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MEZCLA DE__PEPTIDOS O POLIPEPTIDOS MULTIFUNCIONALES O
COMBINACIONES DE ESTOS CAPACES DE FORMAR UNA MATRIZ 2D O 3D
PARA EL CUIDADO DE LA PIEL, MUCOSAS, CUERO CABELLUDO Y/O CABELLO
Y SU USO EN COMPOSICIONES COSMETICAS O DERMOFARMACEUTICAS

DESCRIPCION

Mezcla de compuestos de péptidos y/o polipéptidos multifuncionales individuales y/o
combinaciones de éstos y conteniendo motivos peptidicos bioldgicos, capaces de
organizarse estructuralmente y de formar una matriz 2D o 3D dentro de la piel y/o el
foliculo aportando propiedades regenerativas, antiarrugas y/o estimulantes y
reparadoras del foliculo piloso. Asi como su aplicacién por via tépica para el cuidado
de la piel y el cabello y su uso en composiciones cosméticas o dermofarmacéuticas,
donde dicha composicién puede comprender péptidos o polipéptidos de este tipo de
naturaleza solos o combinados.

Objeto de la invencién

La presente invencion consiste en péptidos y/o polipéptidos multifuncionales
individuales y/o combinaciones de éstos y conteniendo motivos peptidicos bioldgicos,
capaces de organizarse estructuralmente y de formar una matriz 2D o 3D dentro de la
piel dandole soporte fisiolégico para la regeneracion y reconstruccién de una nueva
piel mediante el envio de sefiales a las células para que se activen las funciones
celulares necesarias como son la proliferacion, diferenciacién y la multiplicacion
celular. Asi como regulando todos los procesos relacionados con la vejez y el cuidado
y mantenimiento del cabello. Asi mismo, dichos péptidos y/o polipéptidos
multifuncionales son aplicados en el tratamiento y cuidados del cabello. Asi como su
uso en composiciones cosmeéticas y dermofarmacéuticas.

Los 3 componentes criticos para la regeneracion de la piel son i) el andamiaje integro
con las apropiadas propiedades biomecanicas iniciales y la capacidad de sostener el
proceso regenerativo completo, ii) el ligamento molecular apropiado para que los
factores de crecimiento, factores funcionales, reguladores y estimulantes dentro de la
red puedan sostener la diferenciacion celular, la proliferacion, y la migracién; iii) y por
ultimo, células capaces de responder a los factores de crecimiento y a todos los
estimulos biomecanicos inducidos por la matriz 2D o 3D. Como la piel recientemente

regenerada logra una rapida madurez celular y estatus vascular, las células residentes
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deben responder a los estimulos bioldgicos y fisicos remodelando el andamiaje inicial
en un tejido funcional y metabélico que realiza la funcién de la piel original.

La matriz extracelular 2D o 3D de la presente invencién retiene estructuralmente
intacto el basamento de la membrana, intactas las fibras de colageno, y las microfibras
ricas en elastina; también los componentes biomecanicos, asi como los componentes
bioquimicos, como pequenos proteoglicdgenos ricos en leucina (decorina y biglicana)
necesarios para sostener la angiogénesis, la migracion celular y el proceso de
regeneracion intrinseco global.

Antecedentes de la invencién

Los productos cosméticos son aquellos productos cuyo fin es el de aportar un cuidado
a la piel y el cabello mejorando sus propiedades, aspecto y funciones, asi como
aportar belleza y bienestar a nuestro organismo, principalmente para el rostro y el
cuello. Asi mismo, dentro de los cosméticos de manera general, se incluyen también
aquellos destinados a la cosmética decorativa, productos corporales o cuidado solar.
El envejecimiento y otros factores externos pueden afectar a las funciones y el aspecto
de la piel alterando incluso su mecanismo fisiologico, bioquimico o histolégico, por lo
que se utilizan gran cantidad de cosméticos y productos farmacéuticos a fin de evitar
dichos efectos.

El mundo de la cosmética, que incluye el desarrollo de una amplia gama de productos
para la piel, y por consiguiente, ayuda a la mejora de la vida humana, esta
comenzando una nueva era con ayuda tecnolégica y cientifica. La piel como érgano en
toda su integridad, y el cuero cabelludo y en una correcta interaccién con todo, con la
vida cotidiana, con el estrés, con el normal proceso de envejecimiento, y las pérdidas
del cabello y con las propias lesiones de ésta derivadas por la genética o
biolégicamente. Su profundo entendimiento es vital para la solucion definitiva del
problema de la vejez, y la pérdida y el cuidado del cabello. La comprensién de todos
estos procesos intrinsecos de reparacién y regeneracion natural abren un camino
revolucionario en este campo de la cosmética y la dermofarmacéutica.

El objetivo de la presente invencion es el desarrollo de activos peptidicos que sean
capaces de formar dentro de la piel o el foliculo piloso una matriz 2D o 3D,
combinados con fragmentos activos como factores de crecimiento, moléculas de
adhesion que proporcionan simultdneamente diferentes sefiales a las células para su
activacion y estimulacion. Principalmente actua sobre aquellos procesos que

normalmente se van deteriorando y disminuyendo con el paso de los afios. Reactivar y
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revertir estos procesos de manera indefinida es el objetivo de éste novedoso vy
revolucionario producto.

El descubrimiento y la aplicacion en cosmética y/o dermofarmacéutica por
administracién tépica de péptidos o polipéptidos multifuncionales capaces de formar
dentro de la piel o foliculo piloso una estructura organizada, planificada y exacta de
péptidos que forman una matriz 2D o 3D y en conjuncién con otros fragmentos
activos. Contribuyendo al envio de senales a las células para que se activen las
principales funciones celulares necesarias en cada caso (piel y cabello) como son la
proliferacién, diferenciacién y la multiplicacién celular. Estos procesos contribuyen a la
regeneracion y reconstruccién de una nueva piel y el crecimiento de nuevos cabellos.
Este activo de péptidos o polipéptidos a nivel molecular penetra en la piel —dermis y
epidermis—raiz del foliculo piloso- y forman una red 2D o 3D, que como matriz
regeneradora, completa el proceso de regeneracion, de sustitucion y reconstruccién de
la piel y el cuero cabelludo. Permite dar soporte a las diferentes células, involucradas
principalmente en las funciones especificas de cada aplicaciéon. De esta forma se
reactiva la produccidon simultanea de todas las proteinas importantes en la piel como
son los diferentes tipos de colagenos, elastinas, proteoglicanos, etc. Y la queratina y
la melanina en el caso del foliculo piloso.

Oftra innovacion de la presente invencion es la estabilizacion de estos activos de
péptidos y polipéptidos en su forma monomérica dentro de las formulaciones
cosméticas o dermofarmacéuticas y su penetracion en la piel y/o raiz de foliculo piloso
con posterior formacion espontanea de la red polimérica (matriz 2D o 3D) para el
anclaje de células y generacion de las diferentes sefiales de activacion de las mismas.
La matriz 2D o 3D producto de la invencion no sélo mantiene un soporte fisioldgico
para la regeneracién interna en la piel y/o raiz del foliculo piloso sino, también, para la
creacion de una matrices biomiméticas con funciones bioldégicas que inducen la
regeneracion superficial de forma activa.

La matriz 2D o 3D producto de la invencidon puede formar redes mono, di y
tridimensionales autbnomas y/o en combinaciéon con las existentes en la piel en
condiciones fisiologicas naturales, en concentraciones del orden de 0.0000001% hasta
100% del peso de la estructura.

La matriz 2D o 3D producto de la invencién conserva la matriz extracelular e induce
principalmente a los fibroblastos a la produccidon de elastina, proteoglicanos, laminina,
tenacina, y el colageno de tipo I, lll, IV, VIIl. También conserva los canales vasculares

y de comunicacion de la dermis y epidermis. Y en el caso del foliculo piloso induce la
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proliferacion, regulacién de la papilla dérmica y de las células madres las cuales son
claves en la generacién de nuevos cabellos.

La matriz 2D o 3D producto de la invencion permite la rapida revascularizacién y
repoblacién celular y mantiene tension y vigor.

La matriz 2D o 3D producto de la invencion ayuda a la recuperacién de
discontinuidades en la piel como arrugas, lineas finas, grietas, irregularidades o
asperezas, aumento del tamano de los poros, pérdidas de la elasticidad, pérdida de la
firmeza, pérdida de la tersura, pérdida de la capacidad de recuperacién de la
deformacién, descolgamiento de la piel como el descolgamiento de las mejillas, la
aparicion de bolsas bajo los ojos o0 aparicion de papada entre otros, cambios en el
color de la piel como manchas, rojeces, ojeras, bolsas bajo los ojos o aparicion de
zonas hiperpigmentadas como manchas de la edad o pecas entre otros, pérdida de
pelo, pérdidas de la estructuracién del colageno y otros cambios histolégicos del
estrato cérneo, de la dermis, de la epidermis, del sistema vascular.

Durante la ultima década, se han publicado muchos ejemplos de péptidos con
capacidad de autoensamblar a moléculas supramoleculares basados en las
propiedades anfifilicas de los mismos como monémeros.' 2

Existen cuatro categorias principales de péptidos basados en los ladrillos moleculares
para la formacién de nanoestructuras.® Entre ellos tenemos i) péptidos anfifilicos, i)
péptidos alquilados o acetilados por grandes cadenas alifaticas, iii) conjugados de
fosfolipopéptidos y por ultimo iv) copolimeros basados en bloques de péptidos.
Péptidos anfifilicos

Los péptidos anfifilicos estan constituidos sélo por aminoacidos y estan organizados
en sucesiones de dominios hidrofobos e hidrofilos. Estos ladrillos de péptidos que
comprenden dos superficies distintas, un lado hidréfilo y el otro hidréfobo permitiendo
una determinada organizacién supramolecular. Existen diferentes tipos de disefios
segun la distribucién de las cargas positivas y negativas en la secuencia peptidica. *
Estos tipos de péptidos anfifilicos han sido usados principalmente en la preparacién de
hidrogeles.®

Aggeli y colaboradores investigaron el mismo ensamblaje espontaneo en péptidos de
la hoja beta en las fibras. ® 7 Ellos demostraron la formacién de complejos de la hoja
beta de polielectrélitos que se produciria al mezclar soluciones acuosas de péptidos
catidnicos y anionicos, produciendo el mismo autoasamblaje espontaneo de redes

fibrilares y la formacién de hidrogeles en un pH apropiado.?
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También se han logrado ensamblajes bien definidos de estructuras de la hoja beta en
la interfase de aire-agua. Rapaport y colaboradores® investigaron una familia de
péptidos anfifilicos comprendidos en alternar mitades hidréfobas e hidréfilas con las
sucesiones genéricas de X-Y-(Z-Y)n-X donde los residuos N y C-terminal (X)
corresponden al amonio y el carboxilato respectivamente, mientras que Y y Z
consisten en alternar aminoacidos hidréfilos e hidréfobos.

El grupo de Ghadiri estudié los principios del disefio y las preparacion para lograr
nanotubos organico sintéticos, con especial énfasis en el proceso no-covalente como
el auto ensamblaje y la autoorganizacion.'® "' Como ejemplo, tenemos la hoja beta de
estructura tubular que se formd por apilamiento de anillos del péptido ciclico. El
péptido ciclico contiene un numero alternados de aminoacidos D y L, en el cual el
enlace amida es perpendicular al plano del anillo.

Papapostolou y colaboradores'? disefiaron una segunda generacién de fibras que
autoensamblan, el sistema se basoé en dos cremalleras del leucina complementarias.
Péptidos alquilados con largas cadenas alifaticas

El laboratorio de Stupp ha aportado importante contribucién en el entendimiento de
péptidos anfifilicos de hoja beta en micelas cilindricas o esféricas.”™ ' '*'® Este mismo
grupo ha demostrado el uso de fibras anfifilicas de péptidos en un amplio rango de
aplicaciones.

Lo" wik y colaboradores'’ demostraron que ciertas secuencias de péptidos conjugados
a cadenas alifaticas de C18 tanto al extremo N o C-terminal resultaron en control de su
estructura secundaria en la incorporacion en una membrana de liposomas.

Giralt y colaboradores'® incorporaron cadenas alifaticas en una secuencia peptidica
rica en prolina, de una familia de péptidos con capacidad de penetrar a nivel celular.
Se demostroé por microscopia de confocal y citométria de flujo que cuando una cola
del grupo miristil se acopld al péptido, éste mejord significativamente la internalizacion
en las células Hela. Contrariamente, esta mejora no se observé en el caso de un
grupo caproil (C6)-péptido conjugado Mono capaz estudio con el dioleoilfosfatidilcolina
(DOPC) como modelo de membrana y la microscopia de transmisién electrénica
(TEM) demuestra la importancia de la longitud de la cadena alifatica en la penetracion
de la membrana celular.

El péptido anfifilico alquilado con una cadena alifatica también se ha usado para la
funcionalizacion no-covalente de nanotubos de carbono. Arnold y colaboradores®
mostraron que los nanotubos de carbono son insolubles en agua, y cuando estos

fueron funcionalizados con péptidos anfifiticos éstos fueron solubles en soluciones
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acuosas. Ademas, la solubilidad de los nanotubos de carbono funcionalizados pudo
ser controlada por el ajuste del pH.

Conjugados de fosfolipidos a péptidos

Musiol y colaboradores?® han demostrado la preparacién de lipoproteinas semi-
sintéticas por lipidacién del C-terminal utilizando la catélisis de Huisgen cobre | en la
cicloadicion 1,3-dipolar.?' Un fragmento 214-231 de la proteina prion humana con un
propargilglicina del C-terminal se puso a reaccionar con un azido-modificado 1,2-
dimeristoil-sn-glicero-3-fosfaetanolamina (DMPE), mimificando el anclaje GPI, para
formar un producto estable de 1,4-disubstituido 1,2,3-triazol. El "click" reaccidén fue
usado para la unidén del N-cisteinil-lipopéptido y el marcaje por el N-terminal con
fluorescente.?** % La incubacién de las células HelLa con la solucién micelar del
lipopéptido confirmé su rapida internalizacion de la lipoproteina semi-sintética, como
fue visualizado por la microscopia de fluorescencia de confocal.

Péptidos basados en bloques de copolimeros

La cuarta clase de péptidos anfifilicos comprende los péptidos basados en bloques de
copolimeros.? % Klok y colaboradores® sintetizaron una serie de hibridos y tribloques
de copolimeros que comprende sucesiones de péptidos anfifilicos y polietilenglicol.
Los bloques de copolimeros fueron sintetizados mediante fase sélida, obteniéndose
segmentos de péptidos monodispersos con una composicion definida de aminoacidos.
Las propiedades de autoensamblaje de la nueva secuencia peptidico fueron retenidas
a pesar de la unién con las moléculas de PEG. Se observé un orden
superestructurado de forma alternado de dominios de PEG y secuencias de péptidos
con una alta organizacion estructural en hoja beta. Este trabajo sugiere que la
combinacién de motivos estructurales bioloégicos con los polimeros sintéticos puede
ser una estrategia vérsatil para el desarrollo de nuevos materiales autoensamblantes
con estructuras interiores complejas y su potencial de aplicarlo a la biologia.

Smeenk y colaboradores® describieron la preparacion y ensamblaje de un copolimero
tribloque de tipo ABA que consiste en un bloque de péptido de lamina beta central
compuesto de una sucesion repetitiva de [(AG)3EG]n conjugado al final con un bloque
de PEG.

En el estado del arte se encuentran revelados documentos que muestran polipéptidos
solos 0 acompanados que permiten su aplicacion con propiedades regenerativas tal y
como se puede apreciar en la patente Europea de numero de publicacion EP 1419764
la cual se refiere a una composicién adaptada a una aplicacion tépica sobre la piel,

que comprende, en un medio fisioldgicamente aceptable (i) al menos un péptido o una
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mezcla de péptidos (ii) al menos un inhibidor de los canales de calcio, donde se ha
demostrado que dicha asociacion permite neutralizar la formacion de las arrugas de
expresion de la cara: esta asociacién neutraliza los efectos de las micro-tensiones
sobre la piel, relajando los fibroblastos contractiles de la dermis que se supone estan
implicados en la génesis de las arrugas de expresion y permite de este modo atenuar
las arrugas de expresidn y evitar que se hagan mas profundas, respetando la
expresion de la cara. Como péptido preferido en el marco de la invencién, puede
utilizarse el hexapéptido acetil hexapéptido-3) de secuencia .SEC ID N° 2;
Descripcién de las figuras

A continuacion se describen un grupo de figuras que permiten clarificar los conceptos
descritos

FIGURA 1. Estudio de las estructuras formadas por los péptidos de esta invencion. La
escala de la barra en todas las fotos fue de 100 um. A, (amplificacion, 40 x); B,
(amplificacién, 60 x); C, (amplificacion, 200 x); D, (amplificacién, 40 x); E,
(amplificacion, 180 x); F, (amplificacién, 1900 x).

FIGURA 2. Estudio de amplificacion y multiplicacién celular usando los péptidos
formadores de la matriz. Los resultados fueron evaluados después de 2 y 4 dias de
tratamientos con los péptidos formadores de la matriz.

FIGURA 3. Estudio por citometria de flujo de la afinidad de los fibroblastos por los
péptidos formadores de la matriz. Los resultados fueron evaluados después de 2y 4
dias de tratamientos con los péptidos formadores de la matriz a diferentes
concentraciones.

FIGURA 4. A) Expresion de colageno | en un control sin tratar de fibroblastos dérmicos
humanos. B) Expresién de colageno | en fibroblastos dérmicos humanos tratados con
una mezcla de polipéptidos de la invencion C) Expresién de colageno VI en un control
sin tratar de fibroblastos dérmicos humanos. D) Expresion de colageno VI en
fibroblastos dérmicos humanos tratados con la mezcla de polipéptidos de la invencion.
FIGURA 5. Izquierda: Fibroblastos dérmicos humanos sin tratar. Derecha: fibroblastos
dérmicos humanos tratados con una mezcla de polipéptidos de la invencion

FIGURA 6. Induccidn de la produccién de colageno de tipo | por la matriz peptidica a

diferentes concentraciones.
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Descripcién de la invencién

La presente invencion resuelve de forma plenamente satisfactoria la problematica del
envejecimiento de la piel y los problemas relacionados con la pérdida y el
mantenimiento del cabello. Los solicitantes de la presente invenciéon han descubierto
que péptidos o polipéptidos multifuncionales (péptidos hibridos o fragmentos sefales)
0 combinaciones de éstos capaces de formar espontdneamente y/o inducida una
matriz 2D o 3D dentro de la piel y/o foliculo piloso contribuye al mejoramiento,
renovacién y cuidado de la piel y/o foliculo piloso. Se trata de la formacién de matrices
complejas y superestructuras que sirve de soporte, anclaje y activacion de las
diferentes tipos de células involucradas en la produccion de los diferentes tipos de
colagenos, elastinas, glicoproteinas, etc. Asi como también esta matriz es capaz de
formarse en la raiz del cabello sirviendo de sostén, anclaje y sistema vascularizado
para las células de la papila dérmica y las células madres alli presentes. Por tanto
todos los péptidos y polipéptidos multifuncionales que sean capaces de formar una
matriz y/o andamiaje 2D o 3D y en combinacidon con péptidos sefales de activacién,
regulacion de las funciones especificas y que sirvan de sostén y estimulacién de las
células dentro de la piel y/o foliculo piloso, proporcionando una solucidon sencilla, eficaz
y sin riesgos para el tratamiento y/o cuidado de la piel, mucosas y/o, diferentes tipos
de alopecias, que comprende la aplicacién en la piel, mucosas, y/o cuero cabelludo
por diferentes tipos de administracion.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un péptido o polipéptidos
multifuncionales o combinaciones de éstos y con motivos peptidicos biolégicos

capaces de formar una matriz, 2D o 3D, segun las férmulas generales siguientes (1-9).
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1 R-(AA1AAAAZ)N-Y
(2) R-(AA1AAAAz)N- (BB1BB2BB3)N-Y
3 R-(CC1CC5CC3)n-(AA1AAZAA)N-Y

(4) R-(CC1CC2CC3)n-(AA1AAAA)N-(BB1BB2BB3)Nn-Y
R-(BB,BBxBB3)n-Y

&) R-(AA1AASAA3)N-Y

R-(BB1BB;BB3)n-Y
(6) R-(AAAAAAZ)N-Y

R-(CC1-CC>-CC3)n-Y
R-(AA1AAZAA3)IN
) >
R-(BB1BB>BB3)n
R-(AA1 AAzAAg)n-Y
(8) [ }
n
R-(BB;BB,BBs)n-Y
R-(AA1AAAAS)N- (BB1BB,BB3)n-Y

o | \

R-(CC1 CC2CC3) n- (AA1 AAzAAg)n-Y

AAAAAAS- se refiere a péptidos o polipéptidos capaces de formar una matriz 2D y
5 3D dentro de la piel y el foliculo piloso
BB,BB,BB;- se refiere a péptidos o polipéptidos con motivos bioldgicos activos

capaces de producir o inducir cualquier sefial o activaciéon de interés para la piel y el

foliculo piloso, donde ademas se incluye antibiéticos, antimicrobianos, anti-

inflamatorios, fragmentos de factores de crecimientos, estimuladores de

10 cicatrizacion, fragmentos de citoquinas.
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CC4CC.CCs- se refiere a otro péptido que simultaneamente con BB,BB,BB; sea capaz
de inducir o inhibir cualquier actividad importante dentro de la piel y el foliculo piloso,
ademas se incluyen fibronectina, vitronectina, polilisina, lamininas, fragmento de RGD,
polipéptidos derivados de la matriz extracelular.

Y puede ser: -H, -OH, -NH;, -OR, -NR -SR; metilo, etilo, hexilo, dodecilo, hexadecilo,
PEG.

Donde R1 se selecciona indepedientemente del grupo formado por H, grupo alifatico
no ciclico sustituido o no sustituido, aliciclilo sustituido, heterociclo sustituido o no
sustituido, heteroarilalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, y
araiquilo sustituido o no sustituido.

R se selecciona del grupo formado por H, acetilo, ferc-butanoilo, hexanoilo, hexanoilo,
2-metilhexanoilo, ciclohexancarboxilo, puede ser: compuestos alifaticos o no, como el
acido octanoico acido butirico, acido decanoico, acido oleico, el acido laurico, el acido
caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido
linolénico, alquenilos saturados o insaturados C2-C4, alquinilo sustituidos C2-C24,
arilo o grupos aralquilo

n es un numero natural comprendidoen 1, 2, 3, ... 100

Otro aspecto de la presente invencion es que estos péptidos o polipéptidos pueden
presentar una estructura, ya sea en forma ramificada, en forma dendrimérica,
ramificado por las cadenas laterales, en combinacion con otros polimeros o proteinas.
Otro aspecto de la presente invencion se dirige a una composicion cosmética o
dermofarmacéutica que comprende una cantidad cosmética o dermofarmacéutica
eficaz de al menos un péptido de férmula general (1), sus esteroisémeros, mezclas de
los mismos o sus sales cosméticas o dermofarmacéuticas aceptables y al menos un
excipiente o adyuvante cosmética o dermofarmacéutica para el tratamiento y/o
cuidado de la piel, mucosas, cuero cabelludo y tratamientos para la alopecia.

Después de muchas investigaciones los resultados obtenidos nos permiten determinar
cuantitativamente un rango de las proporciones ideales que debe tener la
composicion.

- La composicion de la invencion esta compuesta por un porcentaje de la mezcla de:
-péptidos entre el 0 y el 100% , preferentemente entre 0.0000001% y el 20% y mas
preferentemente a una concentracién comprendida entre el 0.0001% y el 5% en peso,
con respecto al peso total de la composicién.

- Conservantes entre el Oy el 5%

- Activos varios 0 a 20% incluyendo vitaminas, extractos vegetales vy filtros solares
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- Alcoholes, glicoles, modificadores reologicos, emolientes, emulsionantes, siliconas,
tensioacticos, formadores de film y polimeros varios entre 0y 20 %

- Perfumes y aceites esenciales 0 a 2%

- Aditivos incluyendo antioxidantes, quelantes y sales entre 0 y 5%

Descripcién detallada de la invencién

Los péptidos de la presente invencidn son péptidos o polipéptidos multifuncionales
(hibridos peptidicos), que presentan una importante capacidad de formar
espontaneamente y/o inducida una matriz 2D o 3D y su combinacién con péptidos o
fragmentos sefiales dentro de la piel y/o foliculo piloso y por tanto son utiles para el
tratamiento de la piel, mucosas y cuero cabelludo.

Polipéptidos y péptidos son términos usados indistintamente en el presente texto para
designar una serie lineal de restos de aminoacidos conectados entre si por enlaces
peptidicos entre los grupos alfa-amino y carboxi de restos adyacentes. El polipéptido y
el péptido pueden ser un péptido o0 un polipéptido sintético, un péptido recombinante o
polipéptido recombinante, o un péptido o polipéptido derivados de segmentacién
enzimatica de la proteina de longitud completa de origen natural.

Péptido sintético se refiere a una cadena de restos de aminoacidos producida
quimicamente y unidos entre si por enlaces peptidicos, libre de proteinas de origen
natural y de fragmentos de las mismas.

Péptidos o polipéptidos multifuncionales (hibridos peptidicos) se refiere a Ia
combinacion de distintos péptidos con igual y/o diferente actividad y/o funcidon. Estos
péptidos pueden estar dispuestos en diferentes formas: lineal, ramificados,
entrecruzados

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan aqui sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines

ilustrativos y no han de ser interpretados como limitaciones a la invencién.

EJEMPLOS DE REALIZACION

Ejemplo 1.

Metodologia. Sintesis y caracterizaciéon de los péptidos de la esta invencién

Los péptidos fueron sintetizados usando la metodologia de la fase sélida y la
estrategia de Fmoc/t-Bu. Como agentes de acoplamientos para la sintesis, se
utilizaron diferentes combinaciones como DIC/HOBt, TBTU/HOAt o HATU/HOALt segun
la complejidad quimica del aminoacido correspondiente. La eliminacién del grupo de

Fmoc fue realizada con 20% de piperidina en DMF. Después de sintetizados, los



10

15

20

25

30

35

WO 2012/168519 PCT/ES2012/070356

12

péptidos fueron separados de la resina y purificados por RP-HPLC. Finalmente, los
péptidos fueron caracterizados por espectrometria de masas y analisis de
aminoacidos.

Los péptidos fueron caracterizados por RP-HPLC en un instrumento Water 996
photodiode detector de serie. Este instrumento esta provisto de un separador modular
Water 2695 y un programa Millenium. La columna de fase inversa que se utilizd fue
C18 (simetria C18 fase inversa HPLC columnas, 4.6 x 150 mm, 5 um) (Waters,
Irlanda). Los péptidos se detectaron a 220 nm, y se usd un gradiente lineal de 5 al
100% de CH3CN (+0.036% TFA) y H20 (+0.045% TFA) de 8 min a un flujo de 1.0
mL/min. Los péptidos fueron analizados por MALDI-TOF y ES (+)-MS en una Applied
Biosystems Voyager DE RP, usando una matriz de 2, 5 de acido dihydroxybenzoic
(DHB), y un espectometro Micromass VG-quattro.

Ejemplo 2.

La morfologia de los péptidos formadores de la matriz fue estudiada por Microscopia
electrénica de barrido. Los péptidos formadores de la matriz fueron adheridos a una
placa fina de vidrio. Seguidamente, esta placa fue colocada en una placa metélica con
una doble cinta conductiva y los péptidos fueron recubiertos con nanoparticulas de oro
durante 120 segundos en un sistema de vacio. El NIH Imaged software fue utilizado
para procesar las fotos obtenidas.

Resultados

Las imagenes anteriores muestran el autoensamblaje y la estructuracion de los
péptidos de esta invencion, los cuales permiten dar soporte y sefiales biolégicas a las
células. Y crear una red extracelular y de comunicacion interactiva.

Ejemplo 3.

Ampilificacién y multiplicacién celular usando péptidos formadores de la matriz
Las células Hela fueron cultivadas en DMEM con bajo contenido de glucosa,
conteniendo 10% de suero fetal bovino, 5% de ultraglutamina, 2.5% de penicilina, y 2.5
% de estreptomicina a 37°C en un incubador de atmdsfera controlada de CO.,. Placas
de 96 pocillos (Nalge Nunc) fueron previamente recubiertas con los péptidos
formadores de la matriz y pocillos sin péptidos fueron utilizados como control
experimental. Células HelLa fueron sembradas a 1 x 10° cells/cm? en las placas de 96
pocillos y cultivadas por 2 y 4 dias. El porciento final de la proliferacién celular fue
determinado respecto al valor inicial de las mismas tratadas y no tratadas con los

péptidos.
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Resultados

Este experimento demuestra el incremento poblacional en el numero de células que se
ve favorecido con la presencia de los péptidos de la presente invencion formadores de
la matriz en las placas ensayadas. También, la poblacién celular se vio
significativamente incrementada a medida que pasan los dias.

Ejemplo 4.

Ensayo de afinidad por fibroblastos utilizando los péptidos formadores de la
matriz

Fibroblastos dérmicos humanos fueron usados para estudiar la afinidad por los
péptidos formadores de la matriz. Asi la unidén de los péptidos a las células de
fibroblastos fue estudiada a diferentes concentraciones (5 ug/mL, 10 ug/mL, 20 ug/mL
y 40 ug/mL respectivamente) de la matriz peptidica marcada con fluoresceina durante
1 h a temperatura ambiente en medio de cultivo. Luego, los fibroblastos dérmicos
humanos tratados con péptidos y no tratados fueron lavados varias veces en placas
tipo V a 1500 rpm durante 2 minutos para eliminar los péptidos que no se unieron a las
células. Seguidamente, las células tratadas y no tratadas fueron analizadas por
citometria de flujo.

Resultados.

Este estudio demuestra la afinidad que presenta los péptidos formadores de la matriz
por los fibroblastos. También demuestra un comportamiento dosis-dependiente, a
medida que aumenta la cantidad de péptidos se incrementa la afinidad celular por la
matriz peptidica.

Ejemplo 5.

Estudio de la formacién de colageno | y VI por microscopia de fluorescencia.
Fibroblastos dérmicos humanos se sembraron a baja confluencia sobre material de
vidrio. 24 horas después del sembrado se trataron con una concentraciéon de los
péptidos formadores de la matriz al 1,0 % de la solucién 100ppm.

Las muestras se incubaron con los correspondientes anticuerpos contra colageno | y
Vi

Posteriormente, se analizaron las muestras de células sin tratar y se compararon con
las células tratadas.

El equipo utilizado fue un Microscopio Confocal Espectral FV1000 Olympus.



10

15

20

25

30

35

WO 2012/168519 PCT/ES2012/070356

14

Resultados

Tal y como se puede observar en las imagenes anteriores, tras el tratamiento con los
péptidos formadores de la matriz de la presente invenciéon , existe una mayor
intensidad de fluorescencia debido a que la sefial de colageno | y VI es mayor.
Ejemplo 6.

Estudios de unién a fibroblastos por microscopia electrénica de barrido
Fibroblastos dérmicos humanos se sembraron a baja confluencia sobre material de
vidrio. 24 horas después del sembrado se trataron con una concentraciéon del producto
de 0,3% de la solucion 100ppm.

Las muestras se fijaron 24 horas después del tratamiento con glutaraldehido y
adiciones sucesivas de etanol a diferentes proporciones en agua.

Posteriormente, se analizaron las muestras de células sin tratar y se compararon con
las células tratadas.

El equipo utilizado fue Microscopio Electrénico de Escaneo. Es del tipo de Filamento
de Emisién de Campo. Modelo NOVA NANOSEM2.

Resultado

En la imagen de SEM de la derecha podemos observar un incremento de los
filamentos que la célula utiliza para anclarse, asi como un incremento de las proteinas
de la membrana.

Ejemplo 7.

Determinacién de la biosintesis de colageno por los péptidos formadores de la
matriz.

Fibroblastos dérmicos humanos (FDH) se sembraron en placas de 96 pocillos (3000
células por pocillo), y se pusieron a crecer en DMEM que contiene 5% de suero fetal
bovino (FBS) durante 24 horas. Luego, el medio se reemplazé por medio fresco
conteniendo 0.1% FBS y el tratamiento correspondiente para determinar la produccion
de colageno. Después de la incubacién con los péptidos formadores de la matriz
durante 72 horas, cantidades iguales de sobrenadante fueron anadidas a una placa
recubierta con anticuerpo humano de colageno del tipo I. La placa se incub6é a
temperatura ambiente durante 2 horas para permitir la reaccion del anticuerpo y el
colageno producido. Luego, la placa se lavo tres veces con PBS que contiene 0.5%
Tween 20 para eliminar el resto de muestra que no se unidé. Seguidamente, se
adicioné un anticuerpo humano que reconoce el colageno del tipo | marcado con
biotina durante 1 hora. Después de lavar la placa con PBS que contiene 0.5% Tween

20 para eliminar las interacciones inespecifica, se adicioné streptavidin-peroxidasa
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“horseradish” (HRP) (St Louis, Sigma). La cantidad de colageno en cada pocillo fue
determinada usando el tetrametilbenzidina (St Louis, Sigma) como substrato de la
HRP. La reaccién entre HRP y el TMB se detuvo por la adicion de 1 N HCI, y el O.D.
fue medido a 450 nm. Las células no tratadas representaron el control negativo del
experimento. Se han analizado los resultados empleando una sola dosis de
tratamiento de los péptidos formadores de la matriz.

Resultados

Como se observa en la figura 4, los péptidos formadores de la matriz fueron capaces
de inducir la activacién de colageno del tipo I.

Ejemplo 8.

Estudio del efecto citotéxico de los péptidos formadores de la matriz sobre
diferentes lineas celulares

Lineas celulares testadas: 1064SK (CRL-2076), linea celular humana; piel; morfologia:
fibroblastos; normal Hs68 (CRL-1635), linea celular humana; piel; morfologia:
fibroblastos, HeLa (CCL-2), linea celular humana; Morfologia: epitelial.

Resultados

Tabla 1.

Peptide 1259,67 uM 991,32 uM 858,45 uM
combination A

Como se muestra en la Tabla 1, los péptidos formadores de la matriz no son toxicos.
Empiezan a ser toxico alrededor de 850 uM. Por consiguiente, estos resultados
significan que los péptidos formadores de la matriz ofrecen una amplia ventana para
su aplicacién cosmética o dermofarmacéutica.

Las composiciones de la invencién son susceptibles de ser incorporadas a a un
vehiculo 0 a un sistema de liberacién sostenida cosmética o farmacéutico aceptable
seleccionado del grupo formado por liposomas, milicapsulas, microcapsulas,
nanocapsulas, esponjas, vesiculas, micelas, miliesferas, microesferas, nanoesferas,
lipoesferas, microemulsiones, nanoemulsiones, miliparticulas, microparticulas,
nanoparticulas y nanoparticulas sélidas lipidicas, también se encuentren incorporadas
en cualquier hidrolizado de proteinas ya sean de origen vegetal, sintética, natural o
animal.

Las composiciones también se pueden encontrar adsorbidas sobre un polimero

organico sélido o soporte solido cosmética o farmacéuticamente aceptable
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seleccionado del grupo formado por talco, bentonita, silice, almiddén y maltodextrina, y
dextrano, y sus derivados

La forma de presentacion, se selecciona del grupo formado por cremas, emulsiones
multiples, composiciones anhidras, dispersiones acuosas, aceites, leches, balsamos,
espumas, lociones, geles, soluciones hidroalcélicas, linimentos, sueros, jabones,
champus, unguentos, mousses, pomadas, polvos, barras, lapices, vaporizadores,
aerosoles, capsulas, capsulas de gelatina, comprimidos, comprimidos recubiertos de
azucar, polvos, formas granuladas, gomas de mascar, soluciones, suspensiones,
emulsiones, jarabes, jaleas y gelatina.

Otras formas en que el producto puede encontrarse incorporado es en un material
tejido, un tejido-no-tejido o un producto sanitario el cual se selecciona del grupo
formado por vendas, gasas, camisetas, medias, calcetines, ropa interior, fajas,
guantes, panales, compresas, apdésitos, cubrecamas, toallitas, hidrogeles, parches

adhesivos, parches no adhesivos y mascarillas faciales.
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REIVINDICACIONES

1- Mezcla de péptidos o polipéptidos multifuncionales o combinaciones de estos
capaces de formar una matriz 2D o 3D, para el cuidado de la piel aportando
S  propiedades regenerativas como antiarrugas estimulantes y reparadoras del foliculo
piloso que se caracteriza por que los péptidos o polipéptidos se seleccionan dentro del

grupo que contiene las formulas generales:

n R-(AA1AACAARN-Y
(2) R-(AAAAAAz)N- (BB BB2BB3)N-Y
3 R-(CC4CC>CC3)n-(AAIAAAAZ)N-Y

(4) R-(CC4CC»CC3)n-(AAIAAAA)N-(BBBB2BB3)N-Y
R-(BB+BBBB3)n-Y

(3) R-(AA1AAAAZ)N-Y

R-(BB1BB2BB3)n-Y
(6) R-(AA1AAAA3)N-Y

R-(CC1-CCz-CC3)n-Y
R-(AA1AAAAZ)N
N >
R-(BB1BB2BB3)n
R- (AA1 AAzAA3) n-Y
o | |
n
R-(BB;BB,BB)n-Y
R-(AA1AA2AAG)N- (BB1BB,BB)n-Y

o | \

R-(C C,CC 2003) n-(AA1 AAzAA3)n-Y
10

Donde;:
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AAAAAAS- se refiere a péptidos o polipéptidos capaces de formar una matriz 2D y
3D dentro de la piel y el foliculo piloso,

BB,BB,BB;- se refiere a péptidos o polipéptidos con motivos bioldgicos activos
capaces de producir o inducir cualquier sefial o activacién de interés para la piel y el
foliculo piloso, también pueden ser antibidticos, antimicrobianos, anti-inflamatorios,
fragmentos de factores de crecimientos, estimuladores de la cicatrizacién, fragmentos
de citoquinas.

CC4CC.CCs- se refiere a otro péptido que simultaneamente con BB,BB,BB; sea capaz
de inducir o inhibir cualquier actividad importante dentro de la piel y el foliculo piloso,
ademas pueden ser fragmentos de fibronectina, vitronectina, polilisina, lamininas,
fragmento de RGD, polipéptidos derivados de la matriz extracelular.

Y puede ser: -H, -OH, -NH;, -OR, -NR -SR; metilo, etilo, hexilo, dodecilo, hexadecilo,
PEG.

Donde R1 se seleccionan indepedientemente del grupo formado por H, grupo alifatico
no ciclico sustituido o no sustituido, aliciclilo sustituido, heterociclo sustituido o no
sustituido, heteroarilalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, y
araiquilo sustituido o no sustituido.

R se selecciona del grupo formado por H, acetilo, ferc-butanoilo, hexanoilo, hexanoilo,
2-metilhexanoilo, ciclohexancarboxilo, puede ser: compuestos alifaticos o no, como el
acido octanoico acido butirico, acido decanoico, acido oleico, el acido laurico, el acido
cdprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido
linolénico, alquenilos saturados o insaturados C2-C4, alquinilo sustituidos C2-C24,
arilo o grupos aralquilo.

n = un numero comprendido entre 1, 2, 3, ...hasta 100

2- Mezcla de péptidos o polipéptidos multifuncionales o combinaciones de estos
capaces de formar una matriz 2D o 3D, para el cuidado de la piel aportando
propiedades regenerativas como antiarrugas estimulantes y reparadoras del foliculo
piloso segun la reivindicacién 1 que se caracteriza por que la mezcla puede contener
mas de un péptido o polipéptido.

3- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos o combinados, que se caracteriza por estar
constituida por;

-Péptidos o polipéptidos entre 0y 100%

- Conservantes entre el Oy el 5%
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- Activos varios 0 a 20% incluyendo vitaminas, extractos vegetales vy filtros solares
- Alcoholes, glicoles, modificadores reoldgicos, emolientes, emulsionantes, siliconas,
tensioacticos, formadores de film y polimeros varios entre 0y 20 %
- Perfumes y aceites esenciales 0 a 2

5 - Aditivos incluyendo antioxidantes, quelantes y sales entre 0y 5%
4- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos o combinados segun reivindicacidon 3, que se
caracteriza por que los péptidos o polipéptidos se seleccionan del grupo formado por

10  las férmulas generales:

&) R-(AA1AAZAAZ)N-Y
&) R-(AA1AAAAZ)N- (BB1BB2BB3)N-Y
3 R-(CC1CC5CC3)n-(AA1AAZAA)N-Y

(4) R-(CC1CC2CC3)n-(AA1AAAA)N-(BB1BB2BB3)Nn-Y
R-(BB,BBxBB3)n-Y

&) R-(AA1AASAA3)N-Y

R-(BB1BB;BB3)n-Y
(6) R-(AAAAAAZ)N-Y

R-(CC,-CC>-CC3)n-Y

R-(AA1AAAA:)N
7 >
R-(BB,1BB>BB3)n
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R- (AA1 AAzAAg)n-Y

o | \

R-(BB1BB,BBs)n-Y

R-(AA1AAAAs)N- (BB4BB,BB3)n-Y

o | \

R-(CC1 CC2CC3) n- (AA1 AAzAAg)n-Y

Donde:

AAAAAAS- se refiere a péptidos o polipéptidos capaces de formar una matriz 2D y
3D dentro de la piel y el foliculo piloso,

BB,BB,BB;- se refiere a péptidos o polipéptidos con motivos bioldgicos activos
capaces de producir o inducir cualquier sefial o activaciéon de interés para la piel y el
foliculo piloso, también pueden ser antibidticos, antimicrobianos, anti-inflamatorios,
fragmentos de factores de crecimientos, estimuladores de la cicatrizacién, fragmentos
de citoquinas.

CC4CC.CCs- se refiere a ofro péptido que simultaneamente con BB,BB,BB; sea capaz
de inducir o inhibir cualquier actividad importante dentro de la piel y el foliculo piloso,
ademas pueden ser fragmentos de fibronectina, vitronectina, polilisina, lamininas,
fragmento de RGD, polipéptidos derivados de la matriz extracelular.

Y puede ser: -H, -OH, -NH;, -OR, -NR -SR; metilo, etilo, hexilo, dodecilo, hexadecilo,
PEG.

Donde R1 se seleccionan indepedientemente del grupo formado por H, grupo alifatico
no ciclico sustituido o no sustituido, aliciclilo sustituido, heterociclo sustituido o no
sustituido, heteroarilalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, y
araiquilo sustituido o no sustituido.

R se selecciona del grupo formado por H, acetilo, ferc-butanoilo, hexanoilo, hexanoilo,
2-metilhexanoilo, ciclohexancarboxilo, puede ser: compuestos alifaticos o no, como el
acido octanoico acido butirico, acido decanoico, acido oleico, el acido laurico, el acido
caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido
linolénico, alquenilos saturados o insaturados C2-C4, alquinilo sustituidos C2-C24,

arilo o grupos aralquilo.
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n = un numero comprendido entre 1, 2, 3, ...hasta 100.

5- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos o combinados segun reivindicacién 3, caracterizada
porque el péptido o polipéptidos de formula general se encuentra preferentemente a
una concentracién comprendida entre el 0.0000001% y el 20% en peso, con respecto
al peso total de la composicién.

6- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos 0 combinados segun reivindicacion 3, , caracterizada
porque el péptido o polipéptidos de formula general se encuentra preferentemente a
una concentracién comprendida entre el 0.0001% y el 5% en peso, con respecto al
peso total de la composicion.

7- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos o0 combinados segun reivindicacién 3 , que se
caracteriza por que se incorporen a un vehiculo 0 a un sistema de liberacion
sostenida cosmética o farmacéutico aceptable seleccionado del grupo formado por
liposomas, milicapsulas, microcapsulas, nanocapsulas, esponjas, vesiculas, micelas,
miliesferas, microesferas, nanoesferas, lipoesferas, microemulsiones,
nanoemulsiones, miliparticulas, microparticulas, nanoparticulas y nanoparticulas
sélidas lipidicas.

8- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos o combinados segun reivindicaciéon 3, que se
caracteriza por que estos se encuentren adsorbidos sobre un polimero organico solido
0 soporte sélido cosmética o farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo
formado por talco, bentonita, silice, almidon y maltodextrina.y dextrano, y sus
derivados.

9- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos o combinados segun reivindicacién 3, caracterizado
por que se encuentren incorporado en cualquier hidrolizado de proteinas ya sean de

origen vegetal, sintética, natural o animal.
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10- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos o combinados segun reivindicacidon que se
caracteriza por que su forma de presentacidon, se selecciona del grupo formado por
cremas, emulsiones multiples, composiciones anhidras, dispersiones acuosas, aceites,
leches, balsamos, espumas, lociones, geles, soluciones hidroalcdlicas, linimentos,
sueros, jabones, champus, unglentos, mousses, pomadas, polvos, barras, lapices,
vaporizadores, aerosoles, capsulas, capsulas de gelatina, comprimidos, comprimidos
recubiertos de azucar, polvos, formas granuladas, gomas de mascar, soluciones,
suspensiones, emulsiones, jarabes, jaleas y gelatina.

11- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos o0 combinados segun reivindicacion 3 que se
caracteriza por que se encuentran incorporados en un tejido, un tejido-no-tejido o un
producto sanitario.

12- Una composicién cosmética o dermofarmacéutica para el cuidado de la piel y/o
el cabello, donde dicha composicién comprende péptidos o polipéptidos capaces de
formar una matriz 2D o 3D solos o combinados segun reivindicacién segun
reivindicacién anterior caracterizada porque el tejido, tejido-no-tejido o producto
sanitario se selecciona del grupo formado por vendas, gasas, camisetas, medias,
calcetines, ropa interior, fajas, guantes, panales, compresas, apositos, cubrecamas,

toallitas, hidrogeles, parches adhesivos, parches no adhesivos y mascarillas faciales.
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