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ES 2 628 505 T3

DESCRIPCION
Uso cosmético de una proteina de la familia de las ribonucleasas

[0001] La presente invencién se refiere al uso, en cosmética y en terapéutica, de por lo menos una proteina
antimicrobiana de la familia de las ribonucleasas, la ribonucleasa 7, o de polipéptidos derivados de esta proteina,
como marcador para la evaluacion de un estado de la epidermis de una piel seca.

[0002] Entre sus numerosas funciones fisioldgicas, la epidermis posee la de constituir una barrera a la vez
bioldgica, fisica y quimica contra la invasion del organismo por los microorganismos.

[0003] Las propiedades de barrera fisica de la epidermis estan particularmente ligadas a su organizacion
estructural.

[0004] De este modo, la epidermis se divide convencionalmente en una capa basal de queratinocitos que
constituye la capa germinativa de la epidermis, una capa denominada espinosa constituida por varias capas de
células poliédricas y, finalmente, un conjunto de capas superiores denominadas capas cérneas (0 estrato
cérneo), constituidas por queratinocitos en la fase terminal de su diferenciacion llamados corneocitos.

[0005] Las propiedades de barrera quimica de la epidermis dependen particularmente de la liberaciéon en la
superficie de ésta de numerosas proteinas antimicrobianas tales como las catelicidinas, la antileucoproteasa
inhibidora de serina proteasa, la dermcidina o las proteinas de la familia de las R-defensinas.

[0006] Muchos trastornos o patologias cutaneas o del cuero cabelludo pueden resultar de una disfuncion de la
organizacion estructural celular epidérmica, o de un defecto de la funcién de barrera quimica de la epidermis,
como la sequedad cutanea, la psoriasis, las dermatitis atépicas, la ictiosis, la hiperqueratosis, las reacciones
inflamatorias, provocadas por infecciones microbianas, o estados de descamacion.

[0007] A dia de hoy, solamente se dispone de pocos marcadores bioloégicos que permitan determinar de manera
eficaz y precisa el estado de una epidermis y, particularmente, que permitan relacionar un trastorno cutaneo o del
cuero cabelludo con una disfuncion de sus funciones fisioldgicas.

[0008] Sticherling et al. (J. Invest. Dermatol., 121,2003), Harder & Schroder (J. Leukoc. Biol., 77,2005: 476) y la
solicitud WO 2004/028479 describen la identificacion de ciertas proteinas en pieles procedentes de pacientes de

psoriasis.

[0009] EP 0943679 y Haisch et al. (Arch. Dermatol. Res., 2004,295: 364) describen la expresion de proteinas
antimicrobianas en los queratinocitos.

[0010] WO 00/73452 describe el uso de una seleccion de proteinas para el tratamiento de enfermedades
asociadas al sistema inmunitario y a la inflamacién, las cuales pueden incluir enfermedades de la piel.

[0011] Por lo tanto, existe una necesidad de disponer de marcadores biol6gicos que permitan caracterizar de
manera precisa un estado de una epidermis.

[0012] También existe una necesidad de disponer de un marcador biolégico que pueda ser utilizado de manera
fiable en un procedimiento de diagnéstico de un trastorno cutaneo o del cuero cabelludo.

[0013] También existe una necesidad de identificar, en la epidermis, nuevos objetivos cosméticos o terapéuticos.

[0014] También existe una necesidad de disponer de nuevas herramientas de cribado de moléculas susceptibles
de ejercer una accién cosmética o terapéutica sobre la epidermis o las materias queratinicas en general. En el
contexto de la invencion, por "epidermis” se entiende tanto la piel como el cuero cabelludo.

[0015] También existe una necesidad de disponer de nuevos compuestos cosméticos o terapéuticos utilizables
para el tratamiento de trastornos cutaneos o del cuero cabelludo resultantes de las disfunciones citadas
anteriormente.

[0016] La presente invencion tiene por objeto satisfacer el conjunto de estas necesidades.

[0017] En el sentido de la presente invencion, se entiende por las expresiones "agente modulador" o "compuesto
guimico o bioldgico, susceptible o capaz de modular la actividad biolégica y/o la expresién y/o la interacciéon con
un elemento de una matriz extracelular" cualquier compuesto susceptible o capaz de actuar, directamente o
indirectamente, sobre al menos un polipéptido conforme a la invencién, una secuencia de acidos nucleicos que lo
codifica, sobre un elemento de una via de sefializacion intra o extracelular o de una via metabdlica que implica
dicho polipéptido, sobre un elemento de matriz extracelular o sobre un elemento implicado en la regulacién de la
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transcripcion y/o la traduccidn de una secuencia de acidos nucleicos que codifica dicho polipéptido.
[0018] Tales agentes moduladores se describen de manera mas particular a continuacion.

[0019] Segun uno de sus aspectos, la presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro o ex vivo de
evaluacion de un estado de una epidermis de una piel seca que comprende al menos las etapas consistentes en:

a) determinar un contenido de un polipéptido de secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de
acidos nucleicos representada por una secuencia elegida de entre SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, 0 SEQ ID N° 3,
un analogo de éstas que presenta una homologia de secuencia de por lo menos 85% y una actividad
biolégica de la misma naturaleza, o acidos nucleicos que codifican dicho polipéptido, en una muestra de
epidermis, y

b) comparar dicho contenido determinado en la etapa a) con un valor de referencia, donde el estado de la
epidermis se caracteriza por una determinacion de que el contenido determinado en la etapa a) es de 5 a 10
veces inferior al valor de referencia.

[0020] El procedimiento se puede efectuar in vitro 0 ex vivo.

[0021] En el contexto de la invencidn, el término «cosmético» debe entenderse segun la definicién dada por la
directiva 76/768/CEE, y en particular pretende designar composiciones o tratamientos destinados a ser aplicados
sobre las materias queratinicas, por ejemplo la piel, las mucosas, el vello y el cabello, con el fin de limpiarlas,
perfumarlas, modificar su aspecto, particularmente estético y/o protegerlas o mantenerlas en buen estado.

[0022] Asi, la presente invencion se basa de forma mas particular en la identificacion por los inventores de la
ribonucleasa 7 como agente y/u objetivo cosmético o farmacéutico en el nivel de la capa cérnea de la epidermis,
asi como en el nivel del foliculo piloso.

[0023] En particular, esta identificacion resulta de la observacién inesperada segun la cual la RNasa 7 se expresa
diferencialmente en la capa cérnea de una epidermis normal y joven y de una epidermis seca, en particular una
epidermis madura.

[0024] Por lo tanto, como se extrae de los ejemplos presentados a continuacion, los inventores han determinado
el contenido de proteina RNasa 7, cuya secuencia de aminoacidos esta representada por la secuencia SEQ ID
N° 5, en la epidermis de individuos jévenes y de individuos de mayor edad, y particularmente de mujeres jovenes
no menopausicas y de mujeres de mayor edad menopausicas. Los inventores han observado de manera
sorprendente que el contenido de esta proteina era mas elevado en la epidermis de las mujeres jovenes que en
la epidermis de las mujeres de mayor edad, y también era mas elevado en las epidermis normalmente hidratadas
que en las epidermis secas.

[0025] Se sabe que un aumento de la sequedad cutanea se observa a menudo con la edad; sin embargo tales
estados de sequedad cutdnea también pueden manifestarse en sujetos jovenes. En efecto, el estado de
sequedad cutdnea es un estado fisiol6gico que puede estar presente en sujetos jovenes, sin ninguna causa
patolégica, al menos aparente. El origen de esta sequedad puede ser constitucional o adquirido. De este modo,
muchos factores exteriores pueden provocar el desecamiento de la piel o agravar el estado de una piel ya seca.
Entre estos factores se puede citar las condiciones climaticas dificiles, los rayos solares, la exposicion a ciertos
agentes quimicos o terapéuticos (por ejemplo los retinoides). Esta sequedad se manifiesta habitualmente en una
sensacion de tirantez y/o de tension. La piel esté rugosa al tacto y aparece cubierta de escamas.

[0026] De manera inesperada, los inventores han constatado que la ribonucleasa 7 constituye un objetivo para
actuar eficazmente sobre estos trastornos cutaneos.

[0027] Ls ribonucleasa 7 (RNasa 7) es una endonucleasa que pertenece a la familia de las ribonucleasas v,
particularmente, a la superfamilia A, que actualmente cuenta con trece miembros (Cho et al., Genomics,
2005,85:208-220).

[0028] Las ribonucleasas son enzimas hidroliticas capaces de escindir enlaces nucleotidicos.

[0029] La RNasa 7 presenta en particular una actividad antimicrobiana.

[0030] Las ribonucleasa 7 fue identificada y localizada por HARDER & SCHROEDER (J. Biol. Chem., 2002,277:
46779-46784) en el estrato cérneo de la epidermis y a partir de cultivos primarios de queratinocitos. Estos ultimos
también demostraron que esta proteina estaba dotada de propiedades antimicrobianas.

[0031] La RNasa 7 se sintetiza en forma de una proproteina de 156 aminoacidos (SEQ NO 4) con un sitio

catalitico de tipo ribonucleasa pancreatica y un péptido sefial de 28 aminoacidos en el extremo N-terminal (SEQ
NO 6).
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La eliminacién del péptido sefial lleva a la generacion de una enzima activa de 128 aminoéacidos (proteina SEQ
NO 5).

[0032] En el sentido de la presente invencion, por RNasa 7 se pretende designar de manera general, excepto
cuando se indique lo contrario, la forma proproteina (SEQ ID N° 4), y la forma proteina (SEQ ID N° 5).

Polipéptido seguln la invencién

[0033] Segun una forma de realizacion, un polipéptido conveniente para la invencion puede tener una secuencia
de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos representada totalmente o en parte por una
secuencia elegida de entre SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, o0 SEQ ID N° 3, un analogo de ésta que presenta una
homologia de secuencia de por lo menos 85% y una actividad bioldgica de la misma naturaleza.

[0034] Segun una forma de realizacién particular, un polipéptido conveniente para la invenciéon puede tener una
secuencia de aminoacidos representada totalmente o en parte por una secuencia elegida de entre SEQ ID N° 4,
SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, 0 SEQ ID N° 7, o un analogo de ésta que presenta una homologia de secuencia de
por lo menos 85% y una actividad biolégica de la misma naturaleza.

[0035] Por "analogo de un polipéptido" se pretende designar cualquier polipéptido que presente una homologia
de secuencia, en particular frente a una de las secuencias caracteristicas de dicho polipéptido, asi como una
actividad bioldgica de la misma naturaleza, llevada por ejemplo por secuencias peptidomiméticas.

[0036] La homologia puede ser de por lo menos 85%, por ejemplo de por lo menos 90%, y por ejemplo de por lo
menos 95 %. La homologia se puede determinar por comparacion visual o por cualquier medio informatico
habitualmente utilizado en el dominio.

[0037] La homologia de secuencia puede resultar de modificaciones causadas por mutaciones o de variaciones
en las secuencias de los péptidos segun la invencién, provenientes ya sea de la eliminaciéon de uno o varios
aminoacidos o de la inserciébn de uno o varios aminoacidos, o incluso de la sustitucion de uno o varios
aminoacidos en las secuencias caracteristicas de los polipéptidos segun la invencion.

[0038] Por "secuencia caracteristica del polipéptido”, se hace referencia particularmente a la RNasa 7, la
proproteina (SEQ ID N° 4), la proteina activa (SEQ ID N° 5), el péptido sefial (SEQ ID N° 6), el sitio activo que
comprende los aminodcidos en la posicion 43 y 151, y que comprende, segun el caso, los aminoacidos que
rodean estos aminodacidos, a razén, por ejemplo, de 1, incluso de 2, incluso de 3, incluso de 4, incluso de 5,
incluso de 6, incluso de 7, incluso de 8 aminoacidos a ambas partes del sitio activo, los sitios de union del
substrato representado por la secuencia de aminoacidos 66 a 70 y el aminoacido en la posicion 91, y que
comprende, segun el caso, los aminoacidos a ambas partes de este sitio de union, a razén, por ejemplo, de 1,
incluso de 2, incluso de 4, incluso de 8 aminoacidos a ambas partes de estos sitios, asi como la secuencia SEQ
ID N° 7, que representa un epitopo derivado de la RNasa 7.

[0039] De manera general, los anélogos polipeptidicos pueden comprender sustituciones conservadoras con
respecto a la secuencia de aminoacidos del polipéptido natural.

[0040] Varias de estas modificaciones se pueden combinar.

[0041] Como ejemplo de mutaciones que se pueden considerar en la presente invencion, se puede mencionar la
sustitucion de uno o varios residuos de aminoacidos por residuos de aminoacidos que tienen un indice
hidropatico similar sin afectar no obstante de manera sustancial a las propiedades bioldgicas del polipéptido v,
particularmente, a su actividad bioldgica, por ejemplo a su actividad de ribonucleasa.

[0042] EI indice hidropatico es un indice atribuido a los aminoacidos en funciéon de su hidrofobicidad y de su
carga (Kyte y Doolittle (1982), J. Mol. Biol., 157: 105).

[0043] Un polipéptido o andlogo igualmente previsto por la presente invencion puede ser un polipéptido que ha
sufrido una o varias modificacion(es) post-traduccional(es).

[0044] Por "modificacion(es) post-traduccional(es)"”, se pretende englobar el conjunto de las modificaciones que
un péptido o una proteina es susceptible de sufrir tras su sintesis en una célula, tal y como por ejemplo una o
varias fosforilacion(es), una o varias glicosilacién(es), una o varias lipidacion(es), tales como una farnesilacion o
una palmitoilacion, un reordenamiento estructural de tipo formacién de puentes disulfuros y/o division dentro de
la secuencia peptidica.

[0045] EI analogo puede, ademas, presentar sustancialmente la misma actividad biolégica que el polipéptido
natural.
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[0046] Segun una forma de realizacién, un polipéptido que conviene para la realizacion de la invencién también
puede ser un polipéptido natural o sintético, segun el caso susceptible de ser obtenido después de protedlisis de
la RNasa 7 o por sintesis quimica o biolégica o por extraccién de un tejido biolégico, como por ejemplo la piel,
gue exprese este polipéptido de manera natural o después de una transduccioén, asi como las distintas formas
post-traduccionales de éste, o incluso cualquier polipéptido natural o sintético cuya secuencia comprenda
totalmente o parcialmente (en total o en parte) una secuencia de aminoacidos anteriormente mencionada, por
ejemplo las variantes y los analogos.

[0047] Segun otra forma de realizacion, un polipéptido que conviene para la realizacion de la invencion también
puede ser un polipéptido como se ha definido previamente fusionado con otro polipéptido, un agente de
direccionamiento hidréfilo o hidréfobo, un precursor de bioconversion, un agente de marcaje luminescente,
radioactivo o colorimétrico.

[0048] De manera no limitativa, se puede citar como ejemplo de compuestos susceptibles de ser acoplados a un
polipéptido conforme a la invencién las proteinas fluorescentes como la proteina verde fluorescente o "Green
Fluorescent Protein”, los compuestos quimicos fluorescentes tales como la rodamina, la fluoresceina, o el Texas
Red, los compuestos fosforescentes, los elementos radioactivos, tales como *H, *°5,*%'1 o0 '®|, o agentes de
marcaje colorimétricos como los substratos cromégenos sensibles a la accién de la galactosidasa, de la
peroxidasa, de la cloranfenicol acetiltransferasa, de la luciferasa o de la fosfatasa alcalina.

[0049] Segun la naturaleza de los compuestos susceptibles de ser acoplados a un polipéptido conforme a la
invencion, el acoplamiento se puede llevar a cabo a través de procedimientos quimicos, particularmente
mediante funciones quimicas reactivas o a través de procedimientos de biologia molecular conocidos por el
experto en la técnica.

Acido nucleico segun la invencién

[0050] En el sentido de la presente invencion, por "fragmento de secuencia de acidos nucleicos" se entiende una
secuencia de &cidos nucleicos que codifica un polipéptido conforme a la invencién, o un analogo de ésta que
presenta una homologia de secuencia de por lo menos 85% y una actividad biologica de la misma naturaleza, y
en particular una secuencia de acidos nucleicos elegida de entre SEQ ID N° 1 (que codifica la forma proproteina),
SEQ ID N° 2 (que codifica la forma proteina activa), SEQ ID N° 3 (que codifica el péptido sefial), un analogo de
ésta, o un fragmento de ésta.

[0051] Por "anéalogo de una secuencia de acidos nucleicos" se pretende designar cualquier secuencia de acidos
nucleicos, que resulte eventualmente de la degeneracion del cddigo de los acidos nucléicos, y que codifique una
secuencia de un polipéptido idéntica o analoga a la secuencia del polipéptido codificado por dicha secuencia de
acidos nucleicos.

[0052] Una secuencia de acidos nucleicos conforme a la invencién puede ser una secuencia sentido, anti-sentido
o interferencial correspondiente a una secuencia que codifica un polipéptido conforme a la invencion.

[0053] Las secuencias de acidos nucleicos segun la invencion pueden utilizarse particularmente para preparar
secuencias de acidos ribonucleicos correspondientes, sentido o antisentido.

[0054] Una secuencia de acidos nucleicos conveniente para la invencion puede ser particularmente tal y como se
ha definido previamente.

[0055] Segun una forma de realizacién, una secuencia de acidos nucleicos puede representar una secuencia de
acidos nucleicos sentido, anti-sentido o interferencial correspondiente a dicha secuencia de acidos nucleicos que
codifica un polipéptido conforme a la invencién.

[0056] Las secuencias de acidos nucleicos pueden provenir de cualquier origen posible, ya sea animal, en
particular de mamiferos y aun mas particularmente humano, ya sea vegetal, ya sea de microorganismos (virus,
fagos, bacterias, entre otros) o incluso de hongos, sin prejuzgar el hecho de que estén presentes de manera
natural o no en dicho organismo de origen.

Proceso de evaluacion del estado de una epidermis segun la invencién

[0057] Segun una forma de realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro o ex vivo de

evaluacion de un estado de una epidermis de una piel seca que comprende al menos las etapas consistentes en:
a) determinar, en una muestra de epidermis, un contenido de un polipéptido de secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia de acidos nucleicos representada por una secuencia elegida de entre SEQ ID
N° 1, SEQ ID N° 2, o SEQ ID N° 3, un andlogo de éstas que presenta una homologia de secuencia de por lo
menos 85% Yy una actividad biolégica de la misma naturaleza, o acidos nucleicos que codifican dicho
polipéptido, y
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b) comparar dicho contenido determinado en la etapa a) con un valor de referencia, donde el estado de la
epidermis se caracteriza por una determinacion de que el contenido determinado en la etapa a) es de 5 a
10 veces inferior al valor de referencia.

[0058] Un procedimiento segun la invencién se puede llevar a cabo in vitro o ex vivo.

[0059] Segln una forma de realizacion, un procedimiento segun la invencion se puede llevar a cabo sobre una
muestra de epidermis extraida de un individuo.

[0060] Un procedimiento segun la invencion también se puede llevar a cabo sobre una muestra de epidermis
tomada sobre una piel aislada reconstruida con el fin de calificar su estado.

[0061] La determinacion de un estado de una epidermis puede ser indicativa de un eventual trastorno cutaneo o
del cuero cabelludo. En particular, un estado de la epidermis puede ser indicativo de un eventual trastorno
cutaneo, particularmente elegido de entre una sequedad excesiva de la epidermis, una xerosis, una ictiosis, una
atopia, una dermatitis atépica, una psoriasis, una hiperqueratosis, un eczema, una rosacea, un liquen, un prurito,
una rosacea, una dermatitis seborreica, una queratodermia palmoplantar y un prurigo.

[0062] Un procedimiento segun la invencion también puede llevarse a cabo sobre un cuero cabelludo.

- Modos de toma de la muestra

[0063] La toma de una muestra de epidermis puede hacerse por cualquier método conocido por el experto en la
técnica.

[0064] Estos métodos se pueden llevar a cabo a través de técnicas denominadas de stripping.

[0065] Estos stripping son superficies con pegamento aplicadas a la superficie de la epidermis como el blenderm
de 3M, el D'squam (adhesivo comercial de CuDERM), la cola cianoacrilato o el método de stripping con un
barniz. Gracias a estos stripping, los corneocitos adheridos y el contenido de sus espacios intercelulares se
pueden tomar y someter después a una extraccion que permite tener acceso al contenido proteico.

[0066] La toma de una muestra conveniente para el procedimiento también se puede efectuar de manera mas
directa por "lavados"” de la superficie cutdnea por medio de, por ejemplo, accesorios de tipo turbina con aletas, de
tipo célula con espiral (como se describe en la patente FR 2 667 778) asociada a un circuito de fluido, o
simplemente por adicién/extraccién de una gota de tampdn a la superficie de la piel.

[0067] A titulo indicativo de otros métodos de toma de muestras adaptados a la puesta en préactica de la
invencion se puede mencionar los métodos por raspado de la parte superior de la capa cornea por medio de un
sistema bilamina.

Esta técnica permite recoger escamas que a continuacién pueden ser analizadas directamente por diferentes
técnicas para determinar los indices de minerales, aminoacidos o lipidos. Las muestras se pueden conservar en
el congelador y analizar a continuacion mediante técnicas conocidas por el experto, tales como el analisis
LC/ESI/MS.

- Valor de referencia

[0068] Un valor de referencia puede ser, por ejemplo, un contenido de polipéptido o de secuencia de &cidos
nucleicos determinado sobre una muestra de epidermis tomada de una piel que presenta una hidratacion normal
y, en particular, de una piel joven. En el marco de la presente invencion, se ha observado que el indice de
polipéptidos de tipo RNasa 7 puede disminuir de manera fisiolégica en las pieles de sujetos mayores que
superan los 45 afios y en particular de mujeres.

[0069] Por lo tanto, por piel joven se entiende una piel de un sujeto mayor de menos de 45 afos
aproximadamente, por oposicion a una piel madura.

[0070] Los valores de RNasa 7 se pueden expresar en unidades arbitrarias o calcular gracias al establecimiento
de una curva de calibracion efectuada gracias a una proteina recombinante o purificada de una epidermis. En
todos los casos, el indice de RNasa 7 medido se puede expresar con respecto a la cantidad total de proteinas
presentes en el extracto. La cantidad total de proteinas se puede medir, por ejemplo, por el método de Bradford.

[0071] La medicion de un valor de referencia se puede efectuar de manera paralela o secuencial a la
determinacion de dicho contenido de un polipéptido o de una secuencia de &cidos nucleicos.

[0072] Una comparacion de un contenido determinado con un valor de referencia puede permitir evaluar una
desviacion con respecto a este valor.
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[0073] El andlisis de la intensidad y/o de la naturaleza de esta desviacidon (negativa o positiva) puede ser
informativa del estado de la epidermis.

[0074] Asi, por ejemplo, un contenido de polipéptido determinado de 5 a 10 veces inferior a un valor de referencia
obtenido de una piel normal puede ser indicativo de un trastorno cutaneo. De manera convencional, una piel
normal califica una piel sana que no es ni seca ni grasa.

[0075] De forma mas particular, los trastornos cutdneos o del cuero cabelludo susceptibles de ser identificados
por la aplicacién de un procedimiento de evaluacion segun la invencién pueden ser aquellos resultantes de una
deficiencia o de una sobreexpresion de la proteina RNasa 7, como por ejemplo los indicados a continuacion.

- Modos de determinacién del polipéptido

[0076] Un polipéptido conveniente para la realizacion de un procedimiento segun la invencién puede ser
ventajosamente la proteina RNasa 7.

[0077] La determinacién de un contenido de polipéptido conforme a la invencién o de acidos nucléicos conforme
a la invencion en una muestra de epidermis se puede efectuar por cualquier protocolo conocido por el experto en
la técnica.

[0078] En calidad de método de deteccion de un polipéptido, se puede hacer mencion al Western Blot, Slot blot,
Dot blot, métodos ELISA (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas) de tipo singleplex o multiplex, métodos
de protéomica, de coloracién de polipéptidos en un gel de poliacrilamida con un colorante a base de plata, con
azul de Coomassie o con SYPRO, immunofluorescencia, absorcién UV, métodos inmunohistoquimicos en
microscopia tradicional, electrénica o confocal, FRET (fluorescence resonance energy transfer/transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia), métodos de TR-FRET (time resolved FRET/FRET con resolucion
temporal), métodos de FLIM (fluorescence lifetime imaging microscopy/obtencion de imagenes por microscopia
de tiempo de vida de fluorescencia), métodos de FSPIM (fluorescence espectral imaging microscopy/obtencion
de imagenes por microscopia de espectro de fluorescencia), métodos de FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching/recuperacion de fluorescencia tras fotoblanqueo), métodos por gen reportero, métodos de AFM
(atomic force microscopy/microscopia de fuerza atémica), métodos de resonancia plasmdénica de superficie,
métodos de microcalorimetria, métodos de citometria de flujo, métodos con biosensores, métodos de
radioinmunoensayos (RIA), métodos que utilizan chips de péptidos, chips de azucar, chips de anticuerpos,
métodos de espectrometria de masas, métodos de espectrometria de tipo SELDI-TOF (Ciphergen).

[0079] De manera més general, se puede utilizar en particular métodos de dosificacion immunoenzimaticos a
partir de soluciones de proteinas, méas cuantitativos y sensibles. Estos métodos de tipo ELISA asocian pares de
anticuerpos de captura y de deteccion especificos del antigeno dirigido. Se puede utilizar anticuerpoa
comerciales o anticuerpos policlonales, monoclonales o recombinantes desarrollados especificamente. También
se pueden aplicar técnicas ELISA multiplex de gran capacidad. También se puede citar el enfoque multiplex de
tipo anticuerpo sobre bolas Luminex (por ejemplo Bioplex de Bio-Rad), de tipo anticuerpo sobre superficie plana
("antibodies-arrays") (por ejemplo, el enfoque propuesto por la empresa Meso scale Discovery).

[0080] En particular, puede ser ventajoso detectar la presencia de un polipéptido conforme a la invencion por
medio de un anticuerpo, en su caso en una forma marcada. Tal anticuerpo se puede marcar mediante una
sustancia detectable directamente o detectable por reaccion con otro reactivo.

[0081] Por "anticuerpo" se pretende designar de manera general anticuerpos monoclonales o policlonales, asi
como fragmentos de inmunoglobulina susceptibles de ligar un antigeno y que se pueden producir mediante
cualquier técnica de ingenieria genética conocida por el experto en la técnica o por escisién enzimatica o quimica
de anticuerpos intactos.

[0082] Asi, segin uno de sus aspectos, la presente invencion también se refiere al uso de un anticuerpo que se
liga especificamente a un polipéptido conforme a la invencién como herramienta de evaluacion de un estado de
una epidermis.

[0083] Segun una forma de realizacién, un anticuerpo conveniente para la invencion puede ligarse
especificamente a un polipéptido representado por la secuencia SEQ ID N° 4, o epitopos presentes en esta
secuencia, 0 analogos de éstos, particularmente a un epitopo de secuencia de aminoacidos representada por la
secuencia SEQ ID N° 7, o un analogo de ésta.

[0084] Un anticuerpo susceptible de ser utilizado como herramienta de evaluacién de un estado de una epidermis
puede obtenerse mediante cualquier procedimiento conocido por el experto en la técnica, como se describe en
"Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990).
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[0085] De este modo, segun uno de sus aspectos, la presente invencion también se refiere al uso de un
anticuerpo recombinante de tipo monovalente o bivalente que se puede obtener por un procedimiento de
presentacion de bacteriéfagos (bacteriophage display) como propone la empresa Antibodies By Design.

- Modos de determinacién del acido nucleico

[0086] Una secuencia de acidos nucleicos conveniente para la realizacion de un procedimiento segin la
invencién puede ser ventajosamente una secuencia de acidos nucleicos que codifica la RNasa 7, por ejemplo de
tipo ARNm.

[0087] Como ejemplo de métodos de deteccion de secuencias de acidos nucleicos, se puede hacer mencién a la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR), la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (Q-PCR), el Northern blot, el
RPA (ensayo de proteccion de ribonucleasas), los chips de ADN, los chips de oligonucleétidos, los chips
transcriptémicos y métodos de hibridacion in situ.

[0088] Como ejemplo de agentes convenientes para la deteccidon de una secuencia de acidos nucleicos, y en
particular de ARNm, se puede hacer mencién a una sonda de acidos nucleicos marcada que se puede hibridar a
dicha secuencia.

[0089] Tales sondas de acidos nucleicos se pueden obtener facilmente por cualquier método conocido por el
experto en la técnica.

[0090] De este modo, las secuencias de acidos nucleicos conforme a la invencién se pueden utilizar para realizar
oligonucléotidos cebadores sentido y/o antisentido, que se hibridan a la secuencia SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2, o
SEQ ID N°: 3, o un fragmento de ésta o un analogo de ésta.

[0091] Ventajosamente, la actividad bioldgica cuyo valor se puede determinar puede ser una actividad enzimatica
de tipo ribonucleasa.

[0092] Cualquier método de medicion de una actividad enzimatica conocido por el experto en la técnica se puede
utilizar en un procedimiento conforme a la invencion.

[0093] Por ejemplo, se puede utilizar un método que realiza una mediciébn de la hidrélisis de un substrato
fluorescente especifico para una ribonucleasa utilizando una preparacion de RNasa 7 purificada a partir de
estrato corneo (SC).

La medicién de la hidrolisis de dicho substrato fluorescente es o bien de tipo "punto final" o bien de tipo "cinético",
y la actividad enzimética se puede obtener por la cantidad de proteinas totales de las muestras.

[0094] Por "actividad bioldgica", se pretende designar particularmente, conforme a la RNasa 7, la actividad
bioldgica de la proproteina (SEQ ID N° 4), del péptido sefial (SEQ ID N° 6), la actividad biolégica de la proteina
RNasa 7 que se traduce en una actividad endonucléasica (SEQ ID N° 5) asi como las propiedades immundgenas
de un epitopo identificado por la secuencia SEQ ID N° 7.

[0095] Segun una forma de realizacion, la actividad biolégica del polipéptido se puede comparar con un valor de
referencia.

[0096] Un valor de referencia se puede obtener efectuando un procedimiento conforme a la invencion en
ausencia de todo compuesto biolégico o quimico por testar.

[0097] Segun otra forma de realizacion, la determinacion de la propiedad de un compuesto quimico o bioldgico
para modular la actividad biolégica de un polipéptido conforme a la invencién también se puede determinar por
determinacion de la capacidad de dicho compuesto para modular la unién de dicho polipéptido a un substrato.

[0098] Ventajosamente, un polipéptido aplicado en un procedimiento segun la presente invencion puede ser la
proteina RNasa 7.

[0099] La expresion de una secuencia de acidos nucleicos se puede determinar, por ejemplo, mediante sondas
de oligonucléotidos, mediante protocolos conocidos por el experto en la técnica.

[0100] La expresion de una secuencia de acidos nucleicos conforme a la invencién se puede comparar a un valor
de referencia obtenido, por ejemplo, efectuando un procedimiento conforme a la invencién en ausencia de
compuesto por testar.

[0101] En el contexto de la invencion, se entiende por "prevencion de un problema" la reduccién del riesgo de
que ocurra el trastorno considerado, particularmente como se ha definido previamente.
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[0102] En el sentido de la presente invencién, se entiende por la expresion "cantidad eficaz" la cantidad minima
necesaria para la observacion del efecto esperado, a saber un efecto cosmético o un efecto terapéutico,
entendiéndose que las cantidades eficaces necesarias para la obtenciéon de un efecto cosmético o de un efecto
terapéutico pueden ser, segln el caso, idénticas o diferentes.

[0103] En el sentido de la presente invencién, se entiende por "medio fisiologicamente aceptable” un medio
conveniente para la aplicacion de una composicién sobre una materia queratinica, tal como la piel, el cuero
cabelludo, los labios, las mucosas y las fibras queratinicas como los cabellos, las ufias y el vello.

[0104] En el sentido de la presente invencion, se entiende por "terapéutica" una composicién que se puede
aplicar en el marco de un tratamiento profilactico y/o curativo, o de un método de diagndstico, de un trastorno
cutaneo o del cuero cabelludo.

[0105] Los trastornos cutaneos considerados de forma mas particular por la presente invencion pueden ser piel
seca, piel muy seca y de individuos cuya piel presenta un aspecto envejecido, particularmente en mujeres que
superan los 45 afios y/o menopausicas, incluso muy mayores, y los polipéptidos, las secuencias nucleicas, los
agentes moduladores y las composiciones conforme a la invencion también se pueden adaptar al tratamiento de
las xerosis y las pieles dafiadas por los rayos UV.

[0106] En el sentido de la presente invencién, "un/a" debe entenderse, excepto si se indica lo contrario, en el
sentido de "al menos un/a".

[0107] Los ejemplos que se enumeran a continuacion se presentan a titulo ilustrativo y no limitativo de la
invencion.

Figura
[0108] Figura 1: ilustra un histograma que muestra la expresion media de la RNasa 7 en 4 tipos distintos de
epidermis (columna gris izquierda: piel seca madura; columna negra: piel madura normal; columna blanca: piel

joven seca; columna gris derecha: piel joven normal).

[0109] La expresion en unidades relativas representa la intensidad de la banda identificada en el Western Blot
como correspondiente a la RNasa 7 respecto a los controles internos.

Ejemplo

Ejemplo I- evaluacion de la expresion de la ribonucleasa 7 en la epidermis

[0110] Para el estudio se reclutaron voluntariamente mujeres sanas con piel normal o piel seca y se dividieron en
dos grupos, en funciéon de la edad: edad denominada post-menopausia (55-60 afios) y edad denominada
premenopausia (35-40 afios).

[0111] De este modo, se obtuvieron cuatro grupos: mujeres de edad denominada post-menopausia con piel
normal (n=13), mujeres de edad denominada post-menopausia con piel seca (n=15), mujeres de edad
denominada premenopausia con piel normal (n=14) y mujeres de edad denominada premenopausia con piel
seca (n=16).

[0112] Se tomaron muestras del estrato corneo mediante la técnica denominada del "stripping con barniz" en
cada individuo utilizando un protocolo modificado de LUNDSTROM y EGELRUD (Acta Derm Venereol, 1991,
71:471).

[0113] Las tiras de "stripping con barniz" se lavaron con acetona enfriada en hielo y los corneocitos se
recuperaron después de filtracion y centrifugado.

[0114] Las proteinas solubles se extrajeron en un tampén PBS-0,1 % TX-100.
[0115] Cada muestra se ajusté a la concentracién de 0,15 mg/ml antes del analisis por Western Blot.
[0116] 10 g de proteina se separaron sobre un gel 4-20 % SDS-NuPage (InVitrogen).

[0117] Las proteinas separadas se transfirieron a continuacion sobre una membrana PDVF (Millipore) utilizando
un sistema X-cell Blot (InVitrogen) segun las instrucciones del fabricante.

[0118] Después la membrana se saturé con 1 % de leche descremada en TBS-0,05 % Tween (TBS-T) durante 1
hora a temperatura ambiente.
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[0119] A continuacion la membrana se incubé con un anticuerpo policlonal anti-RNasa 7 en diluciéon de 1:1000
durante la noche a 4 °C.

[0120] El anticuerpo policlonal anti-RNasa 7 se obtuvo por inmunizacién de conejos con la secuencia peptidica
N-terminal SEQ ID N° 7 de la proteina RNasa 7.

[0121] EI anticuerpo obtenido se purifico con el mismo péptido que el utilizado para la inmunizacién de los
conejos.

[0122] Después se lavé la membrana con el tampon TBS-T y luego se incub6 en presencia de un anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a la peroxidasa durante 1 hora a temperatura ambiente en dilucién de 1:4000.

[0123] Luego se lavo la membrana como se ha descrito anteriormente.

[0124] La deteccién por quimioluminiscencia se realizé con ECLplus (GE Healthcare) segun las instrucciones del
fabricante.

[0125] Las imagenes se adquirieron a lo largo de un periodo de un minuto por un Multi-imager Fluor-S max
(BIORAD).

[0126] La intensidad de cada banda se cuantificé utilizando Quantity One (BIORAD).

[0127] Los datos se normalizaron con respecto a un control proteico interno marcado con negro de amida sobre
la propia membrana y se calcularon en forma de una relacion entre la intensidad de la banda de la proteina de
interés y la intensidad de la banda del control interno.

[0128] Los resultados representados en figura 1 indican que la expresién de la proteina RNasa 7 esta

fuertemente disminuida en el estrato corneo de las pieles secas y también en las mujeres en la edad denominada
post-menopausia.
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ccagagcagg
tcccagtcag
tgcagcccag
ggtgcaaaga
agacccccaa
tgtcecctgac
agcgacagaa
aattccacct

gcatgacctc
actcagccat
tgcacgagcc
atggcgataa
cctcagggaa
tggcctgtaa
tggacagagt

attctgccce
tgccaagccc
ccctcaagca
cctcaacacc
aatagcctge
catgtgtaag
caagtcttac
ggttcctgta

atcacagtgg
gaaaaacatt
tttcteccagt
aaactgccac
gtatccgaac
gcctccccecag
cctttag

cttctgectgce
aagggcatga
tgcaactcag
ttcctgeacyg
aagaatggcg
ctcacctcag
gtagtggcct
cacttggaca

tttaaaattc
aacaagcaca
gtggccgceca
cagagccacg
tgcaggtaca
aaaaaggact

[0129]

SEQIDNO 1

1 atggcaccgg
6l gtggcagaga
121 attcagcaca
181 cacacaaaac
241 gccacctgee
301 cacgggceccyg
361 tacaaagaga
421 gactctcagc
SEQIDNO 2

1 aagcccaagg
6l caagcatgca
121 aacaccttcecc
181 gcctgcaaga
241 tgtaagctca
301 tcttacgtag
361 cctgtacact
SEQ IDNO 3

1 atggcaccgg
6l gtggcagaga
SEQ ID NO 4

1 MAPARAGECP
6l HTKRCKDLNT
121 YKEKRQNKSY
SEQIDNO5

1 KPKGMTSSQW
ol ACKNGDKNCH
121 PVHLDRVL
SEQ ID NO 6

1 MAPARAGFCP LLLLLLLGLW VAEIPVSA

SE

IDNO 7

ccagagcagg
tcccagtcag

LLLLLLLGLW VAEIPVSAKP
FLHEPEFSSVA ATCQTPKIAC
VVACKPPOKK DSQQFHLVPV HLDRVL

FKIQHMQPSP

attctgccece
tgcc

QACNSAMKNTI

1 SAKPKGMTSS QWFKI SEQUENCE LISTING

cttctgetge

KGMTSSQWFK
KNGDKNCHQS

NKHTKRCKDL
QSHGPVSLTIM CKLTSGKYPN CRYKEKRQNK

<110> L'OREAL

<120> Uso cosmético de una proteina de la familia de las ribonucleasas

<130> BR80830/CR/HG/KIp

11

ttctgctget
cctcatcaca
ccatgaaaaa
agcctttcetce
ataaaaactg
ggaagtatcc
gtaagcctcce
gagtccttta

agcacatgca
caaaacggtg
cctgeccagac
ggcccgtgtce
aagagaagcg
ctcagcaatt

ttctgetget

TQHMQPSPQA
HGPVSLTMCK

NTIFLHEPFSS
SYVVACKPPO

ggggctgtgg
gtggtttaaa

cattaacaag
cagtgtggece
ccaccagagce
gaactgcagg
ccagaaaaag
g

gcccagecect
caaagacctc
ccccaaaata
cctgaccatg
acagaacaag
ccacctggtt

ggggctgtgg

CNSAMKNINK
LTSGKYPNCR

VAATCQTPKI
KKDSQQFHLV
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<140> 06 54965

<141> 2006-11-17

<160> 7

<170> Patentln version 3.1

<210>1
<211> 471
<212> DNA

<213> Homo Sapiens

<400> 1

atggcaccgg
gtggcagaga
attcagcaca
cacacaaaac
gccacctgec
cacgggcccg
tacaaagaga

gactctcagc

<210> 2
<211> 387
<212> DNA

ccagagcagg
tcccagtcag
tgcagcccag
ggtgcaaaga
agacccccaa
tgtccctgac
agcgacagaa

aattccacct

<213> Homo Sapiens

<400> 2

aagcccaagg
caagcatgca
aacaccttcc
gcctgcaaga
tgtaagctca
tcttacgtag

cctgtacact

<210> 3
<211> 84
<212> DNA

gcatgacctc
actcagccat
tgcacgagcc
atggcgataa
cctcagggaa
tggcctgtaa

tggacagagt

<213> Homo Sapiens

<400> 3

ES 2 628 505 T3

attctgcccce
tgccaagccc
ccctcaagcea
cctcaacacc
aatagccfgc
catgtgtaag
caagtcttac

ggttcctgta

atcacagtgg
gaaaaacatt
tttctccagt
aaactgccac
gtatccgaac
gcctccccag

cctttag

cttctgctge
aagggcatga
tgcaactcag
ttcctgcacg
aagaatggcg
ctcacctcag
gtagtggcct

cacttggaca

tttaaaattc
aacaagcaca
gtggccgcca
cagagccacg
tgcaggtaca

aaaaaggact

12

ttctgctgct
cctcatcaca
ccatgaaaaa
agcctttcte
ataaaaactg
ggaagtatcc
gtaagcctcc

gagtccttta

ggggctgtgg
gtggtttaaa

cattaacaag
cagtgtggcc
ccaccagagc
gaactgcagg

ccagaaaaag

9

agcacatgca
caaaacggtg
cctgccagac
ggcccgtgtc

aagagaagcg

ctcagcaatt

gcccagecct
caaagacctc
ccccaaaata
cctgaccatg
acagaacaag

ccacctggtt

60
120
180
240
300
360
420
471

60
120
180
240
300
360
387
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atggcaccgg ccagagcagg attctgeccc cttetgetge ttetgetget ggggctgtgg 60
gtggcagaga tcccagtcag tgec 84
<210> 4

<211> 156

<212> PRT

<213> Homo Sapiens
<400> 4

Met Ala Pro Ala Arg Ala Gly Phe Cys Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15

Leu Gly Leu Trp val Ala Glu Ile Pro val Ser Ala Lys Pro Lys Gly
20 25 30

Met Thr Ser Ser Gln Trp Phe Lys Ile Gln His Met GIn Pro Ser Pro
35 40 45

GIn Ala Cys Asn Ser Ala Met Lys Asn Ile Asn Lys His Thr Lys Arg
50 55 60

Cys Lys Asp Leu Asn Thr Phe Leu His Glu Pro Phe Ser Ser val Ala
65 _ 70 75 80

Ala Thr Cys Gln Thr Pro Lys Ile Ala Cys Lys Asn Gly Asp Lys Asn
85 90 95

Cys His GIn Ser His Gly Pro val Ser Leu Thr Met Cys Lys Leu Thr
100 105 110

ser Gly Lys Tyr Pro Asn Cys Arg Tyr Lys Glu Lys Arg Gln Asn Lys
115 120 125

Ser Tyr val val Ala Cys Lys Pro Pro Gin Lys Lys Asp Ser Gln Gln
130 135 140

-Phe His Leu val Pro val His Leu Asp Arg val Leu
145 150 155

<210>5

<211> 128

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 5

13
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Lys Pro

Gln Pro

His Thr

Ser Ser
50

Gly Asp
65

Cys Lys

Arg Gln

Asp Ser

<210> 6
<211> 28
<212> PRT

Lys

Ser

Lys

35

val

Lys

Leu

Asn

Gln
115

Gly

Pro

20

Arg

Ala

Asn

Thr

<213> Homo Sapiens

<400> 6

?et Ala Pro Ala Arg Ala

Met

Gln

Cys

Ala

Cys

Ser

85

ser

Phe

5

Thr

Ala

Lys

Thr

His

70

Gly

Tyr

His

Leu Gly Leu Trp val Ala
20

<210>7
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 7

1

ES 2 628 505 T3

Ser

Cys

Asp

Cys

55

Gln

Lys

val

Leu

Glu

Ser Gin

Asn Ser
25

Leu Asn
40

Gln Thr
ser His
Tyr Pro
val Ala

105

val Pro
120

Phe Cys

Ile Pro
25

14

Trp Phe
10

Ala Met

Thr Phe

Prd Lys

Gly Pro
- 75

Asn Cys
90

Cys Lys

val His

Pro Leu
10

val Sser

10

Lys Ile Gln

Lys Asn Ile
30

Leu His Glu
45

Ile Ala Cys
60

val Ser Leu
Arg Tyr Lys
Pro Pro Gln

110

Leu Asp Arg

Leu Leu Leu

Ala

His

15

Asn

Pro

Lys

Thr

Glu

95

Lys

val

Leu
15

Ser Ala Lys Pro Lys Gly Met Thr Ser Ser Gln Trp Phe Lys Ile
5

15

Met

Lys

Phe

Asn

Met

80

Lys

Lys

Leu

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro o ex vivo de evaluacion de un estado de una epidermis de una piel seca que comprende
al menos las etapas consistentes en:

a) determinar un contenido de un polipéptido de secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de
acidos nucleicos representada por una secuencia elegida de entre SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, 0 SEQ ID N°
3, un analogo de éstas que presenta una homologia de secuencia de por lo menos 85% y una actividad
biolégica de la misma naturaleza, o acidos nucleicos que codifican dicho polipéptido, en una muestra de
epidermis, y

b) comparar dicho contenido determinado en la etapa a) con un valor de referencia, donde el estado de la
epidermis se caracteriza por una determinacién de que el contenido determinado en la etapa a) es de 5 a
10 veces inferior al valor de referencia.

2. Procedimiento segun la reivindicacion precedente, en la cual el contenido de polipéptido se determina por
medio de un anticuerpo que se liga especificamente a un polipéptido de secuencia de aminoacidos representada
por una secuencia elegida de entre SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, o0 SEQ ID N° 7, o un analogo de
éstas que presenta una homologia de secuencia de por lo menos 85% y una actividad biol6gica de la misma
naturaleza.

3. Procedimiento segun la reivindicacion precedente, en la cual el anticuerpo se liga a un epitopo de secuencia
de aminoéacidos representada por la secuencia SEQ ID N° 7, o un analogo de ésta que presenta una homologia
de secuencia de por lo menos 85% y una actividad biologica de la misma naturaleza.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la cual el estado de una epidermis de
una piel seca es indicativo de un eventual trastorno cutaneo elegido de entre una sequedad excesiva, una
Xerosis, una ictiosis, una atopia, una dermatitis atopica, una psoriasis, una hiperqueratosis, un eczema, una
rosacea, un liquen, un prurito, una rosacea, una dermatitis seborreica, una queratodermia palmoplantar y un
prurigo.
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