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DESCRIPCION
Combinacién de enzimas proteasa acidas y tampones acidos y su uso.
1. Campo de la invencién

Esta invencién se refiere a nuevas composiciones que son Utiles para tratar o prevenir afecciones, enfermedades o
trastornos anémalos en la piel y/o para mejorar la textura o el aspecto de la piel y/o para potenciar la exfoliacién
epidérmica y/o para potenciar la renovacion celular epidérmica, a su uso y a un método no terapéutico usando las
mismas.

2. Antecedentes de la invencion

Esta bien establecido que la exfoliacién de las capas epidérmicas de la piel humana induce un aumento de la
velocidad de la renovacion celular epidérmica (E. Phillips, 1995, patente de Estados Unidos n° 5.431.913; W. P.
Smith, 1994, Cosmetics and Toiletries 109; 41-B), La epidermis humana esta compuesta por multiples capas de
células epiteliales escamosas estratificadas en un estado de renovacion constante. Las células nuevas se forman
primero en la capa basal, que es la membrana mas interna de la epidermis. Estas células se ven desplazadas por la
produccioén de células todavia mas nuevas y después se transportan hacia la capa externa de la epidermis, el estrato
corneo, donde normalmente se eliminan (exfolian) cada dos a tres semanas. La salud y el aspecto general de la piel
humana dependen en gran medida de la velocidad de este proceso.

Determinadas situaciones o afecciones, tales como el envejecimiento o la exposicién al ambiente, pueden alterar
este proceso normal y pueden conducir a una velocidad en general reducida de renovacion celular (Van Scott y Yu,
1984, J. Am. Acad. Dermatol. 11: 867-79). Dado que el tiempo requerido para que una capa celular migre desde la
capa basal hasta el estrato corneo aumenta con la edad del sujeto, la velocidad de renovaciéon de las células
epidérmicas disminuye. Se ha comunicado que en una persona normal de veinte afios de edad, las células de las
capas externas de la epidermis se recambian, de media, cada dos semanas, mientras que los intervalos de recambio
celular de piel mas madura pueden ser hasta de dos veces mas prolongados (E. Phillips, 1995, patente de Estados
Unidos n° 5.431.913). La disminucion de la velocidad de renovacion celular debido el envejecimiento se puede ver
agravada por condiciones ambientales tales como la exposicion a la radiacion solar u otras condiciones climaticas
(K. E. Burke, 1990, Postgraduate Medicine 88 (1): 207-27). Una disminucién en la velocidad de la renovacion celular
aumenta el tiempo durante el que las células de las capas externas de la piel estan expuestas a las condiciones
ambientales y pueden conducir a un mayor dafio y/o a dafio acumulado. En determinados estudios se ha sugerido
que una disminucién en las velocidades de recambio de células epidérmicas se asocia con un incremento en la
cohesion intercorneocitos (Van Scott y Yu, 1989, Cutis 43: 222-28).

Las células de la capa epidérmica se mantienen juntas mediante componentes proteinicos, tales como hemides-
mosomas, desmosomas, uniones comunicantes, glicosaminoglicanos, proteoglicanos y otros componentes
presentes en la piel, todos los cuales poseen la capacidad de unirse entre si y con los componentes celulares. Esta
unién entre si de las células epidérmicas se describe como "cohesion intercorneocitos" y el grado de la fuerza
cohesiva implicada se ve afectado por factores tales como la hidratacién y el pH. Un aumento de la cohesién
intercorneocitos tiene como resultado la hiperqueratinizacion y se caracteriza por piel gruesa y a menudo seca o
escamosa producida por la retencion de células epidérmicas. El equilibrio que existe entre la cohesion y las
velocidades de recambio celular es responsable del rejuvenecimiento normal de la piel joven y los desequilibrios de
estos factores pueden tener como resultado el aspecto envejecido, aspero y poco atractivo de las superficies
epidérmicas. La busqueda de componentes tépicamente activos que equilibren las velocidades de renovacion celular
y la cohesién intercorneocitos es muy importante en los esfuerzos de investigacion dermatoldgica hoy en dia (Van
Scotty Yu, 1984, J. Am. Acad. Dermatol. 11: 867-79).

Los recientes avances en este campo de investigacion han proporcionado una serie de compuestos acidos tépica-
mente activos que son prometedores a este respecto (Yu y col., 1978, patente de Estados Unidos n° 4.105.783; Yu y
col., 1982, patente de Estados Unidos n° 4.363.815). Los tratamientos a largo plazo con estos compuestos acidos
tienen como resultado un aumento de la velocidad de la renovaciéon de células epidérmicas. Se ha documentado
bien la eficacia como agentes queratoliticos/de descamacion de esos componentes acidos de los que se sabe que
son activos a nivel epidérmico, tales como hidroxi o cetoacidos de bajo peso molecular y sus ésteres. Se sabe que
las concentraciones elevadas de estos acidos (por ejemplo acidos salicilico y glicélico), asi como otros acidos tales
como acido tricloroacético, poseen capacidad para destruir el tejido en el punto de aplicaciéon (W. L. Epstein, 1990,
en Irritant Contact Dermatitis, Jackson y Glodner, eds., Marcel Decker, Inc., Nueva York y Basel, paginas 127-165;
Remington's Pharmaceutical Sciences, A. Osol, ed., Sixteenth Ed., Mack Publishing, Inc., Easton, PA. 1980). A
concentraciones menores, se ha mostrado que estos acidos poseen la capacidad para soltar las células muertas en
el estrato corneo rico en queratina e interrumpir la cohesion intercorneocitos, con lo que facilitan la descamacion;
esta actividad se denomina "actividad queratolitica" (Remington's Pharmaceutical Sciences, A. Osol, ed., Sixteenth
Ed., Mack Publishing, Inc., Easton, PA. 1980; W. P. Smith, 1994, Cosmetics and Tolletries 109; 41-8).
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La mayoria de los queratoliticos son irritantes cutaneos, incluidos los mencionados anteriormente. Aunque se ha
comentado que algunos queratoliticos son mas eficaces que otros, una comparacion del indice terapéutico de cada
uno de estos acidos muestra poca ventaja de uno sobre otro. El "indice terapéutico" es un método exacto de
clasificar la eficacia de estos componentes que tiene en cuenta la eficacia queratolitica del componente asi como los
niveles de irritacion a una concentraciéon proporcionada. Se ha mostrado que incluso niveles bajos de estos
componentes (concentracion de acido superior a 4%) producen una irritaciéon cutanea. El uso de niveles incluso
menores de estos componentes reduce la irritacion, aunque en general reduce la eficacia queratolitica. Ademas, el
uso prolongado de los acidos reduce la eficacia de la induccion de renovacion celular (W. P. Smith, 1994, Cosmetics
and Toiletries 109: 418). Estos inconvenientes destacan la necesidad de una metodologia para intensificar la eficacia
queratolitica de estos acidos a concentraciones no irritantes.

Durante algun tiempo se ha usado la aplicacion de enzimas proteoliticas en el tratamiento tdpico, por ejemplo, para
la eliminacién de cicatrices producidas por quemaduras y como complemento del tratamiento antimicrobiano (G.
Rodeheaver, 1975, Am. J. Surg. 129 (5): 537-544). Estas enzimas incluyen aquéllas que en general estan
restringidas a fuentes vegetales, tales como de la papaya (papaina), del higo (ficina) y de la pifia (bromelaina). Se
han comercializado formulaciones cosméticas que contienen extractos de estas plantas y que se cree que son
intensificadoras de la eliminacion de las capas epidérmicas externas mediante accion proteolitica. Aunque la
especificad del sustrato y el espectro de actividad en relacion con el pH sugieren que la accién proteolitica de estas
formulaciones deberia tener como resultado actividad queratolitica en las capas epidérmicas externas, las
aplicaciones de las enzimas proteoliticas previamente usadas en el tratamiento topico no carecen de inconvenientes.

Esas enzimas (por ejemplo, papaina, bromelaina y ficina) que se usan en la actualidad en aplicaciones cosméticas
en general presentan actividad proteolitica en un amplio intervalo de pH, de pH 3 a pH 9 (Glazer y Smith, 1971, en
The Enzymes, Vol. 3, P. Boyer, ed., Academic Press, Nueva York, paginas 501-546). Es probable que este amplio
intervalo de pH de estas enzimas derivadas de plantas sea la causa de al menos algunos de los problemas
asociados con la exposicion prolongada de la piel. Los sistemas epidérmicos humanos mantienen un gradiente de
pH en las capas estratificadas de la piel; se ha comunicado que las capas externas exhiben un pH medio de
aproximadamente 5,5 (W. P. Smith, 1994, Cosmetics and Tolletries 109: 41-48). El pH de las capas sucesivas de la
epidermis aumenta con la profundidad y alcanzan un pH final proximo al del intervalo fisiolégico (aproximadamente
un pH de 7,4) en la capa dérmica. Dado que las enzimas derivadas de plantas mencionadas anteriormente
permanecen activas a lo largo de este gradiente de pH, no hay un control del pH sobre la actividad de estas enzimas
vegetales cuando se aplican a la piel.

El grado de actividad terapéutica derivado de la aplicacién tépica de las enzimas proteoliticas se rige por las
caracteristicas cataliticas intrinsecas de esas enzimas. El amplio intervalo de actividad proteolitica, en relacién con el
pH, mostrado por las proteasas mencionadas anteriormente (pH 3-9) permite poco o ningin control sobre la
actividad proteolitica por parte de la formulacién del producto (Glazer y Smith, 1971, en The Enzymes, Vol. 3, P.
Boyer, ed., Academic Press, Nueva York, paginas 501-546). Se sabe que las plantas de las que se han obtenido
estas enzimas producen dermatitis de contacto irritante con sintomas entre los que se incluyen prurito, edema y
formacién de ampollas. Se ha postulado que estas enzimas son la principal causa de esos sintomas, posiblemente a
causa de las disminuciones excesivas en la cohesién intercorneocitos (W. L. Epstein, 1990, en [rritant Contact
Dermatitis, Jackson y Glodner, eds., Marcel Decker, Inc., Nueva York y Basel, paginas 127-165). Las enzimas que
se usan en la actualidad en aplicaciones cosméticas pueden mostrar actividad proteolitica dependiente de sustrato
en todas las capas de la epidermis. La protedlisis no controlada de las proteinas epidérmicas que sirven para
estabilizar la cohesién intercorneocitos podria reducir esta cohesion intercorneocitos en exceso y producir la
consiguiente irritacion. El ataque proteolitico en la capa basal de la epidermis, donde se origina la renovacioén celular,
podria causar desequilibrios en la velocidad de renovacién de células epidérmicas. La formacién de ampollas y el
edema podrian ser el resultado del ataque proteolitico sin controlar por la accidon de esta clase de enzimas en la
membrana basal. Esta posibilidad se ve respaldada por el hecho de que se sabe que la inyeccion de estas enzimas
vegetales en la piel de mamiferos produce edema en la piel (Morimoto y col., 1987, Ensho 7 (6): 563-567). Este
hallazgo se ha usado para producir edema experimental en investigacion dermatolégica. Ademas, los sintomas de
dermatitis de contacto irritante que se han enumerado anteriormente son similares a los inducidos por las
concentraciones mas eficaces de componentes acidos activos a nivel epidérmico que en la actualidad se usan en
aplicaciones topicas. Por tanto, un abordaje mas controlado de la actividad proteolitica en relacién con las
aplicaciones topicas deberia producir un resultado deseable sin dar lugar a estos efectos secundarios.

Se han comunicado composiciones que contienen una enzima proteolitica, por ejemplo, pepsina, y varios acidos
para la disolucién de formaciones necroéticas densas, formaciones que se observan, por ejemplo, en las quemaduras
de tercer grado (patente de la Union Soviética n® 439288, 2974). No hay indicacion acerca de la utilidad de estas
composiciones en la intensificacion de la exfoliacién epidérmica o de que estas composiciones sean activas soélo
durante periodos de tiempo limitados.

D. Watikins et al., Journal of the Society of Cosmetic Chemists, vol., 47, 1996, 287-289, describe en un estudio sobre
la administracién de complejos multienzimaticos en la superficie de la piel.
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El documento US 5.516.517 se refiere a un proceso de tratamiento de la piel disefiado para reducir el proceso de
envejecimiento de la piel y para hacer que la piel se convierta en una membrana semipermeable, en el que las
etapas incluyen exfoliacion, limpieza, hidratacién y oxigenacion.

A. Baxter et al., Biochemical Journal, vol. 267, n° 3, 1990, 665-669, describen estudios de sustratos e inhibidores con
proteinasas asparticas gastricas humanas.

La mencion o identificacion de cualquier referencia en la técnica anterior de esta solicitud no debera limitarse como
una admisién de que tal referencia esté disponible como técnica anterior con respecto a la presente invencion.

3. Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, el uso de la composicion
para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una afeccién, enfermedad o trastorno
andmalo en la piel de acuerdo con la reivindicacion 15 y un método no terapéutico para tratar o prevenir una
afecciéon o trastorno anémalo en la piel y/o para regular los efectos de atrofia cutdanea de acuerdo con la
reivindicacion 16. La composicion comprende al menos una proteasa acida y un tampén acido. Para los propositos
de esta invencion, la proteasa acida es una enzima que presenta actividad peptidil hidrolasa (proteolitica) por debajo
del pH medio de la superficie de la piel y es significativamente inactiva a un pH superior o igual al pH medio de la
superficie de la piel, que es de aproximadamente 5,5 para seres humanos (W. P. Smith, 1994, Cosmetics and
Toiletries 109: 41-8). En varones, el pH medio de la superficie de la piel es de aproximadamente 5,3 y en mujeres es
de aproximadamente pH 6 (Ohman y Vahiquist, 1994, Acta Dermato-Venereol. 74 (5): 375-379). Para los propositos
de esta invencion, el pH medio de la superficie de la piel (que es un pH de aproximadamente 5,5) incluye, entre
otros, variaciones especificas de sexo, de forma que un pH de aproximadamente 5,5 incluye un intervalo de un pH
de aproximadamente 5,3, el pH medio de la superficie de la piel de un varén, hasta un pH de aproximadamente 6, el
pH medio de la superficie de la piel de una mujer. Preferentemente, a un pH superior o igual al pH medio de la
superficie de la piel (aproximadamente un pH de 5,3-6), las proteasas acidas utiles en esta invencién exhiben menos
de aproximadamente un 10% de la actividad enzimatica que exhiben a sus pH o6ptimos respectivos que estan por
debajo del pH medio de la superficie de la piel.

La proteasa acida puede estar en forma apoenzima, holoenzima, isoenzima o zimégeno. La proteasa acida com-
ponente de la composicién puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 0,001% a aproximadamente
75% en peso de la composicion final, preferentemente de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 50%, mas
preferentemente de aproximadamente 1% a aproximadamente 5%. La o las proteasas poseen una actividad
especifica de aproximadamente 1 a aproximadamente 5.000 Unidades HUT/mg, segun se ha determinado mediante
el procedimiento descrito en Food Chemicals CODEX, 3a ed., (1981), paginas 496-497, National Academy Press,
Washington, D. C., modificado como se describe en la Seccién 6.1, mas adelante. Preferentemente, la o las
proteasas poseen una actividad especifica de aproximadamente 50 a aproximadamente 3000 Unidades HUT/mg,
mas preferentemente de aproximadamente 500 a aproximadamente 1500 Unidades HUT/mg.

El tampdn acido es una composicion que cuando se aplica topicamente a la piel, reduce temporalmente el pH de la
superficie de la piel hasta menos de aproximadamente un pH de 5,5, pero no inferior a un pH de aproximadamente
1, preferentemente a un pH de entre 2,5 y aproximadamente 4,5. La composicion de tampén acido comprende al
menos un acido y un transportador, vehiculo o excipiente farmacéutica o cosméticamente aceptable. EIl componente
acido del tampdn puede ser uno 0 mas acidos inorganicos o uno 0 mas acidos organicos, o cualquier combinacion
de acidos inorganicos y/u organicos. El tampén acido es susceptible a neutralizaciéon para el pH medio de la
superficie de la piel a lo largo del tiempo por procesos epidérmicos naturales, tales como la transpiracion. El tiempo
necesario para neutralizar el tampén acido, y por tanto, inactivar la proteasa, dependera de la formulacién del
tampon acido. Por ejemplo, si el tampdn acido contiene un écido débil o un agente de amortiguacién débil para
contrarrestar la alcalinidad relativa de la epidermis produce periodos de tiempo mas cortos; si se usa un acido mas
fuerte o se emplea un agente de amortiguacion mas fuerte en el tampén acido se tiene como resultado periodos de
tiempo mas prolongados. El componente acido del tampdn puede ser uno 0 mas acidos inorganicos o uno o mas
acidos organicos, o cualquier combinacidon de acidos inorganicos y/u organicos y pueden estar presentes en una
cantidad de aproximadamente 0,001% a aproximadamente 95% en peso de la composicién final, preferentemente
de aproximadamente 0,01% a aproximadamente 25%, mas preferentemente de aproximadamente 1% a
aproximadamente 5%.

El control del periodo de tiempo necesario para que el pH de la superficie de la piel retorne a un pH de aproxi-
madamente 5,5 después de la aplicacion topica de una composicién de la presente invencion permite el control de la
actividad de la enzima proteasa. Es a través de este control de la actividad proteolitica que la presente invencién
supera los inconvenientes y complicaciones que se encontraban en la técnica anterior, tales como el prurito, el ardor,
la formacion de ampollas, etc., causadas por las enzimas proteoliticas de amplio espectro de pH. El periodo de
tiempo necesario para que el pH de la superficie de la piel regrese a un pH de aproximadamente 5,5 esta
determinado por una serie de factores, incluidos el tipo de afeccién, la enfermedad o trastorno cutaneos que se esta
tratando y la sensibilidad de la piel del sujeto en particular que se esta tratando. Para evitar los inconvenientes y las
complicaciones encontrados en la técnica anterior, el periodo de tiempo se encuentra entre 1 minuto a 4 horas, mas
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preferentemente entre aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 2 horas, mas preferentemente entre
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente una hora.

Cabe destacar que las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon son aquellas que, cuando se
administran en la piel, ofrecen un beneficio o un efecto de tratamiento o prevenciéon de una afeccién, enfermedad o
trastorno biolégico andmalo. Los beneficios o efectos del tratamiento o prevenciéon de tal afeccion, enfermedad o
trastorno anémalo son la reducciéon en la gravedad o desaparicion de los sintomas o causas de la afeccion,
enfermedad o trastorno anémalo. La reduccion en la gravedad o desaparicion de la afeccién, enfermedad o trastorno
anémalo puede ser a largo o a corto plazo. Tales afecciones, enfermedades o trastornos bioldgicos anémalos a
tratar administrando una composicion de la presente invencion incluyen, pero sin limitacién, xerodermia, xerodermia
grave, caspa, acné, queratosis, soriasis, eccema, piel escamosa, prurito, manchas relacionadas con la edad, Iéntigo,
melasma, arrugas (tanto finas como gruesas, causadas por lesidn intrinseca asi como extrinseca), verrugas, piel
manchada, piel hiperpigmentada, piel hiperqueratésica, dermatosis inflamatoria, cambios cutaneos relacionados con
la edad, piel que requiere productos de limpieza, asi como los efectos de atrofia cutanea.

Cabe destacarse también que las composiciones cosméticas de la presente invencion son tales que, cuando se ad-
ministran a la piel, mejoran la textura o el aspecto de la misma o aumentan la exfoliacién epidérmica y/o la
renovacion de las células epidérmicas, sin producir necesariamente un beneficio o un efecto de tratar o prevenir una
afeccién, enfermedad o trastorno bioldégico anémalo. En este contexto, se pretende que la mejora de la textura o el
aspecto de la piel o la intensificacion de la exfoliacion epidérmica y/o la renovacién de células epidérmicas incluya
proporcionar a la piel una superficie de aspecto natural y/o de sensacién natural de forma que aumente la belleza y/o
la suavidad de la piel con respecto a su estado previo al tratamiento u ocultar sintomas no deseados de una
afeccion, enfermedad o trastorno bioldégico andmalo. Esto puede incluir proporcionar un efecto hidratante temporal a
la epidermis. Tales afecciones o enfermedades bioldgicas andémalas incluyen, pero sin limitacién, xerodermia,
xerodermia grave, caspa, acné, queratosis, soriasis, eccema, piel escamosa, prurito, manchas asociadas con la
edad, léntigo, melasma, arrugas (tanto finas como gruesas, causadas por lesion intrinseca asi como extrinseca),
verrugas, piel manchada, piel hiperpigmentada, piel hiperqueratésica, dermatosis inflamatoria, cambios cutaneos
relacionados con la edad, piel que requiere productos de limpieza, asi como los efectos de atrofia cutanea.

En una realizacion preferida la composicién comprende un 1% en peso de pepsina y un 1% en peso de acido
fosférico. En otra realizacion preferida la composicién comprende un 1% en peso de pepsina y un 3% en peso de
acido fosforico.

Sorprendentemente, se ha demostrado que las composiciones y procedimientos de la presente invencidén poseen
efectos cosméticos contra trastornos cutaneos que hasta ahora no se han conseguido con acidos, acidos a-hidroxi-
carboxilicos, acidos salicilicos o proteasas de amplio espectro de pH por si solos.

3.1. Definiciones
Como se usa en la presente invencion, los siguientes términos pretenden incluir:

TAMPON ACIDO: Una composicion que comprende un &cido y opcionalmente un
transportador, vehiculo o excipiente farmacéutica o cosméticamente
aceptable que cuando se aplica por via tépica a la piel reduce el pH
de la superficie de la piel por debajo de aproximadamente un pH de
55 y estd sujeta a la neutralizacion por los procesos cutaneos
naturales de forma que los procesos cutaneos naturales, a lo largo de
periodo de tiempo especificado anteriormente, devuelven el pH de la
superficie de la piel a su valor normal (que es de aproximadamente
pH 5,5). El componente acido del tampdn puede es un acido organico
como se indica en la reivindicacion 1.

PROTEASA ACIDA: Una enzima que presenta actividad peptidil hidrolasa (proteolitica) aun
pH por debajo del pH medio normal de la superficie de la piel, que es
de aproximadamente pH 5,5 y que es activo de un modo insignificante
a un pH mayor que o igual a tal pH medio normal de la superficie de la
piel, es decir, una actividad menor de aproximadamente en 10% a un
pH de aproximadamente 5,5 o mayor en comparacién con la actividad
maxima a pH inferior a aproximadamente 5,5. La proteasa acida
puede estar en forma de apoenzima, holoenzima, isoenzima o
zimogeno.

COSMETICA: Una formulacién para administrar a la piel, que mejora la textura o el
aspecto de la misma sin que necesariamente proporcione un beneficio
o un efecto de tratar o prevenir una afeccion o una enfermedad
biolégica anémala. Tal mejora incluye proporcionar un efecto
hidratante temporal a la epidermis de mamifero.
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CANTIDAD EFICAZ: Una cantidad suficiente de Ila composiciéon para inducir
significativamente una maodificacion positiva de la afeccion que se va a
tratar, pero lo bastante baja como para evitar la aparicion de efectos
secundarios graves. La cantidad eficaz de la composicion variara con
la afeccion concreto que se esté tratando, la edad y el estado fisico
del sujeto que se esté tratando, la gravedad de la afeccion, la
duracién del tratamiento, la naturaleza de la terapia simultanea, la
composicion  especifica empleada, el transportador particular
farmacéuticamente aceptable o el transportador particular
cosméticamente aceptable utilizado y factores similares dentro del
conocimiento y la experiencia de los expertos en la materia.

RENOVACION CELULAR EPIDERMICA: Proceso por el cual se forman nuevas células cutaneas en la capa
basal, se transportan a la capa externa, el estrato corneo, y después
se exfolian y sustituyen por células cutaneas ain mas nuevas.

EXFOLIACION: La separacion y eliminacion de las células superficiales de un epitelio
] ] o de cualquier superficie tisular.
COMPOSICION FARMACEUTICA: Una formulaciéon para administrar a la piel que ofrece un beneficio o

un efecto de tratamiento o prevenciéon de una afeccién o enfermedad
biolégica anémala.

ATROFIA CUTANEA REGULADORA: La prevencion, retraso, detencion, tratamiento o inversién del proceso
) de la atrofia en la piel de mamiferos.
ATROFIA CUTANEA: El adelgazamiento y/o degradacién general de la capa de la dermis de

la piel de mamiferos que se caracteriza por una disminucion de los
niveles de colageno y/o elastina asi como por una disminucion del
numero, el tamafo y el potencial de multiplicacién de las células
fibroblastos. La atrofia cutanea es un resultado natural del proceso de
envejecimiento, aunque puede deberse a factores intrinsecos o
extrinsecos tales como el envejecimiento cronoldgico natural, el dafio
producido por la luz, las quemaduras o el dafo producido por
productos quimicos, o a la exposicion a contaminantes o alérgenos,
por ejemplo el humo de tabaco. La atrofia cutanea a menudo es un
efecto secundario indeseable que resulta del tratamiento con acidos
a-hidroxicarboxilicos o 4cidos salicilicos.

La presente invencion puede entenderse mas completamente mediante referencias a la descripcion detallada y los
ejemplos ilustrativos con los que se pretende ilustrar las formas de realizacién no limitantes de la invencion.

4. Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es un diagrama de barras que demuestra el efecto de la velocidad de la renovacién celular con
diferentes concentraciones de una proteasa acida (Unidades HUT x 106/g) (pepsina) con dos cantidades
distintas de un tampon acido (acido lactico). m 1,5% de acido lactico, o 3% de acido lactico.

La figura 2 es un diagrama de barras que demuestra los incrementos porcentuales en las velocidades de
exfoliacidon/renovacion celular dadas por varias concentraciones de una proteasa acida (Unidades HUT x
106/g) (pepsina) con respecto a las de un tampodn acido solo (acido lactico) a concentraciones de 1,5% y 3%. m
1,5% de acido lactico, o 3% de acido lactico.

La figura 3 es un diagrama de barras que demuestra la diferencia en la actividad de la pepsina y la AFP2000,
Solvay, Inc., Elkhart IN, una proteasa acida derivada de hongos, a varios niveles de pH en el ensayo HUT. m
AFP 2000, o pepsina.

5. Descripcion detallada de la invenciéon
5.1. Composiciones

La presente invencion proporciona nuevas composiciones para tratar o prevenir afecciones, enfermedades o
trastornos anémalos en la piel y/o para mejorar la textura o el aspecto de la piel y/o para potenciar la exfoliacién
epidérmica y/o para potenciar la renovacion celular epidérmica. Las composiciones comprenden al menos una
proteasa acida y un tampon acido. Tales composiciones se administran preferentemente por via tépica, para
minimizar los efectos sistémicos o los efectos secundarios indeseables. El autor de la invencidon no desea limitarse a
un modo de accién especifico; sin embargo, el autor de la invencidon cree que las composiciones de la presente
invencion cumplen con los procedimientos de la presente invencion reduciendo, en primer lugar, el pH de la
superficie de la piel hasta un valor inferior al pH medio de la piel, que es de aproximadamente 5,5 en los seres
humanos. La reduccién del pH permite la activacion del componente proteasa acida de la composicién, que presenta
actividad proteolitica/queratolitica durante el tiempo en el que el pH de la superficie de la piel esta por debajo de
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aproximadamente 5,5. Este periodo de tiempo depende de las condiciones del pH de la piel del individuo y puede
regularse mediante la formulacién del componente de tampdn acido. Esta dentro de la capacidad de un experto en la
técnica ajustar la formulacion para variar el periodo de tiempo y conseguir el resultado deseado.

Durante este periodo de tiempo, los procesos epidérmicos, por ejemplo la transpiracion, neutralizan el tampon acido
de forma que el pH de la superficie de la piel retorna a su valor normal, un pH medio de aproximadamente 5,5. Por
tanto, el incremento del pH inactiva la proteasa acida y la actividad proteolitica/queratolitica cesa, es decir, disminuye
en aproximadamente un 90%. El periodo de tiempo durante el cual el pH de la superficie de la piel esta por debajo
de aproximadamente 5,5 y durante el cual el componente proteasa esta activo, es de entre aproximadamente 1
minuto a aproximadamente 4 horas, preferentemente de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 2 horas,
mas preferentemente de entre aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 1 hora.

Para los propésitos de esta invencion, la proteasa acida es una enzima que presenta una actividad peptidil hidrolasa
(proteolitica) significativa a un pH por debajo de aproximadamente 5,5, que es el pH medio normal de la superficie
de la piel, y que esta inactiva de forma significativa a un pH de aproximadamente 5,5 o mayor. En varones, el pH
medio de la superficie de la piel es de aproximadamente 5,3 y en mujeres es de aproximadamente pH 6. Para los
propésitos de esta invencion, el pH medio de la superficie de la piel, que es de aproximadamente 5,5, incluye,
ademas de otros, variaciones especificas de sexo, de forma que un pH de aproximadamente 5,5 incluye un intervalo
desde aproximadamente pH 5,3, el pH medio de la superficie de la piel de un varén, hasta aproximadamente un pH
de 6, el pH medio de la superficie de la piel de una mujer. La proteasa esta significativamente inactiva cuando su
actividad es igual o inferior al 10% de la actividad en comparacion, por ejemplo, con su actividad poco después se su
aplicacion a la piel, medida mediante el ensayo con cloruro de dansilo que se describe en la Seccion 6.1. Las
proteasas &cidas utiles en la presente invencioén son aquéllas que, en un ensayo in vitro a pH de aproximadamente
5,5 y mayores, presentan menos de aproximadamente el 10% de la actividad enzimatica medida en el mismo
ensayo in vitro al pH éptimo (menor de aproximadamente pH 5,5) de la proteasa concreta. Véase, por ejemplo, la
Seccion 6.4, mas adelante.

La proteasa acida puede estar en forma de apoenzima, holoenzima, isoenzima o zimégeno. Ademas, las proteasas
acidas se pueden aislar de cualquier fuente conocida para el experto en la materia, tales como, por ejemplo,
bacterias, hongos, células de cultivo tisular y animales. La preparacion de proteasa acida puede estar presente en
una cantidad de aproximadamente el 0,001% a aproximadamente el 75% en peso de la composicion final,
preferentemente aproximadamente del 0,1% a aproximadamente el 50% y mas preferentemente aproximadamente
del 1% a aproximadamente el 5%. La proteasa (o proteasas) poseera una actividad especifica de aproximadamente
1 a aproximadamente 6000 Unidades HUT/mg, preferentemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 3000
Unidades HUT/mg y mas preferentemente de aproximadamente 500 a aproximadamente 1500 Unidades HUT/mg,
segun se determina mediante el método descrito en Food Chemicals CODEX, 3a ed., (1981), paginas 496-497,
National Academy Press. Washington, DC, modificado como se describe mas adelante.

Brevemente, en primer lugar se preparan las siguientes soluciones madre: SUSTRATO HEMOGLOBINA, se prepara
mezclando 2 g de hemoglobina bovina en 80 ml de agua destilada. A continuacion la solucion se ajusta hasta un pH
2 afadiendo, por ejemplo, acido fosférico y/o acido citrico y se afiade agua destilada adicional hasta un volumen
total de 100 ml. Esta soluciéon se separa en cuatro partes iguales y cada parte se ajusta hasta el pH deseado con
hidréxido soédico al 50% o acido clorhidrico al 50%. A continuaciéon, estas soluciones finales se calientan a 30 °C
durante 20 minutos y después se filtran a través de lana de vidrio. TCA STOCK se prepara disolviendo acido
tricloroacético en agua destilada hasta una concentracién final de TCA al 5% (p/v).

A continuacion, para cada muestra en la que se tiene que medir la actividad proteolitica, se preparan tubos
marcados como "B" y "T". En cada tubo se introducen 4 ml de la solucién de hemoglobina y se calienta a 37°C, de
forma que la muestra se calienta previamente a 37°C. En el tubo "T", se afiaden 100 ng de la solucién enzimatica, se
agita suavemente y se incuba a 37°C durante 20 minutos. Después, a cada tubo se afiaden 10 ml de la solucion
madre de TCA. Al tubo marcado como "B" se afiade una cantidad igual de la enzima, como la que se ha afadido
antes al tubo "T", que es el control para la absorbancia de fondo. Se centrifuga cada tubo y cada muestra se filtra a
través de un filtro de jeringa y coloca la muestra filtrada en una cubeta de cuarzo para leer la absorbancia a 280 nm.
La absorbancia real se determina restando la absorbancia de la muestra "T" de la de fondo. Se puede generar una
curva patron midiendo cantidades conocidas de actividad proteasa.

Una unidad HUT de actividad proteolitica se define como la cantidad de enzima que produce, en un minuto en las
condiciones especificadas del ensayo, un hidrolizado cuya absorbancia a 280 nm es la misma que la de una solucién
que contiene 1,10 ng por ml de tirosina en acido clorhidrico 0,006 N. Las unidades HUT por gramo se determinan
mediante la siguiente férmula:

HUT/g= (absorbancia a 280 nm x V)/(0,0084 x T x W)
en la que V es el volumen final de la solucidon de ensayo, T es el tiempo de reacciéon en minutos y W es el peso seco

de la muestra de enzima original usada en el ensayo en gramos. La concentracién de proteina se determina
mediante cualquier método conocido en la materia, tal como, por ejemplo, el Ensayo Bradford, que se describe en
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Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel y col., (Eds.), John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 1994.

Entre los ejemplos de tales proteasas se incluyen, aunque no se limita a ellos, pepsina, catepsina, proteasa acida
urinaria humana, proteasas fungicas derivadas de Neurospora oryzae, Mucor pusillis, Mucor miehei, Rhizopus
chinensis o de Endothia parasitica, proteasas bacterianas rizopuspepsina, penicilopepsina y endotalepsina. Ademas,
las proteasas pueden derivar de procesos que implican procedimientos y técnicas de modificacion por ingenieria
genética, ya sea con células embrionarias, maduras o inducidas y productos que incluyan segmentos de ADN,
plasmidos, vectores, o expresion de los mismos, o células transformadas, o cultivos puros. Deberia entenderse que
se pueden usar dos o mas proteasas acidas en combinacion de forma que la cantidad combinada en porcentaje de
peso esta dentro de los intervalos anteriormente mencionados

El tampdn acido es una composicién que cuando se aplica por via tépica a la piel, reduce el pH de la superficie de la
piel a un pH menor de aproximadamente 5,5. pero no inferior a aproximadamente 1, preferentemente a un pH de
aproximadamente 2,5 a un pH de aproximadamente 4,5 durante un periodo de tiempo de 1 minuto a 4 horas La
composicion de tampén acido comprende un acido inorganico y opcionalmente, un transportador, vehiculo o
excipiente farmacéutica o cosméticamente aceptable. El componente acido del tampén es susceptible de
neutralizacion hasta el pH medio normal de la superficie de la piel a lo largo del tiempo por la accién de los procesos
epidérmicos naturales, por ejemplo, por transpiracion. El tiempo requerido para neutralizar el tampdn &cido vy, por
tanto inactivar la proteasa, dependera de la formulacion del tampon acido. Por ejemplo, si el acido y/o agente de
amortiguacion en el tampoén acido son débiles con respecto a la capacidad neutralizante de la epidermis se tienen
como resultado periodos de tiempo mas cortos; si se emplea un acido mas fuerte o en el tampon acido se emplea un
agente de amortiguacién mas fuerte se tienen como resultado periodos de tiempo mas largos.

El componente acido del tampdn acido de la composicion es un acido inérganico que puede estar presente en una
cantidad de aproximadamente 0,001% a aproximadamente 95% en peso de la composicién final, preferentemente
de aproximadamente 0,01% a aproximadamente 25%, mas preferentemente de aproximadamente 1% a
aproximadamente 5%. El porcentaje en peso del componente acido dependera de la intensidad acida y la molaridad.
Ademas, la cantidad e intensidad del componente acido de la composicion deberia ser tal que se produzcan niveles
eficaces de actividad proteolitica/queratolitica pero no niveles significativos de irritacion cutanea. Ademas, el acido
inorganico del tampon acido se selecciona del grupo que consiste en acido fosférico, acido pirofosférico, acido
trifosférico, acido polifosférico y mezclas de los mismos. Deberia entenderse que se pueden usar dos o mas acidos
en combinacién de forma que la cantidad combinada en porcentaje en peso esta dentro de los intervalos
mencionados anteriormente.

Opcionalmente, el tampdn acido también contiene un componente que es un transportador, vehiculo o excipiente
farmacéutica o cosméticamente aceptable. Los expertos en la materia conocen bien ejemplos de tales
transportadores, vehiculos o excipientes farmacéutica o cosméticamente aceptables y se pueden encontrar, por
ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 ediciéon, A. R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton,
Pennsylvania, 1990. Los expertos en la materia conocen bien ejemplos de tales transportadores, vehiculos o
excipientes farmacéutica o cosméticamente aceptables y se pueden encontrar, por ejemplo, en CTFA International
Cosmetic Ingredient Dictionary, 42 edicion, J. M. Nikitakis, Ed., The Cosmetic, Tolletry and Fragrance Association,
Washington D.C., 1991.

Las composiciones de la presente invencion destinadas para aplicacion tépica pueden contener ingredientes
transportadores, excipientes o vehiculos tales como, por ejemplo, agua, acetona, etanol, etilenglicol, propilenglicol,
butano-1,3-diol, isopropil miristato, isopropil palmitato, aceite mineral y mezclas de los mismos, para formar lociones,
tintes, cremas, emulsiones, geles o pomadas, que son no toxicos y farmacéutica, cosmética o dermatolégicamente
aceptables. Ademas, si se desea, a las presentes composiciones se pueden afiadir hidratantes o humectantes.
Ejemplos de tales ingredientes adicionales, utiles para composiciones cosmeéticas, se pueden encontrar en
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, A. R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania,
1990 y en CTFA International Cosmetic Ingredient Dictionary, cuarta edicion, J. M. Nikitakis, Ed., The Cosmetic,
Tolletry and Fragrance Association, Washington D.C., 1991.

Ademas de estos y otros vehiculos que seran evidentes para los expertos habituales en la materia, se entendera que
las composiciones farmacéuticas y cosméticas de la presente invencién pueden incluir otros ingredientes, tales
como, por ejemplo y no a modo de limitacion, aquellos que mejoran o erradican las manchas de la piel, queratosis y
arrugas; analgésicos; anestésicos; agentes antiacné; antibacterianos; agentes antilevaduras; agentes antiflngicos;
agentes antivirales; agentes anticaspa; agentes antidermatitis; agentes antipruriticos; antieméticos; agentes
anticinéticos; agentes antiinflamatorios; agentes antihiperqueratoliticos; agentes antixerodérmicos; antitranspirantes;
agentes antisoriasicos; agentes antiseborreicos; agentes acondicionadores y para el tratamiento del pelo; agentes
antienvejecimiento y antiarrugas; agentes antiasmaticos; y broncodilatadores; agentes protectores solares; agentes
antihistaminicos; agentes aclaradores de la piel; agentes despigmentantes; vitaminas; corticoesteroides; agentes
bronceadores; hormonas; retinoides; agentes cardiovasculares tépicos; clotrimazol; ketoconazol; miconazol;
griseofulvina; hidroxicina; difenidramina; pramoxina; lidocaina; procaina; mepivacaina; monobenzona; eritidocaina;
procaina; mepivacaina; monobenzona; eritromicina; tetraciclina; clindamicina; meclocilina; hidroquinona; minociclina;
naproxeno; ibuprofeno; teofilina; cromolina; albuterol; acido retinoico; acido 13-cis retinoico; hidrocortisona; 21-
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acetato de hidrocortisona; 17-valerato de hidrocortisona;17- butirato de hidrocortisona; valerato de betametasona;
dipropionato de betametasona; aceténida de triamcinolona; fluocinonida; propionato de clobetasol; peréxido de
benzoilo; crotamiton; propanolol; prometazina; palmitato de vitamina A; acetato de vitamina E; agentes hidrofilos
espesantes usados en las formulaciones farmacéuticas y sus mezclas. Las concentraciones de estos ingredientes
variaran dependiendo del uso al cual se destinan, por ejemplo, terapéutico o cosmético.

El control del periodo de tiempo requerido para que el pH de la superficie de la piel vuelva a un pH normal de
aproximadamente 5,5 después de la aplicacién tépica de una composicion de la presente invencién permite el
control de la actividad de la enzima proteasa. Es a través de este control de la actividad proteolitica mediante el cual
la presente invencién supera los inconvenientes y complicaciones de la técnica anterior, tales como el prurito, el
ardor, la formacion de ampollas y otros efectos secundarios indeseables causados por enzimas proteoliticas de
amplio espectro de pH. La determinacion del periodo de tiempo necesario para que el pH de la piel retorne a un pH
normal de aproximadamente 5,5 se determina mediante una serie de factores, incluidos el tipo de afeccion,
enfermedad o trastorno cutdneo que se esta tratando, el tipo de piel y su localizacion en el cuerpo y de la
sensibilidad de la piel del sujeto en particular que se estd tratando. Para evitar los inconvenientes y las
complicaciones que se encuentran en la técnica anterior, el periodo de tiempo se encuentra entre 1 minuto a 4 horas
para cualquier aplicacion individual de una composicion de la presente invencién. El limite de tiempo dependera de
una serie de factores, tales como el propésito de la aplicacién, por ejemplo, el mantenimiento diario, la eliminacion
de la piel seca aspera o las pautas terapéuticas/farmacéuticas. Entre otros factores se incluyen el tipo de piel, si es
sensible, normal o poco sensible, si padece lesiones o lesiones graves y el modo de aplicacién, por ejemplo, una
Unica aplicacion, o un lavado continuo o la extensién de una crema o locién. Otro factor es la proteasa (o proteasas)
especifica usada en el componente de proteasa acida porque la actividad proteasa depende del sustrato.

5.2. Uso y método de la presente invencion

La presente invencion proporciona el uso y el método tal y como se reivindica en las reivindicaciones 15 y 16,
respectivamente.

La cantidad de tampon &cido y de proteasa acida en la composicion final y la frecuencia de la administracion tdpica
en la piel puede variar ampliamente, dependiendo de factores tales como el trastorno cutaneo particular, la gravedad
del mismo, la localizacién y/o el tipo de piel implicada, la sensibilidad de la piel del sujeto y el grado de tratamiento
deseado. Se encuentra bien dentro del ambito del experto en la materia el regular las dosificaciones de acuerdo con
las necesidades del sujeto. Como ejemplo se sugiere que la aplicacién tépica varie desde aproximadamente una vez
a la semana a aproximadamente 4 o 5 veces al dia, preferentemente de aproximadamente 3 veces a la semana a
aproximadamente 3 veces al dia, mas preferentemente aproximadamente una o dos veces al dia. La composicién
final para la administracion tépica comprendera de aproximadamente el 0,001% a aproximadamente el 95%,
preferentemente de aproximadamente el 0,01% a aproximadamente el 25%, mas preferentemente de
aproximadamente el 0,01% a aproximadamente el 5% del componente acido. La composicion final para la aplicacion
topica comprendera de aproximadamente el 0,001% a aproximadamente el 75%, preferentemente de
aproximadamente el 0,1% a aproximadamente 50%, mas preferentemente de aproximadamente el 1% a
aproximadamente el 5% del componente proteasa acida. Otro modo preferido de administracion es la administracion
cronica. La administracion "crénica", como se usa en la presente memoria descriptiva, significa que el periodo de
aplicacion tépica puede ser durante la vida del sujeto, preferentemente durante un periodo de al menos
aproximadamente un mes, mas preferentemente de aproximadamente tres meses a aproximadamente veinte afios,
mas preferentemente de aproximadamente seis meses a aproximadamente diez afios, aun mas preferentemente de
aproximadamente un afio a aproximadamente cinco afios, lo que tiene como resultado el tratamiento o prevencion
de la afeccion, enfermedad o trastorno cutdneo anémalo la mejora de la textura o el aspecto de la piel o la
intensificacion de la exfoliacion epidérmica y/o la renovacion de las células epidérmicas o la regulacién de los efectos
de la atrofia cutanea.

En otra realizacién de la invencion, el método, como se reivindica en la reivindicacion 16, implica la administracion a
la piel de forma simultanea de una cantidad eficaz de la composiciéon que comprende un tampdn acido y una
proteasa acida y una cantidad eficaz de uno o mas agentes protectores solares, un agente antiinflamatorio, un
agente antioxidante/secuestrante de radicales, un agente quelante, un retinoide, un material autobronceador y/o un
derivado de benzofurano. Como se usa en la presente memoria descriptiva, "aplicacion simultanea" o
"simultdneamente” significa administrar los agentes a la piel en el mismo lugar del cuerpo aproximadamente la
misma hora. Aunque esto se puede conseguir mediante la administracion de los agentes a la piel por separado, el
método preferido es administrar a la piel una composicion que comprenda todos los agentes deseados. La cantidad
de agente protector solar administrada en general varia de aproximadamente 0,02 mg a aproximadamente 1 mg por
cm2 de piel. La cantidad de agente antiinflamatorio administrada en general varia de aproximadamente 0.005 mg a
aproximadamente 0,5 mg, preferentemente de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 1 mg por cm2 de piel.
La cantidad de agente quelante administrada en general varia de aproximadamente 0,001 mg a aproximadamente

1 mg, preferentemente de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 0,5 mg, mas preferentemente de
aproximadamente 0,05 mg a aproximadamente 0,1 mg por cm2 de piel. La cantidad de retinoide administrada en
general varia de aproximadamente 0,00001 mg a aproximadamente 0,02 mg por cm2 de piel. La cantidad de
derivado de benzofurano administrada en general varia de aproximadamente 0,001 mg a aproximadamente 1
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mg/cm? de piel por aplicacion, preferentemente de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,5 mg/ cm? de piel
por aplicacion. La cantidad de la composicion que comprende un tampén acido y una proteasa acida administrada
en general varia de aproximadamente 0,001 mg a aproximadamente 1 mg por cm’ de piel por aplicacion,
preferentemente de aproximadamente 0,01 mg a aproxmadamente 0,5 mg por cm?, mas preferentemente de
aproximadamente 0,05 mg a aproximadamente 0,25 mg/cm por aplicacion, en funcion de la gravedad de la afeccion
que se va a tratar, la sensibilidad de la piel del sujeto, la localizacién del lugar del tratamiento en el sujeto y de la
eficacia de los compuestos empleados.

6. Ejemplos

Con el fin de ilustrar de un modo mas completo la naturaleza de la invencion y la forma de llevar la misma a la
practica, se proporcionan los siguientes ejemplos, que de ninguna manera deben interpretarse como limitantes del
resto de la descripcion o del alcance de la invencion.

Cabe destacar que, en las siguientes composiciones que no incluyen acido fosférico en el tampdén acido, no son
realizaciones d la presente invencion.

En las composiciones y métodos descritos en la Seccion 6.1. a 6.4. se usaron los siguientes reactivos:

AFP 2000, una proteasa acida derivada de hongos, Solvay Inc., Elkhart IN; extracto de algas/extracto de
aloe, Active Organics, Inc., Dallas TX; alantoina, Sutton Laboratories, Chatham NJ; Arlacel 65, Tensioactivos
ICI, Wilmington DE; acido aspartico, Ajinomoto USA, Inc., Teaneck NJ; BHT, Eastman Kodak, Co., Rochester
NY; butilenglicol, Hoechst Celanese, Co., Charlotte NC; Carbomer, B. F. Goodrich, Co., Brecksville OH;
alcohol cetearilico, Lipo Chemicals, Inc., Patterson NJ; alcohol cetilico, Lipo Chemicals, Inc., Patterson NJ;
acido citrico, Roche Vitamins y Fine Chemicals, Nutley NJ; Cosmowax, Croda Chemicals, Ltd., Parsippany
NJ; ciclometicona, Dow Chemicals USA, Midland MI; dihidroxiacetona, Rona/E. Merck Industries, Hawthorne
NY; dimeticona, Dow Chemicals USA, Midland MI; EDTA disédico, Ciba-Geigy Co., Greensboro NC; DL-
pantenol, Vitamins y Fine Chemicals, Nutley NJ; etoxidiglicol, Gattefosse S. A., Paris, Francia; acido
gluconico, Sigma Chemicals, San Louis MO; Glycereth-26, Amerchol Co., Edison NJ; estearato de glicerol,
Croda Chemicals, Ltd., Parsippany NJ; acido lactico USP 88%, Rita Corporation, Woodstock IL; lecitina/acido
asiatico, Active Organics, Dallas TX; metil gluceth-20, Amerchol Co., Edison NJ; metilparabeno, Napp Co.,
Lodi NJ; palmitato de octilo, ICI Surfactants, Wilmington DE; neopentanoato de octildodecilo, ICI Surfactants,
Wilmington DE; PEG-75, Lipo Laboratories, Inc., Omaha NE; acido fosforico al 85%, Sigma Chemicals, Inc.,
San Louis MO; polacrilamida/C13-14 isoparafina/laureth-7, Seppic, Co., Paris, Francia; propilenglicol, Dow
Chemicals USA, Midland MI; propilparabeno, Napp Co., Lodi NJ; retinil palmitato, Roche Vitamins and Fine
Chemicals, Nutley NJ; acido salicilico, Kalama Co., Seattle WA; carboximetilcelulosa sédica 7 HXF, Aqualon,
Co., Wilmington DE; hialuronato sédico, Active Organics, Dallas TX; esteareth-10, Lipo Chemicals, Inc.,
Patterson NJ; acetato de tocoferilo, Roche Vitamins and Fine Chemicals, Nutley NJ; trietanolamina al 98%,
BASF Co., Mount Olive NJ y goma xantan, Kelco, San Diego, CA.

6.1. Intensificacion de la exfoliacion cutanea

Una composicion de la presente invencion se sometié a ensayo a concentraciones diferentes de la proteasa acida
pepsina, 1: 15.000 NF, American Laboratories, Inc., Omaha, NE, y el acido lactico del tampén acido en la cara
interna de los antebrazos de individuos humanos para probar la intensificacién de la exfoliacién cutanea y la
renovacion celular. Se seleccionaron veinte sujetos de edades entre 30 y 60 afios y se requirié que detuvieran el uso
de cualquier producto en la cara interna de sus antebrazos antebrazo, a excepcion de los suministrados junto con el
procedimiento de ensayo (que incluia un jabon sintético) durante 5 dias antes y durante el periodo de ensayo.
Ninguno de los sujetos: (1) estaba embarazada o en periodo de lactancia o con intenciéon de quedarse embarazada
durante los tres meses posteriores al ensayo; (2) presentaba una o mas enfermedades transmisibles conocidas; (3)
estaba participando en otros estudios clinico en el momento del ensayo; (4) padecia psoriasis, dermatitis y/o
eccema; (5) estaba tomando medicacion que pudiese interferir con los resultados del ensayo, incluidos retinoides,
corticosteroides o antibidticos; (6) habia tomado retinoides, corticosteroides o antibidticos durante los seis meses
anteriores al ensayo y/o (7) habia usado productos relacionados con el tabaco, tenia una piel sensible, presentaba
un tipo de piel que se consider6é inadecuada para el ensayo o presentaba otras caracteristicas posiblemente
consideradas que les hicieran no adecuados para el ensayo.

En la cara interna de cada antebrazo de cada uno de los sujetos se aplicaron parches con cuatro apésitos adhesivos
de 2 x 3 cm, a los que se habian aplicado 1-2 g/cm de cloruro de dansilo al 5% ultrapuro molido en vaselina. Tres
de los apositos de cada antebrazo se usaron como lugares de ensayo y el otro apésito se usé como control.

Los cuatro lugares de cada antebrazo de cada sujeto se cubrieron con los apdsitos cargados con cloruro de dansilo
y se dejaron sin tocar durante 24 horas. Al final del periodo de 24 horas, se eliminaron los apésitos, los lugares se
lavaron y, en los mismos, se confirmo la tincion con cloruro de dansilo por visualizacion con una fuente de luz UV de
onda larga. Los seis lugares de ensayo, que no eran controles tefiidos con cloruro de dansilo en cada sujeto
recibieron aplicaciones topicas dos veces al dia de 1-2 ml/cm® de una seleccion aleatorizada de composiciones de
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ensayo descritas en la Tabla I. Tras la aplicacién, las composiciones de ensayo se frotaron en la piel en los lugares
de ensayo hasta que los sitios se secaban. Después de verificar la tincién con cloruro de dansilo, los lugares de
ensayo y los de control se dejaron sin cubrir y se trataron del mismo modo, a excepcion de que los lugares de
ensayo recibieron las aplicaciones de ensayo y los lugares control no recibieron ninguna composiciéon de ensayo.

TABLA |
Acido lactico Acido sérbico %
Composicion de (100%) % en | Proteasa acida Unidades conservante en |Agua desionizada
ensayo N° peso % en peso* HUT/g* 10° peso % en peso
1 0,00 0,00 0,0 0,05 99,95
2 1,50 0,00 0,0 0,05 98,45
3 1,50 0,02 0,02 0,05 98,43
4 1,50 0,20 0,2 0,05 98,25
5 1,50 1,00 1.0 0,05 97,45
6 1,50 2,00 2,0 0,05 96,45
7 1,50 4,00 4,0 0,05 94,45
8 3,00 0,00 0,0 0,05 96,95
9 3,00 0,02 0,02 0,05 96,93
10 3,00 0,20 0,2 0,05 96,75
11 3,00 1,00 1,0 0,05 95,95
12 3,00 2,00 2,0 0,05 94,95
13 3,00 4,00 4,0 0,05 92,95

* La proteasa acida empleada fue pepsina. 1:15.000. NF American Laboratories, Inc., Omaha NE.

La exfoliacién/queratolisis del estrato corneo se determiné visualizando la tincién con cloruro de dansilo diariamente
con una fuente de luz UV de onda larga para medir la eliminaciéon de la tincién. El incremento porcentual de la
exfoliaciéon/queratolisis y la renovaciéon celular acompafante del estrato corneo se calculé mediante la siguiente

féormula:

(dias para la eliminacion del drea sin (ratar-dias para la eliminacion del drea tratada) v

100

% ncremento=

dias para la eliminacién del drea sin tratar

TABLA I
Efecto de la Efecto de la pepsina (%
Conc. de composicion (% incremento sobre los
Composicion de |Conc. de acido | proteasa acida*® Unidades incremento sobre | valores de control del
ensayo N° lactico (%) (%) HUT/g*10° el valor control) acido lactico)
1 0,00 0,00 0,0 0 (control) 0
2 1,50 0,00 0,0 14 0 (control)
3 1,50 0,02 0,02 14 0
4 1,50 0,20 0,2 17 21
5 1,50 1,00 1,0 25 79
6 1,50 2,00 2,0 28 100
7 1,50 4,00 4,0 33 136
8 3,00 0,00 0,0 18 0 (control)
9 3,00 0,02 0,02 18 0
10 3,00 0,20 0,2 23 28
11 3,00 1,00 1,0 31 72
12 3,00 2,00 2,0 33 83
13 3,00 4,00 4,0 36 100
* La proteasa acida empleada fue Pepsina. 1:15.000, NF-, American Laboratories, Inc., Omaha NE.

Los datos recogidos del ensayo se resumen en la Tabla Il y en las Figuras 1 y 2. Como se observa en la Tabla 2,
columna 5, el acido lactico del tampon acido en solitario tuvo algunos efectos de renovacion celular/queratoliticos
positivos [en comparacion con la composicién de ensayo 2 y 8 con respecto al control (composiciéon de ensayo 1)] a
concentraciones del 1,5 % y del 3 % en peso. Estos efectos de renovacion celular/queratoliticos positivos mejoran
significativamente en presencia de la proteasa acida pepsina (véanse las composiciones de ensayo 3-7 y 9-13).
También es evidente que las mejoras son dependientes de la dosis, es decir, las velocidades de renovacion
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celular/exfoliacion del estrato corneo aumentan a medida que la concentracion de la proteasa acida aumenta, véase
la columna 5 de la Tabla Il. La Figura 1 presenta graficamente los datos de la columna 5.

La columna 6 de la Tabla Il refleja el aumento porcentual en las velocidades de renovacion celular/exfoliacion
proporcionadas por diversas concentraciones de la proteasa acida pepsina sobre las proporcionadas por el acido
lactico en solitario a concentraciones del 1,5 % y del 3 % en peso. Los datos de la columna 6 se presentan
graficamente en la Figura 2. Es evidente que, aunque el efecto de la proteasa acida es significativo a las dos
concentraciones de acido lactico empleadas, las mayores mejoras porcentuales las proporciona la proteasa acida
pepsina a una concentracién de acido lactico del 1,5 % en peso.

Se observo un bajo nivel de enrojecimiento e inflamacién en la piel de algunos de los sujetos sometidos a ensayo,
aproximadamente el 75 % de los sitios de la piel sometida a ensayo a una concentracion de acido lactico del 3 % en
peso, pero se observé escasamente a una concentracion de acido lactico del 1,5 % en peso. Ademas, este hallazgo
fue en gran parte independiente de la presencia de pepsina. Por tanto, se consigue una renovacion
celular/exfoliacion significativa empleando un tampoén acido a un nivel bajo, no irritante en presencia de una
concentracion apropiada de una proteasa acida. A diferencia de las proteasas que son activas al intervalo de pH
fisiolégico, las proteasas acidas, como se han definido en la presente memoria descriptiva, aplicadas a la piel
mantienen su actividad proteolitica sélo hasta que los propios procesos naturales de la piel eleven el pH de la
superficie de la piel a su valor normal de aproximadamente 5,5.

6.2. Composiciones para usar en los métodos de la presente invencion
Las siguientes tablas citan formulaciones de diferentes ejemplos de composiciones de la presente invencién. Todas

las siguientes composiciones se ajustaron a un pH de aproximadamente 3 a 3,2, por ejemplo, con acido fosférico
diluido o hidréxido sédico, NaOH.

TABLA Il
LAVADO-AP-01
PORCENTAJE EN PESO|

IACIDO ASPARTICO 1,50

IAGUA DESIONIZADA 82,50

METILPARABENO 0,20

PEG 75 1,50

EDTA DISODICO 0,05

IALANTOINA 0,25

GLICERETH 26 1,00

ETOXIDIGLICOL 4,00

PROPILENGLICOL 4,00

AFP 2000 5,00

TOTAL 100,00

TABLA IV
LAVADO-AP-02
PORCENTAJE EN PESO|

IACIDO FOSFORICO 85% 1,20
IAGUA DESIONIZADA 86,80
METILPARABENO 0,20
PEG 75 1,50
EDTA DISODICO 0,05
IALANTOINA 0,25
GLICERETH 26 1,00
ETOXIDIGLICOL 4,00
PROPILENGLICOL 4,00
PEPSINA 1.000 UNIDADES HUT/MG 1,00
TOTAL 100,00
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TABLA V
SUERO-AP-03
PORCENTAJE EN PESO|
ACIDO SALICILICO 0,50
[TRIETANOLAMINA 99% 1,00
ACIDO LACTICO USP 88% 1,20
IAGUA DESIONIZADA 82,70
CARBOXIMETILCELULOSA SODICA 7 HXF| 0,60
METILPARABENO 0,20
PEG 75 1,50
EDTA DISODICO 0,05
ALANTOINA 0,25
METIL GLUCETH-20 1,00
GLICERETH 26 1,00
ETOXIDIGLICOL 4,00
PROPILENGLICOL 4,00
LECITINA/ACIDO ASIATICO 1,00
PEPSINA 1.000 UNIDADES HUT/MG 1,00
TOTAL 100,00
TABLA VI
SUERO-AP-04
PORCENTAJE EN PESO|

IACIDO GLUCONICO 1,50
IAGUA DESIONIZADA 84,08
METILPARABENO 0,02
CARBOXIMETILCELULOSA SODICA 7HXF| 0,60
PEG 75 1,50
EDTA DISODICO 0,05
IALANTOINA 0,25
GLICERETH 26 1,00
ETOXIDIGLICOL 4,00
PROPILENGLICOL 4,00
LECITINA/ACIDO ASIATICO 1,00
PEPSINA 1.000 UNIDADES HUT/MG 1,00
TOTAL 100,00

TABLA VI

Locién de pepsina-AP-05

PORCENTAJE EN PESO|

IAGUA DESIONIZADA 64,75
GOMA XANTANO 0,10
EDTA DISODICO 0,10
ALANTOINA 0,50
EXTRACTO DE ALGAS (y) EXTRACTO DE ALOE 6,00
METILPARABENO 0,20
DL-PANTENOL 0,50
ETOXIDIGLICOL 4,00
BUTILENGLICOL 5,00
IALCOHOL CETILICO 2,00
ESTEARATO DE GLICERILO 2,00
PALMITATO DE OCTILO 4,00
CICLOMETICONA 2,00
PROPILPARABENO 0,10
BHT 0,05
POLIACRILAMIDA (e) ISOPARAFINA C13-14 (y) LAURETH-7, 1,50
HIALURONATO SODICO 3,00
RETINIL PALMITATO 0,10
IACETATO DE TOCOFERILO 0,10
PEPSINA 1.000 UNIDADES HUT/MG 1,00
ACIDO CITRICO 3,00
TOTAL 100,00
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TABLA VIl
Gel de renovacion-AP-06
PORCENTAJE EN PESO|
IAGUA DESIONIZADA 89,60
CARBOMER 1,50
IACIDO SALICILICO 0,50
IACIDO LACTICO USP 88% 1,20
PROPILENGLICOL 8,00
PEPSINA 1.000 UNIDADES HUT/MG 1,00
METILPARABENO 0,15
PROPILPARABENO 0,05
TOTAL 100,00
TABLA IX
Gel de renovacion-AP-07
PORCENTAJE EN PESO
IAGUA DESIONIZADA 86,10
POLIACRILAMIDA (e) ISOPARAFINA C13-14 (y) 4,00
LAURETH-7
IACIDO SALICILICO 0,50
IACIDO LACTICO USP 88% 1,20
BUTILENGLICOL 8,00
PEPSINA 1.000 UNIDADES HUT/MG 1,00
METILPARABENO 0,15
PROPILPARABENO 0,05
TOTAL 100,00
5 TABLA X
Locién de autobronceado-AP-08
PORCENTAJE EN PESO|
IAGUA DESIONIZADA 48,15
GOMA XANTANO 0,75
PROPILENGLICOL 5,00
METILPARABENO 0,20
PROPILPARABENO 0,10
PEPSINA 1.000 UNIDADES HUT/MG 2,00
ESTEARETH-10 0,70
IARLACEL1651 1,20
ESTEARATO DE PEG-40 0,40
COSMOWAX J2 1,00
IALCOHOL CETEARILICO 1,50
CICLOMETICONA 5,00
DIMETICONA 0,50
NEOPENTANOATO DE OCTILDODECILO 28,50
DIHIDOXIACETONA 5,00
TOTAL 100,00

6.3. Composicion de estabilizacion

La siguiente composicién a pH 3 retiene al menos el 90% de su actividad de proteasa acida en un periodo de al
10  menos tres meses, durante los cuales la composiciéon se almacené a 37°C.

% en peso

Ciclometicona 5,0
Alcohol cetilico 1,5
Arlacel 165 1,5
Dimeticona 1,0
Sepigel 305 3,0
Fenoxietanol 1,0

EDTA disadico 0,1

Butilen glicol 10,0
Acido citrico/citrato sédico 3,0

Acido lactico (100%) 1,5
Acido sorbico 0,05
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% en peso
Lactosa 1,0
Pepsina; 1000 Unidades HUT/mg 1,0
H20 70,35

6.4. Actividad proteolitica a niveles variables de pH

Se sometieron a ensayo dos enzimas proteasa acida en un intervalo de valores de pH para determinar si poseian
actividad proteolitica a un pH inferior a aproximadamente 5,5 y si la actividad disminuia a menos de
aproximadamente el 10% en comparacion con su actividad al pH o6ptimo. La actividad proteolitica se midié
determinando el efecto proteolitico sobre la hemoglobina usando el ensayo HUT, como se describe mas adelante.
Las dos proteasas acidas fueron pepsina 1: 15.000 NF, a aproximadamente 1000 Unidades HUT/mg, suministrada
por American Laboratories, Inc., Omaha NE, y AFP 2000, una proteasa acida derivada de hongos suministrada por
Solvay, Inc., Elkhart IN, a aproximadamente 100 Unidades HUT/mg. El ensayo se llevé a cabo en primer lugar
preparando soluciones madre de SUSTRATO HEMOGLOBINA y TCA STOCK. El sustrato hemoglobina se preparo
disolviendo 2 g de hemoglobina bovina, Sigma Chemicals, Inc., San Louis MO, en 80 ml de agua destilada. Esta
solucion se ajusté después al pH correcto, bien a pH 2, 3,6, 5,5 6 6. Para valores de pH entre 1 y 3, se disolvieron
1,8 g de acido fosférico hasta una concentracion final de 100 mM y el pH se ajustd con hidréxido sédico al 50% o
acido clorhidrico al 50%. Para valores de pH entre 3 y 6, se disolvieron 2 g de acido citrico hasta una concentracién
final de 100 mM y el pH se ajusto con hidréxido sodico al 50% o acido clorhidrico. Las soluciones se llevaron hasta
un volumen final de 100 ml mediante la adiciéon de agua destilada, Los sustratos con diferentes valores de pH se
incubaron a 30°C durante 20 minutos y después se filtraron a través de lana de vidrio. La solucion de TCA STOCK
se preparo disolviendo 5 g de acido tricloroacético en 100 ml de agua destilada.

A continuacién se prepararon patrones enzimaticos disolviendo 10 mg de pepsina en 10 ml de agua destilada y
disolviendo 100 mg de AFP 2000 y 300 mg de &cido citrico en 8 ml de agua destilada. Esta solucién se ajusté
después a un pH de aproximadamente 3,5 con HCI 6M de hidréxido sédico al 50% y el volumen final se llevo hasta
10 ml mediante la adicién de agua destilada.

Para cada una de las muestras se marcaron cuatro tubos como "B", "T1", "T2" y "T3" y a cada tubo se afiadieron 4
ml de la soluciéon de sustrato hemoglobina, y después se calentaron a 37°C. A cada tubo marcado como "T", es
decir, a los tubos "T1", "T2" y "T3", se afiadieron 100 m del patrén enzimatico. A continuacién se incubaron los tubos
durante 20 minutos a 37°C para pepsina y 30 minutos para AFP 2000. Después a todos los tubos se afiadieron 10
ml de solucién de TCA stock y al tubo "B" se afiadieron 100 m de enzima. A continuacién los tubos se centrifugaron
durante un minuto a 1000 rpm. La muestra de cada tubo se filtr6 mediante un filtro de jeringa en una cubeta de
cuarzo y se leyé la absorbancia a 280 nm. La absorbancia de fondo se dedujo de la de cada tubo "T" y se realiz6 la
media de las absorbancias individuales "T1", "T2" y "T3" para cada enzima a cada pH ensayado.

La figura 3 demuestra que ambas enzimas eran éptimamente activas a pH 2. Ademas, ambas enzimas poseian una
actividad menor del 10% a pH 5,5 y mayor en comparacion con el nivel éptimo a pH 2. Este ensayo claramente
demuestra que estas enzimas son enzimas que se pueden usar en la presente invencion. Ademas, al usar tal
ensayo puede determinarse qué enzimas adicionales son adecuadas para usar en la presente invencion.

La invencion descrita y reivindicada en la presente memoria descriptiva no debe limitarse al ambito de las
reivindicaciones especificas descritas en la presente memoria descriptiva dado que estas realizaciones pretenden
ilustrar diversos aspectos de la invenciéon. Cualquiera de las realizaciones equivalentes pretende incluirse en el
ambito de la presente invencion. De hecho, diversas modificaciones de la invencién, ademas de las mostradas y
descritas en la presente memoria descriptiva, seran evidentes para los expertos en la materia a partir de la anterior
descripcion. Tales modificaciones también pretenden incluirse dentro del ambito de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para tratar o prevenir una afeccién, enfermedad o trastorno anémalo en la piel y/o para potenciar
la exfoliacion epidérmica y/o para mejorar la textura o el aspecto de la piel, que comprende: (1) una proteasa acida
que es enzimaticamente activa a un pH por debajo de aproximadamente 5,5 y que es insignificativamente activa a
un pH igual o superior a 5,5; y (2) un tampoén acido que comprende un acido inorganico que reduce el pH de la
superficie de la piel hasta por debajo de aproximadamente 5,5 durante un periodo de tiempo de entre 1 minuto a 4
horas, estando el tampén acido sujeto a la neutralizacién por la acciéon de procesos epidérmicos naturales, de forma
que el pH de la superficie de la piel vuelve a un pH de aproximadamente 5,5, en el que el acido inorganico se
selecciona del grupo que consiste en acido fosférico, acido pirofosférico, acido trifosforico, acido polifosférico y
mezclas de los mismos

2. La composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que el tampon acido comprende adicionalmente un
transportador, vehiculo o excipiente farmacéutica o cosméticamente aceptable.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la proteasa é&cida se selecciona del grupo
constituido por proteasas flngicas, proteasas bacterianas y proteasas de mamifero y sus mezclas.

4. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que la proteasa acida se selecciona del grupo
constituido por pepsina, catepsina, proteasa acida urinaria humana, rizopuspepsina, penicilopepsina, endotiapepsina
y sus mezclas.

5. La composicidon de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el componente transportador, vehiculo o excipiente
farmacéutica o cosméticamente aceptable del tampdn acido se selecciona del grupo constituido por lociones, tintes,
cremas, emulsiones, geles, pomadas, agua, crema moldeable en agua, alcohol polivinilico, hidroxietilcelulosa,
celulosa, polimero acrilico hidrofilo, emolientes, componentes hidratantes de la piel, estabilizantes enzimaticos,
glicerol, tensioactivos, conservantes, agentes espesantes hidréfilos usados en las formulaciones farmacéuticas y sus
mezclas.

6. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la proteasa acida esta presente en una cantidad de
aproximadamente 0,001% a aproximadamente 75% en peso de la composicion final.

7. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la proteasa acida esta presente en una cantidad
preferentemente de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 50% en peso de la composicion final.

8. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que la proteasa acida esta presente en una cantidad de
aproximadamente 1% a aproximadamente 5% en peso de la composicion final.

9. La composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que la proteasa acida posee una actividad especifica
total de aproximadamente 1 a aproximadamente 5000 Unidades HUT/mg.

10. La composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que la proteasa acida posee una actividad especifica
total de aproximadamente 50 a aproximadamente 3000 Unidades HUT/mg.

11. La composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que la proteasa acida posee una actividad especifica
total de aproximadamente 500 a aproximadamente 1500 Unidades HUT/mg.

12. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el componente acido del tampén acido esta
presente en una cantidad de aproximadamente 0,001% a aproximadamente 95% en peso de la composicion final.

13. La composiciéon de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en la que el componente acido del tampdén acido esta
presente en una cantidad de aproximadamente 0,01% a aproximadamente 25% en peso de la composicion final.

14. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el componente acido del tampén acido esta
presente en una cantidad de aproximadamente 1% a aproximadamente 5% en peso de la composicion final.

15. El uso de una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o la prevencién de una afeccién, enfermedad o trastorno anémalo en la piel
seleccionado del grupo que consiste en xerodermia, xerodermia grave, caspa, acné, queratosis, soriasis, eccema,
piel escamosa, prurito, verrugas, piel manchada, piel hiperpigmentada, piel hiperqueratésica, dermatosis inflamatoria
y soriasis.

16. Un nuevo método terapéutico para el tratamiento o la prevencion de una afeccién o trastorno anémalo en la piel

y/o para regular los efectos de atrofia cutanea que comprende la administracién por via tépica a un sujeto sobre un
area de la piel de una cantidad eficaz de una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

16
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14, en el que la afeccidon o trastorno anémalo en la piel se selecciona del grupo que consiste en manchas
relacionadas con la edad, melasmas, arrugas, léntigo y cambios cutaneos relacionados con la edad.
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