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DESCRIPCION
Péptido que presenta actividad de mejora de las arrugas y usos del mismo
Campo técnico

La presente divulgacién se refiere a un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 1,
una composicién farmacéutica para usar en la prevencién o el tratamiento de dermopatias que incluye el péptido y
una composicién para mejorar el estado de la piel que incluye el péptido en donde la composicién es una composicién
cosmética o una composicién alimenticia.

Antecedentes de la técnica

La piel humana cambia constantemente, siendo lo més representativo de esto el deterioro de la funcion de la piel y la
disminucién de la belleza visual a causa del envejecimiento. El envejecimiento de la piel se clasifica en envejecimiento
endbgeno debido a factores genéticos y envejecimiento exégeno debido a factores ambientales externos tales como
la luz solar.

Se forman arrugas en la piel a causa del envejecimiento y los factores representativos en la formacién de arrugas
incluyen el oxigeno activo, rayos ultravioleta y disminucién de la biosintesis de colageno. En el caso del envejecimiento
endbgeno de la piel, el control artificial no es posible, pero, en el caso del envejecimiento exdgeno, el envejecimiento
se puede prevenir, tratar o retrasar eliminando el oxigeno activo, induciendo la proliferacién de fibroblastos y
promoviendo la biosintesis de colageno.

El documento WO 2015/174601 se refiere a un péptido que tiene actividad para mejorar las afecciones cutaneas y su
uso.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores se han esforzado por desarrollar un péptido excelente que tenga actividad biolégicamente
eficaz. Como resultado, se descubrié que un péptido que incluye una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1
puede usarse eficazmente para mejorar las arrugas de la piel, completando de este modo la presente divulgacion.

La invencién se define en las reivindicaciones independientes. En las reivindicaciones dependientes se definen
aspectos y realizaciones preferidas adicionales. Cualquier aspecto, realizacién y ejemplo de la presente divulgacién
que no esté dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas no forma parte de la invencidén y se proporciona
Unicamente con fines ilustrativos.

La invencién proporciona un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 que tiene
actividad de mejora del estado de la piel.

La invencién también proporciona una composicion para mejorar el estado de la piel que comprende un péptido que
consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, en donde dicha composicion es una composicion
cosmética o una composicién alimenticia.

La invencién proporciona ademas una composicién farmacéutica para usar en la prevencién o el tratamiento de
dermopatias que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

Descripcion detallada

La presente divulgacién se refiere a un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 1,
una composicién farmacéutica para usar en la prevencién o el tratamiento de dermopatias que incluye el péptido, una
composicién cosmética para mejorar el estado de la piel que incluye el péptido y una composicién alimenticia para
mejorar el estado de la piel que incluye el péptido.

Las caracteristicas representativas de un érea de arrugas cutaneas son un menor nivel de proteinas de la matriz
extracelular (MEC), tal como niveles de colageno, elastina y fibronectina, que constituyen la dermis.

Para presentar el efecto de mejora de las arrugas cutaneas, es necesario mostrar el efecto de aumento de la expresion
de las moléculas de la MEC promoviendo la proliferacién y activacién de los fibroblastos, que son las principales
células que componen la dermis. Para confirmar la eficacia de estos péptidos, se llevaron a cabo ensayo MTT, prueba
del nivel de fosforilacion de MAPK, AKT (la forma fosforilada es la forma activa de las moléculas de sefializacién
asociadas con la proliferacién celular), prueba de expresién de coldgeno, elastina y fibronectina (identificacién de
niveles de ARNm mediante RT-PCR y niveles de proteinas mediante ELISA). Como resultado, se mostraron efectos
positivos.
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Ademas, al observar el efecto de promover la proliferacion de queratinocitos, que son células constituyentes
epidérmicas, y aumentar la expresion de HA, AQP3 y SIRT1, se confirmé que el péptido tiene un efecto de inhibicion
de la estimulacién externa mediante el fortalecimiento de la barrera.

A continuacién en el presente documento, se describira la presente divulgacién con mas detalle.

Un aspecto de la presente divulgacién se refiere a un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 1 que tiene actividad de mejora del estado de la piel. También se describe, pero no forma parte de la
invencién, un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2, 3 0 4.

En el péptido, se puede inducir una modificacién aminoterminal y/o carboxiterminal para seleccionar una parte de la
secuencia de aminoacidos y aumentar su actividad. Dicha modificacién aminoterminal o carboxiterminal puede mejorar
significativamente la estabilidad del péptido de la presente divulgacion. Por ejemplo, se puede aumentar la semivida
in vivo tras la administracion del péptido.

El extremo N del péptido puede modificarse uniéndolo a un grupo protector seleccionado del grupo que consiste en
un grupo acetilo, un grupo fluorenilmetoxicarbonilo, un grupo formilo, un grupo palmitoilo, un grupo miristilo, un grupo
estearilo y un polietilenglicol (PEG).

El extremo C del péptido puede modificarse uniéndolo a un grupo hidroxilo (-OH), un grupo amino (-NHz), un grupo
azida (-NHNH2), o similar, pero no se limita a esto.

El grupo protector puede actuar para proteger el péptido de la presente invencién contra el ataque de una enzima de
escision de proteinas in vivo.

Un aspecto de la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica para usar en la prevencion o el
tratamiento de dermopatias que comprende una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 1. También se describe,
pero no forma parte de la invencién, una composicién farmacéutica para prevenir o tratar dermopatias que consiste
en un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

La dermopatia puede ser psoriasis, dermatitis atépica, dermatitis no alérgica y xerodermia, pero no se limita a estas.

La composicién farmacéutica puede comprender una cantidad farmacéuticamente eficaz de al menos un péptido
seleccionado del grupo que consiste en un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de las SEQ ID NO:
102

Ademas, la composicién farmacéutica puede incluir también un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser cualquier vehiculo adecuado incluido generalmente en la
preparacién. El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede incluir 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 aceite mineral, pero no se limita a estos. El vehiculo y la preparacién farmacéuticamente
aceptables que son adecuados para su uso se describen detalladamente en Remington's Pharmaceutical Sciences
(19.2 ed., 1995).

La composicién farmacéutica puede incluir adicionalmente, ademas de los ingredientes anteriores, un lubricante, un
humectante, un edulcorante, un agente saborizante, un emulsionante, una suspensién o un conservante, pero no se
limita a estos.

La composiciéon farmacéutica puede administrarse por via oral o parenteral. Preferentemente, la composicion
farmacéutica se puede administrar por via parenteral. La administracién parenteral puede ser administracién
intramuscular, administracién intravenosa, administracién subcuténea, administracién intraperitoneal, administracion
local o administracién dérmica, pero no se limita a estas.

La dosis de la composicién farmacéutica puede estar en un intervalo de 0,0001 microgramos (ug) a 1.000 pg (de 0,001
Mg a 1.000 pg, de 0,01 pug a 1.000 pg, de 0,1 pyg a 1.000 pg o de 1,0 ug a 1.000 pg) al dia, pero no se limita a estas.
La prescripcién puede variar segin el método de preparacién, el método de administracién, la edad, el peso, el sexo,
el proceso patoldgico, la alimentacién, el momento de administracion, la via de administracion, la tasa de excrecion y
la sensibilidad del paciente.

La composicién farmacéutica se puede preparar en forma de dosis unitaria formulandola con un vehiculo y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable o prepararse en un recipiente multidosis segiin un método que puede ser llevado a cabo
facilmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece la presente invencion.

La formulacién puede estar en forma de soluciones, suspensiones o emulsiones en aceites 0 medios acuosos o en
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forma de excipientes, polvos, granulos, comprimidos o capsulas y, ademas, puede contener agentes dispersantes y/o
estabilizantes.

Otro aspecto mas de la presente invencidn se refiere a una composicién para mejorar la piel que comprende un péptido
que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, en donde dicha composicién es una composicion
cosmética o una composicién alimenticia. En algunas realizaciones, la composicién es una composicién alimenticia
para mejorar el estado de la piel que incluye como principio activo un péptido que consiste en una secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 1. También se describe, pero no forma parte de la invencién, una composicion
alimenticia para mejorar el estado de la piel que incluye como principio activo al menos un péptido seleccionado del
grupo que consiste en un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de las SEQ ID NO: 2, 3 0 4.

La mejora del estado de la piel puede ser una mejora de las arrugas, regeneracién de la piel, mejora de la elasticidad
de la piel, inhibicién del envejecimiento de la piel, regeneracién de heridas, mejora del acné, regeneracion de la piel o
blanqueamiento de la piel, pero no se limita a estas.

El alimento puede ser distintos alimentos, bebidas, aditivos alimentarios y similares.

La cantidad del péptido como principio activo contenida en la composicién alimenticia no esté particularmente limitada
y puede controlarse adecuadamente dependiendo del tipo de alimento o del uso deseado del mismo. Por ejemplo, se
puede afiadir una cantidad del péptido en un intervalo de 0,01 % a 15 % en peso del peso total del alimento y se puede
afladir una cantidad del péptido a una composicién de bebida saludable en un intervalo de 0,02g a 10g,
preferiblemente de 0,3 g a 1 g basado en 100 ml.

Cuando el alimento es una bebida, los componentes liquidos no estan particularmente limitados excepto que el péptido
esta contenido como ingrediente fundamental en la proporcidén indicada y la bebida puede contener ingredientes
adicionales tales como diversos agentes saborizantes o carbohidratos naturales como en las bebidas en general.

Los ejemplos de los carbohidratos naturales incluyen azlcares convencionales, tales como monosacéridos, p. €.,
glucosa, fructosa y similares; disacéridos, p. ej., maltosa, sacarosa y similares; y polisacéridos, p. ej., dextrina,
ciclodextrina y alditoles tales como xilitol, sorbitol y eritritol.

Como agente saborizante distinto de los mencionados anteriormente, se puede emplear un agente saborizante natural
(taumartina o un extracto de estevia, p. ej., rebaudiésido A, glicirricina o similares); y un agente saborizante sintético
tal como sacarina, aspartamo y similares. Una proporcién de tales carbohidratos naturales puede ser generalmente
de aproximadamente 1 g a 20 g, preferiblemente de 5 g a 12 g por cada 100 ml de la composicién de la presente
divulgacion.

Ademas de lo anterior, la composicién alimenticia de la presente divulgacién puede contener diversos nutrientes,
vitaminas, minerales (electrolitos), aromas, tales como aromas sintéticos y naturales, agentes colorantes y agentes
neutralizantes (queso, chocolate, etc.), acido péctico y sales del mismo, acido alginico y sales del mismo, é&cidos
organicos, espesantes coloidales protectores, ajustadores del pH, estabilizantes, conservantes, glicerina, alcoholes,
agentes de carbonatacién usados en bebidas carbonatadas y similares.

Ademas, la composicién alimenticia de la presente divulgacion puede contener pulpa para la produccién de zumos de
frutas naturales, bebidas de zumos de frutas y bebidas de hortalizas. Estos componentes pueden usarse
independientemente o en combinacién. La proporcién de dichos aditivos no es critica, pero generalmente esta en un
intervalo de 0 a aproximadamente 20 partes en peso por 100 partes en peso de la composicién de la presente
divulgacion.

En algunas realizaciones de la invencién, la composicién es una composicién cosmética para mejorar el estado de la
piel que incluye un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1. También se describe,
pero no forma parte de la invencién, una composicién cosmética para mejorar el estado de la piel que incluye como
principio activo al menos un péptido seleccionado del grupo que consiste en un péptido que consiste en una secuencia
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2, 3 0 4.

La mejora del estado de la piel puede ser una mejora de las arrugas, regeneracién de la piel, mejora de la elasticidad
de la piel, inhibicién del envejecimiento de la piel, regeneracién de heridas, mejora del acné, regeneracion de la piel o
blanqueamiento de la piel, pero no se limita a estas.

La composicion cosmética puede incluir: (a) una cantidad cosméticamente eficaz del péptido de la presente divulgacion
y/o (b) un vehiculo cosméticamente aceptable, pero no se limita a estos.

La expresidn "cantidad cosmética eficaz" como se usa en el presente documento significa una cantidad suficiente para
lograr la eficacia de mejora de la piel de la composicién de la presente divulgacién descrita anteriormente.

La composicién cosmética puede prepararse en cualquier formulacién preparada convencionalmente en la técnica,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 982 005 T3

por ejemplo, soluciones, suspensiones, emulsiones, pastas, geles, cremas, lociones, polvos, jabones, limpiador que
contiene tensioactivo, aceites, bases en polvo, bases en emulsion, bases de cera, aerosoles y similares, pero no se
limita a estos. Mas especificamente, la composicién cosmética puede prepararse en forma de locién flexible, locidén
nutritiva, crema nutritiva, crema para masaje, esencia, crema oftadlmica, crema limpiadora, espuma limpiadora, agua
limpiadora, paquete, atomizador o polvo.

Cuando una formulacién de un producto cosmético de la presente divulgacién es una pasta, crema o gel, se pueden
usar aceites animales, aceites vegetales, ceras, parafinas, almidones, goma arébiga, derivados de celulosa,
polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, silices, talco u éxido de zinc como componente transportador.

Cuando una formulacién de un producto cosmético de la presente divulgaciéon es polvo o aerosol, se puede usar
lactosa, talco, silice, hidrdxido de aluminio, silicato de calcio o polvo de poliamida como componente transportador. En
particular, en el caso de un aerosol, se puede incluir ademas un propulsor, tal como clorofluorohidrocarburo,
propano/butano o dimetiléter.

Cuando una formulacién de un producto cosmético de la presente divulgacién es una solucién o emulsion, se utiliza
un disolvente, un solubilizante o un emulsionante como componente transportador, tal como agua, etanol, isopropanol,
carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, aceite de 1,3-butilglicol, éster
alifatico de glicerol, polietilenglicol o ésteres de &cidos grasos de sorbitan.

Cuando una formulacién de un producto cosmético de la presente divulgaciéon es una suspensidn, se puede utilizar un
diluyente liquido, tal como agua, etanol o propilenglicol, un agente de suspensién, tal como alcohol isoestearilico
etoxilado, éster de sorbitol polioxietilenado y éster de sorbitan polioxietilenado, celulosa microcristalina, metahidréxido
de aluminio, bentonita, agar o goma arabiga como componente transportador.

Cuando una formulacién de un producto cosmético de la presente divulgacién es un limpiador que contiene
tensioactivo, como componente transportador, se puede utilizar un sulfato de alcohol alifatico, éter sulfato de alcohol
alifatico, monoéster del acido sulfosuccinico, isetionato, un derivado de imidazolinio, metiltaurato, sarcosinato, éter
sulfato de amida de acidos grasos, alquilamidobetaina, alcohol alifatico, glicérido de acidos grasos, dietanolamida de
acidos grasos, aceite vegetal, derivado de lanolina o éster de acido graso de glicerol etoxilado.

Los componentes incluidos en la composicién cosmética pueden incluir componentes utilizados convencionalmente
en composiciones cosméticas, ademas de un péptido y un componente transportador como principios activos, por
ejemplo, adyuvantes convencionales tales como antioxidantes, estabilizantes, solubilizantes, vitaminas, pigmentos y
saborizantes.

La expresidn "mejora del estado de la piel" como se usa en el presente documento abarca un proceso de tratamiento,
alivio o mitigacién del dafio a la piel causado por factores intrinsecos o extrinsecos de la piel o su efecto. Por ejemplo,
la expresidn puede significar aliviar o mejorar la inflamacién en la piel, pero no se limita a esto.

También se describe en el presente documento un uso de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4 para mejorar el estado de la piel.

La mejora del estado de la piel puede ser una mejora de las arrugas, regeneracién de la piel, mejora de la elasticidad
de la piel, inhibicién del envejecimiento de la piel, regeneracién de heridas, mejora del acné, regeneracion de la piel o
blanqueamiento de la piel, pero no se limita a estos.

También se describe en el presente documento un uso de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 1 o 2 para prevenir o tratar dermopatias.

La dermopatia puede ser psoriasis, dermatitis atépica, dermatitis no alérgica y xerodermia, pero no se limita a estas.

El péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 0 2 es el mismo que los descritos
anteriormente.

El término "péptido" como se utiliza en el presente documento se refiere a una molécula lineal formada mediante la
unidén de restos de aminoacidos entre si por enlaces peptidicos. Los péptidos de la presente divulgacién pueden
prepararse mediante métodos de sintesis quimica conocidos en la técnica, en particular 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 tecnologia de sintesis en fase liquida
(patente de EE.UU. n.° 5.516.891).

El término "estabilidad" como se utiliza en el presente documento significa no solo estabilidad in vivo sino también
estabilidad durante el almacenamiento (p. ej., estabilidad durante el almacenamiento a temperatura ambiente).

La expresién "cantidad farmacéuticamente eficaz”", como se utiliza en el presente documento, significa una cantidad
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suficiente para lograr la eficacia o actividad de los péptidos descritos anteriormente.
Efectos ventajosos de la divulgacién

La presente divulgacién se refiere a un péptido que consiste en una secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 1
que tiene actividad de mejora del estado de la piel, una composicién farmacéutica para usar en la prevencién o el
tratamiento de dermopatias que incluye el péptido, una composicién cosmética para mejorar el estado de la piel que
incluye el péptido y una composicién alimenticia para mejorar el estado de la piel que incluye el péptido.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de un péptido
que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1,

La FIG. 2 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de un péptido
que consiste en una secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 3 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de un péptido
que consiste en una secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 3;

La FIG. 4 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de la proliferacién de fibroblastos de un péptido
que consiste en una secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 4;

La FIG. 5 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de la proliferacién de queratinocitos de un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1;

La FIG. 6 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de la proliferacién de queratinocitos de un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 7 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de la proliferacién de queratinocitos de un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3;

La FIG. 8 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacién de la proliferacién de queratinocitos de un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4;

La FIG. 9 es una imagen que muestra los resultados de la medicidn del nivel de fosforilacion de MAPK (eliminacidn
de AKT) en fibroblastos de un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 1,

La FIG. 10 es una imagen que muestra los resultados de la medicién del nivel de fosforilacion de MAPK (eliminacién
de AKT) en fibroblastos de un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 11 es una imagen que muestra los resultados de la medicién del nivel de fosforilacién de MAPK y AKT en
fibroblastos de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3;

La FIG. 12 es una imagen que muestra los resultados de la medicién del nivel de fosforilacién de MAPK y AKT en
fibroblastos de un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 4;

La FIG. 13 es una imagen que muestra los resultados de la medicidn del nivel de fosforilacién de MAPK (eliminacién
de AKT) en queratinocitos de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1;

La FIG. 14 es una imagen que muestra los resultados de la medicién del nivel de fosforilacion de MAPK (eliminacién
de AKT) en queratinocitos de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 15 es una imagen que muestra los resultados de RT-PCR de colageno 1a, fibronectina y elastina de un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1;

La FIG. 16 es una imagen que muestra los resultados de RT-PCR de colageno 1a, fibronectina y elastina de un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 17 es una imagen que muestra los resultados de RT-PCR de colageno 1a, fibronectina y elastina de un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3;

La FIG. 18 es una imagen que muestra los resultados de RT-PCR de colageno 1a, fibronectina y elastina de un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4;

La FIG. 19 es una imagen que muestra los resultados de RT-PCR de AQP3 (Acuaporina 3) de un péptido que
consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1;

La FIG. 20 es una imagen que muestra los resultados de RT-PCR de SIRT1 de un péptido que consiste en una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1;

La FIG. 21 es una imagen que muestra los resultados de RT-PCR de AQP3 (Acuaporina 3) de un péptido que
consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 22 es una imagen que muestra los resultados de la medicién de una cantidad de expresidén de colageno
1a de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1;

La FIG. 23 es una imagen que muestra los resultados de la medicién de una cantidad de expresién de fibronectina
de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1;

La FIG. 24 es una imagen que muestra los resultados de la medicién de una cantidad de expresidn de elastina de
un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 1,

La FIG. 25 es una imagen que muestra los resultados de la medicién de una cantidad de expresidén de colageno
1a de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 26 es una imagen que muestra los resultados de la medicién de una cantidad de expresién de fibronectina
de un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 27 es una imagen que muestra los resultados de la medicién de una cantidad de expresidén de elastina de
un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 28 es una imagen que muestra los resultados de ELISA de procolageno 1a de un péptido que consiste en
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una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1;

La FIG. 29 es una imagen que muestra los resultados de ELISA de procolageno 1a de un péptido que consiste en
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2;

La FIG. 30 es una imagen que muestra los resultados de ELISA de procolageno 1a de un péptido que consiste en
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3;

La FIG. 31 es una imagen que muestra los resultados de ELISA de procolageno 1a de un péptido que consiste en
una secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 4; y

La FIG. 32 es una imagen que muestra los resultados de ELISA de HA de un péptido que consiste en una secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 2;

Ejemplos
Ejemplo de sintesis 1: Sintesis de péptido

Se colocaron 70 g de resina de cloruro de clorotritilo (resina CTC, Nova biochem Cat n.° 01-64-0021) en un recipiente
de reaccién y se afiadieron al mismo 490 ml de cloruro de metileno (MC) y se agité durante 3 minutos. A continuacién,
se eliminé la solucién, se le afiadieron 490 ml de dimetilformamida (DMF), se agitd la mezcla durante 3 minutos y
después se retiré el disolvente. Se afiadieron al reactor 700 ml de solucién de diclorometano y se le afiadieron
200 mmol de Fmoc-Tyr (tBu)-OH (Bachem, Suiza) y 400 mmol de diisopropiletilamina (DIEA), seguido de agitacién y
disoluciéon. La reaccién se llevé a cabo con agitaciéon durante 1 hora. Después del lavado, se disolvieron metanol y
DIEA (2:1) en declorometano (DCM), se dejaron reaccionar durante 10 minutos y se lavé con exceso de DCM/DMF
(1:1). A continuacidn, se elimind la solucidn, se le afiadieron 490 ml de dimetilformamida (DMF), se agité la mezcla
durante 3 minutos y después se retird el disolvente. Se afiadieron 700 ml de una solucién de desproteccion (piperidina
al 20 %/DMF) al recipiente de reaccién, se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos y después se eliminé la
solucién. Se le afiadié la misma cantidad de una solucién desprotectora y la reaccién se mantuvo durante 10 minutos.
A continuacién, se eliminé la solucién y se lavé tres minutos cada una de dos veces con DMF, una vez con MC y una
vez con DMF para preparar de este modo la resina Tyr(tBu)-CTC.

A otro reactor se afladieron 700 ml de una solucién de DMF y a este se afiadieron 200 mmol de Fmoc-Arg(Pbf)-OH
(Bachem, Suiza), 200 mmoles de HoBt y 200 mmoles de HBTu, seguido de disolucién con agitacién. El reactor se
cargé con 400 mmol de DIEA en dos porciones y se agité durante al menos 5 minutos hasta que todos los sélidos se
disolvieron. La solucién de la mezcla de aminoécidos disuelta se colocé en un recipiente de reaccién que contenia la
resina desprotegida y se dejé reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente con agitaciéon. Se eliminé la solucién
de reaccion y la mezcla se agitd con solucidén de DMF tres veces durante 5 minutos y a continuacién se eliminé. Se
extrajo una pequefia cantidad de la resina de reaccidén y se comprobé el grado de reaccién mediante una prueba de
Kaiser (prueba de ninhidrina). La resina Arg(Pbf)-Tyr(tBu)-CTC se preparé mediante la misma reaccién de
desproteccién dos veces como se ha descrito anteriormente usando la solucién de desprotecciéon. Después de lavar
a fondo con DMF y MC y realizar una vez mas una prueba de Kaiser, se llevé a cabo el siguiente experimento de
adhesion como se ha descrito anteriormente. Se secuenciaron Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Trp-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH segun la secuencia de aminoéacidos seleccionada. El grupo protector de Fmoc se hizo
reaccionar dos veces con la solucién desprotectora durante 10 minutos, seguido de lavado para eliminar la solucién.
La resina peptidilica se lavé tres veces con cada uno de DMF, MC y metanol, se secaron lentamente haciendo fluir
aire con nitrégeno y después se secaron completamente al vacio a presién reducida en P20Os, seguido de la adicién
de 1.900 ml de una solucidén desodorante (acido trifluoroacético 81,5 %, agua destilada 5,0 %, tioanisol 5,0 %, fenol
5,0 %, etanoditiol (EDT) 2,5 % vy triisopropilsilano (TIS) 1,0 %). A continuacién, la mezcla se agitd a temperatura
ambiente y la reaccién se mantuvo durante 2 horas. La resina se filtré y se lavé con una pequefia cantidad de solucién
de TFA y a continuacién se combiné con el liquido madre. Se afiadieron 2.090 ml del liquido madre combinado con
éter frio para inducir la precipitacidn y el precipitado se recogié mediante centrifugacion y se lavd dos veces con éter
frio. El liquido madre se elimind y se secé lo suficiente bajo nitrégeno para sintetizar 79,8 g del péptido que consiste
en la SEQ D NO: 1 antes de la purificacién (rendimiento: 97,0 %). El peso molecular fue de 822,9 (valor tedrico: 822,9)
cuando el peso molecular se midié usando un analizador de peso molecular.

Un péptido que consistia en una secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4 se
sintetizd de la misma manera que se ha descrito anteriormente.

Tabla 1
SEQ ID NO. | Listado de secuencias Valor de ané!i_sis (analizador de r,ne_lsas)
Valor analitico Valor teérico
1 KWGGGRY 8229 822 9
2 ILGRWCG 803,9 803,9
3 GPVH 408,4 408,4
4 EDEFKPPAAGR 12186,3 1216,3

Ejemplo 1. Evaluacién de la promocién de la proliferacién de fibroblastos
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Se sembraron fibroblastos de raton NIH3T3 en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5x10% células/pocillo y
después se cultivaron durante una noche. A continuacién, los medios se cambiaron a medios que contenian suero al
0,05 %. A continuacién, se realizé tratamiento con el control positivo, es decir, bFGF 100 nM y 10 pM o 50 uM del
péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4 y se cultivaron durante 3 dias.
A continuacién, se realizé un tratamiento con solucién de MTT 4 mg/ml y la reaccién se llevd a cabo durante 4 horas.
A continuacién, el formazan resultante se disolvié mediante tratamiento con dimetilsulféxido (denominado en lo
sucesivo en el presente documento "DMSQO") y se midi6 la absorbancia a 560 nm usando un lector de microplacas.
Los resultados se muestran en las FIGS. 1 a4y la tabla 2.

Tabla 2
Proliferacién de fibroblastos (%)
SEQ ID NO: 1
FIG. 1 Control 70 uM | 50 uM bFGF (100 nM)
100 170 194 279
SEQ ID NO: 2
FIG. 2 Control 70 UM | 50 uM bFGF (100 nM)
100 188 253 400
SEQ ID NO: 3
FIG. 3 Control 10 UM | 50 UM bFGF (100 nM)
100 194 261 386
SEQ ID NO: 4
FIG. 4 Control 70 uM | 50 uM bFGF (100 nM)
100 114 193 386

Como se muestra en las FIGS. 1 a 4 y la tabla 2, se descubrié que el péptido que consiste en una secuencia de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 promueve la proliferacion de
fibroblastos.

Ejemplo 2. Evaluacién de la promocién de la proliferacién de queratinocitos

Se sembraron queratinocitos humanos HaCaT en una placa de 6 pocillos a una densidad de 3x10° células/pocillo y
después se cultivaron durante una noche. A continuacién, los medios se cambiaron a medios que contenian suero al
0,05 %. A continuacién, se realiz6 tratamiento con el control positivo, es decir, EGF 10 nMy 10 uM o 50 uM del péptido
que consiste en una secuencia de aminoéacidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4 y se cultivaron durante 3 dias. A
continuacién, se realizé un tratamiento con solucién de MTT 4 mg/ml y la reaccién se llevé a cabo durante 4 horas. A
continuacién, el formazan resultante se disolvié mediante tratamiento con dimetilsulféxido (denominado en lo sucesivo
en el presente documento "DMSO") y se midié la absorbancia a 560 nm usando un lector de microplacas. Los
resultados se muestran en las FIGS. 5 a 8 y la tabla 3.

Tabla 3
Proliferacién de queratinocitos (%)
SEQ ID NO: 1
FIG. 5 Control 10 uM | 50 M EGF (10 nM)
100 120 136 142
SEQID NO: 2
FIG. 6 Control 10 UM | 50 uM EGF (10 nM)
100 111 119 152
SEQID NO: 3
FIG. 7 Control 10 uM | 50 uM EGF (10 nM)
100 183 197 187
SEQ ID NO: 4
FIG. 8 Control 10 uM | 50 M EGF (10 nM)
100 113 142 187

Ejemplo 3. Medicién del nivel de fosforilacién de MAPK y AKT
3-1. Fibroblastos

Se sembraron fibroblastos de ratén NIH3T3 en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5x10° células/pocillo y
después se cultivaron durante una noche. A continuacién, los medios se cambiaron a medios que contenian FBS al
0,05 %. A continuacién, se realizé tratamiento con el control positivo, es decir, bFGF 100 nM y 10 pM o 50 uM del
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4 y se cultivaron durante 30
minutos. A continuacién, las células se recogieron para preparar el lisado celular. A continuacién, se realizd
transferencia Western utilizando P-MAPK (p-Erk, p-JNK, p-p38) y p-Akt o anticuerpo de actina (Santacruz
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Biotechnology, EE. UU.). Los resultados de la comparacion de los aspectos de fosforilacién de los mismos se muestran
enlas FIGS. 9a12.

Como se muestra en las FIGS. 9 a 12, se descubrié que el péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4 presenta efectos de promocion de la proliferacién mediante la activacion de MAPK (ERK,
p38 y JNK) y AKT, es decir, factores de sefializacion implicados en la proliferacién de fibroblastos.

3-2. Queratinocitos

Se sembraron queratinocitos humanos HaCaT en una placa de 6 pocillos a una densidad de 3x10° células/pocillo y
después se cultivaron durante una noche. A continuacién, los medios se cambiaron a medios que contenian FBS al
0,05 %. A continuacién, se realiz6 tratamiento con el control positivo, es decir, EGF 10 nMy 10 uM o 50 uM del péptido
que consiste en una secuencia de aminoécidos de las SEQ ID NO: 1 o 2 y se cultivaron durante 30 minutos. A
continuacién, las células se recogieron para preparar el lisado celular. A continuacién, se realiz6 transferencia Western
utilizando P-MAPK (p-Erk, p-JNK, p-p38) y anticuerpo p-Akt (Santacruz Biotechnology, EE. UU.). Los resultados de la
comparacién de los aspectos de fosforilacién de los mismos se muestran en las FIGS. 13 a 14.

Como se muestra en las FIGS. 13 y 14, se descubrié que el péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos
de las SEQ ID NO: 1 o0 2 presenta efectos de promocién de la proliferacién mediante la activacion de ERK y p38, es
decir, factores de sefializacién implicados en la proliferacién de queratinocitos humanos.

Ejemplo 4. RT-PCR de coldgeno 1a, fibronectina y elastina

Se sembraron fibroblastos de ratén NIH3T3 en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5x10° células/pocillo y
después se cultivaron durante una noche. A continuacién, los medios se cambiaron a medios que contenian FBS al
0,05 %, seguido de cultivo durante 4 horas. A continuacion, se realizé tratamiento con el control positivo, es decir, IGF-
1100 nMy 10 uM o 50 uM del péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1,2,3 04
y se cultivaron durante 24 horas. A continuacion, las células se cultivaron y recogieron para aislar el ARN. El ADNc se
sintetizé utilizando un kit de sintesis de ADNc (Intron, Corea) después de la cuantificaciéon del ARN y la PCR se llevd
a cabo utilizando cebadores de cada una de la premezcla de PCR (Intron, Corea) y colageno 1a, fibronectina, elastina,
GAPDH en la tabla 4. A continuacién, las células se procesaron en gel de agarosa al 5 % y se compararon los grados
de expresién de ARNm de los factores de crecimiento en cada condicién de tratamiento con péptidos. Los resultados
se muestran en las FIGS. 15 a 18.

Tabla 4
N.° de ID de secuencia Cebador Secuencia (5'-3")
5 Colageno 1a_F CACCCTCAAGAGCCTGAGTC
6 Colageno 1a_ R AGACGGCTGAGTAGGGAACA
7 Fibronectina_F CCAGGAACCGAGTACACCAT
8 Fibronectina_R ATACCCAGGTTGGGTGATGA
9 Elastina_F GGACCCCTGACTCGCGACCT
10 Elastina_R GCGGGAGGTGGGACTGCCCAA
11 GAPDH_F GGTGTGAACGGATTTGGCCGTATTG
12 GAPDH_R CCGTTGAATTTGCCGTGAGTGGAGT

Como se muestra en las FIGS. 15 a 18, el péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de las SEQ ID NO:
1, 2, 3 0 4 muestra efectos de aumento de la expresién de ARNm de colageno, fibronectina y elastina como
constituyentes de la MEC mediante la promocién de la actividad de los fibroblastos, respectivamente.

Ejemplo 5. RT-PCR de AQP3 (acuaporina 3) y SIRT1

Se sembraron queratinocitos humanos HaCaT en una placa de 6 pocillos a una densidad de 3x10° células/pocillo y
después se cultivaron durante una noche. A continuacién, los medios se cambiaron a medios que contenian FBS al
0,05 %, seguido de cultivo durante 4 horas. A continuacién, se realizé tratamiento con el control positivo, es decir, EGF
100 nM y 10 uM o 50 uM del péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 102y se
cultivaron durante 24 horas. A continuacion, las células se cultivaron y recogieron para aislar el ARN. El ADNc se
sintetizé utilizando un kit de sintesis de ADNc (Intron, Corea) después de la cuantificaciéon del ARN y la PCR se llevé
a cabo utilizando cebadores de cada una de la premezcla de PCR (Intron, Corea) y AQP3, SIRT1y GAPDH en la tabla
5. A continuacién, las células se procesaron en gel de agarosa al 5 % y se compararon los grados de expresiéon de
ARNmMm de los factores de crecimiento en cada condicién de tratamiento con péptidos. Los resultados se muestran en
las FIGS. 19 a 21.
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Tabla 5
N.° de ID de secuencia | Cebador Secuencia (5'-3")
13 AQP3 _F | CCTTCTTGGGTGCTGGAATA
14 AQP3 R | ACACGATAAGGGAGGCTCTG
15 SIRT1_F | TCAGTGGCTGGAACAGTGAG
16 SIRT1_R | TCTGGCATGTCCCACTATCA

Como se muestra en las FIGS. 19 a 21, el péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de las SEQ ID NO:
1 0 2 muestra efectos de aumento de la expresién de AQP3, que es una proteina relacionada con la mejora de la
barrera cutanea mediante la promocidn de la activacién de los queratinocitos.

Ejemplo 6. RT-PCR de coldgeno 1a, fibronectina y elastina

Se sembraron fibroblastos de ratén NIH3T3 en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5x10° células/pocillo y
después se cultivaron durante una noche. A continuacién, los medios se cambiaron a medios sin suero al 0,05 %. A
continuacién, se realizé tratamiento con el control positivo, es decir, EGF 100 nM y el péptido que consiste en una
secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 0 2 y se cultivaron durante 24 horas. A continuacion, las células se
fijaron durante 30 minutos usando paraformaldehido al 4 %. A continuacién, después de lavar 3 veces, se hicieron
reaccionar las células con Triton X-100 al 0,5 % durante 15 minutos y se lavaron de nuevo 3 veces. A continuacion,
se bloqueé la BSA al 3 % durante 1 hora y se hizo reaccionar el anticuerpo primario (1:100) para coldgeno 1a,
fibronectina y elastina durante una noche a 4 °C. A continuacién, el anticuerpo secundario (1:500) se hizo reaccionar
a temperatura ambiente durante 2 horas, se tifié con tincién DAPI y se realizé observacién con un microscopio de
fluorescencia. Los resultados de la misma se muestran en las FIGS. 22 a 27.

Como se muestra en las FIGS. 22 a 27, el péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de las SEQ ID NO:
1 0o 2 muestra efectos de aumento de la expresién de proteinas de coldgeno, fibronectina y elastina como
constituyentes de la MEC mediante la promocién de la actividad de los fibroblastos, respectivamente.

Ejemplo 7. ELISA de procoldgeno 1a

Se sembraron fibroblastos de ratén NIH3T3 en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5x10° células/pocillo y
después se cultivaron durante una noche. A continuacién, los medios se cambiaron a medios que contenian FBS al
0,05 %, seguido de cultivo durante 4 horas. A continuacion, se realizé tratamiento con el control positivo, es decir, IGF-
1 100 nM y el péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4 y se cultivaron
durante 72 horas. A continuacion, se recogieron los medios. La cantidad en el medio se midié utilizando un kit de
ELISA de procolageno 1a (Usbiological Lifescience, EE. UU.). Los resultados se muestran en las FIGS. 28 a 31y la
tabla 6.

Tabla 6
Expresién de procoladgeno 1a (%)
SEQ ID NO: 1
FIG. 28 Control 10 uM | 50 gM IGF-1 (100 nM)
100 98 157 140
SEQ ID NO: 2
FIG. 29 Control 10 UM | 50 gM IGF-1 (100 nM)
100 145 146 140
SEQ ID NO: 3
FIG. 30 Control 10 uM | 50 uM IGF-1 (100 nM)
100 138 143 113
SEQ ID NO: 4
FIG. 31 Control 10 uM | 50 gM IGF-1 (100 nM)
100 122 141 113

Como se muestra en las FIGS. 28 a 31 y la tabla 6, tras el tratamiento con el péptido que consiste en una secuencia
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4, se encontré que la expresion de la proteina pro-colageno 1a aumenta
en los fibroblastos.

Ejemplo 9. ELISA de HA

Se sembraron queratinocitos humanos HaCaT en una placa de 6 pocillos a una densidad de 3x10° células/pocillo y
después se cultivaron durante una noche. Los medios se cambiaron a medios que contenian FBS al 0,05 %, seguido
de cultivo durante 4 horas. A continuacién, se realiz6 tratamiento con el control positivo, es decir, IGF-1 100 nM y el
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y se cultivaron durante 72 horas. A
continuacién, se recogieron los medios. Se usé un kit de ELISA de HA (Echelon, EE. UU.) para medir una cantidad de

10
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la misma. Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 32 y la tabla 7.

Tabla 7
Expresién de HA (ng/ml)
FIG. 32 [ Control | SEQID NO: 2 [ IGF-1
10 uM 50 uM [ (100 nM)
251 286 292 280

Como se muestra en la FIG. 32 y la tabla 7, el péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO: 2 muestra efectos de aumento de la expresién de HA, que es una proteina relacionada con la mejora de la barrera
cutanea mediante la promocién de la activacién de los queratinocitos.

11
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que consiste en una secuencia de aminoégcidos de la SEQ ID NO: 1 que tiene actividad de mejora del
estado de la piel.

2. El péptido de la reivindicacién 1, en donde la mejora del estado de la piel es la mejora de las arrugas, regeneracién
de la piel, mejora de la elasticidad de la piel, inhibicién del envejecimiento de la piel, regeneracién de heridas, mejora
del acné o blanqueamiento de la piel.

3. Una composicién para mejorar el estado de la piel que comprende un péptido que consiste en una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, en donde dicha composiciéon es una composicién cosmética 0 una composicion
alimenticia.

4. La composicién de la reivindicacién 3, en donde la mejora del estado de la piel es la mejora de las arrugas,
regeneracién de la piel, mejora de la elasticidad de la piel, inhibicién del envejecimiento de la piel, regeneracién de
heridas, mejora del acné o blanqueamiento de la piel.

5. Una composiciéon farmacéutica para usar en la prevencidén o el tratamiento de dermopatias que comprende una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

6. La composicién farmacéutica para usar de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde la dermopatia es psoriasis,
dermatitis atépica, dermatitis no alérgica o xerodermia.

12
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