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DESCRIPCION

Péptido que tiene actividad promotora del crecimiento del cabello y/o actividad promotora de la generacién de
melanina, y su uso

Campo técnico

La presente invencién se refiere a un péptido que tiene una actividad para estimular la produccién del cabello y/o
melanogénesis, una composicién que contiene el péptido como principio activo para prevenir y/o mejorar la caida del
cabello, una composicién que contiene el péptido como principio activo para estimular la produccion de cabello y/o el
crecimiento del cabello, un uso del péptido para prevenir y/o mejorar la caida del cabello, un uso del péptido para
estimular la produccion de cabello y/o el crecimiento de cabello, una composicién farmacéutica que contiene el péptido
como principio activo para prevenir y/o tratar la hipomelanosis, una composicidon cosmética que contiene el péptido
como principio activo para prevenir y/o mejorar la hipomelanosis, y un uso del péptido para prevenir, mejorar y/o tratar
la hipomelanosis.

Antecedentes de la técnica

El foliculo piloso, que crece desde una parte inferior de la epidermis primitiva y se extiende a una capa de piel mas
profunda, es un 6rgano distintivo que se encuentra en la piel de los mamiferos. Existe un tapén celular conocido como
foliculo o célula de la papila dérmica en la base del foliculo piloso (Stenn y Paus, Physiol. Rev., 81: 449 (2002)), y la
papila es esencial en la circulaciéon normal del foliculo piloso (Oliver, Embryol. Exp. Morph. 15: 3311 (1966); y Oliver,
Embryol. Exp. Morph. 16: 231 (1966)) y el crecimiento del tallo del pelo. El tallo del pelo es una estructura en forma de
hilo formada por células epiteliales compuestas por filamentos de queratina y proteinas de agregacién de filamentos
firmemente unidas a los mismos.

Los cabellos humanos se caen y se vuelven a producir mientras se repiten ciclicamente anagena, catagenay telégena.
El ciclo de crecimiento en el ciclo del cabello esta determinado mediante la regulaciéon de hormonas u otros factores
de crecimiento. El estrés grave o la desnutricién pueden hacer avanzar las fases catagena y telogena, dando lugar a
una caida del cabello grave (American Journal of Pathology, 162 (3) (2003), (Arck, Petra Clara; Handjiski, Bori)).

En casos de calvicie de patrén masculino, los foliculos pilosos de la parte frontal y superior del cuero cabelludo son
sensibles a los andrégenos. Por tanto, la calvicie de patrén masculino corresponde a la minimizacién de los foliculos
pilosos mas que a la destruccién de los foliculos pilosos y es causada por la secrecidon excesiva de la hormona
masculina andrégeno. La secrecion excesiva de andrégenos da como resultado la activacion de la 5-a reductasa, que
convierte la testosterona en dihidrotestosterona (DHT). La dihidrotestosterona resultante acorta el ciclo de crecimiento
del cabello y miniaturiza los foliculos pilosos, disminuyendo la cantidad de pelos adultos gruesos y fuertes, dando lugar
a la caida del cabello.

En general, la caida del cabello aumenta con el envejecimiento. Por ejemplo, diferentes trastornos, tales como alopecia
cicatricial o afecciones cicatriciales asociadas con quemaduras o lesiones por compresién, pueden causar una caida
grave del cabello. Se han utilizado varias sustancias como medicamentos para tratar este fenémeno de caida del
cabello, pero los medicamentos son costosos o causan varios efectos adversos.

Ademas, estos medicamentos tienen el inconveniente de que se requiere el uso sostenido de los mismos; la caida del
cabello vuelve a producirse cuando se detiene su uso; existen diferencias individuales en la eficacia; y los efectos
secundarios varian de persona a persona.

Asimismo, las materias primas utilizadas como cosméticos tienen la ventaja de ser econémicas, pero su eficacia no
es muy grande ya que contienen ingredientes procedentes de extractos vegetales. Por lo tanto, existe una necesidad
creciente en la técnica de nuevos ingredientes eficaces que sean mas econémicos en términos de costes.

Dos farmacos disponibles conocidos hasta ahora (minoxidil y finasterida) podrian retrasar la caida adicional del
cabello, pero no inducen la regeneracion de nuevos foliculos pilosos. Entre los cosméticos capilares, también se han
publicado muchos productos contra la caida del cabello que utilizan extractos vegetales y similares.

Por ejemplo, los productos que utilizan extractos vegetales y similares que se han formulado incluyen: productos que
contienen extractos de raiz de séfora, chile, Swertia, corteza de morera, hojas de morera, ginseng, regaliz, peonia,
dedalera, hinojo, fruto del Cornus, ajo y similares; productos en donde se afiade una composicién que contiene
xantinas y hormonas del crecimiento para mejorar el metabolismo celular suprimido por el exceso de
dihidrotestosterona y estimular el crecimiento del cabello inducido por las hormonas del crecimiento, previniendo, de
este modo, la caida del cabello y logrando la producciéon de cabello, que da lugar a un efecto estimulante del
crecimiento del cabello; productos estimulantes de la produccién de cabello que aportan nutrientes al cuero cabelludo
y al cabello mediante la elaboracion de productos que contienen minerales, vitaminas y extractos de té verde, romero,
artemisa, o regaliz, para estimular la produccién de cabello y el crecimiento del cabello, y tienen efectos en la
prevencién de la caida del cabello y la estimulacién del crecimiento del cabello; y productos para la calvicie de patrén



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 980 830 T3

masculino en donde las sustancias, tal como la vitamina B, vitamina C, vitamina D, vitamina E, acido nicotinico, acido
pantoténico, biotina y acido félico, se mezclan con extractos vegetales para inhibir la 5-a reductasa, evitando, de este
modo, la produccion de dihidrotestosterona en el metabolismo de las hormonas masculinas y ayudando al metabolismo
del cabello. Sin embargo, los productos que afectan incluso a la produccién de cabello nuevo son dificiles de encontrar.

Las células de la piel producen melanina en los melanosomas de los melanocitos que estan presentes en la capa
epidérmica basal, como mecanismo de defensa para la estimulacién de la luz ultravioleta, la contaminacién ambiental
y otros factores externos. La melanina es un factor importante para determinar el color de la piel, los ojos y el pelo de
los animales. La hipomelanosis también se conoce como factor de riesgo de cancer de piel.

Los asiaticos son sensibles a la sobreproduccién de melanina y, por tanto, se han realizado muchos estudios
relacionados con el blanqueamiento para la inhibicién de la melanogénesis. En los Ultimos afios, la demanda contra
el vitiligo, que es causada por la inhibicién de la melanogénesis, también estd aumentando, por lo que se estan
realizando estudios al respecto.

El vitiligo es una enfermedad decolorante adquirida en la que se muestran manchas lechosas de varios tamafios y
formas debido a la apoptosis o necrosis de los melanocitos. El vitiligo es una enfermedad relativamente comuin que
ocurre en aproximadamente el 1 % de la poblacién en todo el mundo y no existe diferencia en la enfermedad por raza
o area. En cuanto a las edades de ocurrencia, el vitiligo ocurre con la mayor frecuencia entre los 10 y los 30 afios,
ocurriendo el 95 % antes de los 40 afios y el 30 % de los pacientes tiene antecedentes familiares.

Las causas del vitiligo ain no se han revelado con precision, pero hay varias teorias, tales como la hipotesis
autoinmune, la hip6tesis neuronal y la hipoétesis de autodestruccion de melanocitos. La hipoétesis autoinmune es que
la destruccion o disfuncién de los melanocitos es causada por la expresion de autoanticuerpos contra antigenos
basados en melanocitos, 0 que los melanocitos son destruidos por linfocinas secretadas por linfocitos citotoxicos o
linfocitos activados. La hipétesis neuronal es que el peréxido de hidrégeno asociado con el estrés se genera debido a
una biosintesis anormal de catecolaminas y al aumento de la monoaminooxidasa, dando como resultado la destruccion
de los melanocitos, y el vitiligo puede ocurrir a lo largo del ganglio o el vitiligo puede ocurrir después de dafio o estrés
a los nervios. La hipétesis de la autodestruccion de los melanocitos es que en los melanocitos se acumulan metabolitos
intermedios o complejos fendlicos como metabolito final del proceso melanogénico, dando como resultado la
destruccion celular. Ademas, se sugieren diversos factores, tales como defectos celulares inherentes, factores
genéticos, apoptosis, trastornos metabdlicos del calcio.

La melanina se sintetiza a partir de los melanocitos y desempefia un papel importante en la proteccién de la piel
mediante la irradiacion de luz UV o la absorcién de sustancias toxicas y quimicas. Por lo tanto, las personas que no
tienen una sintesis normal de melanina tienen un problema de apariencia en el que la piel se vuelve blanca en parte
en lugar de entera, causando manchas y tienen un grave problema de sensibilidad a los estimulos externos.

La Tirosinasa, la proteina 1 relacionada con la tirosinasa (TRP-1) y la proteina 2 relacionada con la tirosinasa (TRP-
2), que son enzimas importantes en la sintesis de melanina, actian como catalizadores de reacciones oxidativas
(Pigment Cell Res. 14 (6): 43744).

En el presente documento, la tirosinasa actla para oxidar la tirosina en L-3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) y DOPA en
DOPA quinina, y TRP-1 es la oxidasa del acido dihidroxiindol carboxilico y participa en la conversién del acido 5,6-
dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA) en acido indol-5,6-quinona-2-carboxilico.

TRP-1 también sirve para estabilizar la tirosinasa y regular su actividad. TRP-2, que es la DOPA cromo tautomerasa,
convierte DOPA cromo en DHICA para formar eumelanon y feomelanon, que constituyen los melanocitos, y la
proporcién de los mismos determina los colores de la piel, el pelo, los ojos y similares.

La sintesis de melanina se activa mediante irradiacion UV y la hormona estimulante de los melanocitos a (MSH). En
el presente documento, a-MSH, que es una hormona peptidica, se sabe que se produce mediante luz ultravioleta y se
elabora a partir de varias células, incluidas las de la glandula pituitaria y la piel.

En el presente documento, a-MSH actla sobre los receptores de melanocortina (MCR) de los melanocitos mediante
paracrina para regular la actividad del factor de transcripcién asociado a microftalmia (MITF), regulando de este modo
la actividad de la tirosinasa, DHICA oxidasa (TRP-1), DOPA cromo tautomerasa (TRP-2), y similares, que desempefian
funciones importantes en la sintesis de melanina (THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY vol. 273, n.2 31,
publicado el 31 de julio, pags. 195609565, 1998).

Se ha informado que la estimulacion de los melanocitos por UV o a-MSH conduce a la activacién de la tirosinasa por
p38 o proteina quinasa A (PKA), respectivamente. En estas dos rutas, en especial, la ruta a-MSH -> AMPc-> PKA
desempefia un papel importante en la sintesis de melanina. El aumento de AMPc estimula la fosforilacion de la proteina
de unién a elementos sensibles a AMPc (CREB), aumentando la expresién del factor de transcripcién MITF, que
mejora la actividad de la tirosinasa y aumenta la expresién del ARNm de la tirosinasa (Nucleic Acids Res. 30 (14):
3096106, Pigment Cell Melanoma Res. 21 (6): 66576).
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Los asiaticos, incluidos los coreanos, quieren tener colores de piel claros y, por tanto, han realizado muchos estudios
sobre los componentes blanqueadores que inhiben la melanogénesis. Sin embargo, la melanina se sintetiza a partir
de los melanocitos de la piel y desempefia un papel importante en la proteccién de la piel mediante la irradiacion de
rayos UV o la absorcion de sustancias toxicas y sustancias quimicas. Dado que la ausencia de sintesis normal de
melanina hace que la piel sea sensible a la estimulacién externa y muestre apariencias externas anormales, se
necesita el tratamiento para la sintesis normal de melanina y también se han realizado estudios al respecto. Hasta
ahora, no se ha llevado a cabo lo suficiente el desarrollo de técnicas para estimular la sintesis de melanina.

A lo largo de la memoria descriptiva, muchos articulos y documentos de patentes se utilizan como referencias y se
representan las citas de los mismos. La divulgacién de los articulos y documentos de patente citados se incorpora en
la presente especificacién como referencia en su totalidad, para describir mas claramente un nivel de un campo técnico
al que pertenece la presente invencién y el contenido de la presente invencién. Se divulgan péptidos variados para su
uso en el crecimiento del cabello y la melanogénesis en los documentos EP 2 474 555, US 2014/364378, WO
2005/082395 y WO 2015/174599.

Descripcion detallada de la invencion
Problema técnico

Los presentes inventores se esforzaron por desarrollar péptidos que tuvieran una actividad biolégicamente eficaz y,
como resultado, los presentes inventores confirmaron que un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 tiene una excelente eficacia productora de cabello y actividad estimulante de la
melanogénesis y establecieron que estos péptidos se pueden usar favorablemente en la prevencién o mejora de la
caida del cabello y la prevencién y el tratamiento de la hipomelanosis y, por tanto, los presentes inventores completaron
la presente invencién.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion es proporcionar un péptido que tiene actividad para estimular la
produccién de cabello o la melanogénesis, consistiendo el péptido la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0
SEQ ID NO: 2.

Otro aspecto de la presente invencién es proporcionar una composicién para prevenir y/o mejorar la caida del cabello,
comprendiendo la composicién, como principio activo, al menos un péptido seleccionado del grupo que consiste en
péptidos que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

Otro aspecto mas de la presente invencion es proporcionar una composicién para estimular la produccion y/o el
crecimiento del cabello, comprendiendo la composicion, como principio activo, al menos un péptido seleccionado del
grupo gque consiste en péptidos que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2.

Otro aspecto mas de la presente invencidon es proporcionar un péptido que tiene actividad para estimular la
melanogénesis, consistiendo el péptido la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

Otro aspecto mas de la presente invencion es proporcionar una composicién farmacéutica para prevenir y/o tratar la
hipomelanosis, comprendiendo la composicién farmacéutica, como principio activo, al menos un péptido seleccionado
del grupo que consiste en péptidos que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:

Otro aspecto mas de la presente invencién es proporcionar una composicion cosmeética para prevenir y/o mejorar la
hipomelanosis, comprendiendo la composicion cosmética, como principio activo, al menos un péptido seleccionado
del grupo que consiste en péptidos que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO:

Otros fines y ventajas de la presente divulgacion serdn mas obvios con la siguiente descripcion detallada de la
invencién, las reivindicaciones y los dibujos.

Solucion técnica

Los presentes inventores se esforzaron por desarrollar péptidos que tuvieran una actividad biolégicamente eficaz v,
como resultado, los presentes inventores confirmaron que un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 tiene una excelente eficacia productora de cabello y actividad estimulante de la
melanogénesis y establecieron que estos péptidos se pueden usar favorablemente en la prevencion o mejora de la
caida del cabello y la prevencion y tratamiento de la hipomelanosis.

El péptido de la presente invencion se obtiene cribando péptidos, que tengan excelentes efectos estimulantes de la
melanogénesis, de bibliotecas de péptidos que poseen los presentes inventores, a través de experimentos sobre
cambios en la expresién de genes y proteinas o similares, y se proporciona un total de dos tipos de péptidos como
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péptido de la presente invencién.

Un aspecto de la presente invencion se dirige a un péptido que tiene actividad para estimular la produccion del cabello,
comprendiendo el péptido una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2.

El péptido puede contener una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2 y, por ejemplo, puede
ser un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

El péptido de la presente invencién puede tener una modificaciéon inducida en el extremo aminoterminal y/o
carboxiterminal del mismo para seleccionar una parte de una secuencia de aminoacidos y aumentar la actividad del
mismo.

Por ejemplo, la modificacién carboxiterminal puede ser una modificacién del extremo carboxilo del péptido en un grupo
hidroxi (-OH), un grupo amino (-NHz2), un grupo azida (-NHNHz), o similar, pero sin limitarse esto.

Ademas, la modificacién aminoterminal puede ser una unién de al menos un grupo protector seleccionado del grupo
que consiste en un grupo acetilo, un grupo fluorenil metoxi carbonilo, un grupo formilo, un grupo palmitoilo, un grupo
miristilo, un grupo estearilo y polietilenglicol (PEG) al extremo aminoterminal del péptido, pero sin limitarse a esto. El
grupo protector anterior protege el péptido de la presente invencidon de la escisioén de proteinas in vivo.

La modificacién aminoterminal y/o carboxiterminal del péptido mejora la estabilidad del péptido, y esta modificacion
permite que el péptido de la presente invencién tenga una semivida aumentada en el momento de la administracion
in vivo, teniendo, de este modo, una semivida alta.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, el péptido de la presente invencién estimula el crecimiento de
las células del foliculo piloso, aumenta la expresién de B-catenina como factor relacionado con el crecimiento del
cabello, aumenta la expresién del factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) como factores de crecimiento relacionados con el crecimiento del cabello, aumenta la expresion de
fosfoinositido 3-cinasa (PI3K) como molécula de sefializacion del crecimiento del cabello, aumenta la fosforilacion de
la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK), aumenta la expresion de MSX2, Ha3-1l y queratina-14 como
factores relacionados con el crecimiento del cabello, disminuye la expresiéon de TGF-B1 y DKK-1 asociados con el
retraso del crecimiento del cabello e induce un aumento de la expresion de Bcl-2 como proteina inhibidora de la
apoptosis y una disminucién de la expresién de Bax como proteina relacionada con la apoptosis.

Estos resultados indican que el péptido de la presente invencion tiene un efecto excelente en la producciéon de cabello.
Por lo tanto, el péptido de la presente invencion puede usarse para la prevencion y/o mejora de la caida del cabello y
la estimulacion de la produccién del cabello y/o crecimiento del cabello.

Otro aspecto de la presente invencidn esta dirigido a una composicion para prevenir y/o mejorar la caida del cabello,
comprendiendo la composicién, como principio activo, al menos un péptido seleccionado del grupo que consiste en
péptidos que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

El péptido de la presente invencion induce la proliferacion de células presentes en los foliculos pilosos del tejido de la
piel para producir raices capilares, que da lugar a la produccién de nuevos foliculos pilosos. Asimismo, el péptido de
la presente invencion activa las sefiales de B-catenina para expresar genes estimulantes de la produccién del cabello
y aumentar la expresion de factores de crecimiento.

El péptido de la presente invencién promueve la fase anagena durante la cual se produce y crece el cabello, muestra
un efecto inhibidor de la caida del cabello al mantener el ciclo del cabello, que pasa de la fase catagena debido a
varios factores ambientales, a la fase anagena, y mantiene el cabello sano proporcionando nutrientes al cabello
normal. Por lo tanto, la composicién de la presente invencién es muy eficaz en la prevencién y/o mejora de la caida
del cabello.

Dado que la composicién de la presente divulgacién contiene el péptido anterior de la presente invencién como
principio activo, se omitiran las descripciones del contenido superpuesto entre las mismas para evitar una complejidad
excesiva de la presente memoria descriptiva.

Otro aspecto mas de la presente invencién se dirige a una composicién para estimular la produccién y/o el crecimiento
del cabello, comprendiendo la composicién, como principio activo, al menos un péptido seleccionado del grupo que
consiste en péptidos que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

La composicion de la presente invencién se puede preparar en una composiciéon cosmética, pero sin limitarse a esto.

La composicién cosmética de la presente invencion puede contener una cantidad cosméticamente eficaz del péptido
de la presente invencién.
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Ademas, la composicién cosmética puede contener ademas un vehiculo cosméticamente aceptable, pero sin limitarse
a esto.

La composicion cosmética de la presente invencién puede formularse en cualquier forma farmacéutica que se prepare
convencionalmente, y los ejemplos de la misma pueden incluir una solucién, una suspension, una emulsion, una pasta,
un gel, una crema, una locién, un polvo, un jabén, un limpiador que contiene tensioactivos, un aceite, una base en
polvo, una base en emulsién, una base de cera y un aerosol, pero sin limitarse a esto. Por ejemplo, la composicién
cosmética de la presente invencién puede prepararse en una forma farmacéutica de locién emoliente, locién nutritiva,
crema nutritiva, crema para masaje, esencia, crema oftalmica, crema limpiadora, espuma limpiadora, agua limpiadora,
paquete, aerosol y/o polvo.

En los casos en que la forma farmacéutica de la composicién cosmética sea una pasta, crema o gel, ejemplos Utiles
del ingrediente vehiculo pueden incluir un aceite animal, un aceite vegetal, cera, parafina, almidén, tragacanto, un
derivado de celulosa, polietilenglicol, silicona, bentonita, silice, talco u 6xido de zinc, pero sin limitarse a esto.

En los casos en los que la forma farmacéutica de la composicién cosmética sea un polvo o un aerosol, se puede
utilizar lactosa, talco, silice, hidréxido de aluminio, silicato de calcio o un polvo de poliamida como ingrediente vehiculo,
pero sin limitarse a esto.

En los casos en que la forma farmacéutica de la composicion cosmética sea un aerosol, el aerosol puede contener
ademas un propulsor, tal como clorofluorohidrocarburo, propano/butano y/o dimetiléter, pero sin limitarse a esto.

En los casos en los que la forma farmacéutica de la composicién cosmética sea una solucién o una emulsién, se
puede utilizar un disolvente, solubilizante o emulsionante como componente vehiculo, y ejemplos de los mismos
incluyen agua, etanol, isopropanol, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo,
propilenglicol, aceite de 1,3-butilglicol, ésteres alifaticos de glicerol, polietilenglicol o ésteres de acidos grasos de
sorbitan, pero sin limitarse a esto.

En los casos en que la forma farmacéutica de la composicién cosmética sea una suspension, ejemplos utiles del
ingrediente vehiculo pueden incluir un diluyente liquido (tal como agua, etanol o propilenglicol), un agente de
suspension (tal como alcohol isoestearilico etoxilado, éster de polioxietilensorbitol o éster de polioxietilen sorbitan),
celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar o tragacanto, pero sin limitarse a esto.

En los casos en que la forma farmacéutica de la composicién cosmética sea un limpiador que contenga tensioactivos,
ejemplos (tiles del ingrediente vehiculo pueden ser sulfato de alcohol alifatico, éter sulfato de alcohol alifatico,
monoéster de sulfosuccinato, isetionato, derivados de imidazolio, taurato de metilo, sarcosinato, éter sulfato de amida
de acidos grasos, alquil amido betaina, alcohol alifatico, glicérido de acidos grasos, dietanolamida de acidos grasos,
aceite vegetal, derivados de lanolina o éster de acido graso con glicerol etoxilado, pero sin limitarse a esto.

Los ingredientes contenidos en la composicién cosmética de la presente invencién pueden incluir, ademas de los
péptidos y los ingredientes vehiculos como principios activos, ingredientes normalmente utilizados en composiciones
cosméticas, por ejemplo, complementos habituales, tal como un antioxidante, un purificador, un solubilizante,
vitaminas, un pigmento y/o un aromatizante, pero sin limitarse a esto.

Otro aspecto mas de la presente invencién se dirige al uso de un péptido para prevenir y/o mejorar la caida del cabello,
consistiendo el péptido la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2.

Debido a que el péptido es el mismo que el péptido anterior, se omitiran las descripciones del contenido superpuesto
entre las mismas para evitar una complejidad excesiva de la presente memoria descriptiva.

Otro aspecto mas de la presente invencién se dirige al uso de un péptido para estimular la produccién y/o el crecimiento
del cabello, consistiendo el péptido la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2.

Debido a que el péptido es el mismo que el péptido anterior, se omitiran las descripciones del contenido superpuesto
entre las mismas para evitar una complejidad excesiva de la presente memoria descriptiva.

Otro aspecto mas de la presente invencidon es proporcionar un péptido que tiene actividad para estimular la
melanogénesis, consistiendo el péptido la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, el péptido de la presente invencién aumenta la melanogénesis
en los melanocitos, aumenta la expresién de tirosinasa como enzima reguladora de la melanogénesis, aumenta la
expresion de MITF y TRP1, que son factores implicados en la melanogénesis y aumenta la fosforilacién de CREB.

Estos resultados indican que el péptido de la presente invencién tiene el efecto de mejorar la hipomelanosis
aumentando la melanogénesis. Por lo tanto, el péptido de la presente invencién se puede utilizar para la prevencién,
mejora y/o tratamiento de la hipomelanosis.
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La hipomelanosis es el vitiligo, albinismo, nevo despigmentoso, pitiriasis alba, pitiriasis versicolor, despigmentacion
postinflamatoria, morfea, piebaldismo, hipomelanosis guttata idiopatica o leucoderma punctatum, pero sin limitarse a
esto.

Otro aspecto mas de la presente invencién se dirige a una composicion farmacéutica para prevenir y/o tratar la
hipomelanosis, comprendiendo la composicién farmacéutica, como principio activo, al menos un péptido seleccionado
del grupo que consiste en péptidos que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:

La composicién de la presente invencién, cuando se prepara como una composicién farmacéutica, puede contener
una cantidad farmacéuticamente eficaz del péptido anterior de la presente invencion.

Ademas, la composicién farmacéutica puede contener ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable, pero sin
limitarse a esto.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable contenido en la composicién farmacéutica de la presente divulgacién se usa
habitualmente en el momento de la formulacién, y ejemplos del mismo pueden incluir, pero sin limitacién, lactosa,
dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidén, goma arabiga, fosfato de calcio, alginato, gelatina, silicato de calcio,
celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe, metilcelulosa, hidroxibenzoato de metilo,
hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato de magnesio y/o aceite mineral.

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede contener ademas un lubricante, un agente humectante,
un agente edulcorante, un agente saborizante, un emulsionante, un agente de suspensién, un conservante y similares,
ademas de los ingredientes anteriores.

La composicién farmacéutica de la presente invencion se puede administrar por via parenteral y, por ejemplo, puede
administrarse mediante administracién tépica en la piel.

La dosis apropiada de la composicién farmacéutica de la presente invencién varia dependiendo de factores, tales
como el método de formulacién, la manera de administracion, la edad del paciente, el peso corporal, el género, la
morbilidad, la alimentacién, el momento de administracién, la via de administracién, la tasa de excrecién y la
sensibilidad de respuesta. Los profesionales con conocimientos normales pueden determinar y prescribir facilmente
la dosis que es eficaz para el tratamiento o la prevencién deseados. De acuerdo con una realizacién preferida de la
presente invencion, la dosis diaria de la composicién farmacéutica de la presente invencion es de 0,001 a 1.000 mg/kg.

La composicién farmacéutica de la presente invencidon se formula usando un vehiculo y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable de acuerdo con un método que puede realizar facilmente una persona con
conocimientos normales en la materia a la que pertenece la presente invencion, y la composicion farmacéutica de la
presente invencién se puede preparar en una forma farmacéutica unitaria o se puede insertar en un recipiente
multidosis.

En el presente documento, la forma farmacéutica puede ser una solucién en un medio 0leoso 0 acuoso, una
suspension y/o una emulsion, un extracto, un polvo, granulados, un comprimido, una capsula o un gel (por ejemplo,
un hidrogel), y puede contener ademas un agente dispersante y/o un estabilizador.

Otro aspecto mas de la presente invencion se dirige a una composicion cosmética para prevenir y/o mejorar la
hipomelanosis, comprendiendo la composicién cosmética, como principio activo, al menos un péptido seleccionado
del grupo que consiste en péptidos que consisten en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:

Cuando la composicién de la presente invencion se prepara como una composicién cosmética, la composicién puede
contener una cantidad cosméticamente eficaz del péptido anterior de la presente invencién.

Ademas, la composicidon cosmética puede contener ademas un vehiculo cosméticamente aceptable, pero sin limitarse
a esto.

Como se usa en el presente documento, el término "péptido” se refiere a una molécula lineal formada de residuos de
aminoécidos unidos entre si a través de enlaces peptidicos. El péptido de la presente invencién se puede preparar
mediante métodos de sintesis quimica conocidos, en especial, técnicas de sintesis en fase sélida (solid-phase
synthesis techniques; Merrifield, J. Amer. Chem. Soc. 85:2149-54(1963); Stewart, et al., Solid Phase Peptide
Synthesis, 2.2 ed., Pierce Chem. Co.: Rockford, 111(1984)) o técnicas de sintesis en fase liquida (patente de los EE.
UU. N.25,516.891).

Como se usa en el presente documento, el término "estabilidad" se refiere a la estabilidad en el almacenamiento (por
ejemplo, estabilidad en el almacenamiento a temperatura ambiente), asi como a la estabilidad in vivo.
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Como se usa en el presente documento, el término "estimular la produccion de cabello" se refiere a la produccién del
cabello y se usa en un sentido amplio para aumentar la tasa de produccion del cabello y la cantidad de produccién de
cabello. Ademas, el término significa que se potencian las funciones de la raiz capilar o que aumenta el nimero de
pelos que crecen en los foliculos pilosos debido al acortamiento del ciclo de caida y produccién de cabello.

Como se usa en el presente documento, la expresién "crecimiento del cabello" se refiere a aumentar el grosor del
cabello generado o influir en la tasa de aumento de la longitud.

Como se usa en el presente documento, el término "prevenir la caida del cabello" se refiere a bloquear o debilitar la
caida del cabello desde los foliculos pilosos o el cuero cabelludo.

Como se usa en el presente documento, la expresién "cantidad cosméticamente eficaz" se refiere a una cantidad
suficiente para alcanzar la eficacia de la composicién anterior de la presente invencién.

Como se usa en el presente documento, el término "cantidad farmacéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad
suficiente para lograr la eficacia o actividad del péptido anterior.

Efectos ventajosos

La presente invencion esta dirigida a un péptido que tiene actividad para estimular la produccion de cabello y/o la
melanogénesis, una composicién que contiene el péptido como principio activo para prevenir y/o mejorar la caida del
cabello, una composicién que contiene el péptido como principio activo para estimular la produccion de cabello y/o el
crecimiento del cabello, un uso del péptido para prevenir y/o mejorar la caida del cabello, un uso del péptido para
estimular la produccién de cabello y/o el crecimiento de cabello, una composicién farmacéutica que contiene el péptido
como principio activo para prevenir y/o tratar la hipomelanosis, una composicién cosmética que contiene el péptido
como principio activo para prevenir y/o mejorar la hipomelanosis, y un uso del péptido para prevenir, mejorar y/o tratar
la hipomelanosis. El péptido estimula el crecimiento de las células del foliculo piloso y aumenta la expresién de factores
de crecimiento relacionados con la produccién de cabello y factores relacionados con la produccién de cabello,
mostrando de este modo un excelente efecto sobre la produccién de cabello. Ademas, el péptido aumenta la actividad
y la expresién de la tirosinasa y aumenta la expresion de factores implicados en la melanogénesis, mostrando de este
modo un excelente efecto sobre la melanogénesis. El péptido anterior de la presente invencién se puede aplicar muy
ventajosamente a medicamentos, cuasimedicamentos y cosméticos gracias a su excelente actividad y seguridad

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1a es un gréafico que muestra un efecto estimulante del crecimiento de células humanas de papilas
dérmicas de foliculos pilosos (HHFDPC) de un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 de acuerdo con una realizacion de la presente invencién.

La FIG. 1b es un grafico que muestra un efecto estimulante del crecimiento de células humanas de papilas
dérmicas de foliculos pilosos (HHFDPC) de un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NQ: 2 de acuerdo con una realizacién de la presente invencién.

La FIG. 2a es un diagrama que muestra los resultados de la confirmacién de un aumento de la expresién de (3-
catenina por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con una
realizacion de la presente invencion.

La FIG. 2b es un diagrama que muestra los resultados de la confirmacién de un aumento de la expresién de (3-
catenina por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una
realizacion de la presente invencion.

La FIG. 3a es un diagrama que muestra los resultados de la confirmacién de un aumento de la expresién de VEGF
mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con una realizacion
de la presente invencién.

La FIG. 3b es un diagrama que muestra los resultados de la confirmacién de un aumento de la expresion de KGF
mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una realizacion
de la presente invencién.

La FIG. 4a es un diagrama que muestra los resultados de la confirmacion de un aumento de la fosforilacién de
EPK por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con una realizacién
de la presente invencién.

La FIG. 4b es una imagen que muestra los resultados de la confirmacién de un aumento de la expresién de PI3K
y un aumento de la fosforilacion de ERK por un péptido compuesto por la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 2 de acuerdo con una realizacion de la presente invencién.

La FIG. 5 es una imagen que muestra los resultados de la confirmacién de un aumento de la expresién de MSX2
por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con una realizacién de
la presente invencién.

La FIG. 6a es una imagen que muestra los resultados de la confirmacion de la inhibicién de la expresion de TGF-
1 mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con una
realizacion de la presente invencion.
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La FIG. 6b es una imagen que muestra los resultados de la confirmacién de la inhibicién de la expresiéon de TGF-
B1 mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una
realizacion de la presente invencion.

La FIG. 7a es una imagen que muestra los resultados de la confirmacion de un aumento de la expresién de Bcl-2
y una disminucion de la expresion de Bax por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

La FIG. 7b es una imagen que muestra los resultados de la confirmacién de un aumento de la expresién de Bcl-2
y una disminucién de la expresién de Bax por un péptido compuesto por la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
NQ: 3 de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.

La FIG. 8a es una imagen que muestra los resultados de la confirmacién de aumentos de la expresién de Ha3-1l y
queratina-14 mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con
una realizacion de la presente invencion.

La FIG. 8b es una imagen que muestra los resultados de la confirmacién de un aumento de la expresion de
queratina-14 por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una
realizacion de la presente invencion.

La FIG. 9a es una imagen de la confirmacion de una disminucién de la expresién del ARNm de DKK-1 como factor
relacionado con el retraso del crecimiento del cabello, que se ha aumentado mediante el tratamiento de las células
humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos con DHT, mediante el tratamiento con un péptido compuesto por
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

La FIG. 9b es una imagen de la confirmacion de una disminucion de la expresion del ARNm de DKK-1 como factor
relacionado con el retraso del crecimiento del cabello, que se ha aumentado mediante el tratamiento de las células
humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos con DHT, mediante el tratamiento con un péptido compuesto por
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

La FIG. 10a es una imagen que muestra los resultados de la confirmacién de una disminucion de la expresion de
DKK-1 por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con una
realizacién de la presente invencién.

La FIG. 10B es una imagen que muestra los resultados de la confirmacién de una disminucién de la expresién de
DKK-1 por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una
realizacion de la presente invencion.

La FIG. 11a es un diagrama que muestra los resultados de la confirmacion de un efecto de aumento de la
melanogénesis mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo
con una realizacién de la presente invencion.

La FIG. 11b es un diagrama que muestra los resultados de la confirmacién de un efecto de aumento de la
melanogénesis mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo
con una realizacion de la presente invencion.

La FIG. 12a muestra los resultados de la confirmacién del aumento de la actividad de la tirosinasa mediante un
péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con una realizacién de la
presente invencion.

La FIG. 12b muestra los resultados de la confirmacién del aumento de la actividad de la tirosinasa mediante un
péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una realizacion de la
presente invencién.

La FIG. 13a muestra los resultados de la confirmacién de los aumentos de la expresion del ARNm de MITF y
tirosinasa mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con una
realizacion de la presente invencion.

La FIG. 13b muestra los resultados de la confirmacién de los aumentos de la expresién del ARNm de MITF,
tirosinasa, y TRP1 por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo con
una realizacion de la presente invencion.

La FIG. 14a es unaimagen que muestra los resultados de la confirmacién de los aumentos de la expresion proteica
de MITF y tirosinasa mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1 de acuerdo
con una realizacion de la presente invencion.

La FIG. 14b es una imagen que muestra los resultados de la confirmacién de los aumentos de la expresién proteica
de MITF y tirosinasa mediante un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo
con una realizacion de la presente invencion.

La FIG. 15 es una imagen que muestra los resultados de la confirmacion de un aumento de la fosforilacién de
CREB por un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una realizacién
de la presente invencién.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion

La presente invencién esta dirigida a un péptido que muestra actividad estimulante de la produccién del cabello,
consistiendo el péptido en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o0 2.

Modo de llevar a cabo la invencion

descrito en detalle con referencia a los ejemplos. Estos ejemplos son solo para ilustrar la presente invencién de manera
mas especifica, y sera evidente para los expertos en la materia que €l alcance de la presente invencién no esté limitado
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por estos ejemplos.
Ejemplos
Ejemplo sintético 1: Sintesis de péptidos

Se afiadieron 700 mg de resina de cloruro de clorotritilo (resina CTL, Nova Biochem Cat. N.2 01-64-0021) en un
recipiente de reaccién y se afiadieron 10 ml de cloruro de metileno (MC), seguido de agitacién durante 3 minutos.
Después de eliminar la solucién, se afiadieron 10 ml de dimetilformamida (DMF), seguido de agitacién durante 3
minutos y, a continuacién, se eliminé de nuevo el disolvente.

Se afiadieron 10 ml de una solucién de diclorometano a un reactor y se afiadieron 200 mmol de Fmoc-Leu-OH
(Bachem, Suiza) y 400 mmol de diisopropiletilamina (DIEA). En lo sucesivo, la mezcla se disolvié bien con agitacion
y, a continuacién, la reaccién se realizé con agitacién durante 1 hora. Después de la reaccién, se realizé un lavado y,
a continuacion, se disolvieron metanol y DIEA (2:1) en diclorometano (DCM), seguido de reaccién durante 10 minutos
y, a continuacién, el material resultante se lavé con exceso de DCM/DMF (1:1).

Después de eliminar la solucién, se afiadieron 10 ml de dimetilformamida (DMF), seguido de agitacién durante 3
minutos y, a continuacién, se eliminé de nuevo el disolvente. Se afiadieron 10 ml de una solucién de desproteccion
(piperidina al 20 %/DMF) a un recipiente de reaccion, seguido de agitacién a temperatura ambiente durante 10 minutos
y, a continuacion, se eliminé la solucién. Se afiadié la misma cantidad de una solucién de desproteccion y, a
continuacion, la reaccién se mantuvo de nuevo durante 10 minutos y, posteriormente, se elimind la solucién, seguido
de lavado dos veces con DMF, una vez con MC y otra con DMF, durante 3 minutos cada vez, preparando, de este
modo, la resina Leu-CTL.

Se afiadieron 10 ml de una solucién de DMF a un reactor nuevo y 200 mmol de Fmoc-Thr(tBu)-OH (Bachem, Suiza),
Se afiadieron 200 mmol de HoBt y 200 mmol de Bop, y la mezcla se disolvi6 completamente con agitacién. Se
afiadieron 400 mmol de DIEA a un reactor en dos porciones divididas y, a continuacién, se realizé agitacion durante
al menos 5 minutos hasta que se disolvieron todos los sélidos. La solucién mixta de amino&cidos disueltos se afiadio
en el recipiente de reaccién que contenia la resina desprotegida y la reaccién se realizé con agitacion a temperatura
ambiente durante 1 hora.

Después de eliminar la solucién de reaccién, la agitacién se realizé usando una solucidon de DMF tres veces durante
5 minutos cada vez, seguido de la eliminacién. Se tomé una pequefia cantidad de la resina de reaccién para comprobar
el grado de reaccion usando la prueba de Kaiser (prueba de ninhidrina). La reaccién de desproteccién se realiz6 dos
veces usando una solucién de desproteccion de la misma manera como se ha descrito anteriormente, preparando de
este modo la resina Thr(tBu)-Leu-CTL.

Después de un lavado suficiente con DMF y MC, se realiz6 de nuevo la prueba de Kaiser y, a continuacion, se realizd
la siguiente prueba de unién de aminoacidos de la misma manera que la descrita anteriormente.

Se realizé una reaccién en cadena del orden de Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH y Fmoc-Trp-OH basandose en la secuencia de aminoacidos
seleccionada. El grupo protector de Fmoc se eliminé mediante reaccién dos veces con la soluciéon de desproteccion
durante 10 minutos para cada unay, a continuacion, lavado favorable.

Se afiadieron anhidrido acético, DIEA y HoBt para realizar la acetilacién durante 1 horay, a continuacién, la resina de
peptidilo preparada se lavé con DMF, MC y metanol tres veces para cada uno, se seco bajo el flujo de nitrogeno
gaseoso y se secd por completo por descompresién al vacio en P20s.

En lo sucesivo, se afiadieron 30 ml de una solucién de salida [acido trifluoroacético (TFA) al 95 %, agua destilada 2 al
5 % y tioanisol 2 al 5 %] y la reaccidon se mantuvo durante 2 horas mientras la mezcla se agitaba intermitentemente a
temperatura ambiente.

La resina se obtuvo a través de filtracion, se lavé con una pequefia cantidad de una solucién de TFA y, a continuacion,
se mezclé con la solucién madre. La destilacion se realizé a presion reducida para reducir el volumen total a la mitad
y, a continuacién, se afiadieron 50 ml de éter frio para inducir la precipitacién.

En lo sucesivo, los precipitados se recogieron por centrifugacion, seguido de lavado dos veces con éter frio. La solucion
madre se elimind, seguido de un secado suficiente en una atmésfera de nitrégeno, sintetizando de este modo 0,73 g
de un péptido de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 (Trp-Lys-Trp-Arg-Ser-Ala-Asp-Thr-Leu) (rendimiento:
93,1 %) antes de la purificacién.

El peso molecular se determiné como 1162,3 (valor tedrico: 1162.3) utilizando un sistema de analisis de peso

molecular. También se sintetizé un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 (Lys-Trp-
Arg-Ser-Ala-Asp-Thr-Leu) mediante el mismo método descrito anteriormente.
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[Tabla 1]
Valor de analisis (espectrometro de masas)
SEQ ID NO Secuencia (5'->3")
Analitica Tebrico
valor valor
1 Trp-Lys-Trp-Arg-Ser-Ala-Asp-Thr-Leu 1162,3 1162,3
2 Lys-Trp-Lys-Arg-Ser-Ala-Asp-Thr-Leu 1104,2 1104,26

Ejemplo 1: Ensayo de proliferacion de DPC

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 2x103 células/pocillo en
placas de 96 pocillos, seguido de la incubacién durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células
se trataron con los péptidos, seguido de incubacion durante 3 dias y, a continuacién, los pocillos se trataron con una
solucién de MTT de 4 mg/ml, seguido de reaccién durante 4 horas. El formazan resultante se solubilizé con DNSO vy,
a continuacién, se midié la absorbancia a 550 nm usando un lector de microplacas. Los resultados se muestran en las
FIG. 1ay 1b.

Como se puede confirmar a partir de las FIG. 1ay 1b, el crecimiento de las células humanas de papilas dérmicas de
foliculos pilosos se estimulé de una manera dependiente de la dosis mediante el tratamiento con el péptido compuesto
por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, respectivamente.

Ejemplo 2: prueba de actividad de la B-catenina

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 4x10% células/pocillo en
placas de 6 pocillos, seguido de la incubacién durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células
se trataron con los péptidos, seguido de incubacién durante 15 y 30 minutos y, a continuacion, se recogieron los
pocillos para aislar proteinas nucleares y citoplasmaticas. La transferencia Western se llevd a cabo utilizando B-
catenina (Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.) para comparar los patrones de expresién de B-catenina. Los resultados
se muestran en las FIG. 2a y 2b.

Como se puede confirmar a partir de las FIG. 2a y 2b, la actividad de la B-catenina, que es un factor relacionado con
el crecimiento del cabello, aumenté en la papila dérmica del foliculo piloso humano mediante el tratamiento con el
péptido compuesto por la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2. El aumento de la expresion
de B-catenina y su actividad aumentan la expresién de moléculas relacionadas con el crecimiento del cabello.

Ejemplo 3: RT-PCR de KGF y VEGF

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 4x10% células/pocillo en
placa de 6 pocillos, seguido de la incubacién durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células se
trataron con los péptidos, seguido de incubacién durante 24 horas y, a continuacién, se recogieron los pocillos para
aislar el ARN. Después de la cuantificacién de ARN, se realizé la sintesis de ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc
(Intron, Corea), seguido de PCR usando una premezcla de PCR (Intron, Corea) y los respectivos cebadores de KGF
y VEGF vy, a continuacién, se llevo a cabo la electroforesis en gel de agarosa al 5 % para comparar los niveles de
expresion del ARNm de los factores de crecimiento para cada condicion de tratamiento de la muestra. Los resultados
se muestran en las FIG. 3ay 3b.

[Tabla 2]
SEQ ID NO Nombre del cebador Secuencia (5'-3")
3 KGF_F TCTGTCGAACACAGTGGTACCT
4 KGF_R GTGTGTCCATTTAGCTGATGCAT
5 VEGF_F CCATGAACTTTCTGCTGTCTT
6 VEGF_R TCGATCGTTCTGTATCAGTCT

Como puede confirmarse a partir de la FIG. 3a, la expresién de VEGF, que influye en el crecimiento de las células
humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos, aumenté mediante el tratamiento con el péptido compuesto por la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Como puede confirmarse a partir de la FIG. 3b, la expresién de KGF, que influye en el crecimiento de las células
humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos, aumenté mediante el tratamiento con el péptido compuesto por la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.
Ejemplo 4: Transferencia Western de PI3K y p-ERK

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 4x10% células/pocillo en
placa de 6 pocillos, seguido de la incubacién durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células se
trataron con los péptidos, seguido de incubacién durante 15 y 30 minutos y, a continuacién, se recogieron los pocillos
para preparar lisados celulares. La transferencia Western se llevé a cabo utilizando anticuerpos contra PI3K (Santa
Cruz Biotechnology, EE. UU.) y anticuerpo contra fosfo-ERK (Cell Signaling Technology, EE. UU.) para comparar
patrones de expresién de proteinas. Los resultados se muestran en las FIG. 4a y 4b.

Como puede confirmarse a partir de la FIG. 4a, el nivel de fosforilacion de ERK, que influye en el crecimiento de las
células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos, aumenté mediante el tratamiento con un péptido compuesto
por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Ademas, como puede confirmarse a partir de la FIG. 4b, el aumento de la expresiéon de PI3K como molécula de
sefializacion del crecimiento del cabello y el aumento del nivel de fosforilacion de ERK se observaron en células
humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos mediante el tratamiento con un péptido compuesto por la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 5: RT-PCR de MSX2

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 4x10% células/pocillo en
placa de 6 pocillos, seguido de la incubacion durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células se
trataron con los péptidos, seguido de incubacién durante 24 horas y, a continuacién, se recogieron los pocillos para
aislar el ARN. Después de la cuantificacién de ARN, se realizé la sintesis de ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc
(Intron, Corea), seguido de PCR usando premezcla de PCR (Intron, Corea) y cebadores de MSX2 y, a continuacion,
se llevo a cabo la electroforesis en gel de agarosa al 5 % para comparar el nivel de expresién del ARNm del factor de
crecimiento en las condiciones de tratamiento de la muestra. Los resultados se muestran en la FIG. 5.

[Tabla 3]
SEQ ID NO Nombre del cebador Secuencia (5'-3")
7 MSX2_F AACACAAGACCAACCGGAAG
8 MSX2_R GCAGCCATTTTCAGCTTTTC

Como puede confirmarse en la FIG. 5, la expresion de MSX2, que es un factor que influye en el alargamiento de los
tallos del pelo, aumenté en las células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos mediante el tratamiento con
un péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Ejemplo 6: RT-PCR de TGF-f1

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 4x10% células/pocillo en
placa de 6 pocillos, seguido de la incubacién durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células se
trataron con los péptidos, seguido de incubacion durante 24 horas y, a continuacién, se recogieron los pocillos para
aislar el ARN. Después de la cuantificacién de ARN, se realizé la sintesis de ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc
(Intron, Corea), seguido de PCR usando una premezcla de PCR (Intron, Corea) y los cebadores de TGF-f1 vy, a
continuacion, se llevé a cabo la electroforesis en gel de agarosa al 5 % para comparar los niveles de expresion del
ARNm de los factores de crecimiento para cada condicion de tratamiento de la muestra. Los resultados se muestran
en las FIG. 6a y 6b.

[Tabla 4]
SEQ ID NO Nombre del cebador Secuencia (5'-3")
9 TGF-B1_F GCCCTGGATACCAACTATTGC
10 TGF-B1_R TCAGCACTTGCAGGAGTAGCG

Como puede observarse en las FIG. 6a y 6b, la expresién de TGF-B1, que es un factor de inhibicién del crecimiento
del cabello, se inhibié en células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos mediante el tratamiento con el
péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 7: Transferencia Western de Bcl-2/Bax

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 4x10% células/pocillo en
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placa de 6 pocillos, seguido de la incubacion durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células se
trataron con los péptidos, seguido de incubacion durante 24 horas y, a continuacién, se recogieron los pocillos para
preparar lisados celulares. La transferencia Western se realiz6 utilizando anticuerpos Bcl-2 y Bax (Santa Cruz
Biotechnology, EE. UU.) para comparar los patrones de expresion de proteinas. Los resultados se muestran en las
FIG. 7ay 7b.

Como se puede confirmar a partir de las FIG. 7ay 7b, la expresién de la proteina antiapoptética Bcl-2 aumentd y la
expresion de la proteina Bax relacionada con la apoptosis disminuyd en células humanas de papilas dérmicas de
foliculos pilosos mediante el tratamiento con el péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1
0 SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 8: RT-PCR de Ha3-ll y queratina-14

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 5x10% células/pocillo en
placas de 6 pocillos, seguido de la incubacién durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células
se trataron con los péptidos, seguido de incubacién durante 24 horas y, a continuacion, se recogieron los pocillos para
aislar el ARN. Después de la cuantificacién de ARN, se realizé la sintesis de ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc
(Intron, Corea), seguido de PCR usando una premezcla de PCR (Intron, Corea) y los cebadores de Ha3-Il y queratina-
14y, a continuacion, se llevd a cabo la electroforesis en gel de agarosa al 5 % para comparar los niveles de expresion
del ARNm de los factores de crecimiento para cada condicion de tratamiento de la muestra. Los resultados se muestran
en las FIG. 8ay 8b.

[Tabla 5]
SEQ ID NO Nombre del cebador Secuencia (5'-3")
11 Ha3-1I_F CAGAAGTATAGCAGTAAGACAG
12 Ha3-1l_R CAAGAGGAAAGTTTATTAGGC
13 Queratina-14_F CCACCTTTCATCTTCCCAATTCTC
14 Queratina-14_R GTGCGGATCTGGCGGTTG

Como puede confirmarse a partir de la FIG. 8a, la expresion del ARNm de Ha3-Il y queratina-14, que son factores
relacionados con el crecimiento del cabello, aumenté en las células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos
mediante el tratamiento con el péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Como puede confirmarse a partir de la FIG. 8b, la expresiéon del ARNm de queratina-14 aumenté en células humanas
de papilas dérmicas de foliculos pilosos mediante el tratamiento con el péptido compuesto por la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 9: RT-PCR de DKK-1

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 5x10° células/pocillo en
placas de 6 pocillos, seguido de la incubacién durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células
se trataron con los péptidos, seguido de incubacién durante 24 horas y, a continuacion, se recogieron los pocillos para
aislar el ARN. Después de la cuantificacion de ARN, se realiz6 la sintesis de ADNc utilizando el kit de sintesis de ADNc
(Intron, Corea), seguido de PCR usando una premezcla de PCR (Intron, Corea) y los cebadores de DKK-1 vy, a
continuacion, se llevé a cabo la electroforesis en gel de agarosa al 5 % para comparar los niveles de expresion del
ARNm de los factores de crecimiento para cada condicién de tratamiento de la muestra. Los resultados se muestran
enlas FIG. 9ay 9b.

[Tabla 6]
SEQ ID NO Nombre del cebador Secuencia (5'-3")
15 DKK-1_F TGATGAGTACTGCGCTAGTC
16 DKK-1_R CTCCTATGCTTGGTACACAC

Como se puede confirmar a partir de las FIG. 9a y 9b, la expresién del ARNm de DKK-1 como factor relacionado con
el retraso del crecimiento del cabello, que se ha aumentado mediante el tratamiento de las células humanas de papilas
dérmicas de foliculos pilosos con DHT, se redujo mediante el tratamiento con un péptido compuesto por la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.
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Ejemplo 10: Transferencia Western de DKK-1

Se sembraron células humanas de papilas dérmicas de foliculos pilosos a una densidad de 4x10°% células/pocillo en
placa de 6 pocillos, seguido de la incubacién durante la noche. Después de cambiar a medio sin suero, las células se
trataron con los péptidos, seguido de incubacion durante 24 horas y, a continuacién, se recogieron los pocillos para
preparar lisados celulares. La transferencia Western se llevé a cabo utilizando anticuerpos DKK-1 (Santa Cruz
Biotechnology, EE. UU.) para comparar los patrones de expresion de proteinas. Los resultados se muestran en las
FIG. 10ay 10b.

Como se puede confirmar a partir de las FIG. 10a y 10b, la expresion proteica de DKK-1 como factor relacionado con
el retraso del crecimiento del cabello, que se ha aumentado mediante el tratamiento de las células humanas de papilas
dérmicas de foliculos pilosos con DHT, se redujo mediante el tratamiento con un péptido compuesto por la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.

Ejemplo 11: Ensayo de medicion de melanina

Después de cultivar melanocitos (linea celular B16F10) en placas de 6 pocillos en una incubadora a 37 °C durante 24
horas, se eliminé el medio de cada placa y se intercambié con un medio nuevo, seguido del tratamiento con el presente
péptido con diferentes concentraciones. Después de la incubacién durante 72 horas, se eliminé el medio de cultivo y
se retiraron las células y, a continuacion, se transfirieron a tubos de 1,5 ml, seguido de centrifugacién a 13.000 rpm
durante 3 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se recogieron sedimentos celulares para observar la melanina. A
continuacion, se afiadieron 150 ul de NaOH 2 M a los sedimentos celulares para someter a lisis la melanina intracelular
a 60 °C durante 30 minutos. A continuacion, se afiadieron 100 pl del sobrenadante obtenido de la lisis a cada pocillo
de placas de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia a 490 nm. Los resultados se muestran en las FIG. 11ay 11b.

Como se muestra en las FIG. 11ay 11b, la melanogénesis aumentd en los melanocitos mediante el tratamiento con
el péptido compuesto por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 12: Ensayo de actividad de la tirosinasa

Se cultivaron células de la linea celular de melanoma (B16F10) en placas de cultivo de 6 pocillos durante 24 horas y
se trataron con un péptido con diferentes concentraciones, seguido de cultivo durante 72 horas. Las placas de cultivo
de 6 pocillos se cargaron en hielo y se lavaron con PBS frio y, a continuacion, se afiadieron 300 pl de tampon fosfato
sédico 0,1 M (tampén de lisis pH 6,8) que contenia Triton X-100 al 1 %. Las células se recogieron en tubos de 1,5 ml
y, a continuacién, se rompieron las membranas celulares repitiendo cinco veces la congelacién rapida a -270 °C y la
descongelacién. Después de centrifugar a 13.000 rpm durante 20 minutos, el sobrenadante se recogié en otros tubos
de 1,5 ml y se cuantificé la proteina de las muestras. Las muestras se diluyeron hasta tener la misma concentracion
de proteina y, a continuacién, se distribuyeron en cada uno de los tres pocillos en una placa de cultivo de 96 pocillos
y, a continuacién, se afiadieron 20 pl de L-dopa 10 mM, seguido de incubacién a 37 °C durante 1 hora. La absorbancia
se midié a 475 nmy los resultados se muestran en las FIG. 12ay 12b.

Como se muestra en las FIG. 12a y 12b, la actividad de la tirosinasa aumenté en los melanocitos mediante el
tratamiento con el péptido compuesto por la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 13: RT-PCR del gen relacionado con la melanogénesis

Se incubaron melanocitos (linea celular B16F10) en placas de cultivo de 6 pocillos en una incubadora durante 24 horas
y se trataron con los péptidos de la presente invencion con diferentes concentraciones. Después de extraer ARN de
las células incubadas durante 72 horas, se prepardo ADNc. La PCR se realiz6 utilizando los respectivos cebadores
especificos de MITF y tirosinasa, los cuales son factores implicados en la melanogénesis, y se observaron los cambios
de expresién de los respectivos genes. Los resultados se muestran en las FIG. 13ay 13b.

[Tabla 7]
SEQ ID NO Nombre del cebador Secuencia (5'-3")
17 MITF_F CCAGCCTGGCGATCATGTCAT
18 MITF_R GGTCTGGACAGGAGTTGCTG
19 tirosinasa_F GGCCAGCTTTCAGGCAGAGG
20 tirosinasa_R TGGTGCTTCATGGGCAAAAT
21 TRP1_F TCTGTGAAGGTGTGCAGGAG
22 TRP1_R CCGAAACAGAGTGGAAGGTT

Como puede observarse en la FIG. 13a, la expresién del ARNm del factor de transcripcién MITF y la enzima tirosinasa,
que estan implicados en la melanogénesis, aumenté mediante el tratamiento de melanocitos con el péptido compuesto

14



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 980 830 T3

por la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

Como puede verse a partir de la FIG. 13b, la expresién del ARNm del factor de transcripcion MITF y la enzima
tirosinasa, que estan implicados en la melanogénesis, aumentd mediante el tratamiento de melanocitos con el péptido
compuesto por la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 14: Transferencia Western de proteinas relacionadas con la melanogénesis

Se incubaron melanocitos (linea celular B16F10) en placas de cultivo de 6 pocillos durante 24 horas y se trataron con
los péptidos de la presente invencién con diferentes concentraciones. Después de 72 horas de incubacion, las células
se sometieron a lisis y las células se sometieron a transferencia Western utilizando anticuerpos especificos (dos tipos,
ambos de Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.) para investigar la expresién de MITF y tirosinasa, que son factores
implicados en la melanogénesis. Los resultados se muestran en la FIG. 14.

Como puede observarse en la FIG. 14a, la expresién proteica del factor de transcripcién MITF y la enzima tirosinasa,
que estan implicados en la melanogénesis, aumenté mediante el tratamiento de melanocitos con el péptido compuesto
por la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

Ejemplo 15: Ensayo de la actividad de proteinas relacionadas con la melanogénesis

Se incubaron melanocitos (linea celular B16F10) en placas de cultivo de 6 pocillos en una incubadora durante 24 horas
y se trataron con el péptido de la presente invencién con diferentes concentraciones. Después de 72 horas de
incubacion, las células se sometieron a lisis y las células se sometieron a transferencia Western utilizando anticuerpos
especificos (Cell Signaling Technology, EE. UU.) para investigar el nivel de fosforilacién de CREB, que es una
sustancia de sefializacion implicado en la melanogénesis.

Como puede confirmarse en la FIG. 15, el nivel de fosforilacion de CREB, que es un factor implicado en la
melanogénesis, aumentd cuando los melanocitos se trataron con el péptido compuesto por las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

Aunque la presente invencién se ha descrito en detalle con referencia a las caracteristicas especificas, sera evidente
para los expertos en la materia que la presente descripcidn es solo para una realizacién preferida y no limita el alcance
de la presente invencién. Por tanto, el alcance sustancial de la presente invencién estara definido por las
reivindicaciones adjuntas y los equivalentes de las mismas.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion se refiere a un péptido que muestra actividad estimulante de la produccion del cabello y/o
actividad estimulante de la melanogénesis, una composicion que contiene el péptido como principio activo para
prevenir y/o mejorar la caida del cabello, una composicién que contiene el péptido como principio activo para estimular
la produccién de cabello y/o el crecimiento del cabello, un uso del péptido para prevenir y/o mejorar la caida del cabello,
un uso del péptido para estimular la produccién de cabello y/o el crecimiento de cabello, una composicién farmacéutica
que contiene el péptido como principio activo para prevenir y/o tratar la hipomelanosis, una composicién cosmética
que contiene el péptido como principio activo para prevenir y/o mejorar la hipomelanosis, y un uso del péptido para
prevenir, mejorar y/o tratar la hipomelanosis.
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que tiene actividad para estimular la produccién de cabello o la melanogénesis, consistiendo el péptido
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

2. El péptido de la reivindicacion 1, en donde el péptido estimula el crecimiento de las células del foliculo piloso.
3. El péptido de la reivindicacién 1, en donde el péptido aumenta la expresién de B-catenina.

4. El péptido de la reivindicacién 1, en donde el péptido aumenta la expresién de un factor de crecimiento relacionado
con la produccién de cabello seleccionado del grupo que consiste en factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

5. El péptido de la reivindicacién 1, en donde el péptido aumenta la expresion de la fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) y
la fosforilacién de la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK).

6. El péptido de la reivindicacién 1, en donde el péptido aumenta la expresién de un factor relacionado con la
produccién del cabello seleccionado del grupo que consiste en Msh homeobox 2 (MSX2), Ha3-1l (Queratina, cuticular
tipo | Ha3-11), y queratina-14.

7. El péptido de la reivindicacion 1, en donde el péptido disminuye la expresién de un factor de retraso del crecimiento
del cabello seleccionado del grupo que consiste en el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) y el inhibidor
1 de la via de sefializacion Dickkopf WNT (DKK-1).

8. El péptido de la reivindicaciéon 1, en donde el péptido aumenta la expresiéon del linfoma de células B 2 (Bcl-2) y
disminuye la expresién de la proteina X asociada a BCL2 (Bax).

9. Un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o un péptido que consiste en la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 para su uso en:

(a) la prevencién o mejora de la caida del cabello; o
(b} la estimulacién de la produccién de cabello o del crecimiento del cabello.

10. El péptido de la reivindicacion 1, en donde el péptido:

(a) aumenta la actividad de la tirosinasa; o

(b) aumenta la expresién de un factor relacionado con la sintesis de melanina seleccionado del grupo que consiste
en el factor de transcripcién asociado a microftalmia (MITF) y la proteina 1 relacionada con tirosinasa (TRP1); 0
(c) aumenta la expresion de tirosinasa; o

(d) aumenta la fosforilacién de la proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc (CREB).

11. Una composicién farmacéutica que comprende un péptido que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1 o un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 para su uso en la prevencion o
tratamiento de la hipomelanosis.

12. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la hipomelanosis es

vitiligo, albinismo, nevo despigmentoso, pitiriasis alba, pitiriasis versicolor, despigmentacién postinflamatoria, morfea,
piebaldismo, hipomelanosis guttata idiopatica o leucoderma punctatum.
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Proliferacion celular (% de control)

ES 2 980 830 T3

Célula: HHFDPC

" Concentracion peptidica: 8,5, 5, 50 pM

Control positivo: minoxidit 10 uM, KGF-1 280 nM
Tratamiento: 3 dias

Ensayo: ensayo MTT
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Fig. 1a



ES 2 980 830 T3

Fig. 1b

Celuta: HHFDPC

Concentracion peptidica: 0,5, 5, 50 pM

Control positive: minoxidil 10 ud, IGF-1 65 nM

Tratamiento: 3 dias

Ensayo! tincidn SRB

|
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ES 2 980 830 T3

Fig. Za

Célula: HHFDPC

Concentracion peptidica: 5, 50 pM
Control positivo: minoxidil 18 uM
Tratamiento: 15, 30 min

Ensayo: transferencia Western

f-catenina

ACTINA
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ES 2 980 830 T3

Fig. 2b

Célula: HHFDPC

Concentracion peptidica: §, 50 uM
Control positive: minoxidit 10 udl
Tratamienio: 15, 30 min

Ensayo: transferencia Western

B-catenina

ACTINA
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ES 2 980 830 T3

Fig. 3a

Célula: HHFDPC

Concentracion peptidica: 8,5, 5, 50 pM
Control positive: minoxidil 10 uM
Tratamienio: 24 h

Ensayo: RT-PCR

SEQIDNO:1

~ AR

Con  O5sM SuM SouM

VEGE

GARIY
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ES 2 980 830 T3

Fig. 3b

Célula: HHFDPC

Concentracion peptidica: 8,5, 5, 50 uM
Caontrof positive: minoxidil 10 uM
Tratamiento: 24 h

Ensayce: RT-PCR

fon

Koy

GAPDH
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ES 2 980 830 T3

Fig. 4a

Célula: HHFDPC

Concentracidn peptidica: 5, 50 uid
Control positive: minoxidil 10 gM
Tratamiento: 15, 36 min

Ensayo: transferencia Western

SEQID NO: 3
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ES 2 980 830 T3

Cétula: HHFDPC

Concentracion peptidica: §, 50 pM
Cantrot positive: minoxidil 10 uM
Tratamiento: 15, 30 min

Ensayo: transferencia Western

SEQ D NQ: 2

Pmin 30nuin )
Cown g Shg tday Sug MNX
PRK
PERE L
ACTINA
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ES 2 980 830 T3

Fig. 5

Célula: HHGMC

Concentracion peptidica: 0,3, 5, 30 uM
Controt positive: EGF 160 nM
Tratamiento: 24 h

Ensayo: RT-PCR

GATDH
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ES 2 980 830 T3

Céluia: HHFDPC

Concentracién peptidica: 0.5, 5, 50 pM
Control positive: minoxidil 2 pgiml
Tratamiento: 24 h

Ensayo: RT-PCR

SEQID NO:1

Con §,%uM 3

ii‘»{:v‘ e

#

SAPHH
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Fig. ba



ES 2 980 830 T3

Fig. 6b

Céiula: HHFDPC

Concentracién peptidica: 0.5, 5, 50 yM
Control positive: minoxidil 10 uM
Tratamiento: 24 h

Ensayo: RT-PCR

SEQIDND: 2

TGFR-L

LAPRH
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ES 2 980 830 T3

Célula: HHFDPC

Cencentracion peptidica: 0,5, 5, 50 M
Control positivo: minoxidil 10 pM
Tratamiento: 24 h

Ensayo: transferencia Western

Beb 2

Bax

ACTINA

Cun B,5ud SeM steM MR
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Fig. 7a



ES 2 980 830 T3

Céluia: HHFDPC

Concentracion peptidica: 0,5, 5, 50 uM
Control positive: minoxidil 10 pM
Tratamiento: 24 h

Ensayo: transferencia Western

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Coit 8,5uM SuM SteM MY

Beld

Bax

ACTINA
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ES 2 980 830 T3

Fig. 8a

Céiula: HaCaT

Concentracion paptidica: 0,5, 5, 50 uM
Control posifive: RT-PCR
Tratamienta: 24 h

Ensayo: RT-PCR

Had gt

Queratina-14 |

GAPDH
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ES 2 980 830 T3

Fig. 8b

Célula: HaCaT

. Concentracion peptidica: 0,5, 5, 50 pM
Control positive: EGF 160 ut
Tratamiento: 24 h
Ensayo: RT-PCR

Queratina-14

GARRH
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ES 2 980 830 T3

Fig. 9a

Célula: HHFDPC

Concentracién peptidica: 5§, 50 uM
Control positive: minoxidil 5 pgimi
Inductor: deshidrotestosterona 5 pyg/ml
Tratamiento: 24 h

Ensayo: RT-PCR

Coon DY

DRE-1

GAPDE
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ES 2 980 830 T3

Fig. 9b

Célula: HHFDPC

Concentracién peptidica: 5, 50 yM
Control pos