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DESCRIPCION

Peptidomiméticos derivados de la metionina y su utilizaciéon en la proteccion de las mitocondrias de las células
cuténeas.

La invencion se refiere a una seleccién de peptidomiméticos derivados del aminoacido metionina, y a su utilizacion
como agente protector de las mitocondrias de las células cutaneas. La invencion se refiere asimismo a las
composiciones destinadas a prevenir 0 a luchar contra los desérdenes cutaneos asociados a una disfuncién
mitocondrial.

Organito citoplasmico presente en las células vegetales y animales, la mitocondria juega un papel primordial para
estas Ultimas. En efecto, las mitocondrias se presentan como las “centrales energéticas de nuestras células", con la
produccion y el almacenamiento de adenosina trifosfato (ATP), componente energético universal necesario para el
funcionamiento de cualquier célula eucariota.

El comburente, necesario para dicha produccion a través de un conjunto de reacciones quimicas de oxido-reduccion
comunmente llamada “cadena respiratoria mitocondrial”, es el oxigeno. El oxigeno es por lo tanto indispensable para
el funcionamiento celular, pero paraddjicamente, es también la fuente inicial y paralela de especies reactivas
llamadas "especies reactivas derivadas del oxigeno" (ERO en francés, ROS en inglés) potencialmente tdxicas para
las macromoléculas bioquimicas de la célula (ADN, proteinas, lipidos, etc.).

Para neutralizar esta formacion de ROS, cualquier célula desarrolla naturalmente unos sistemas de defensa
antioxidantes, enzimaticos o no, que requieren energia para su puesta en servicio, en primer lugar justamente esta
ATP procedente de la cadena respiratoria mitocondrial (Singh K.K., FEMS Yeast Res., 2004, vol. 5, pp. 127-132).
Ahora bien, cuando se produce un desequilibrio entre produccion y eliminacion de las ROS por los sistemas de
defensa intracelular en beneficio de cantidades que se han convertido en demasiado intensas, el estrés oxidante
resultante engendra entonces progresivamente un declive de las funciones mitocondriales, expresado en particular
por una desregulacion del flujo de electrones productor de energia y la formacion de ROS en el mismo interior de la
mitocondria, llamadas "ROS intra-mitocondriales”" (Jones D.P., Chemico Biological Comm., 2006, vol. 163, pp. 38-
53). Dicho desequilibrio y déficit de energia al nivel de la célula comprometen la capacidad de ésta para adaptarse a
los estreses fisiologicos a los cuales esta expuesta, contribuyendo in fine al fenébmeno de envejecimiento celular
(Trifunovic A., et al, J. of Internal Médecine, vol. 263, pp. 167-178). Se establece también que estas desregulaciones
de origen mitocondrial estan implicadas claramente en la génesis de un amplio espectro de patologias o des6rdenes
tisulares (Barlow-Stewart K., The Australasian Genetics Ressource Book, 2007, pp. 1-3, y referencias citadas).

Fuente de ROS intracelular, la mitocondria es su principal blanco. En consecuencia y para preservar lo mejor posible
la integridad funcional y/o estructural de cualquier mitocondria, una de las preocupaciones actuales de numerosos
investigadores es intentar reducir el metabolismo oxidativo de origen mitocondrial y estimular o proteger las
funciones de la mitocondria.

En el estado de la técnica mostrada estos Ultimos afios con los mismos objetivos, las estrategias y sistemas
considerados se han dividido a menudo entre:

- la seleccion de antioxidantes potentes portadores de uno o varios motivos tioles o fenoles, y encontrados en
el estado natural en los reinos animal o vegetal, como el acido tiéctico mas conocido con el nombre de acido
alfa-lipoico, con beneficios demostrados contra el envejecimiento mitocondrial (Palaniappan A.R. et al,
Neurochem. Res., 2007, vol. 32, pp. 1552-8), o también la ergotioneina, derivado tiourea anunciado para
proteger las membranas de las mitocondrias de mamiferos (patente US n° 6.479.533),

- la utilizacién de ciertas moléculas o proteinas antioxidantes convencionales, modificadas sin embargo por la
adicion/injerto de grupos o secuencias (cation hidréfobo, etc.) con alta afinidad por la mitocondria y por una
mayor acumulacion en ella (Kagan V.E. et al, Adv. Drug Delivery Rev., 2009, vol. 61, pp. 1375-85),

- el desarrollo de pequenos péptidos anunciados "cell-permeable" alternando residuos de aminoacidos
aromaticos y basicos, debido a su capacidad para penetrar la membrana interna mitocondrial y exprimir luego
propiedades de cito- y mitoproteccion (Szeto H.H., Antioxidants & Redox Signaling, 2008, vol. 3, pp. 1-15).

La presente invencién ha sido desarrollada en un mismo contexto de identificacion de nuevos productos o nuevas
preparaciones para responder a la demanda general de “mejorar el funcionamiento de las mitocondrias” (B. Lacroix,
Nutranews, Abril 2008), con fines sin embargo cosméticos y/o dermatoldgicos con la administracion de estos
productos o preparaciones principalmente por via tépica cutanea y con los objetivos concomitantes siguientes:

- preservar/restaurar una actividad metabdlica eficaz de las mitocondrias de las células de la piel cuando estas
Ultimas estan afectadas fisiolégicamente;

- presentar una biodisponibilidad aceptable en las capas profundas de la piel. Por un lado, se admite que se
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trata de un pre-requisito esencial para una proteccion in vivo de las mitocondrias de las células cutaneas. Por
otro lado, es Util evitar una metabolizacién demasiado precoz en las capas superiores de la piel incluso antes
de poder actuar sobre las células epidérmicas y dérmicas;

- oponerse a los efectos deletéreos de especies reactivas derivadas del oxigeno con respecto a estas mismas
células, tanto ROS de formacién intra-mitocondrial como de origen extracelular (radiaciones ultravioletas,
contaminacion, toxinas ambientales oxidantes, etc.).

Para alcanzar estos objetivos, el solicitante se ha interesado en los compuestos tioéteres a los cuales se les atribuye
una capacidad para desactivar ("quenching") diversos estados excitados del oxigeno, 02" y 02 por ejemplo (Cohen
S.G.y L., J. Am. Chem. Soc., 1975, vol. 97, pp. 5633-5634 y referencias citadas).

Se mas particularmente ha interesado en el alfa-aminoacido azufrado metionina en el cual el atomo de azufre
participa en una misma funcion tioéter (S-CHs), a pesar de ciertas caracteristicas relacionadas con la metionina
contrarias a las finalidades buscadas: olor reconocido de los derivados tio-organicos poco apropiado con una
utilizacién cosmética/dermatolédgica, bajo poder de penetracion en la piel, y sobre todo la puesta en evidencia de
ROS intra-mitocondriales y dafios oxidativos del ADN mitocondrial engendrados por una suplementacion alimentaria
de metionina (Caro P. et al, Rev. Esp. Geriatr. Gerontol., 2009, vol. 44, pp. 194-199; Sanz A. et al, FASEB J., 2006,
vol. 20, pp.-1064-1073). Ademas, es presumible para los péptidos de tipo oligometionina (dimetionina, trimetionina,
etc.) una alta sensibilidad con respecto a las proteasas cutaneas.

Es por eso en definitiva, que el solicitante orienté después sus investigaciones hacia la sintesis de peptidomiméticos
derivados de la metionina.

Asi, al final de una investigacion estructura-actividad, la eleccién del solicitante se ha detenido en un panel limitado
de compuestos originales derivados de la metionina, con respecto a su respuesta ventajosa a la combinacion de
criterios mencionados anteriormente y sin los inconvenientes atribuidos a la metionina o las oligometioninas,
respuesta ventajosa ilustrada por:

- una excelente capacidad para mantener la actividad metabdlica de células cutdneas expuestas a un estrés,
reflejada por una preservacién de los niveles de produccién de ATP [véase el ensayo 1 a continuaciony;

- una absorcion cutanea completamente favorable, yendo incluso mas alla del estrato cérneo, revelada por la
obtencién de un valor logaritmico de su coeficiente de permeabilidad ("Log Kp") comparable con la
conseguida para compuestos permeantes tales como la cafeina [véase el ensayo 2 a continuacioén];

- una capacidad para reducir el estrés oxidativo mitocondrial, asi como una capacidad para modular la masa
mitocondrial (Ilamada "biogénesis mitocondrial") que se produce como respuesta a iguales condiciones de
estrés [véase el ensayo 3 a continuacion];

- una alta citoproteccién, expresada en particular sobre un linaje celular de fibroblastos "V79" [véase el ensayo
4 a continuacién] cuya caracteristica es la de ser sensible al per6xido de hidrégeno H>O, en el origen de
desordenes en la cadena respiratoria mitocondrial (Tatsumi T. et al, Basic Res. Cardiol., 1993, vol. 88, pp.
199-211);

- un fuerte perfil antioxidante traducido por una capacidad para secuestrar especies oxidantes conocidas por
alterar las mitocondrias (radical hidroxilo OH°, iones peroxinitritos ONOO-, oxigeno singlete 'O,), semejante a
la de los antioxidantes de referencia tales como el &cido ascérbico o el Trolox™ [véanse los ensayo 5y 6 a
continuacion];

- un ligero olor liberado por estos derivados de metionina.

La invencion tiene por lo tanto como primer objeto una familia de peptidomiméticos derivados de la metionina,
caracterizados porque esta representada por la formula general (I) siguiente:

R
\st“/ MWSX
o R

@
R = X-C(O)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-Cs); R' = H
o
R’ = -C(O)-OX siendo X = alquilo (C4-Cg); R=H
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Segun un modo de realizacion preferido de la invencién, la formula (1) se limita a la formula (l1) siguiente en la que el
radical R' es exclusivamente un atomo de hidrogeno y R es un radical en el que X es de tipo alquilo o alquiloxi con
una longitud de cadena hidrocarbonada lineal o ramificada que comprende de uno a cuatro atomos de carbono

(C,-C)):
1.3
~ /\)\W NH S
s QI/ \L/\/

(m

R = X-C(O)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-C4); R'=H

Mas ventajosamente, X en dicha férmula (ll) es de tipo alquilo con una longitud de cadena hidrocarbonada lineal o
ramificada que comprende de uno a cuatro atomos de carbono (C,-C,).

A titulo de ejemplos no limitativos de compuestos de férmula (ll), se pueden citar en particular los compuestos
siguientes:

- N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina

- N-propionil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina

- N-pentanoil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina
- N-t-butiloxi-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina

Segun un modo de realizaciéon todavia mas ventajoso de la invencién, las férmulas (I) y (ll) mencionadas
anteriormente sefialan de manera particular el compuesto N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina (R = CHs-
C(O)-NH-y R' = H).

Segun un segundo aspecto, la invencion se extiende asimismo a una composicién, preferentemente para uso
cosmético o dermatolédgico, destinada a prevenir o a luchar contra los desérdenes cutaneos asociados a una
disfuncion mitocondrial, que comprende, en asociacién con cualquier adyuvante fisiolégicamente compatible con la
piel, a titulo de ingrediente activo principal, un peptidomimético derivado de la metionina de féormula general (1) tal
como se ha definido anteriormente.

En el marco de la presente invencién, se entiende por "ingrediente activo principal" una sustancia activa capaz de
limitar las alteraciones funcionales o estructurales de las mitocondrias de células cutaneas sometidas a un estrés
fisico-quimico o ambiental, por medio de un proceso de proteccion reforzada de las mitocondrias y/o de estimulacién
de algunas de sus funciones esenciales, tales como el metabolismo celular energético.

De manera muy particular, dicha composicién estd destinada a proteger la piel de un estrés inducido por las
radiaciones ultravioletas (estrés UV-inducido), y el derivado de la metionina es de formula (Il), mas particularmente
aun el compuesto N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina.

Ventajosamente, la cantidad de dicho derivado de férmula general () en la composicién anterior estd comprendida
entre el 0,1% y el 10% en peso con respecto al peso total de la composicion, preferentemente entre 0,3% y 3% en
peso.

Las composiciones segun la invencion, preferentemente para uso cosmético o dermatolégico, estan adaptadas a
una administracién por via tépica cuténea, presentadas bajo cualquier forma utlizada normalmente para una
administracion de este tipo. De manera ventajosa, pueden presentarse en forma de un polvo, de una emulsién, de
una micro-emulsion, de una nano-emulsion, de una suspension, de una locién, de una crema, de un gel acuoso o
hidroalcohdlico, de una espuma, de un suero, de una solucién o de una dispersion para aerosol, o de una dispersion
de vesiculas lipidicas.

Pueden ser formuladas también para una administracion por via oral (administracion per os), en forma por ejemplo
de comprimidos, capsulas blandas, capsulas, sobres, ampollas, jarabe, gotas.

Se puede citar, como ejemplo de adyuvante fisiolégicamente compatible con la piel, un compuesto seleccionado de
entre los aceites, las ceras, los elastémeros de silicona, los tensioactivos, los cotensioactivos, los espesantes y/o
gelificantes, los humectantes, los emolientes, los filtros organicos, los filtros inorganicos, los “booster” de filtros y los
agentes fotoestabilizantes, los conservantes, los colorantes, las cargas, los nacares, los agentes matificantes, los
agentes tensores, los secuestrantes, los perfumes y sus mezclas.

Dichos ejemplos, que pueden estar presentes en la composiciéon a una concentracion del orden de 0,01% al 20%
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con respecto al peso total de la composicion, estan citados en particular en el diccionario "International Cosmetic
Ingredient Dictionary and Handbook" (13% Edicién, 2010), publicada por el "Personnal Care Product Council (PCPC,
ex-CTFA)” de la asociacién cosmética americana, y pueden ser (sin que esta lista sea limitativa): aceites de silicona,
aceites sintéticos o de origen natural, hidrocarburos lineales o ramificados, ésteres y éteres de sintesis, ceras
hidrocarbonadas, tensioactivos emulsionantes, alcoholes grasos lineales o ramificados, homo- y copolimeros
reticulados o no, gomas, derivados celuldsicos, alginatos, polioles, azucares, glicosaminoglicanos y otros
aminoacidos, cargas minerales u organicas, proteinas vegetales, polisacaridos, y sus mezclas.

Las composiciones segun la invencién pueden comprender ademas unos agentes activos adicionales, de tal manera
que el efecto intrinsecamente vinculado a las composiciones segln la invencién no sea alterado por la adicién
prevista, en particular al menos un agente activo elegido de entre los agentes que estimulan la produccion de
factores de crecimiento, los agentes anti-glicacién o desglicantes, los agentes que aumentan la sintesis de colageno
0 que previenen su degradacion, los agentes que aumentan la sintesis de elastina o que previenen su degradacion,
los agentes que aumentan la sintesis de glicosaminogicanos o de proteoglicanos o que previenen su degradacion,
los agentes que aumentan la proliferacién o la diferenciacion de los queratinocitos, los agentes que aumentan la
proliferacién de los fibroblastos, los agentes despigmentantes, anti-pigmentantes o pro-pigmentantes, los agentes
antioxidantes o anti-radicalarios o anti-contaminantes, los agentes que estimulan la hidratacién y/o que protegen la
funcion barrera de la piel, los agentes que aumentan la sintesis de lipidos epidérmicos, los agentes que estimulan la
lipdlisis, que inhiben la lipogénesis y/o que inhiben la diferenciacion de los adipocitos, los agentes drenantes o
destoxificantes, los agentes anti-inflamatorios, los agentes aceleradores de penetracion, los agentes descamantes,
los agentes aliviantes y/o anti-irritantes, los agentes astringentes, los agentes que actian sobre la microcirculacion,
los agentes que actuan sobre el metabolismo de las células, y sus mezclas, y sin que esta lista sea limitativa.

Ejemplos de dichos activos adicionales pueden estar presentes en la composiciéon en un contenido del orden de
0,001% a aproximadamente el 10% con respecto al peso total de la composicion, y pueden ser elegidos en particular
de entre extractos de planta, derivados de silicio, extractos de levadura y de algas, hidrolizados de proteinas
vegetales, oligopéptidos acilados o no, extractos de café, la carcinina y sus derivados, la carnosina y sus derivados,
la N-acetilcisteina y sus derivados, vitaminas hidrosolubles tales como las vitaminas B1, B2, B3, B6, B12, C, H,
vitaminas liposolubles tales como las vitaminas A, D2, D3, E y caroteno, la urea y sus derivados, la taurina y sus
derivados, polifenoles, oligo- y polisacaridos, los acidos lactico, glicélico, citrico y salicilico y sus ésteres o sales, y
sus mezclas.

Otro objeto de la invencién se refiere asimismo a la utilizacion de un peptidomimético derivado de la metionina como

agente cosmético destinado a proteger y/o estimular las mitocondrias de las células cutaneas, siendo dicho derivado
de formula general (lll) siguiente:

R
s
\S/\)ﬁ( NHY\/ .
o] R’
(1D
R = X-C(O)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-Csg); R'= H 0 -C(O)R" siendo R" = Oalquilo(C+-C4), NH2
O
R’ = -C(O)-OX siendo X = alquilo (C4-Cg); R=H

Segun un modo de realizacion preferido de la invencién, dicho derivado es de formula general (l11) siguiente:

R
)
\S/\)\lﬁNﬂ\]/\/ T,
0 R

{1
R = X-C(O)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-Csg); R' = H 0 -C(O)R" siendo R" = Oalquilo(C+-C4), NH2
Segun un modo de realizacion ventajoso de la invencion, se busca, con dicha utilizacion de dicho derivado, prevenir

o luchar contra los signos cutaneos del envejecimiento, preferentemente contra los signos cutédneos del
envejecimiento foto-inducido, en particular contra los dafios causados a la piel por las radiaciones ultravioletas.

Un ultimo objeto de la invencién se refiere a un peptidomimético derivado de la metionina para su utilizaciéon en una
composicion dermatolégica destinada al tratamiento de los signos cutaneos del envejecimiento, preferentemente
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contra los dafos causados a la piel por las radiaciones ultravioletas, siendo dicho derivado de férmula general (ll1)

siguiente:
R
g
S SA/H r N‘H\r\/ ™~
0 LS
[{i1))
5 R = X-C(0)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-Cg); R’ = H 0 -C(O)R” siendo R” = Oalquilo (C1-C4), NH2

)
R’ = -C(O)-OX siendo X = alquilo (C1-Cg); R=H

Segun un modo de realizacion preferido de la invencién, dicho derivado es de formula general (l11) siguiente:

R
, s
\S/\/H(NH\I/\/ T
0 K
(€I

R = X-C(0)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-Cg); R’ = H 0 -C(O)R” siendo R” = Oalquilo (C1-C4), NH2

10

A titulo de ejemplos no limitativos de compuestos de férmula (lll), se pueden citar en particular los siguientes
15 compuestos:

- N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina

- N-propionil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina

- N-pentanoil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina
20 - N butiloxi-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina

- N-4-(metiltio)-butiril-L-metionina metiléster

- N-acetil-(DL)-metionil-metionina etiléster

En los dos ultimos objetos de la invencién tales como los mencionados anteriormente, se considera preferentemente
25 un derivado de formula general (lll) tal que R esta limitado a un radical en el que X es de tipo alquilo que comprende
de uno a cuatro atomos de carbono (C,-C,) y R’ es exclusivamente un atomo de hidrégeno.

Preferentemente todavia, se ha seleccionado de manera muy particular el compuesto N-acetil-(DL)-metionil-4-
(metiltio)propilamina.

30
Ejemplo 1
A titulo de ilustracion, se menciona a continuacion unos ejemplos de formulacién de composicion segin la invencion,
que contiene un derivado de dicha férmula general (1):
35
Férmula A (crema)
N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 1%
Poliisobuteno hidrogenado 7%

40 Miristato de isobutilo 3%
Palmitato de cetilo 7%
Monoestearato de etilenglicol 5%
Laurato de sorbitan 2%
Polisorbato 20 2%

45 Carbémero (copolimero de acrilato/acrilamida & aceite mineral) 0,3%
Fenoxietanol 0,5%
Benzoato de sodio 0,2%
Agua csp 100%

50 Formula B (gel

N-t-butiloxi-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 3%
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Carbémero (copolimero de acrilato/acrilamida & aceite mineral) 1,5%
Benzoate de sodio 0,2%
Acido sorbico 1%
1,3-butanodiol 10%
Glicerina 5%

Sosa caustica 0,13%
Fenoxietanol 0,9%
Agua csp 100%

Formula C (cdpsula blanda, administracién per os)

N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina (200 mg polvo/capsula blanda), o
N-4-(metiltio)-butiril-L-metionina metiléster (200 mg polvo/capsula blanda)
Excipientes csp 1 capsula blanda en gelatina: celulosa microcristalina, estearato de magnesio.

Ejemplo 2

La invencion se ilustra a continuacion, a titulo puramente indicativo por los ensayos siguientes ya mencionados
anteriormente en la descripcién de la invencion (ensayos 1 a 6). Se debe sefialar asimismo que unos estudios in vivo
realizados en el ser humano estan en curso de realizaciéon y que los primeros resultados seran capaces de ilustrar la
utilizacién de ciertos peptidomiméticos derivados de la metionina para los fines de la presente invencién.

Ensayo 1: puesta en evidencia de la capacidad de peptidomiméticos derivados de la metionina para restaurar los
niveles de ATP celular sobre las células objeto de un estrés (H-O5):

El estudio experimental ha sido realizado sobre un linaje celular de fibroblastos de tipo "V79" e inoculado en una
placa de 96 pocillos a razén de 5000 células por pocillo en 100 pl de medio de cultivo (que contiene 10% de suero
de ternera fetal). Este se sustituye a continuacién en cada uno de los pocillos por 100 pl de medio que contiene los
peptidomiméticos segun la invencion, a la concentracién de 7,5 mM o 10 mM. Después de 2 horas de incubacién, el
medio se retira sobre el conjunto de los pocillos, y las células son sometidas a continuacion a un estado de estrés
con la adicion de un medio que contiene 50 ul de perdxido de hidrégeno H2O: (4 ppm). Después de 8 nuevas horas
de incubacion, la concentracién media en ATP se mide por luminometria en presencia de luciferina (kit “ATPlite
1step”) y con la ayuda de una curva patrén preparada a partir de ATP muy purificado.

Los resultados, que redunen los valores medios obtenidos a partir de tres experimentos independientes, se presentan
en la tabla 1 siguiente, en comparacién con un control.

Tabla 1

Compuesto ATP (x107'M)
control 4,42
control + H,O» 0,4
N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 7,5 mM 5,91
N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 7,5 mM + H»0» 4,83
N-propionil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 10 mM 5,28
N-propionil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 10 mM + H2O» 4,49

La caida masiva de la cantidad de ATP observada para el control se previene en gran medida en presencia de los
compuestos segun la invencion, demostrando asi su capacidad para restaurar la produccion de ATP dentro de las
células sometidas a un estrés.

Ensayo 2: estudio de absorcién percutdnea sobre explantes de piel humana de peptidomiméticos derivados de la
metionina

Los valores de coeficiente de permeabilidad (Kp) han sido obtenidos sobre una piel humana procedente de una
abdominoplastia previamente congelada, de acuerdo con el protocolo descrito en la linea directriz n°® 428 de la
OCDE sobre la conducta de estudios de absorcién cutanea.

Experimentalmente, los explantes de piel han sido puestos sobre una célula de Frantz en difusién pasiva, pilotados
por el sistema "MicroettePlus Hanson Research", y los productos ensayados son aplicados de manera no oclusiva.
Después de la colocacion de la piel sobre las células, 500 pl del péptidomimético segun la invencion (solucion al 1%)
han sido depositados en cada una de las células y durante un tiempo de contacto total de 24 horas. Al término de
éstas, se extrae el producto remanente y se seca la superficie de la piel para la extraccion y medicion de la cantidad
absorbida, y después para la determinacion del coeficiente de permeabilidad expresado en forma logaritmica (Log

Kp).
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Los resultados estan reunidos en la tabla 2 siguiente.

Tabla 2
Compuesto Kp (cm-h™) Log Kp

cafeina 1-10" -4,0

N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 1,09:10° - 3,96

N-propionil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 9,7-10° -4,0

N-pentanoil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 3,7-10" -3,43

N-t-butiloxi-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 46:10" - 3,34

N-4-(metiltio)-butiril-L-metionina metiléster 2:10" - 3,71

N-acetil-(DL)-metionil-metionina etiléster 1,64-10" -3,78

**: Mitragotri S., J. Controlled Release, (2003), vol. 86, pp. 69-92

***: segun el programa predictivo "ChemDraw ultra version 11.0", proveedor: CambridgeSoft Ltd

El coeficiente de permeabilidad obtenido por los compuestos segun la invencién es comparable al obtenido para la
cafeina, reconocida permeante trans-stratum corneum.

Ensayo 3: puesta en evidencia del efecto protector del compuesto N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina
sobre el estrés oxidante mitocondrial y sobre la biogénesis mitocondrial

Principios: las mediciones del estrés oxidativo intracelular mitocondrial y la deteccién de la biogénesis mitocondrial
fueron realizadas por citometria de flujo con la ayuda de los marcadores fluorocromos siguientes:

- la sonda fluorescente roja "MitoSOX™ Red" designada a continuacion "MitoSOX (deteccién a A = 580 nm:;
proveedor: Invitrogen) permite detectar especificamente el anién superdxido O.” presente en la mitocondria
(debido a su fuerte afinidad por ésta),

- la sonda fluorescente verde "MitoTracker® Green FM" designada a continuacién "Mitogreen" (deteccion a A =
516 nm; proveedor: Invitrogen) permite cuantificar la masa mitocondrial (0 numero relativo de mitocondrias
por célula).

Experimentalmente, las pruebas fueron realizadas sobre un linaje fibroblastico adherente de hamster "V79",
mantenido por trasplante en un medio de cultivo completo "EMEM" (con 10% de suero de ternera fetal) en atmosfera
himeda a 37°C y 5% de CO.. Las células V79 se inoculan y a continuacion se incuban 24 horas en placas de 6
pocillos a razén de 2,5-10° células por pocillo en 3 ml del mismo medio de cultivo, y después son sometidas a un
estado de estrés durante 1h 30 con la adicion de un medio que contiene perdxido de hidrogeno H2O, (15 ppm).

Después de tripsinacion, las células se incuban a 37°C durante 15 minutos en 1 ml de medio de cultivo completo
"EMEM" y que contiene dichos marcadores "MitoSOX" (a la concentracion final de 5 pM) y "Mitogreen" (a la
concentracién final de 200 nM) para la deteccién respectiva:

- del estrés oxidante mitocondrial (expresado en % de células positivas),

-y de la masa mitocondrial por célula (expresada en % de MFI ("Mean Fluorescence Intensity") con respecto al
control).

Los resultados, que relunen los valores medios obtenidos a partir de cuatro experimentos independientes, se
presentan en las tablas 3a y 3b siguientes, en comparacién con los obtenidos para la N-acetil-cisteina escogida
como agente protector de referencia a la concentracién de 5 mM.

Tabla 3a
% de células positivas con el MitoSOX
control 18
control + H>O2 85,7
N-acetil-cisteina 5 ppm + H2O» 15,2
N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 7,5 mM + H,O, 40,3
Tabla 3b
MFI (% control)
control 100
control + H.O» 177,3
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MFI (% control)
N-acetil-cisteina 5 ppm + H20» 74,4
N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 7,5 mM + HxO» 123,5
N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 10 mM + H20» 127,5

En los dos casos, los resultados subrayan para el compuesto N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina una
capacidad para reducir el efecto del estrés intramitocondrial.

Ensayo 4: puesta en evidencia del efecto citoprotector de los peptidomiméticos N-acetil-(DL)-metionil-4-
(metiltio)propilamina y N-t-butiloxi-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina:

El estudio experimental ha sido realizado sobre un linaje fibroblastico adherente de hamster "V79", mantenido en
atmoésfera htimeda a 37°C y 5% de COg, e inoculado en las placas de 96 pocillos a razén de 0,5-10* células por
pocillo en 0,2 ml del medio de cultivo completo "EMEM" (con 10% de suero de ternera fetal). Las células son
entonces sometidas 24 horas a un estado de estrés, tdxico, con la sustitucion del medio de cultivo por un medio que
contiene peroxido de hidrégeno H>O, (4 ppm), medio al cual se afiade simultdneamente el compuesto segun la
invencion. Después de la eliminacién del medio, se mide la viabilidad celular de los fibroblastos a través del "método
con MTT" o bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (solucion a 500 pg/ml) y mediante
espectrofotometria (absorbancia a 540 nm).

Los resultados, que reunen los valores medios obtenidos a partir de tres experimentos independientes, estan
presentados en la tabla 4 siguiente, de nuevo en comparacion con los obtenidos con la N-acetil-cisteina a 5 mM
escogida como citoprotector de referencia (restauracion total de una viabilidad celular).

Tabla 4
% viabilidad celular

control 100

control + H.O» 54,8
N-acetil-cisteina 5 mM 103,8
N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 7,5 mM + HxO» 83,5
N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 10 mM + H20» 91,9
N-t-butiloxi-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 7,5 mM + H>O» 70,1
N-t-butiloxi-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 10 mM + H>O, 77,3

Los resultados de la tabla 4 subrayan, para los compuestos segln la invenciéon, una viabilidad celular dosis-
dependiente y una capacidad para proteger las células de un estrés citotdxico.

Ensayo 5: puesta en evidencia del efecto antioxidante de los peptidomiméticos N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)-
propilamina y N-propionil-(DL)-metionil-4-(metiltio)-propilamina con respecto al radical hidroxilo

El método, descrito por Rehman A. et al (British J. Pharmacol. (1997), vol. 122, pp. 1702-1706) se utiliza para la
determinacién de la constante de velocidad de captura del radical hidroxilo [Ks(OH®)], siendo el peptidomimético
segun la invencién comparado con dos antioxidantes de referencia, el manitol y el acido ascérbico (vitamina C).

Experimentalmente, se disuelve la sustancia ensayada en un medio tamponado a pH 7,4 al cual se afiade un medio
generador de OH° (sistema ascorbato/hierro/EDTA) en presencia de desoxirribosa. Después de una hora de
incubacion a 37°C, la reaccién se detiene con la ayuda de acido tricloroacético. Después de la revelacion
colorimétrica con &cido tiobarbitarico, se mide la absorbancia a 532 nm para diferentes concentraciones, y después
se calcula el Ks (OH°) relativo a cada una de las sustancias.

Los resultados se muestran en la tabla 5 siguiente.

Tabla 5
Compuesto Ks(OH®) (10°.M"'.s™)
acido ascorbico 10,1**
manitol 1,6/1,9"

N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 6,1

N-propionil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 5,7
**: Cabelli D.E., J. Phys. Chem. (1983), vol. 87, pp. 1809-1812]

***. Rehman A., British J. Pharmacol. (1997), vol. 122, pp. 1702-1706)]

Los resultados, que reunen los valores medios obtenidos a partir de tres experimentos independientes, subrayan
para los peptidomimeticos segun la invencién una capacidad para capturar el radical hidroxilo (OH) muy superior a la
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del manitol, intermedia en comparacién con la del acido ascérbico.

Ensayo 6: puesta en evidencia del efecto antioxidante del compuesto N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina
con respecto a los iones peroxinitritos

El método llamado "ensayo del blanqueo del Rojo de pirogalol (PR)", descrito por Nath V.B. et al (BBRC (2001), vol.
285, pp. 262-266) se utiliza para la determinacion de la inhibicién de la oxidacion del rojo de pirogalol (PR) mediante
unos iones peroxinitritos (ONOO), siendo el compuesto N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina segun la
invencion comparado con un antioxidante de referencia, a saber el "Trolox™" o acido 2-(6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano carboxilico, equivalente hidrosoluble de la vitamina E.

Experimentalmente, en una placa de 96 pocillos, se afaden a la sustancia ensayada disuelta en un medio
tamponado a pH 7,0, 50 uM de PR y 25 uM de iones peroxinitritos ONOO™ (en solucion en NaOH 0,1 M). Después
de 5 minutos, se mide la absorbancia mediante espectrofotometria a 540 nm, y se calcula a continuacién el 1C50
(concentracién inhibitoria del 50%) relativo a cada una de las sustancias. Los resultados se muestran en la tabla 6
siguiente.

Tabla 6
Compuesto ICs0 (mMM)
Trolox 0,083
N-acetil-(DL)-metionil-4-(metiltio)propilamina 1,012

Menos activa que el antioxidante de referencia, la inhibicién de la oxidacién del PR por los iones peroxinitritos sigue
siendo sin embargo claramente observada para el compuesto seguln la invencién.

10
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REIVINDICACIONES

1. Peptidomimético derivado de la metionina, caracterizado porque esta representado por la formula general (1)
siguiente:

R
\S/\/H( Nﬁ\r\/s\
© x @

R = X-C(O)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-Ca4); R' = H

2. Peptidomimético segun la reivindicacién 1, caracterizado porque se trata del N-acetil-(DL)-metionil-4-
(metiltio)propilamina.

3. Composicion destinada a prevenir o a luchar contra los desérdenes cutdneos asociados a una disfuncién
mitocondrial, caracterizada porque comprende un peptidomimético derivado de la metionina de férmula (ll) siguiente:

R
\s/\)\r NHYVS\
° R (

R = X-C(O)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-C4); R'=H

4. Composicion segun la reivindicaciéon 3, caracterizada porque dicho peptidomimético es el N-acetil-(DL)-metionil-
4-(metiltio)propilamina.

5. Composicion segln una de las reivindicaciones 3 y 4, caracterizada porque la cantidad de dicho peptidomimético
esta comprendida entre el 0,1% y el 10% en peso con respecto al peso total de la composicion.

6. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizada porque esta adaptada a una
administracion por via tépica cutanea, presentada en forma de un polvo, de una emulsion, de una microemulsion, de
un nanoemulsién, de una suspensién, de una locién, de una crema, de un gel acuoso o hidroalcohdlico, de una
espuma, de un suero, de una solucién o de una dispersién para aerosol, o de una dispersion de vesiculas lipidicas.

7. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, caracterizada porque comprende unos agentes
activos adicionales seleccionados de entre los agentes que estimulan la produccién de factores de crecimiento, los
agentes anti-glicacion o desglicantes, los agentes que aumentan la sintesis del colageno o que previenen su
degradacion, los agentes que aumentan la sintesis de elastina o que previenen su degradacion, los agentes que
aumentan la sintesis de glicosaminoglicanos o de proteoglicanos o que previenen su degradacion, los agentes que
aumentan la proliferacion o la diferenciacion de los queratinocitos, los agentes que aumentan la proliferacion de los
fibroblastos, los agentes despigmentantes, anti-pigmentantes o pro-pigmentantes, los agentes anti-oxidantes o anti-
radicalarios o anti-contaminacién, los agentes que estimulan la hidratacién y/o que protegen la funcion barrera de la
piel, los agentes que aumentan la sintesis de lipidos epidérmicos, los agentes que estimulan la lipdlisis, que inhiben
la lipogénesis y/o que inhiben la diferenciacién de los adipocitos, los agentes drenantes o destoxificantes, los
agentes antiinflamatorios, los agentes aceleradores de la penetracion, los agentes descamantes, los agentes
aliviantes y/o anti-irritantes, los agentes astringentes, los agentes que actdan sobre la microcirculacio, los agentes
que actuan sobre el metabolismo de las células, y sus mezclas.

8. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, caracterizada porque esta destinada a proteger la
piel de un estrés "UV-inducido."

9. Utilizacién de un peptidomimético derivado de la metionina como agente cosmético destinado a proteger y/o a
estimular las mitocondrias de las células cutaneas, siendo dicho peptidomimético de formula general (lll) siguiente:

11
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R
-8
s) R
{€m

R = X-C(O)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-Cg); R' = H 0 -C(O)R" siendo R" = Oalquilo (C4-C4), NH2

10. Peptidomimético derivado de la metionina para su utilizacién en una composicién dermatol6gica destinada al
tratamiento de los signos cutaneos del envejecimiento, siendo dicho derivado de férmula general (l1l) siguiente:

R
i 8
0 R’

(Em
R = X-C(O)-NH- siendo X = alquilo o alquiloxi (C1-Cg); R' = H 0 -C(O)R" siendo R" = Oalquilo (C4-C4), NH>
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