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RESUMO

INIBIQAO OU REVERSA0 DO ENVELHECIMENTO DA PELE POR MEIO
DE PEPTIDOS SEQUESTRANDO ACTINA

A invencdo diz respeito a degradacgdo da pele associada ao seu
envelhecimento, a qual é inibida ou reversiva pela administracéao
de péptido sequestrando a actina, como a Timosina (4 (TR4), uma

isoforma de TPR4, ou Tp4 oxidada.



DESCRIGAO

INIBIQAO OU REVERSAO DO ENVELHECIMENTO DA PELE POR MEIO
DE PEPTIDOS SEQUESTRANDO ACTINA

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Campo da invencéao

A presente 1invencdo é relativa ao campo de inibicdo ou reversao

do envelhecimento da pele.

DESCRICAO DOS ANTECEDENTES

O fendmeno chamado “envelhecimento” da pele pode ocorrer naoc so
com © avangar da idade, mas devido a outras alteragdes
degenerativas e a factores ambientais. O envelhecimento da pele
resulta de alteragdes nocivas nas propriedades fisioldgicas,
biogquimicas e imunoldgicas da pele. Essas alteragdes incluem o
emagrecimento da pele, a perda de elasticidade, a alteracdo nas
proporgbes de actina polimerizada e volume de actina
polimerizada, diminuicdo do colagénio e outras proteinas matriz,
alterag¢des na vascularizagdo gue diminuli a capacidade de reparar
o dano do ADN, aumentando a propensao para 0s cancros da pele
tais como carcinoma de células escamosas, e risco aumentado de

infeccéao.

Foram propostas numerosas fdérmulas farmacéuticas, nutricéuticas
ou cosmocéuticas para reduzir ou reverter o envelhecimento da
pele ou a aparéncia de envelhecimento da pele. Para além disso,
foram propostos “peelings” quimicos, fototerapias e varias

formas de cirurgia plastica.

Permanece a necessidade na arte de métodos e composigdes

melhorados para inibir ou reverter o envelhecimento da pele.



RESUMO DA INVENCAQ

A presente invengdc refere-se ao uso de uma quantidade efectiva
de um polipeptido de inibicdo da degeneragcdo da pele
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos LKKIET ou uma sua
variante conservadora tendo actividade inibidora da degeneracédo
da pele, para o fabrico de uma composigado para pPromover a
reversdo ou a inibig¢ao da degeneracdo da pele associada ao

envelhecimento da pele.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengao baseia-se numa descoberta que os péptidos
que sequestram a actina tais como a timosina 134 (Tp4) e outros
péptidos que sequestram actina compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos LKKTET ou suas variantes conservadoras, promovem a
reversaoc ou a inibicaoc da degeneracgdo da pele associada com o

envelhecimento da pele.

A Timosina p4 foi inicialmente identificada como uma proteina
que é regulada para cima durante a migracdo celular endotelial e
diferencia¢do in vitro. A Timosina P4 fol inicialmente isolada a
partir de um timo e ¢ um polipétido ubiquo 4,9 kDa com 43
aminodcidos identificado numa variedade de tecidos. J& foram
atribuidos muitos papéis a esta proteina incluindo um papel na
diferencia¢do e migragao celular endotelial de, diferenciag¢do de

células T, sequestro de actina e vascularizacao.

De acordo com uma concretizacdo, a invencdo é uma utilizacaoc de
uma quantidade eficaz de um agente que estimula a producac de
polipétidos de inibicdo de degeneracdo da pele compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos LKKTET, ou uma sua variante
conservadora tendo uma actividade de inibicado de degeneracgao da
pele, preferivelmente Timosina {4, Timosina (4 oxidada ou um

antagonista de Timosina PB4, para o fabrico de uma composicgdo



para promover a reversdao ou a inibi¢do da degeneracgdo da pele

associada ao envelhecimento da pele.

A presente 1nvencdo promove a melhoria na condicdao da pele
seleccionada do grupo consistindo num aumento da elasticidade da
pele, reducgdo da dimensdo de uma Aarea de escurecimento da pele
associada a idade (manchas da pele resultantes da idade),
branqueamento de uma &rea de escurecimento da pele resultante da

idade, e suas combinagdes.

As composigdes que podem ser usadas de acordo com a presente
inven¢ao incluem Timosina B4 (TP4), isoformas de TIp4, Tp4
oxidada, polipétidos compreendendo & sequéncia de aminodcidos
LKKTET ou suas variantes conservadoras tendo actividade de
inibicdo da degeneracado da pele. A WO 00/06190 divulga isoformas
de Tp4 que podem ser uteis de acordo com a presente invencdo
assim como a sequéncia de aminodcidos LKKTET e suas variantes
conservadoras tendo actividade de inibig¢do de degenerac¢do da
pele, que podem ser utilizadas na presente 1nvencgdo. A WO
99/49883 divulga Timosina TP4 oxidada que pode ser utilizada de
acordo com a presente invengdo. Embora a presente invencdo seja
descrita de ora em diante principalmente em relacdo a TR4 e as
isoformas de TP4 deverd ser entendido que se pretende que a
descrigdo que se segue seja igualmente aplicdvel a sequéncia de
aminodcidos LKKTET, &s suas variantes conservadoras tendo
actividade de inibig¢do de degeneracgdo da pele, assim como a

Timosina P4 oxidada.

Numa concretizacdao, & 1invencdao refere-se a um uso de uma
quantidade eficaz na inibig¢do da degeneracac da pele de Tp4 ou
de uma isoforma de TR4 para o fabrico de uma composicdo para a
inibicao ou reversao de envelhecimento da pele num sujeito, em
que a composigcdo pode ser para administragdaoc topica ou
sistémica. Os exemplos de administragdo tépica incluem, por

exemplo, contacto da pele com uma log¢ao, pomada, gel, creme,



pasta, spray, suspensao, dispersao, hidrogel, unguento, ou 6leo
compreendendo TP4. A administracaoc sistémica inclui, por
exemplo, injecgbes intravenosas, intraperitoniais,
intramusculares de uma composicdo contendo TR4 ou uma isoforma
de TP4. Um sujeito pode ser qualquer mamifero, preferivelmente

humano.

Uma composicdo de acordo com a presente invengcao pode ser
administrada diariamente, dia sim, dia néao, etc., com uma
aplicacao unica ou multiplas aplicacdes por dia da
administrac¢do, tais como aplicag¢des de 2, 3, 4 ou mais vezes por

dia de administracao.

As isoformas de TR4 foram identificadas e tém cerca de 70%, ou
cerca de 75%, ou cerca de 80% ou mais de homologia com a
sequéncia de aminodcidos de TR4 conhecida. Essas isoformas
incluem, por exemplo, TR4*%, TE9, TR10, TR11l, TR12, TR13, TRL4 e
TBR15. Tal como a TPR4, as isoformas TPLl0 e TRlS sequestram a
actina. As Tp4, TP10 e TPR15, bem como estas, outras isoformas
partilham uma sequéncia de aminocacidos, LKKIET, que parece estar
envolvido na mediacdo da sequestracdo ou ligacdo de actina.
Embora nao desejando estar wvinculado a qualquer teoria
particular, a actividade de isoformas de TP4 pode ser devida, em
parte, a capacidade de polimerizar a actina. Por exemplo, a TR4
pode modular a polimerizacdo da actina na pele, (p.ex. as f{-
timosinas parecem despolimerizar a F-actina ao segquestrar a G-
activa livre). A capacidade da TP4 para modular a polimerizacao
da actina pode ser devida no todo, ou em parte, a sua capacidade
para ligar ou sequestrar a actina via a sequéncia LKKTET. Assim,
tal como com a TPR4, outras proteinas que ligam ou seguestram a
actina, ou modulam a polimerizacdo da actina, incluindo as
isoformas de TR4 tendo a sequéncia de aminoacidos LKKTET, sé&o
susceptiveis de reduzir o envelhecimento da pele, sozinhas ou em

combinagao com TR4, conforme aqui estabelecido.



Assim, €& especialmente contemplado que as isoformas de TR4, tal
como TR4**®, TBE9, TRLO, TRL1, TRL2, TPL3, TRL4 e TH15, assim como
as isoformas de TB4 ainda nao identificadas, serdo uteis na
invencdo. A invencgdo proporciona assim composigdes farmacéuticas
compreendendo TP4, assim como isoformas TR4, TR4™'S, TB9, TRLO,
Tp1l1l, TPR1l2, TPR13, TR14 e TPR15 e um transportador farmacéutico

aceitdvel.

Para além disso, outras proteinas com capacidade de sequestro de
ligacdo de actina, ou gque possam mobilizar a actina ou modular a
polimerizac¢do de actina, conforme demonstrado num ensaio de
sequestro, 1ligacdo, mobilizacgdo ou polimerizacdo adequado, ou
identificado pela presenga de uma sequéncia de amino- acidos que
medeia a ligacao da actina, tal como LKKTET, por exemplo, podem
ser empregues igualmente na invencgao. Essas proteinas incluem
gelsolina, proteina de ligacdc da vitamina D (DBP), profilinga,
cofilina, depactina, Dnasel, vilina, fragmina, severing,

proteina terminal, B-actinina e acumentina, por exemplo.

A invengao proporciona ainda compesigles farmacéuticas
compreendendo gelsolina, proteina de 1ligagdo da wvitamina D
(DBP), profilina, cofilina, depactina, Dnasel, vilina, fragming,
severina, ©proteina terminal, p-actina e acumentina conforme
estabelecido na presente. Assim, a invencdo inclui o uso de um
polipéptido de redugdo do envelhecimento da pele compreendendo a
sequéncia de aminodcidos LKKTET e as suas variantes

conservadoras.

Conforme usado aqui, o termo “variante conservadora” ou as suas
variagdes gramaticais denota a substituig¢ao de um residuo de
aminodcido por outro residuo biclogicamente semelhante. Os
exemplos de variagdes conservadoras incluem a substituig¢do de um
residuo hidrofdébico tal como isoleucina, wvalina, leucina ou
metionina por outro, a substituicdo de um residuc polar por

outro, tal como a substituigdc de arginina por lisina, 4&cidos



glutdmico por aspdrtico, ou glutamina por asparagina, e assim

por diante.

A TP4 foil localizada em varios tipos de tecidos de células e
assim, os agentes que estimulam a produc¢ao de Tp4 podem ser
adicionados ou constituir uma composicdo para a produgao de T[R4
a partir de um tecido e/ou de uma célula. Esses agentes incluem
membros da familia de factores de crescimento, tal como o factor
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), factor de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crescimento
epidérmico (EGF), factor de crescimento transformador beta (TGF-
), factor de crescimento fibroblastico béasico (bFGF), timosina
al (Tal) e factor de crescimento endotelial wvascular (VEGE).
Mais preferivelmente, o agente ¢é o factor de crescimento
transformador beta (TGF-f) ou outros membros da superfamilia
TGF-p. As composicdes TP4 da invengdo podem reduzir o
envelhecimento da pele ao efectuar o crescimento do tecido
conectivo através de deposigdo na matriz extracelular, migracgéao

celular e vascularizacdo da pele.

Adicionalmente os agentes que assistem ou estimulam a redugdo do
envelhecimento da pele podem ser adicionados a composigdo
juntamente com Tp4 ou uma isoforma da TR4. Esses agentes incluem
agentes angiogénicos, factores de crescimento, agentes que
direccionam a diferenciacdo das células, agentes gue promovem a
migracdo de «células e agentes que estimulam a provisdoc de
material na matriz extracelular da pele. Por exemplo, € nao por
via da limitacao, TR4 ou a isoforma TPR4 sozinha ou em combinacgao
podem ser adicionadas a qualquer um ou mais dos seguintes
agentes: VEGF, KGF, FGF, PDGF, TIGFp, IGF-1, IGF-2, IL-1,

protimosina o e timosina ol numa quantidade eficaz.

A invencgao também inclui uma composigao farmacéutica
compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de TB4 ou

uma iscforma de TP4 num transportador farmaceuticamente



aceitdvel. Esses transportadores incluem os referidos acima com

referéncia & administracgdo parentérica.

A dosagem actual ou reagente, formulacdo ou composigcdo que inibe
ou promove a reversdo do envelhecimento da pele pode depender de
muitos factores, incluindo o tamanho e a saude do sujeito.
Contudo, as pessoas de competéncia normal na arte podem usar
ensinamentos descrevendo os métodos e técnicas para determinar
as dosagens clinicas conforme divulgado em WO 00/06190 supra, e
as referéncias ai citadas, para determinar a dosagem adequada a

utilizar.

As formulagdes tdpicas adequadas incluem TR4 ou uma isoforma de
TP4 numa concentracdo na gama de cerca de 0.001-10% em peso,
mais preferivelmente dentro do limite de cerca de 0.01-0.1% em

peso, mais preferivelmente cerca de 0.05% em peso.

As abordagens terapéuticas aqui descritas envolvem varias vias
de administragdc ou entrega de reagentes ou composicdes
compreendendo a TBR4 ou outros compostos da invengao, incluindo
quaisquer técnicas de administrag¢do convencionais (por exemplo,
mas nao limitado a, administrag¢dao tépica, 1injeccdo local,
inalacéo, ou administracdo sistémica) a um sujeito. As
composigbes compreendendo Tp4 ou outros compostos da invencgdo
podem ser formuladas em composigbes farmacéuticas pela mistura
com excipientes ou transportadores ndo téxicos farmaceuticamente

aceitdveis.

Embora nado ligada a qualquer teoria particular, acredita-se que
a presente 1invenc¢ao pode promover a reversac ou a inibicao da
degeneracdo da pele associada ao envelhecimento da pele
induzindo a desoxinucleotidil transferase terminal (uma
polimerasa nao templada dirigida ao ADN), para diminuir os
niveis de wuma ou mais citoquinas inflamatérias, e para actuar

como um factor quimiotdctico para as células endoteliais, e



assim inibir ou promover a reversdo das alteragdes degenerativas
na pele que surgem com © envelhecimento ou outros factores

degenerativos ou ambientais.

A invengdo ¢ ainda ilustrada pelo exemplo nado limitativo que se

segue:

Exemplo 1

Foi preparada uma formulacdo de Timosina B4 a 0.05% em peso,
i.e. 50 mg de Timosina B4 por 100 mg de gel, dissolvendo
primeiro a timosina 4 em 4dgua e misturando muito bem o
preparado numa férmula em gel de grau farmacéutico. Foi tratado
um voluntdrio com uma mancha de idade escura com 1 cm na regido
dorsal da mao abaixo da articulagdo média. O gel de Timosina [4
a 0.05% em peso foil aplicado a uma regido de 5 x 5 cm abrangendo
a mancha de idade, duas vezes por dia durante 28 dias. Em sete
dias a mancha de idade comegou a desaparecer e em 14 dias, a
mancha de idade comegou notoriamente a diminuir de tamanho. No
final do periodo de 28 dias, a mancha de idade tinha-se esbatido
significativamente e o diémetro da mancha diminuiu em mais de
50%. Adicionalmente, a pele na 4area tratada ficou mais macia e
parecia ter aumentado a elasticidade. O voluntdrio foi
subsequentemente observado durante quatro semanas, e as

alterac¢des observadas durante o tratamento persistiram.

Lisboa, 23 de Marco de 2010.
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REIVINDICAGOES

1. Utilizacdo de uma quantidade eficaz de um polipéptido
inibidor da degeneracao da pele compreendendo uma sequéncia de
aminodacidos LKKTET, ou uma variante conservadora da referida
sequéncia de aminocdcidos tendo uma actividade inibidora da
degeneracac da pele, para o fabrico de uma composicao para
promover a reversao ou a inibigcao da degeneragao da pele

associada ao envelhecimento da pele.

2. Utilizacao de acordo com a reivindicacaoc 1, para a promogao
de uma melhoria da condigcac da pele seleccionada do grupo
consistindo num aumento da elasticidade da pele, redugao da
dimensdo de uma area de escurecimento da pele relacionada com a
idade, brangueamento de uma d4area de escurecimento da pele

relacionada com a idade, e suas combinacdes.

3. Utilizacdo de acordo com a reivindicagédéo 1, em que o
referido polipéptido compreende Timosina PB4 (TB4), uma isoforma

de Tp4, ou TPR4 oxidada.

4, Utilizacao de acordo com a reivindicacgac 3, em conjunto com
uma quantidade eficaz de pelo menos um agente gue auxilia ou
estimula a reducao do envelhecimento da pele, em gque o referido
agente é seleccionado de entre um grupo consistindo num factor
de crescimento endotelial wvascular (VEGF), factor de crescimento
de queratinocitos (KGF), factor de crescimento £fibroblastico
(FGF), factor de crescimento derivado de plaguetas (PDGF),
factor de <crescimento transformador beta (TGF-B), factor de
crescimentc semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), factor de
crescimento semelhante a insulina tipo 2 (IGF-2), interleucina 1

(IL-1), protimosina o e timosina ol (Tal).



5. Utilizacao de acordo com a reivindicagao 4, em que O

referido factor de crescimento é TGF-B.

6. Utilizacdao de acordo com a reivindicagédo 1, em que a

referida composigao é para administragao sistémica.

7. Utilizacao de acordo com a reivindicagaoc 1, em que referida

composicéo é¢ para administracao todpica.

8. Utilizacao de acordo com a reivindicagao 7, em que a
referida composicao estda na forma de um gel, creme, pasta,

logao, spray, suspensao, dispersao, hidrogel ou unguento.

9. Utilizacao de acordo com a revindicacao 1, em que o referido

polipéptido ¢é recombinante ou sintético.

10. Utilizacao de uma quantidade eficaz de um agente que
estimula a produgdo de um polipéptido de inibig¢ao da degeneracgdo
da pele compreendendo uma seguéncia de aminocdcidos LKKTET, para
o fabrico de uma composig¢ac para a promo¢ac da reversao ou
inibicdo da degeneracao da pele associada ao envelhecimento da
pele, em que o referido polipéptido ¢ Timosina B4 (TR4) e em que
o referido agente é um factor de crescimento seleccionado do
grupo consistindo num factor de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1), factor de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crescimento epidérmico (EGF), factor de
crescimento transformador beta (TGF-p), factor de crescimento
fibrobldstico basico (bFGF), timosina ol (Tal) e factor de

crescimento endotelial vascular (VEGF).
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