para gp100 alrededor de las puntas de los melanocitos. Los melanocitos tratados con el control no
silenciador ARNpi mostré Myo-X y gp100 prominentes en la region de los filopodios.

Se deseaba determinar si la expresion de Myo-X endégena es un requisito para la transferencia de melanosomas
via filopodios en melanocitos. A fin de ensayar la implicacion de Myo-X en la transferencia de melanina, se usaron
melanocitos con Myo-X silenciada y melanocitos no silenciados, para establecer el cocultivo de MC-KC durante 24
h. El inmunomarcaje doble de este cocultivo con anticuerpo anti-gp100 y con anti-Myo-X mostré claramente la
inhibicion en el numero de manchas fluorescentes transferidas a los queratinocitos cultivados con melanocitos con
Myo-X silenciada. El inmunomarcaje doble con anticuerpo anti-gp100 y con anti-citoqueratina revel6 cambios
evidentes en el nimero de manchas fluorescentes (que representan granulos de melanina) transferidas a
queratinocitos.
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Usando este ensayo, se determind la velocidad de transferencia de melanosomas desde los melanocitos a los
queratinocitos con condiciones de control no silenciador ARNpi (figura 8). Este nivel de transferencia de
melanosomas se redujo en un 80% en melanocitos con Myo-X silenciada cultivados con células de queratinocitos
normales durante 24 h (figura 8). Esta es la primera demostracion de un papel fisiolégico de Myo-X en la
transferencia con éxito de melanosomas desde los melanocitos a los queratinocitos.

En los siguientes ejemplos, los porcentajes se proporcionan en peso del peso total de la composicion. La cantidad
de extractos vegetales se expresa como peso seco.

Ejemplo 1:

Polvo cosmético para aclarar la complexion facial

Extracto de la hoja de Cyathea cumingii 0.5%
Microcelulosa 20.0%
Laurilsulfoacetato sédico 15.0%
Fragancia, tintes, agentes conservantes c.S.

Talco c.s. 100%

Este polvo permite limpiar la piel, y asimismo hace posible, a través de un uso habitual durante unos pocos dias,
aclarar la complexiéon. Se puede aplicar a la piel facial una o dos veces al dia.

Ejemplo 2:

Crema cosmética despigmentante de dia en forma de emulsién-gel

Extracto de semilla de cereal Secale 0.1%

Glicerol 5.0%

Triglicéridos caprilico/caprico/succinico 5.0%
Metoxicinamato de octilo 1.0%

Copoliol dimeticona 0.5%

Polimero cruzado de acrilatos/acrilato de alquilo de C10-30 0.5%

Agente neutralizante segun se necesite
Agentes conservantes, odorizante, agentes colorantes segun se necesite
Agua c.s. 100%

Algunos individuos sometidos a una irradiacion mas o menos intensa debido a la luz diurna, o incluso a la luz solar
directa, querrian mantener una piel clara y evitar el aspecto de manchas pigmentantes.

El uso de la emulsién-gel definido anteriormente proporciona el medio para lograr este fin. Esta composicion se
aplica habitualmente sobre la cara en la mafhana. Es igualmente eficaz para la accién preventiva y de remedio
sobre la pigmentacion regular o irregular de la cara.

Ejemplo 3:

Fluido protector SPF 30 que evita manchas de pigmentacion

Extracto de Thassiora pseudonana 0.01%
Pentaciclometicona volatil 49.0%
Dioxido de titanio 15.0%
Metoxicinamato de octilo 7.5%
Glicerina 5.0%
Feniltrimeticona 5.0%
Copoliol dimeticona 3.0%
Polimetacrilato de metilo 2.5%
Butil metoxidibenzoil metano 1.0%
Agente neutralizante, odorizante, agentes conservantes, antioxidantes segun se necesiten
Agua c.s. 100%

El fluido protector se usa para prevenir la aparicion de manchas de pigmentacion en personas sometidas a este
fenémeno, antes de la exposicién a la radiacion solar intensa. Se deberia observar que la presencia de una
concentracion elevada en el filtro solar compensa la reduccion en la proteccion natural debida a la caida en el
contenido de melanina.
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Ejemplo 4:

Crema dermatoldgica para el tratamiento de hiperpigmentaciones de la piel de origen patolégico o por trauma

Extracto de la hoja de Cyathea cuminghii 0.3%
Estearato de glicerilo + estearato de PEG-100 5.0%
Poliisobuteno hidrogenado 4.0%
Ascorbilfosfato de magnesio 3.0%
Tricaprilato/caprato de glicerilo 3.0%
Escualano 3.0%
Glicerol 2.0%
Cera de abejas 1.5%
Octanoato de cetearilo 1.5%
Alcohol cetilico 1.0%
Alcohol estearilico 1.0%
Dimeticona 1.0%
Goma de xantana 0.3%
Acido etilendiaminotetraacético 0.2%
Acido citrico 0.1%
Citrato de sodio 0.1%
Agente neutralizante, fragancia, agentes conservantes C.S.
Agua c.s. 100%

El uso de esta crema hace posible reducir las hiperpigmentaciones de la piel de origen patolégico o por trauma.
Esta crema asimismo hace posible reducir el contraste de color en la periferia de areas despigmentadas en el caso
de vitiligo.

Ejemplo 5:

Locién facial cosmética para el aclaramiento de la complexién

Thalassiosira pseudonana 0.1%
Alcohol etilico 30.0%
PPG-3 miristil éter 5.0%
Glicerol 2.0%
Carbémero 0.2%
Polisorbato 20 0.2%
Agente neutralizante, fragancia, agentes conservantes C.S.

Agua c.s. 100%

Esta locién para aclarar la complexion se usa tras eliminar el magquillaje de la piel y limpiar esta ultima.
Ejemplo 6:

Suero aclarador facial cosmético

Extracto de semilla de cereal Secale (centeno) 0.2%

Glicerol 2%

EDTA tetrasédico

Acido citrico c.s. hasta pH deseado
Citrato trisédico

Goma de xantana 0.3%

Poliacrilamida, isoparafina de C13.14, laureth-7 0.5%

Dimeticona copoliol 0.3%

Fragancia, tinte, agente conservante c.S.

Agua c.s. 100%

Una gota de esta composicion sérica muy concentrada se aplica a la cara, generalmente antes de la aplicacion de
una crema facial. Este suero se usa normalmente como tratamientos de una a dos semanas, a fin de obtener o
mantener un aclaramiento de la complexién.
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Ejemplo 7:

Locién cosmética para aclarar el pelo corporal

Extracto de Thalassiosira pseudonana
Pantenil etil éter

Acetato de DL-a-tocoferilo
Polisorbato 60

Fragancia

Glicerol

Tinte

Agua

Alcohol

0.01%
0.5%
0.2%

1%

0.2%
0.5%

c.s.

c.s. 100%
50%

Esta locion se aplica a las areas con pelo que se van a aclarar, en particular los brazos, durante la cantidad de

tiempo suficiente para obtener el aclaramiento gradual de los pelos.
Ejemplo 8:

Gel-crema antimanchas cosmética para las manos

Succinato caprilico/caprico de diglicerilo
Octanoato de octilo

Metoxicinamato de octilo

Extracto de la hoja de Cyathea cumingii
Feniltrimeticona

Benzofenona-3

Hialuronato sodico

Goma de xantana

Copolimero de acrilatos/acrilato de alquilo de C10.30
Glicerol

PEG 150

Agentes neutralizantes, tintes, fragancia, agentes conservantes

Agua purificada

6%
2.5%
6%
0.3%
2.5%
0.5%
0.1%
0.2%
0.5%
2%
3%
c.s.
c.s. 100%

Esta crema se debe aplicar directamente a las manchas (léntigo solar y/o senil) en las manos, para reducir la

coloracién de dichas manchas.
Ejemplo 9:

Disolucién dermatoldgica para tratar hiperpigmentacién patoldgica.

Extracto de semilla de cereal Secale
Pentaciclometicona volatil

Dioxido de titanio

Metoxicinamato de octilo

Glicerina

Feniltrimeticona

Copoliol dimeticona

Polimetacrilato de metilo

Butil metoxidibenzoilmetano

Agente neutralizante, odorizante, agentes conservantes, antioxidantes

Agua

0.2%
49.0%
15.0%
7.5%
5.0%
5.0%
3.0%
2.5%
1.0%
segun se necesiten
c.s. 100%

Este suero se aplica diariamente a la piel para el tratamiento de personas que sufren hiperpigmentacién regional.

Ejemplo 10

Locién ténica capilar para despigmentar el cabello

Extracto de semilla de cereal Secale 0.2%
3-Metilxantina 0.03%
Alcohol 30.0%
Excipientes acuosos perfumados con solubilizante de perfume c.s. 100.0%
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Ejemplo 11

Crema solar bronceadora

Harina de soja hidrolizada (extracto de pericarpio de semilla de soja) 0.3 %
Estearato de isocetilo 8.0 %
Aceite de cacahuete hidrogenado 10.0 %
Aceite de lanolina 3.5%
Alcohol cetilico 5.0 %
Alcohol estearilico 25%
Parafina liquida transparente 10.0 %
Monoéster de acido fosférico neutralizado de alcohol cetilico oxietilenado 3.0%
Metoxicinamato de octilo 5.0 %

Esta fase se emulsiona con una fase acuosa, c.s. 100 %, que contiene:

Pantotenol 0.1 %
Conservantes 0,2%

Ejemplo 12

Locién para fortalecer la proteccién solar natural

Alcohol 42.50 %
Propilenglicol 3.00 %
Mentol 0.05 %
Hidroxipropil metil celulosa 1.5%
Harina de soja hidrolizada 0.2 %
Excipientes acuosos perfumados c.s. 100.0%

Esta locion se aplica localmente, preferentemente dos veces al dia, cada dia durante 3 a 8 dias, antes de la

exposicion prolongada al sol.
Las aplicaciones diarias se pueden continuar durante el periodo de exposicion.
Ejemplo 13

Locién ténica capilar para pigmentar el cabello gris

Harina de soja hidrolizada (extracto de pericarpio de semilla de soja) 0.10 %
3-Metilxantina 0.03 %
Alcohol 30.0 %
Excipientes acuosos perfumados con solubilizante de perfume c.s. 100.0 %

Esta locion se puede aplicar al cabello y al cuero cabelludo, dos veces al dia, para un tratamiento vigoroso

destinado a reducir rapidamente la apariciéon del cabello blanco.
Ejemplo 14

Gel dermatoldgico destinado a promover la pigmentacion de la piel

Harina de soja hidrolizada 0.10 %
Etanol 0.03 %
Agua destilada 30.0 %
Excipiente gelificante, con 1.25% de gel Carbopol 940® c.s. 100.0 %
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de evaluacién de la capacidad de una sustancia para modular la transferencia de melanina
desde un melanocito a un queratinocito, comprendiendo el procedimiento la etapa de:

a) - proporcionar una sustancia de ensayo;
b) - proporcionar una célula que expresa Myo-X, seleccionada de entre un melanocito o un queratinocito;

c) - determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para modular la expresion o la activacion de Miosina-X
(Myo-X).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende comparar la expresion o activacion de Myo-X en una
célula tratada con una sustancia de ensayo con la expresion o activacion de Myo-X en una célula de control.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que determinar la capacidad de la sustancia
de ensayo para modular la expresion o la actividad de Myo-X incluye:

- medir la cantidad de proteina Myo-X en o sobre la célula;
- determinar la cantidad de un precursor en la sintesis de proteina Myo-X; o
- medir el nivel de transferencia de melanosomas en la célula.

4. Procedimiento segun la reivindicaciéon 1 para seleccionar una sustancia activa, preferentemente un extracto
vegetal, apto para aumentar la pigmentacién de la piel o del cabello que comprende:

a) - proporcionar una sustancia de ensayo;
b) - proporcionar una célula que expresa Myo-X, seleccionada de entre un melanocito o un queratinocito;

c) - determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para modular la expresion o la activacion de Miosina-X
(Myo-X), y

d) seleccionar la sustancia apta para incrementar la expresion o la activacion de Myo-X.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 1 para seleccionar una sustancia, preferentemente un extracto vegetal,
apto para reducir la pigmentacion de la piel o del cabello que comprende:

a) - proporcionar una sustancia de ensayo;
b) - proporcionar una célula que expresa Myo-X, seleccionada de entre un melanocito o un queratinocito;

c) - determinar la capacidad de la sustancia de ensayo para modular la expresion o la activacion de Miosina-X
(Myo-X), y

d) seleccionar la sustancia apta para disminuir la expresion o la activacion de Myo-X.
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