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DESCRIPCION
Péptido que tiene actividad blanqueadora de la piel y uso del mismo
Campo técnico
La presente divulgacion se refiere a un péptido que tiene actividad blanqueadora de la piel y al uso del mismo.
Antecedentes de la técnica

Los factores que determinan el color de la piel incluyen basicamente el melasma, pecas y bronceado debido a la
exposicion a los rayos UV, salvo diferencias por raza, region, género y edad, y también incluyen la pigmentacion
general, el acné, cicatrices, distribucidon de la queratina, la circulacion sanguinea, el estrés, el estado de salud, etc.
Entre los factores, la pigmentacion es conocida como un factor importante que determina el color de la piel.

Los pigmentos que afectan el color de la piel incluyen la melanina, el melanoide, el caroteno, la hemoglobina, el
carotenoide, etc., y diversos colores de piel, el pelo y los ojos estan determinados por estos pigmentos. Entre ellos, el
pigmento mas importante para determinar el color de la piel es la melanina, y en concreto, el color de la piel esta
determinado por la cantidad y distribucion de la melanina. La melanina se produce en unas células llamadas
melanocitos, situadas bajo la epidermis de la piel, y es transferida a y expulsada del estrato corneo por el metabolismo
cutaneo. Independientemente del color de la piel, el niumero de melanocitos es casi el mismo, pero la diferencia en el
color de la piel solo se atribuye a la cantidad, tipo y distribucién de la melanina.

En la piel, la tirosina se convierte en DOPA mediante una enzima del cuerpo humano llamada tirosinasa, y una serie
de procesos de oxidacion producen finalmente melanina, que es un polimero marrén oscuro. Cuando se produce mas
melanina de la necesaria, puede producirse hiperpigmentacién tal como melasma, pecas, manchas, etc., que son
resultados cosméticamente malos. Recientemente, la poblacion que disfruta del ocio ha aumentado y mas personas
disfruta de actividades al aire libre y, por tanto, existe una creciente demanda para prevenir la pigmentacion por
melanina provocada por los rayos ultravioleta.

Con estos antecedentes técnicos, se han realizado diversos estudios sobre el desarrollo de un agente blanqueador
que prevenga la produccion excesiva de melanina a través de mecanismos tales como la inhibicion de la actividad de
los melanocitos, la inhibicion de la actividad de la tirosinasa, etc. (Publicacion de patente europea N.° EP 10-2019-
009722; Publicaciéon de Solicitud de Patente Europea EP-A-3 412 275), pero aun no se han obtenido resultados
satisfactorios.

Descripcion de las realizaciones
Problema técnico

El alcance de la invenciéon queda definido por el conjunto de reivindicaciones adjunto. Un aspecto proporciona un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3.

Otro aspecto proporciona una composicion blanqueadora de la piel que incluye el péptido que consiste en una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 como principio activo.

Aun otro aspecto proporciona una composicion cosmética que incluye la composicion blanqueadora de la piel.

Aun otro aspecto proporciona una composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad de
hiperpigmentacion por melanina, incluyendo la composicién farmacéutica la composicion blanqueadora de la piel.

Otros objetos y ventajas de la presente divulgacion se haran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada de las realizaciones, las reivindicaciones adjuntas y los dibujos adjuntos. Dado que los expertos en la materia
0 en una técnica similar pueden reconocer e inferir suficientemente los contenidos que no se describen en la presente
memoria descriptiva, se omitira la descripcion detallada de los mismos.

Solucién al problema

Cada descripcion y realizacion divulgada en la presente solicitud puede aplicarse a otras descripciones y realizaciones.
Es decir, todas las combinaciones de diversos elementos divulgados en la presente solicitud entran dentro del alcance
de la presente solicitud. Ademas, el alcance de la presente solicitud no esta limitado por la descripcion especifica
descrita a continuacion.

Un aspecto proporciona un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
20 SEQ ID NO: 3.
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Como se usa en el presente documento, el término "péptido" puede referirse a una molécula lineal formada por la
unién de restos de aminoacidos entre si mediante enlaces peptidicos. El péptido se puede preparar de acuerdo con
un método de sintesis quimica conocido en la técnica, en particular, técnicas de sintesis en fase sélida (Merrifield, J.
Amer. Chem. Soc. 85:2149-54(1963); Stewart, et al., Solid Phase Peptide Synthesis, 22 ed., Pierce Chem. Co.:
Rockford, 111(1984)) o técnicas de sintesis en fase liquida (patente de Estados Unidos N.° 5.516.891). Los presentes
inventores han realizado intensos esfuerzos para desarrollar un péptido que tenga una actividad biolégicamente eficaz
y, como resultado, han identificado el péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3. En este caso, la actividad biolégicamente eficaz puede presentar una o mas caracteristicas
seleccionadas de (a) inhibicion de la produccién de melanina; (b) inhibicion de la actividad de tirosinasa; y (c) inhibicion
de la expresion de Rab27a, Miph, miosina VA, MITF, tirosinasa o TRP1. Por lo tanto, el péptido puede usarse para
blanquear la piel y para prevenir o tratar una enfermedad de hiperpigmentacion por melanina.

El péptido se puede unir con un grupo protector en el extremo N o C del mismo para obtener estabilidad quimica,
propiedades farmacolégicas potenciadas (semivida, absorbencia, titulo, potencia, etc.), especificidad alterada (por
ejemplo, amplio espectro de actividad bioldgica) y antigenicidad reducida. En una realizacion especifica, el extremo N
del péptido puede unirse a cualquier 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, un grupo
butoxicarbonilo, un grupo aliloxicarbonilo y un polietilenglicol (PEG); y/o el extremo C del péptido puede estar unido a
cualquier grupo protector seleccionado del grupo que consiste en un grupo amino (-NHz), un grupo alquilo terciario y
un grupo azida (-NHNH;). Opcionalmente, el péptido puede incluir ademas una secuencia de direccionamiento, una
etiqueta, un resto marcado o un aminoacido preparado para un fin especifico de aumentar la semivida o la estabilidad
del péptido.

Como se usa en el presente documento, el término "estabilidad" puede significar no sélo estabilidad in vivo que protege
al péptido del ataque de las enzimas de escision de proteinas in vivo, sino también estabilidad en almacenamiento
(por ejemplo, estabilidad en almacenamiento a temperatura ambiente).

Otro aspecto proporciona una composicion cosmética que incluye el péptido que incluye una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, o SEQ ID NO: 3 como principio activo; una composicion farmacéutica
que incluye el péptido que incluye una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 0 SEQ ID NO: 3
como principio activo; y el uso del péptido que incluye una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2,0 SEQ ID NO: 3 para la preparacion de la composicién cosmética o farmacéutica, o para su uso como composicion
cosmética o farmacéutica.

Aun otro aspecto proporciona una composicion blanqueadora de la piel que incluye el péptido que consiste en una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 como principio activo.

Entre los términos o elementos mencionados en la descripcion del péptido, los que coinciden con los mencionados
son los descritos anteriormente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "blanqueamiento de la piel" puede interpretarse no sélo como
aclaramiento del tono de la piel mediante la inhibicion de la sintesis de pigmentos de melanina, sino también como
mejora de la hiperpigmentacion de la piel provocada por la luz ultravioleta, las hormonas o la herencia. En este caso,
la hiperpigmentacién de la piel puede incluir pecas, melasma, manchas negras seniles, manchas marrones, lentigo,
etc., pero sin limitarse a ello.

Como se usa en el presente documento, la expresion "mejorar" puede significar todas las acciones que al menos
reducen un parametro relacionado con la afeccion que se alivia o trata, por ejemplo, el grado de un sintoma.

Los péptidos funcionales existentes, a pesar de su actividad bioldgica eficaz, tienen la desventaja de que no entran de
forma eficaz en los tejidos o células diana debido a su propio tamafio o se eliminan en el cuerpo en poco tiempo debido
a la corta semivida. Por lo contrario, la composicién blanqueadora de acuerdo con una realizacion incluye el péptido
que consiste en 10 aminoacidos 0 menos como principio activo y, por lo tanto, el principio activo tiene una excelente
tasa de penetracion en la piel. Por ejemplo, cuando se aplica topicamente sobre la piel, la composicidon puede presentar
un efecto blanqueador de la piel eficaz.

De acuerdo con una realizacion, el péptido puede inhibir significativamente la produccion de melanina y la actividad
de tirosinasa. Ademas, el péptido puede inhibir la expresion de Rab27a, Miph, miosina VA, MITF, tirosinasa o TRP1,
que es un factor asociado a la produccion de melanina. Por lo tanto, el péptido se puede usar como principio activo de
una composicion cosmética blanqueadora de la piel.

Aun otro aspecto proporciona una composicion cosmética blanqueadora de la piel que incluye el péptido que consiste
en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 como principio activo.

Entre los términos o elementos mencionados en la descripcion del péptido, los que coinciden con los mencionados
son los descritos anteriormente.
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La composicion cosmética puede incluir una cantidad cosméticamente eficaz del péptido; y/o un vehiculo
cosméticamente aceptable, pero sin limitarse a ello.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad cosméticamente eficaz" significa una cantidad
suficiente para lograr la eficacia blanqueadora de la piel de la composicidon cosmética.

Una relacion en peso del péptido y el vehiculo cosméticamente aceptable puede ser, por ejemplo, 500:1 a 1:500, y
por ejemplo, la relacion en peso puede ser 450:1 a 1:450, 400:1 a 1:400, 350:1 a 1:350, 300:1 a 1:300, 250:1 a 1:250,
200:1 a 1:200, 150:1 a 1:150, 100:1 a 1:100, 80:1 a 1:80, 60:1 a 1:60, 40:1 a 1:40, 20:1 a 1:20, 10:1 a 1:10, 8:1 a 1:8,
6:1a1:6,4:1a1:402:1a1:2, pero sin limitarse a ello.

La composicion cosmética se puede preparar en cualquier formulacion preparada comunmente en la técnica y, por
ejemplo, puede formularse en una solucién, una suspension, una emulsién, una pasta, un gel, una crema, una locion,
un polvo, un jabén, un limpiador que contiene tensioactivos, aceite, una base en polvo, una base en emulsion, una
base de cera, una pulverizacion, etc., pero sin limitarse a ello. Por ejemplo, la composicion cosmética se puede
preparar en la formulacion de una locion suavizante, una locion nutritiva, una crema nutritiva, una crema para masajes,
una esencia, una crema para los 0jos, una crema limpiadora, una espuma limpiadora, agua limpiadora, una compresa,
una pulverizacion, un polvo, etc.

Cuando la formulacién de la composicion cosmética sea una pasta, crema o gel, aceite animal, aceite vegetal, cera,
parafina, almidén, tragacanto, un derivado de celulosa, polietilenglicol, silicona, bentonita, silice, talco, oxido de cinc,
etc. puede usarse como un componente de vehiculo.

Cuando la formulacién de la composicidon cosmética sea en polvo o en pulverizacion, puede usarse lactosa, talco,
silice, hidréxido de aluminio, silicato de calcio o polvo de poliamida como de vehiculo. Por ejemplo, en el caso de una
pulverizacion, puede incluirse ademas un propulsor tal como clorofluorohidrocarburo, propano/butano o dimetil éter.

Cuando la formulacién de la composicion cosmética sea una solucidon o una emulsiéon, puede utilizarse como
componente de vehiculo un disolvente, un agente solubilizante o un agente emulsionante. Por ejemplo, se puede
incluir 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 éster de acido graso de sorbitan.
Cuando la formulacién de la composicion cosmética sea una pasta,

como componente de vehiculo, puede utilizarse un diluyente liquido tal como agua, etanol o propilenglicol, un agente
de suspension tal como alcohol isostearilico etoxilado, éster de sorbitol polioxietiienado y éster de sorbitan
polioxietilenado, celulosa microcristalina, metahidroxido de aluminio, bentonita, agar, tragacanto, etc.

Cuando la formulacién de la composicion cosmética sea un limpiador que contiene tensioactivos, puede usarse como
un componente de vehiculo sulfato de alcohol alifatico, éter sulfato de alcohol alifatico, monoéster del acido
sulfosuccinico, isetionato, un derivado de imidazolio, metiltaurato, sarcosinato, éter sulfato de amida de acidos grasos,
alquilamidobetaina, alcohol alifatico, glicéridos de acidos grasos, dietanolamida de acidos grasos, aceite vegetal, un
derivado de lanolina, éster de acido graso de glicerol etoxilado, etc.

Ademas del péptido como principio activo y el componente de vehiculo, la composicion cosmética puede incluir
ingredientes comunmente utilizados en composiciones cosméticas, por ejemplo, un agente auxiliar comun tal como
un antioxidante, un estabilizante, un solubilizante, vitaminas, un pigmento y un agente aromatizante.

Aun otro aspecto proporciona un método para blanquear la piel, incluyendo el método la aplicacién, a la piel de un
individuo, de la composicién cosmética que incluye el péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3 como principio activo.

Entre los términos o elementos mencionados en la descripcion de la composicién cosmética, los que coinciden con
los mencionados son los descritos anteriormente.

Como se usa en el presente documento, los términos "aplicar", "administrar" y "extender" pueden usarse
indistintamente y pueden significar al menos la localizacion parcial de la composicion de acuerdo con una realizacion
en un sitio deseado, o la colocacion de la composicion de acuerdo con una realizaciéon en un individuo a través de una
via de administracion.

Aun otro aspecto proporciona una composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad de
hiperpigmentacion por melanina, incluyendo la composicion farmacéutica el péptido que consiste en una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 como principio activo.

Entre los términos o elementos mencionados en la descripcion del péptido, los que coinciden con los mencionados
son los descritos anteriormente.
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Como se usa en el presente documento, el término "prevenir" se refiere a todas las acciones que inhiben o retrasan
la aparicion de una enfermedad mediante la administracion de la composicion.

Como se usa en el presente documento, el término "tratar" se refiere a cualquier forma de tratamiento que proporcione
a un individuo que padece o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad efectos que incluyen mejorar las condiciones
(por ejemplo, uno o mas sintomas) del individuo, el retraso de la progresién de la enfermedad, el retraso de la apariciéon
de los sintomas, la ralentizacion de la progresién de los sintomas, etc. Por tanto, "tratar" y "prevenir" no significan curar
o eliminar por completo los sintomas.

El término "individuo" significa un sujeto que necesita tratamiento de una enfermedad, y mas especificamente, un
mamifero, tal como un ser humano, o un primate no humano, un ratén, un perro, un gato, un caballo y una vaca.

La "enfermedad de hiperpigmentacién por melanina", que es una enfermedad a prevenir o tratar mediante la
composicion farmacéutica, puede referirse colectivamente a una enfermedad en la que el pigmento melanina se
produce en exceso y se deposita en la piel. Por ejemplo, la enfermedad puede ser melasma, pecas, lentigo senil o
lentigos solares, pero sin limitarse a ello.

La composicion farmacéutica puede incluir una cantidad farmacéuticamente eficaz del péptido y/o un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, pero sin limitarse a ello.

Como se usa en el presente documento, la expresién "cantidad farmacéuticamente eficaz" puede significar una
cantidad suficiente para lograr la eficacia de la composicién farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad de
hiperpigmentacién por melanina.

Una relacién en peso del péptido y el vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, 450:1 a 1:450,
400:1 a 1:400, 350:1 a 1:350, 300:1 a 1:300, 250:1 a 1:250, 200:1 a 1:200, 150:1 a 1:150, 100:1 a 1:100, 80:1 a 1:80,
60:1 a 1:60, 40:1 a 1:40, 20:1 a 1:20, 10:1 2 1:10, 8:1 a 1:8, 6:1 a 1:6, 4:1 a 1:4 0 2:1 a 1:2, pero sin limitarse a ello.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable se usa comunmente en la preparacion y puede incluir lactosa, dextrosa,
sacarosa, sorbitol, manitol, almidon, 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, aceite mineral, etc., pero sin limitarse a ello. Se describen detalladamente
vehiculos y formulaciones farmacéuticamente aceptables en Remington’s Pharmaceutical Sciences (192 ed, 1995).

La composicidon farmacéutica puede incluir ademas un lubricante, un agente humectante, un edulcorante, un agente
saborizante, un emulsionante, un agente de suspension, un conservante, etc., ademas de los componentes anteriores,
pero sin limitarse a ello.

La composicion farmacéutica se puede administrar por via oral o parenteral, y especificamente por via parenteral. La
administracion parenteral puede incluir inyeccidon intramuscular, inyecciéon intravenosa, inyeccion subcutanea,
inyeccion intraperitoneal, administracion tépica, administracion transdérmica, etc., pero sin limitarse a ello.

Una dosis de administracion de la composicion farmacéutica puede ser de 0,0001 ug a 1000 yg (microgramos),
0,001 pg a 1000 ug, 0,01 ug a 1000 ug, 0,1 ug a 1000 ug o 1,0 ug a 1000 ug por dia, pero sin limitarse a ello. La
composicion farmacéutica se puede prescribir de diversas maneras dependiendo de factores tales como el método de
formulacion, el modo de administracion, una edad del paciente, peso, sexo, patologias, alimentacion, momento de
administracion, via de administracion, tasa de excrecion y sensibilidad de respuesta.

La composicion farmacéutica se puede preparar en una forma de dosis unitaria o se puede preparar en un recipiente
multidosis formulando la composicién farmacéutica utilizando un vehiculo y/o excipiente farmacéuticamente aceptable
de acuerdo con un método, lo que pueden llevar a cabo facilmente los expertos en la materia a que se refiere la
presente divulgacion.

La formulacion puede ser una forma de solucion, suspension o emulsién en un medio oleoso o acuoso, o puede ser
una forma de extracto, polvo, granulo, comprimido o capsula, y puede incluir ademas un agente de dispersion y/o un
estabilizador. Las referencias a métodos de tratamiento en los parrafos posteriores de esta descripcion deben
interpretarse como referencias a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente
invencion para su uso en un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

Aun otro aspecto proporciona un método de prevencion o tratamiento de una enfermedad de hiperpigmentacion por
melanina, incluyendo el método administrar, a un individuo, una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion
farmacéutica que incluye el péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2
0 SEQ ID NO: 3 como principio activo.

Entre los términos o elementos mencionados en la descripcion de la composicion farmacéutica, los que coinciden con
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los mencionados son los descritos anteriormente.

Aun otro aspecto proporciona una composicion alimenticia blanqueadora de la piel que incluye el péptido que consiste
en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 como principio activo.

Entre los términos o elementos mencionados en la descripcion del péptido, los que coinciden con los mencionados
son los descritos anteriormente.

El contenido del péptido como principio activo en la composicién alimenticia se puede seleccionar apropiadamente,
sin limitacion, dependiendo de la forma del alimento, el uso del mismo, etc. Por ejemplo, el péptido se puede afiadir
en una cantidad del 0,01 % en peso al 15 % en peso, basado en el peso total del alimento. Por ejemplo, el péptido se
puede afiadir en una proporcion de 0,02ga 10g,ode 0,3 g a 1 g, basado en 100 ml de una composicion de bebida
saludable.

Efectos ventajosos de la divulgacion

Un péptido de acuerdo con un aspecto inhibe significativamente la produccion de melanina y la actividad de tirosinasa,
asi como la expresion de un factor asociado con la produccion de melanina, presentando asi excelentes efectos
blanqueadores de la piel.

El péptido de acuerdo con un aspecto inhibe significativamente la produccion de melanina y la actividad de tirosinasa,
asi como la expresion de un factor asociado con la produccion de melanina, aplicandose asi para aliviar o mejorar una
enfermedad de hiperpigmentacion por melanina en la piel.

Por consiguiente, el péptido de acuerdo con un aspecto se puede aplicar como un principio activo para una
composicion blanqueadora de la piel 0 una composicién farmacéutica para tratar o prevenir una enfermedad de
hiperpigmentacién por melanina.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra los resultados de examinar la reduccion de la produccion de melanina, después de afiadir un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a células B16F10;

La FIG. 2 muestra los resultados de examinar la reduccion de la produccion de melanina, después de afiadir un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 a células B16F10;

La FIG. 3 muestra los resultados de examinar la reduccion de la produccion de melanina, después de afiadir un
péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 a células B16F10;

La FIG. 4 muestra los resultados de examinar la reduccién de la actividad de tirosinasa, después de afiadir el
péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a células B16F10;

La FIG. 5 muestra los resultados de examinar la reduccién de la actividad de tirosinasa, después de afiadir el
péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 a células B16F10;

La FIG. 6 muestra los resultados de examinar la reduccién de la actividad de tirosinasa, después de afiadir el
péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 a células B16F10;

La FIG. 7 muestra los resultados de examinar la inhibicion de la expresion de Rab27a, miosina VA, MITF, TRP1y
tirosinasa, que son genes asociados con la produccion de melanina, después de afiadir el péptido que consiste en
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a células B16F10;

La FIG. 8 muestra los resultados de examinar la inhibicion de la expresion de Miph, MITF vy tirosinasa, que son
genes asociados con la produccion de melanina, después de anadir el péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 a células B16F10;

La FIG. 9 muestra los resultados de examinar la inhibicion de la expresién de Rab27a, miosina VA, Miph, MITF,
tirosinasa y TRP1, que son genes asociados con la produccion de melanina, después de afiadir el péptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 a células B16F10;

La FIG. 10 muestra los resultados de examinar la inhibiciéon de la expresion de Miph, tirosinasa y MITF, que son
proteinas asociadas con la produccion de melanina, después de anadir el péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 a células B16F10;

La FIG. 11 muestra los resultados de examinar la inhibicién de la expresion de tirosinasa, TRP-1 y MITF, que son
proteinas asociadas con la produccion de melanina, después de afadir el péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 a células B16F10; y

La FIG. 12 muestra los resultados de examinar la inhibicion de la expresion de Miph, Rab27a, tirosinasa y MITF,
que son proteinas asociadas con la produccién de melanina, después de anadir el péptido que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 a células B16F10.

Modo de la divulgacién
En lo sucesivo en el presente documento, la presente divulgacion se describira con mas detalle con referencia a las

realizaciones. Sin embargo, estas realizaciones tienen un fin Unicamente ilustrativo y el alcance de la presente
divulgacion no se limita a estas realizaciones.
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Ejemplo 1. Sintesis de péptido

Se sintetiz6 un péptido que tenia una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 descrita en la siguiente [Tabla 1]
usando un sintetizador de péptidos automatizado (Milligen 9050, Millipore, EE.UU.) y se aisl6 el péptido puro utilizando
una cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de fase inversa C18 (Waters Associates, EE.UU.). Como columna
se utilizé ACQUITY UPLC BEH300 C18 (2,1 mm X 100 mm, 1,7 ym, Waters Co, EE.UU.).

[Tabla 1]
SEQ ID NO: Secuencia (extremos N a C)
1 LRKRKRRFWVL
2 FHFIPNW
3 WPFLRP

Ejemplo 2. Examen del efecto inhibidor sobre la produccion de melanina

Se sembraron células de melanoma de ratén B16F10 en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5x10*
células/pocillo, seguido de incubacién durante 16 horas. Después de ello, el medio de cultivo se sustituyé por un medio
complementado con suero al 2 %, y luego se le afiadieron 200 ng/ml de hormonas estimulantes de melanocitos a (a-
MSH, forma siglada de a-melanocyte-stimulating hormones) para estimular la producciéon de melanina, junto con cada
péptido de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2 o 3 a una concentracion de 10 yM, 50 uM, 100 uM o
200 pM, respectivamente, seguido de incubacion durante 72 horas. Después de ello, las células incubadas se
disolvieron en NaOH 1 N y se midié la absorbancia a 450 nm. Ademas, se utilizé un grupo sin tratar (Con) como control,
y se utilizaron solo un grupo tratado con a-MSH como control negativo, y un agente blanqueador de la piel conocido,
Arbutina (200 uM, 500 uM) y un grupo tratado con a-MSH como control positivo.

Como resultado, como se muestra en las FIGS. 1 a 3, se confirmé que la produccion de melanina se redujo de manera
dependiente de la concentracion mediante la adicion del péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de
SEQID NO:1,203.

Ejemplo 3. Examen del efecto inhibidor sobre la actividad de tirosinasa

Se sembraron células de melanoma de ratén B16F10 en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5x10*
células/pocillo, seguido de incubacién durante 16 horas. Después de ello, se sustituyd el medio de cultivo por un medio
complementado con suero al 2 %, y luego se le afiadieron 200 ng/ml de a-MSH, junto con cada péptido de una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2 o 3 a una concentracion de 1 uyM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80
MM, o 160 uM, respectivamente, seguido de incubacion durante 72 horas. La placa de 6 pocillos se coloco en hielo y
luego se lavé con PBS frio. Las células se lisaron afiadiendo un tampén de fosfato de sodio 0,1 M (pH 6,8, tampdn de
lisis) que contenia triton X-100 al 1 %. Después de ello, las células de la placa de pocillos se rasparon y se recogieron
en un tubo de 1,5 ml, seguido de agitacion vorticial. Se centrifugé a 15.000 rpm durante 10 minutos para obtener un
sobrenadante. Después de ello, se cuantificaron las proteinas en el sobrenadante para ajustar el contenido de
proteinas a una cantidad predeterminada. Se le afiadié un tampén y se distribuyé un total de 90 ul de la muestra en
una placa de 96 pocillos. Ademas, se prepararon en la placa una muestra experimental, una muestra blanco y una
muestra de control positivo, como se indica a continuacién en la Tabla 2.

[Tabla 2]
Muestra experimental | Muestra blanco Muestra (.j‘.a control
positivo
Muestra 90 - -
Tampodn - 90 pl 90 pl
Tirosinasa de hongos (0,1 mg/ml) - - 10 pl

Después de ello, se anadieron 20 ul de L-DOPA 10 mM a cada muestra y se incubé a 37 °C durante 1 hora. Después,
se midid la absorbancia a 475 nm. Ademas, se utilizé un grupo sin tratar (Con) como control, y se utilizaron solo un
grupo tratado con a-MSH como control negativo y Arbutina (200 uM o 500 uM) y un grupo tratado con a-MSH como
control positivo.

Como resultado, como se muestra en las FIG. 4 a 6, se confirmd que se inhibio la actividad de tirosinasa de manera
dependiente de la concentracion mediante la adicion del péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de
SEQIDNO:1,203.

Ejemplo 4. Examen del efecto inhibidor sobre la expresion de genes asociados a la produccion de melanina

Se sembraron células de melanoma de ratén B16F10 en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5x10*
células/pocillo, seguido de incubacién durante 16 horas. Después de ello, se sustituyd el medio de cultivo por un medio



10

15

20

25

30

35

ES2937058 T3

complementado con suero al 2 %, y luego se le afiadieron 200 ng/ml de a-MSH, junto con cada péptido de una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2 o 3 a una concentracién de 10 uM, 50 uM, 100 uM o 200 uM,
respectivamente, seguido de incubacion durante 72 horas. Los ARNm se extrajeron de las células cultivadas y los
ARNmM extraidos se transcribieron de forma inversa utilizando un kit de sintesis de ADNc y una premezcla de PCR
(Intron, Corea), sintetizando asi ADNc, respectivamente. Después de ello, se llevé a cabo una reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) usando cada ADNc y cebadores para Rab27a, Melanofilina (MIph), miosina VA, MITF, Tirosinasa
y TRP1. Ademas, se utilizaron un control, un control negativo y un control positivo de la misma manera que en el
Ejemplo 2, y las secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados en el presente documento son las mismas que
en la Tabla 3 a continuacion.

[Tabla 3]
Nombre del cebador Secuencia (5'->3') SEQ ID NO:
directo GAAAATAGCGCCAAGCACCC 4
Rab27a
inverso CCTCTTTCACTGCCCTCTGG 5
Mion directo ACGA TGTCAGGGGCAAACAT 6
P inverso CTCCTCTGTGTCAGCACTGG 7
directo TTCTACATTGTGGGCGCCAT 8
miosina VA
inverso TCCTCCAGGTTGGTCAATCG 9
MITE directo CCAGCCTGGCGATCATGTCAT 10
inverso GGTCTGGACAGGAGTTGCTG 11
Tirosinasa | directo GGCCAGCTTTCAGGCAGAGG 12
inverso TGGTGCTTCATGGGCAAAAT 13
directo TCTGTGAAGGTGTGCAGGAG 14
TRP1
inverso CCGAAACAGAGTGGAAGGTT 15
16
, GGTGTGAACGGATTTGGCCGTATT
directo
G
GAPDH
17
, CCGTTGAATTTGCCGTGAGTGGA
Inverso
GT

Como resultado, como se muestra en la FIG. 7, se confirmé que la expresion de Rab27a, miosina VA, MITF, TRP1 y
tirosinasa, que son genes asociados a la producciéon de melanina, fue inhibida por la adicion del péptido que consiste
en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. Ademas, como se muestra en la FIG. 8, se confirmd que la expresion
de Miph, MITF vy tirosinasa, que son genes asociados a la produccién de melanina, fue inhibida por la adicion del
péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Adicionalmente, como se muestra en la FIG.
9, se confirmd que la expresion de Rab27a, miosina VA, Miph, MITF, Tirosinasa y TRP1, que son genes asociados a
la produccion de melanina, fue inhibida por la adicion del péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3.

Ejemplo 5. Examen del efecto inhibidor sobre la expresion de una proteina asociada a la produccion de melanina

Se sembraron células de melanoma de ratén B16F10 en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5x10*
células/pocillo, seguido de incubacién durante 16 horas. Después de ello, se sustituyd el medio de cultivo por un medio
complementado con suero al 2 %, y luego se le afadieron 200 ng/ml de a-MSH, junto con cada péptido de una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2 o 3 a una concentracién de 10 yM, 50 yM, 100 pM o 200 pM,
respectivamente, seguido de incubacion durante 72 horas. Después de ello, las células cultivadas se lisaron y luego
se sometieron a transferencia de Western usando anticuerpos (santacruz biotechnology, EE.UU.) contra Miph,
Rab27a, Tirosinasa, MITF y TRP-1. Ademas, se utilizaron un control, un control negativo y un control positivo de la
misma manera que en el Ejemplo 2.

Como resultado, como se muestra en la FIG. 10, se confirmd que la expresion de Miph, Rab27a, Tirosinasa y MITF,
que son proteinas asociadas a la produccion de melanina, fue inhibida por la adicion del péptido que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. Ademas, como se muestra en la FIG. 11, se confirmé que la expresion
de la Tirosinasa, TRP-1y MITF, que son proteinas asociadas a la produccion de melanina, fue inhibida por la adicion
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del péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Adicionalmente, como se muestra en la
FIG. 12, se confirmé que la expresion de Miph, Rab27a, Tirosinasa y MITF, que son proteinas asociadas a la
produccion de melanina, fue inhibida por la adicién del péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 3.

Tomados en conjunto, los resultados experimentales anteriores indican que el péptido que consiste en la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 1, 2 o 3 de acuerdo con una realizacién tiene eficacia para blanquear la piel.
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REIVINDICACIONES
1. Un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.
2. El péptido de la reivindicacién 1, en donde el extremo N del péptido estd unido a cualquier 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, un grupo butoxicarbonilo, un grupo aliloxicarbonilo y un polietilenglicol
(PEG).

3. El péptido de la reivindicacion 1, en donde el extremo C del péptido esta unido a cualquier grupo protector
seleccionado del grupo que consiste en un grupo amino (-NHz), un grupo alquilo terciario y un grupo azida (-NHNH,).

4. El péptido de la reivindicacion 1, en donde el péptido presenta uno o mas seleccionados de las siguientes
caracteristicas:

(a) inhibicion de la produccién de melanina;
(b) inhibicion de la actividad de tirosinasa; y
(c) inhibicion de la expresion de Rab27a, Miph, miosina VA, MITF, tirosinasa o TRP1.

5. Una composicion blanqueadora de la piel que comprende el péptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 como principio activo.

6. Una composicion cosmética que comprende la composicion blanqueadora de la piel de la reivindicacion 5.
7. Una composicion cosmética para su uso en un método de prevencion o tratamiento de una enfermedad de
hiperpigmentacion por melanina, comprendiendo la composicion cosmética la composicion blanqueadora de la piel de

la reivindicacion 5.

8. La composicién cosmética para el uso de la reivindicacion 7, en donde la enfermedad de hiperpigmentacion por
melanina es melasma, pecas, lentigo senil o lentigos solares.

9. Un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 para
su uso en un método de prevencion o tratamiento de una enfermedad de hiperpigmentacién por melanina.

10. El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la enfermedad de hiperpigmentacion por
melanina es melasma, pecas, lentigo senil o lentigos solares.

11. Una composicion farmacéutica que comprende un péptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

12. Un péptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en medicina.

10
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FIG. 7
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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