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DESCRIPCION
Capsulas dirigidas para la entrega de agentes de blanqueamiento cutaneo en la piel
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la farmacia y la cosmética, en particular, se refiere a microcapsulas o
nanocapsulas dirigidas que comprenden un compuesto de blanqueamiento cutaneo y a su uso farmacéutico para la
prevencion y/o tratamiento de las manchas oscuras de la piel.

Antecedentes

En dermatologia, la hiperpigmentacion es el oscurecimiento de un area de la piel o las ufias causada por un
aumento o un exceso de produccion de melanina. La melanina es producida por los melanocitos en la capa mas
profunda de la epidermis. La produccion de melanina se denomina melanogénesis. Existen tres tipos basicos de
melanina: eumelanina, feomelanina y neuromelanina.

El receptor de melanocortina 1 (MC1R) es conocido como un receptor periférico que se encuentra principalmente en
distintas células cutaneas (melanocitos, queratinocitos, sebocitos y otros). MC1R esta involucrado en las respuestas
de la pigmentacion y la inflamacion, y en diversas células de melanoma, y se ha descubierto que controla las
cantidades relativas de eumelanina y feomelanina en mamiferos. (Bednarek, M. et al., Biopolymers, 2008, 89(5),
401-408).

La hormona estimulante de a-melanocitos (a-MSH):

Ac-Ser'-Tyr*-Ser’-Met*-Glu®-His®-Phe’-Arg®-Trp®-Gly'®-Lys"'-Pro'?-Val">-NH, (SEQ ID NO: 1)

es un agonista enddgeno para el MC1R.

A partir de estudios anteriores con a-MSH y su analogo sintético (NDP-a-MSH):
Ac-Ser'-Tyr*-Ser’-Nle*-Glu®-His®-D-Phe’-Arg®-Trp®-Gly °-Lys""-Pro'%-Val "*-NH;

se ha considerado que el segmento 6-9 (His6-D-Phe7-Arga-Trp9) es esencial para la interaccion ligando-receptor.

Se sintetizaron analogos de los péptidos mencionados anteriormente con los siguientes diversos aminoacidos en
lugar de Phe’ y Trp9 en NDP-a-MSH: Ala, Val, Cha, Lys, Glu, Phe, Pip, Pro, Oic, Tic, Sar, Gly. En vista de los
resultados Bednarek et al concluyen que el residuo Trp9 de NDP-aMSH no es esencial para el reconocimiento
molecular en el receptor de melanocortina 1 humano (hMC1bR).

El documento WO 2008/107533 desvela una combinacién de al menos un inhibidor del receptor MC1R, un inhibidor
de la tirosinasa derivado de la vitamina C y un inhibidor de la transferencia de melanosomas a los queratinocitos,
para mejorar la actividad del inhibidor de la tirosinasa en el tratamiento de manchas oscuras en la piel. También
describe el uso de la combinacién en cosméticos y en dermatologia para la preparacién de composiciones para la
despigmentacioén por blanqueamiento y/o decoloracion.

Entre los inhibidores del receptor MC1-R, el documento WO 2008/107533 enumera la proteina Agouti, Melanostatine
®5 (nombre INCI: nonapéptido-1) y el lipo aminoacido undecilenoil fenilalanina comercializado con el nombre
Sepiwhite MSH ®.

Melanostatine ®5 consiste en un nonapéptido sintético de los siguientes aminoacidos: Arg-Lys-Met-D-Phe-Phe-Pro-
Pro-Trp-Val.

Sepiwhite es el nombre comercial de la N-undecil-10-enoil-L-fenilalanina. Sepiwhite es un antagonista notificado del
receptor de la hormona estimulante de alfa-melanocitos (a-MSH) que reduce la produccién de melanina en
melanocitos cultivados.

Entre los inhibidores de la tirosinasa derivados de la vitamina C el documento WO 2008/107533 cita los esteres del
acido ascorbico, por ejemplo, el éster del acido 2-glucésido ascorbico (nombre INCI: glucésido de ascorbilo, AA-2G)
acido 2-O-a-D-glucopiranosil-6-O-hexadecanoil-L-ascorbico, 6-palmitato de ascorbilo, sal de sodio o magnesio del
acido 2-fosfato ascorbico.

Como inhibidores de la transferencia de melanosomas, el documento WO 2008/107533 describe la Nicotinamida
(nombre INCI: niacinamida) y vitamina PP. En particular, describe una composicion que comprende niacianimida
(0,01 %-5 %), glucésido de ascorbilo (0,01 %-5 %) y melanostatine ® (0,1-40 ppm).
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Se ha notificado que la combinacion de N-undecil-10-enoil-L-fenilalanina (Sepiwhite) y niacinamida, es
significativamente mas eficaz que la niacinamida sola en la reduccion de la hiperpigmentacion facial. Se ha
descubierto que la niacinamida inhibe la transferencia de melanosomas en células cultivadas y reduce la aparicion
de manchas hiperpigmentadas en estudios clinicos. (Bissett, D.L., J. Cosmet Dermatol, 2009; 8 (4) 260-6).

Sin embargo, los productos de blanqueamiento cutaneo conocidos en la técnica, concretamente los inhibidores de la
tirosinasa, no llegan eficientemente a los melanocitos.

Breve descripcion de la invencion

Los inventores han descubierto sorprendentemente que un agonista del receptor de MC1, es decir, el péptido de
férmula (1):

Ro-Ser'-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)°-Gly%-Lys""-DPro'?-Val"*-Ry (1)

que es un compuesto capaz de unirse selectivamente a los receptores MCR1 en el melanocito, en combinacién con
un compuesto capaz de inhibir la actividad o expresiéon de la tirosinasa, es decir, un compuesto de blanqueamiento
cutaneo, es util para la mejora en la prevencion y/o tratamiento de manchas oscuras cutaneas ya que los inhibidores
de la tirosinasa llegan a los melanocitos en una manera eficiente.

Una de las posibles combinaciones del péptido de formula (l) y el compuesto de blanqueamiento cutaneo es
mediante la formacién de una capsula, que puede ser una microcapsula o una nanocapsula, que encapsule el
agente de blanqueamiento cutaneo y en la que el péptido de féormula (l) esté acoplado a la superficie exterior de la
capsula que permite la direccion a los receptores MCR1 en el melanocito, es decir, los inventores han desarrollado
capsulas dirigidas para la entrega de compuestos de blanqueamiento cutaneo, que mejoran el efecto blanqueador
de los compuestos de blanqueamiento cutaneo. Estos son resultados sorprendentes ya que el péptido de féormula (1)
es un agonista del receptor de MC1, y no un inhibidor del receptor MC1R que normalmente se usan en la técnica por
el efecto de mejorar la actividad del inhibidor de la tirosinasa, es decir, un compuesto de blanqueamiento cutaneo,
en el tratamiento de manchas oscuras en la piel, por ejemplo, Melanostatine ® 5 y Sepiwhite MSH ®.

Las microcapsulas o las nanocapsulas de la invencién tienen la ventaja de que penetran profundamente en los
foliculos pilosos, donde la barrera posee solo unas pocas capas de corneocitos diferenciados y puede considerarse
altamente permeable. Adicionalmente, los foliculos pilosos pueden actuar como depdsitos a largo plazo, condicion
beneficiosa cuando se pretende la entrega transdérmica. La entrega al foliculo piloso tiene varias ventajas
farmacocinéticas como una reduccion o derivacién de la via tortuosa de la absorcion transepidérmica, una
disminucion de la toxicidad sistémica de los farmacos cuando el foliculo actia como depdsito de entrega a largo
plazo y, adicionalmente, aumenta el indice terapéutico de algunos farmacos, asi como reduce la dosis aplicada o la
frecuencia de administracion.

Las microcapsulas o nanocapsulas dirigidas, y mas en particular las microcapsulas o nanocapsulas bicapa dirigidas,
se pueden usar como un sistema de entrega altamente eficiente con liberacién sostenida y controlada del principio
activo encapsulado en las células diana: los fibroblastos y los queratinocitos. En particular, las microcapsulas o
nanocapsulas escapan del compartimiento endosémico y lisosémico de manera que el principio activo encapsulado
se libera directamente en el citoplasma y alcanza la diana rapidamente, optimizando la aplicacion y la
biodisponibilidad de los agentes activos encapsulados.

Ademas, las microcapsulas o nanocapsulas dirigidas de la invencion tienen la ventaja de mostrar una gran migracion
y penetracion en la piel en comparacion con las microcapsulas convencionales.

De forma breve, el uso de las microcapsulas o nanocapsulas dirigidas de la presente invenciéon permiten reducir la
cantidad necesaria de principios activos con la consecuencia de que los efectos secundarios potenciales también se
reducen. Ademas, las microcapsulas o nanocapsulas también tienen la ventaja de que son capaces de penetrar la
piel y muestran una distribucion uniforme en toda la epidermis.

Por tanto, un aspecto de la presente invencion se refiere a una microcapsula o nanocapsula que comprende un
compuesto de blanqueamiento cutaneo y un péptido de féormula (1)

Ro-Ser’-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)*-Gly'%-Lys""-DPro"%-val'>-R; (1)
en la que

R4, se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -OR3, -SR3, -NR3R4, -NHRg, polietilenglicol o un derivado del
mismo y —ORg en el que Ry es polietilenglicol o un derivado del mismo;

R2, se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R3-C(0O)- y R3-OC(O)-,
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R3 y R4 se seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cz4, alquenilo C»-Cy4 y arilo Cs-Cypo;

AA1, se selecciona independientemente entre los grupos de aminoacidos que representan un grupo de aminoacidos
aromaticos, preferentemente seleccionados entre el grupo que consiste en triptéfano (incluyendo L-triptéfano y D-
triptéfano), 3-(2-naftil)-D-alanina, 3-(1-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propiénico, acido 3-amino-3-(bifenil)-
propionico, fenilalanina, tirosina, histidina, 5-hidroxitriptéfano, acido D-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico y L-
3,4-dihidroxifenilalanina, mas preferentemente seleccionados entre el grupo que consiste en triptéfano (incluyendo L-
triptéfano y D-triptéfano), 3-(2-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propidnico, acido 3-amino-3-(bifenil)-
propionico, fenilalanina, tirosina, histidina, 5-hidroxitriptéfano y L-3,4-dihidroxifenilalanina;

y sales y solvatos cosméticamente aceptables de los mismos, acoplados a la superficie exterior de la microcapsula o
nanocapsula.

La presente invencién hace uso de un compuesto de formula (1)
Ro-Ser’-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)-Gly'%-Lys""-DPro"?-val'>-R; (1)
en la que

R4, se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -OR3, -SR3, -NR3R4, -NHRg, polietilenglicol o un derivado del
mismo y —ORg en el que Ry es polietilenglicol o un derivado del mismo;

R2, se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R3-C(0)- y R3-OC(O)-,
R3 y R4 se seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cz4, alquenilo C»-Cy4 y arilo Cs-Cyo;

AA1, se selecciona independientemente entre los grupos de aminoacidos que representan un grupo de aminoacidos
aromaticos, preferentemente seleccionados entre el grupo que consiste en 3-(2-naftil)-D-alanina, 3-(1-naftil)-D-
alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propionico, acido 3-amino-3-(bifenil)-propidnico, fenilalanina, tirosina, histidina, 5-
hidroxitriptéfano,  acido  D-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico y  L-3,4-dihidroxifenilalanina, = mas
preferentemente seleccionados entre el grupo que consiste en 3-(2-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-
naftil)propionico, acido 3-amino-3-(bifenil)-propionico, fenilalanina, tirosina, histidina, 5-hidroxitriptéfano y L-3,4-
dihidroxifenilalanina, es decir, AA¢ no es triptéfano; y

sales y solvatos de los mismos, preferentemente sales cosméticamente aceptables de los mismos.

Otro aspecto se refiere al proceso para la obtencion de las microcapsulas y/o nanocapsulas de la invencion que
comprende las etapas de

a) formar la microcapsula o nanocapsula encapsulando el compuesto blanqueador y
b) acoplar un compuesto de férmula (1):
Ro-Ser’-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)-Gly'%-Lys""-DPro"%-val'>-R; (1)
en la que

R4, se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -ORs3, -SR3, -NR3R4, - NHRGg, polietilenglicol o un derivado del
mismo y —ORg en el que Ry es polietilenglicol o un derivado del mismo;

R2, se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R3-C(0)- y R3-OC(O)-,
R3 y R4 se seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cz4, alquenilo C»-Cy4 y arilo Cs-Crpo;

AA, se selecciona entre los grupos de aminoacidos que representan un grupo de aminoacidos aromaticos
preferentemente seleccionados entre el grupo que consiste en triptéfano (incluyendo L-triptéfano y D-triptéfano), 3-
(2-naftil)-D-alanina, 3-(1-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propiénico, acido 3-amino-3-(bifenil)-propidnico,
fenilalanina, tirosina, histidina, 5-hidroxitriptéfano, acido D-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico y L-3,4-
dihidroxifenilalanina, mas preferentemente seleccionados entre el grupo que consiste en triptéfano (incluyendo L-
triptéfano y D-triptéfano), 3-(2-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propidnico, acido 3-amino-3-(bifenil)-
propionico, fenilalanina, tirosina, histidina, 5-hidroxitriptéfano y L-3,4-dihidroxifenilalanina; y sales y solvatos
cosméticamente aceptables de los mismos, a la superficie exterior de la microcapsula o nanocapsula antes o
después de la formacion de la microcapsula.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion cosmética que comprende una microcapsula y/o
nanocapsula como se define en la presente invencion.
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del péptido de formula (1) para la obtenciéon de microcapsulas
0 nanocapsulas para la prevencion cosmeética y/o el tratamiento cosmético de las manchas oscuras cutaneas.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a las microcapsulas o nanocapsulas como se definen en la presente
invencion para la prevencion cosmética y/o el tratamiento cosmético de las manchas oscuras cutaneas.

La presente invencion hace uso de un péptido de formula (Il):
Rs-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser-Rg [Rs-(SEQ ID NO: 2)-Re] (II)

en la que

Rs se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R7-C(0O)- y R7-OC(O)-,

Re se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -ORy, -SR7, y -NR7Rs,

R7 y Rg se seleccionan independientemente entre H-, alquilo C1-Cy4, alquenilo C,-Cy4 y arilo Ce-Co,
y sales aceptables y solvatos cosméticamente aceptables de los mismos.

Otro aspecto se refiere al uso del péptido de férmula (Il) como se ha definido anteriormente para la prevencion
cosmeética y/o el tratamiento cosmético de las manchas oscuras cutaneas.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a composiciones que comprenden un péptido de férmula (Il) y uno o
mas agentes blanqueadores tales como arbutina, vitamina C, fosfato de ascorbilo, niacinamida, dinacondrina, un
péptido inhibidor de la tirosinasa, tretinoina, hidroquinona, acido kojico y ésteres del mismo con acidos grasos, acido
azelaico, glutation, extractos de Cinnamomum subavenium, alfa-hidroxiacidos tales como acido lactico o acido
glicdlico, niacinamida, acido ferulico, vitamina E, acido elagico, extractos de granada y mezclas de los mismos.

La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: % de contenido de melanina en condiciones melandgenas

Figura 2: % de viabilidad celular en condiciones melanégenas

Figura 3. Unién a los melanocitos durante 1 hora a 4 °C

Figura 4. Captacion por los melanocitos durante 1 hora a 37 °C

Figura 5. Selectividad de la capsula por los melanocitos en una poblacion de células mixtas

Descripcion detallada de la invenciéon

En el contexto de la presente invencion, los siguientes términos tienen el significado que se detalla a continuacion.
Los términos "microcapsulas" y "nanocapsulas”, también denominadas en el presente documento "capsulas”, se
refieren a capsulas con una distribucién de tamarfio de 10 a 10000 nm. En una realizacion, las capsulas tienen una
distribucion de tamafio 50 a 5000 nm, de 100 a 1000 nm, preferentemente de 150 a 450 nm y mas preferentemente
de 180 y 400 nm. Este tamafio permite que la capsula que sea captada por las células y que libere los principios
activos en el citosol. En una realizacién particular, el tamafio medio de las capsulas es de 220 nm como se
determina por microscopia electrénica de barrido (MEB).

En el contexto de la presente invencion, cuandoquiera que se mencione un aminoacido sin especificar su
estequiometria se ha de entender que la mencién sefiala los estereoisdmeros tanto D como L. Por ejemplo,
cualquier mencién a la Leucina (o Leu) sefiala tanto la D-leucina como la L-leucina. Cuando se pretende una

estequiometria especifica, esto se indica, por ejemplo D-Ala se usa para sefialar el estereoisémero D de Alanina.

En una realizacion preferida, las microcapsulas de la invenciéon son microcapsulas poliméricas, en general hechas
de uno o mas polimeros biodegradables.

En una realizacion, los polimeros que forman las microcapsulas de la invencion se seleccionan entre el grupo que
consiste en poli(D,L-lactida-co-glicolida), acidos polilacticos, copolimero de bloque poli(fumarato de propileno-co-
etilenglicol) [P(PF-co-EG)], poli-anhidrido anhidrido poli(fumarico-co-sebacico), poli(6xido de etileno)-
poli(lactida/glicolida), poli(aminoacido), alcohol polivinilico, alginato, dextrano, quitosano, hidroxiapatita, colageno,
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fibrina, acido hialurénico, carbémeros, poli(aminoacidos) y poli(etilenglicol).

En una realizacién, las microcapsulas de la invencién son microcapsulas bicapa poliméricas que comprenden un
polimero de nucleo (también denominado en la presente invencion "polimero de la capa interior") y un polimero de la
cubierta exterior (también denominado en la presente invencién "polimero de la capa exterior" o "polimero en la
superficie exterior de la capsula"). Los polimeros de nucleo y los polimeros de cubierta se seleccionan entre el grupo
que consiste en poli(D,L-lactida-co-glicolida), acidos polilacticos, copolimero de bloque poli(fumarato de propileno-
co-etilenglicol) [P(PF-co-EG)], poli-anhidrido anhidrido poli(fumarico-co-sebacico), poli(dxido de etileno)-
poli(lactida/glicolida), poli(aminoacido), alcohol polivinilico, alginato, dextrano, quitosano, hidroxiapatita, colageno,
fibrina, acido hialurénico, carbémeros, poli(aminoacidos) y poli(etilenglicol). En una realizacion preferida, el polimero
de nucleo y el polimero de la cubierta exterior son diferentes. En una realizacion preferida, el polimero de nucleo es
poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) y el polimero de la cubierta exterior es el alcohol polivinilico (PVA). En una
realizacion preferida, al menos algunos de los grupos funcionales del polimero de nucleo, preferentemente cuando
los grupos funcionales son grupos carboxilo del polimero de nucleo, estan presentes preferentemente en la
superficie exterior de la capsula, junto con el polimero en la superficie exterior de la capsula. En una realizacion mas
preferida cuando el polimero de nucleo es poli(D, L-lactida-co-glicolida) (PLGA) y el polimero de la cubierta exterior
es alcohol polivinilico (PVA), los grupos carboxilo del polimero de PLGA estan presentes en la superficie exterior de
la capsula. En una realizacion mas preferida, PLGA tiene una relacion molar de lactida/glicolida de 40:60 a 60:40,
mas preferentemente de 50:50.

En otra realizacién, las microcapsulas pueden estar formadas por lipidos, liposomas, micelas, nanomateriales,
dendrimeros y similares.

En una realizacion, el péptido de férmula (1) esta unido al polimero de la cubierta exterior en la superficie de la
microcapsula o nanocapsula. En una realizacién mas particular, el péptido de férmula (l) esta unido al polimero de la
cubierta exterior mediante un enlace covalente. En una realizacién preferida, el enlace covalente es un enlace amida
entre el grupo amino del grupo N-terminal del péptido y el grupo carboxilo del polimero de PLGA presente en el
exterior de la superficie. Preferentemente, el polimero de la cubierta exterior es alcohol polivinilico.

El término "alquiloilo” es igual que alcanoilo, y se refiere a un radical que tiene la férmula general RCO- en la que R
es un grupo alquilo.

El término "alqueniloilo” es igual que alquenoilo, y se refiere a un radical que tiene la formula general RCO- en la que
R es un grupo alquenilo.

Los grupos "alquilo" pueden ser ramificados o no ramificados, y preferentemente tienen de 1 a aproximadamente 24
atomos de carbono. Una clase mas preferida de grupos alquilo tiene de 1 a aproximadamente 16 atomos de carbono
y una clase mas preferida de grupos alquilo tiene de 1 a 6 y 14 a 18. Incluso se prefieren mas los grupos alquilo que
tienen 1, 2, 3, 4, 15, 16 0 17 atomos de carbono. Metilo, etilo, n-propilo, isopropilo y butilo, incluyendo n-butilo, terc-
butilo, sec-butilo, isobutilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo son grupos alquilo particularmente preferidos en los
compuestos de la presente invencion. Otra clase preferida de grupos alquilo tiene de 6 a aproximadamente 10
atomos de carbono; e inclusive mas preferentemente 7, 8 o 9 atomos de carbono. Heptilo, octilo y nonilo son los
grupos alquilo mas preferidos de esta clase.

La expresion "alquenilo C»-C+2" significa una cadena de hidrocarburo lineal o ramificado que tiene uno o mas dobles
enlaces carbono-carbono en el mismo y que tiene de dos a doce atomos de carbono, y que esta unido al resto de la
molécula por un enlace sencillo. El doble enlace de un grupo alquenilo puede estar sin conjugar o conjugado con
otro grupo insaturado. Los grupos alquenilo adecuados incluyen, pero no se limitan a grupos alquenilo tales como
vinilo, alilo, butenilo (por ejemplo, 1-butenilo, 2-butenilo, 3-butenilo), pentenilo (por ejemplo, 1-pentenilo, 2-pentenilo,
3-pentenilo, 4-pentenilo), hexenilo (por ejemplo, 1-hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo, 4-hexenilo, 5-hexenilo),
butadienilo, pentadienilo (por ejemplo, 1,3-pentadienilo, 2,4-pentadienilo), hexadienilo (por ejemplo, 1,3-hexadienilo,
1,4-hexadienilo, 1,5-hexadienilo, 2,4-hexadienilo, 2,5-hexadienilo), 2-etilhexenilo (por ejemplo, 2-etilhex-1-enilo, 2-
etilhex-2-enilo, 2-etilhex-3-enilo, 2-etilhex-4-enilo, 2-etilhex-5-enilo,), 2-propil-2-butenilo, 4,6-dimetil-oct-6-enilo. Un
grupo alquenilo puede estar sin sustituir o sustituido con uno o dos sustituyentes adecuados.

"Arilo" en el presente documento se refiere a radicales de anillo individual o doble de 6 a aproximadamente 10
atomos de carbono en el anillo, tales como fenilo, naftilo o indenilo. El radical arilo puede estar opcionalmente
sustituido con uno o mas sustituyentes tales como hidroxi, mercapto, halo, alquilo, fenilo, alcoxi, haloalquilo, nitro,
ciano, dialquilamino, aminoalquilo, acilo, alcoxicarbonilo, etc.

Un "derivado de polietilenglicol" en la presente invencion se selecciona entre poli(etilenglicol) (PEG) monofuncional,
homobifuncional o heterobifuncional, también conocido como poli(oxietileno) o poli(6xido de etileno) (PEO),
derivados en una gama de pesos moleculares, que contienen un grupo funcional Unico, o dos grupos funcionales del
mismo o diferente tipo, de diversos grupos funcionales, tales como aminas, maleimidas, azidas, ésteres y tioles de
NHS. Los derivados de PEG se seleccionan preferentemente entre el grupo que consiste en O,O'-bis(3-
aminopropil)dietilenglicol, bis(3-aminopropil) poli(etilenglicol), poli(etilenglicol) bis(amina), metoxipolietilenglicol
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amina, metoxipolietilenglicol azida, poli(etilenglicol) bisazida, O-(2-Azidoetil)-O'-metil-trietilenglicol, O-(2-Azidoetil)-O'-
metil-undecaetilenglicol, poli(etilenglicol) metil éter azida, poli(etilenglicol) metil éter, mesilato de polietilenglicol
monometil éter, metacrilato de poli(etilenglicol) metil éter, O-(2-mercaptoetil)-O'-metilpolietilenglicol, poli(etilenglicol)
metil éter tiol, tosilato de poli(etilenglicol) metil éter, 2-bromoisobutirato de poli(etilenglicol) metil éter, acetileno de
poli(etilenglicol) metil éter. En una realizacién preferida Rg es O,0'-Bis(3-aminopropil)dietilenglicol (también
denominado 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecanodiamina).

En una realizacion particular, R se selecciona entre 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanodiamina, indicado como NH-PEG-
NH: en el compuesto de férmula (1) como se indica a continuacion:

Ro-Ser'-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)’-Gly'%-Lys"'-DPro ?-Val">-NH-PEG-NH,

En una realizacion particular, R, se selecciona entre acetilo, propanoilo, pentadecanoilo, hexadecanoilo y
heptadecanoilo. En una realizacion preferida R, se selecciona entre hexadecanoilo (también denominado
palmitoilo).

En una realizacion particular, Rz y R4 se seleccionan independientemente entre H, y alquilo C+s, C1g y C17.

AA1, es un aminoacido seleccionado entre aminoacidos aromaticos. En una realizacion particular, el péptido de
férmula (1) esta unido a la microcapsula de la invencion y AA1 se selecciona entre el grupo que consiste en triptéfano
(incluyendo L-triptéfano y D-triptéfano), 3-(2-naftil)-D-alanina, 3-(1-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-
naftil)propionico, acido 3-amino-3-(bifenil)-propidnico, fenilalanina, tirosina, histidina, 5-hidroxitriptéfano, acido D-
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico y L-3,4-dihidroxifenilalanina.

En una realizacion preferida AA1 se selecciona entre el grupo que consiste en triptéfano, 3-(2-naftil)-D-alanina, acido
3-amino-3-(1-naftil)propionico, acido 3-amino-3-(bifenil)-propidnico, fenilalanina, tirosina, histidina, 5-hidroxitriptéfano
y L-3,4-dihidroxifenilalanina.

En una realizacion particularmente preferida AA; se selecciona entre el grupo que consiste en triptéfano, 3-(2-naftil)-
D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propiénico y acido 3-amino-3-(bifenil)-propidnico.

Las sales cosméticamente aceptables de los péptidos proporcionados por la presente invencidon también estan
dentro del alcance de la presente invencidon. La expresion "sales cosméticamente aceptables” significa una sal
generalmente admitida para su uso en animales y mas en particular en seres humanos, e incluye las sales utilizadas
para formar sales de adiciéon de bases, ya sea sales de adiciéon de bases inorganicas, tales como por ejemplo y en
un sentido no limitante litio, sodio, potasio, calcio, magnesio o aluminio, entre otros, o sales de adicion de bases
organicas, tales como por ejemplo y en un sentido no limitante etilamina, dietilamina, etilendiamina, etanolamina,
dietanolamina, arginina, lisina, histidina o piperazina entre otros, o sales de adicién de acido, ya sea sales de adicion
de acidos organicos, tales como por ejemplo y en un sentido no limitante acetato, citrato, lactato, malonato, maleato,
tartrato, fumarato, benzoato, aspartato, glutamato, succinato, oleato, trifluoroacetato, oxalato, pamoato o gluconato
entre otros, o sales de adicidon de acidos inorganicos, tales como por ejemplo y en un sentido no limitante cloruro,
sulfato, borato o carbonato entre otros. La naturaleza de la sal no es critica, a condicién de que sea cosméticamente
aceptable. Las sales cosméticamente aceptables de los derivados peptidicos de la invencion pueden obtenerse por
métodos convencionales bien conocidos en el estado de la técnica [Berge S.M., Bighley L.D. y Monkhouse D.C.
(1977) "Pharmaceutical Salts" J. Pharm. Sci. 66:1-19].

La expresion "compuesto de blanqueamiento cutaneo" o "agente de blanqueamiento cutaneo" se refiere a un
compuesto capaz de aclarar y/o borrar las manchas oscuras en la piel. La presente invencion se refiere como
compuestos blanqueadores a compuestos que inhiben la actividad o expresién de la tirosinasa, es decir, en una
realizacion de la presente invencion, un "compuesto de blanqueamiento cutaneo" es un "inhibidor de la tirosinasa".
En una realizacion, el compuesto de blanqueamiento cutaneo se selecciona entre el grupo que consiste en arbutina,
vitamina C, fosfato de ascorbilo de sodio, niacinamida, preferentemente niacinamida PC, un péptido inhibidor de la
tirosinasa y mezclas de los mismos. En una realizacion preferida, el compuesto de blanqueamiento cutaneo se
selecciona entre el grupo que consiste en arbutina, fosfato de ascorbilo de sodio, vitamina C, niacinamida PC, un
péptido inhibidor de la tirosinasa, tretinoina, hidroquinona, acido kojico y ésteres del mismo con acidos grasos, acido
azelaico, glutation, extractos de Cinnamomum subavenium, alfa-hidroxiacidos tales como acido lactico o acido
glicdlico, niacinamida, acido ferulico, vitamina E, acido elagico, extractos de granada y mezclas de los mismos.

En una realizacién particular la mezcla de compuestos de blanqueamiento cutaneo se selecciona entre una mezcla
de dos compuestos de blanqueamiento cutaneo, mas preferentemente la mezcla de compuestos de blanqueamiento
cutaneo se selecciona entre una mezcla de arbutina y fosfato de ascorbilo de sodio y una mezcla de niacinamida y
fosfato de ascorbilo de sodio.

En una realizacion preferida, el compuesto de blanqueamiento cutaneo o cada compuesto de blangqueamiento
cutaneo de la mezcla de compuestos de blanqueamiento cutaneo estd presente en una cantidad de
aproximadamente el 0,1-30 % en peso en relacion con el peso total de la capsula, preferentemente en una cantidad
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de aproximadamente el 5-25 % en peso en relacion con el peso total de la capsula, mas preferentemente en una
cantidad de aproximadamente el 10-20 % en peso en relaciéon con el peso total de la capsula. En una realizacion
particular, el compuesto de blanqueamiento cutaneo o la mezcla de compuestos blanqueadores estan presentes en
una cantidad del 20 % en peso en relacion con el peso total de la capsula. En una realizaciéon mas particular, la
mezcla de dos compuestos de blanqueamiento cutaneo esta presente en una cantidad de aproximadamente el 20 %
en peso, preferentemente el 10 % en peso de cada compuesto de blanqueamiento cutaneo. En una realizacion, la
microcapsula comprende del 10 al 30 % en peso de arbutina o niacinamida en relacion con el peso total de la
microcapsula. En una realizacion, la microcapsula comprende del 0,1 % al 10 %, preferentemente del 0,1 al 3 % del
péptido de férmula (l1) en relacion con el peso total de la microcapsula.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un péptido inhibidor de la tirosinasa de férmula (1l). El péptido de
férmula (1) actda intracelularmente bloqueando o inhibiendo la actividad de la tirosinasa.

Preferentemente, el péptido inhibidor de la tirosinasa es un péptido de férmula (11):
Rs-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser-Rs Rs-[(SEQ ID NO: 2)-Rg]  (ll)

en la que

Rs se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R7-C(O)- y R7-OC(O)-,

Re se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -ORy, -SR7 y -NR7Rs,

R7 y Rg se seleccionan independientemente entre H-, alquilo C1-Cy4, alquenilo C,-Cy4 y arilo Ce-Cio,

y sales y solvatos cosméticamente aceptables de los mismos.

En una realizacion el péptido inhibidor de la tirosinasa es un péptido de férmula:

Rs-lle-Ser-D-Leu-Leu-Asp-D-Ala-GIn-Ser-Rs

en la que

Rs se selecciona entre el grupo que consiste en en H-, R7-C(O)- y R-OC(O)-,

Re se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -ORy, -SR7 y -NR7Rs,

R7 y Rg se seleccionan independientemente entre H-, alquilo C1-Cy4, alquenilo C2-Cys y arilo Ce-Co,

y sales y solvatos cosméticamente aceptables de los mismos.

En una realizacion Ry y Rg son H.

En una realizacion Ry es alcanoilo C+-Ca4, preferentemente un alcanoilo C4-C4 seleccionado entre el grupo que

consiste en acetilo, propanoilo, butanoilo, pentanoilo, hexanoilo, heptanoilo, octanoilo, nonanoilo, decanoilo,

undecanoilo, dodecanoilo, tridecanoilo, tetradecanoilo, pentadecanoilo, hexadecanoilo, heptadecanoilo,

octadecanoilo, nonadecanoilo e icosanoilo. En una realizacién preferida, el alcanoilo seleccionado entre el grupo

consiste en acetilo, propanoilo, pentadecanoilo, hexadecanoilo y heptadecanoilo. En una realizacion Rs es acetilo

(Ac). En ofra realizacion Rs es hexadecanoilo (o frecuentemente denominado palmitoilo (Palm).

En una realizacion, cuando Rs es-NR7Rs, R7 y Rg son H.

En una realizacion el péptido de férmula (1) se selecciona entre el grupo:

Ac-lle-Ser-DLeu-Leu-Asp-DAla-GIn-Ser—NR7Rs

Ac-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-DAla-GIn-Ser—-NR7Rg

Ac-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser—-NR7Rs [(SEQ ID NO: 3)-NR7Rs]

Palm-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-DAla-GIn-Ser—-NR7Rs

Palm-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser—-NR7Rs [(SEQ ID NO: 4)-NR7Rs]

Palm-lle-Ser-DLeu-Leu-Asp-DAla-GIn-Ser—NR7Rg,
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y sales y solvatos cosméticamente aceptables de los mismos,
en los que R7 y Rg se seleccionan independientemente entre H, metilo, etilo, propilo y butilo.

Una "mancha oscura en la piel" o "mancha oscura cutanea" en el presente documento se refiere a la
hiperpigmentacioén de la piel causada por el aumento de la melanina. La hiperpigmentacion puede ser difusa o focal.

El "tratamiento cosmético" de la "mancha oscura en la piel" o "mancha oscura cutanea" se refiere a aclarar las
manchas oscuras en la piel, eliminando (es decir, borrando) manchas oscuras en la piel, reduciendo el tamafio de
las manchas oscuras en la piel y/o reduciendo el nimero de manchas oscuras en la piel.

La "prevenciéon cosmética" de la "mancha oscura en la piel" o "mancha oscura cutanea" se refiere a prevenir la
aparicion de manchas oscuras en la piel, prevenir el oscurecimiento de las manchas oscuras en la piel ya existentes
y/o prevenir el aumento del tamafio de las manchas oscuras en la piel ya existentes.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a compuestos de formula general (1), en la que AA1 no es Trp.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un proceso para la preparacién de microcapsulas o nanocapsulas
de la invencién, que comprende las etapas de:

a) formar la microcapsula o nanocapsula que encapsula el compuesto de blanqueamiento cutaneo y

b) acoplar un compuesto de férmula (l) de la invencion, inclusive cuando AA: es Trp, a la superficie exterior de la
microcapsula o nanocapsula antes o después de la formacién de la microcapsula o nanocapsula.

En una realizacion preferida, la etapa de acoplar un compuesto de férmula (I) de la invencion, incluyendo cuando
AA: es Trp, a la superficie exterior de la microcapsula o nanocapsula se realiza una vez que se ha formado la
microcapsula o nanocapsula, es decir, después de formar la microcapsula o nanocapsula.

En una realizacién preferida, en la que la microcapsula o nanocapsula es una microcapsula o nanocapsula bicapa
polimérica, la etapa de formacién de la microcapsula o nanocapsula que encapsula el compuesto blanqueador
comprende las etapas de

a1) mezclar el polimero de la capa interior con el compuesto de blanqueamiento cutaneo en un disolvente adecuado,

a2) emulsionar la mezcla obtenida en la etapa a) con el polimero de la capa exterior en un disolvente adecuado v,
opcionalmente

a3) aislar las microcapsulas.

En una realizacién en la que la microcapsula o nanocapsula es una microcapsula o nanocapsula bicapa polimérica
el proceso de acoplar el compuesto de formula (1) de la invencion, inclusive cuando AA es Trp, al polimero de la
capa exterior, cuando dicho polimero tiene grupos carboxilo y el acoplamiento de la etapa b) comprende las etapas
de

b1) activar los grupos carboxilo en la superficie de las capsulas y

b2) hacer reaccionar las capsulas activadas con el grupo amino N-terminal del compuesto de formula (1).

En ofra realizacion, el polimero de la capa exterior tiene grupos amino y el acoplamiento de la etapa b) comprende
las etapas de

b1) activar los grupos amino en la superficie de las capsulas, y
b2) hacer reaccionar las capsulas activadas con el grupo C-terminal del compuesto de férmula ().

En otra realizacién, el polimero de la capa exterior tiene grupos maleimida y el acoplamiento en la etapa b)
comprende las etapas de

b1) activar los grupos maleimida en la superficie de las capsulas,

b3) funcionalizar el compuesto de formula (1) con un grupo tiol mediante la adicién de un aminoacido extra con dicho
grupo o mediante la modificacion de al menos uno de los grupos funcionales de los aminoacidos presentes y

b2) hacer reaccionar las capsulas activadas con el grupo tiol del compuesto de férmula ().
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En una realizacién el disolvente adecuado para mezclar el polimero de la capa interior con el compuesto de
blanqueamiento cutaneo se selecciona entre el grupo que consiste en acetona, acetonitrilo, diclorometano (DCM),
etanol, metanol, cloroformo, dimetilformamida (DMF) y acetato de etilo, preferentemente acetona.

En una realizacioén el disolvente adecuado para emulsionar la mezcla obtenida en la etapa a1) con el polimero de la
capa exterior se selecciona entre el grupo que consiste en agua, acetonitrilo, diclorometano (DCM), etanol, metanol,
cloroformo, dimetilformamida (DMF), sulfuro de dimetilo (DMS) y acetato de etilo, preferentemente agua, etanol,
metanol, dimetilformamida, y sulfuro de dimetilo (DMS) y mas preferentemente agua.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un proceso para la obtenciéon de microcapsulas o nanocapsulas bicapa
como se definen en la invencién que comprende las etapas de:

i) acoplar un compuesto de formula (I) de la invencion, inclusive cuando AA; es Trp, al polimero que sirve como
polimero de la capa exterior,

ii) mezclar el polimero de la capa interior con el compuesto de blanqueamiento cutaneo en un disolvente adecuado,

iii) emulsionar el polimero obtenido en la etapa i) con la mezcla obtenida en la etapa ii) en un disolvente adecuado y,
opcionalmente

iv) aislar las microcapsulas.

En una realizacion preferida, la composicion cosmética que comprende una microcapsula y/o nanocapsula de la
invencion comprende al menos un excipiente o adyuvante cosméticamente aceptable.

Los términos excipientes o adyuvantes plazo se refieren también a los vehiculos. Dichos excipientes, adyuvantes o
vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos, tales como agua, aceites o tensioactivos, incluyendo los de origen de
petroleo, animal, vegetal o sintético, tales como por ejemplo y en un sentido no limitante aceite de cacahuete, aceite
de soja, aceite mineral, aceite de sésamo, aceites de ricino, polisorbatos, ésteres de sorbitano, sulfatos de éter,
sulfatos, betainas, glucosidos, maltdsidos, alcoholes grasos, nonoxinoles, poloxameros, polioxietilenos,
polietilenglicoles, dextrosa, glicerol y similares. "Remington's Pharmaceutical Sciences" de E.W. Martin describe
diluyentes, adyuvantes o excipientes como vehiculos adecuados.

Los siguientes ejemplos son meramente ilustrativos de ciertas realizaciones de la invencion y no se pueden
considerar como restrictivos en modo alguno.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparaciéon de las microcapsulas

Se afiadi6 1 g de poli(D, L-lactida-co-glicolida) (PLGA) (Resomer RG 502 H, relacion molar lactida/glicolida de 48:52
a 52:48) en 10 ml de acetona que contenia proteina de soja hidrolizada (25 ml) (Dynachondrine™ ISR, Maymé
numero de lote M.1261.10, ISP Pharmaceuticals nimero de lote 0Y900000277) gota a gota a 100 ml de alcohol
polivinilico (PVA) acuoso al 1 % (p/v), y la mezcla se emulsion6 durante 3 min usando un aparato de ultrasonidos.
Después de la evaporacion del disolvente durante toda la noche a 4 °C, las capsulas se recogieron por
ultracentrifugacion a 60000 g durante 30 min, se lavaron tres veces con agua destilada y después se liofilizaron
durante 3 a 4 dias.

Los siguientes péptidos de secuencia de formula (l):
Pamitoil-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His-DPhe-Arg-Trp-Gly-Lys-DPro-Val-NH-PEG-NH,
Acetil-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His-DPhe-Arg-Trp-Gly-Lys-DPro-Val-NH-PEG-NH;
en los que NH-PEG-NH2 representa el grupo NH-(CHz)3-(OCH2CHa)2-CH2-NH;

se acoplaron por el extremo N-terminal del péptido (Ser) con la microcapsula obtenida anteriormente a través de la
amida unida a los grupos carboxilo en la superficie de las capsulas presentes en la superficie de la microcapsula
(perteneciente al polimero interior). Por tanto, los grupos carboxilo en la superficie de las capsulas se activaron
mediante la resuspension de las capsulas en tampdn isotdénico en solucion salina de acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico (MES) 0,1M pH 55 y Iluego haciéndolos reaccionar con 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) (10 equiv.) y N-hidroxisuccinimida (NHS) (10 equiv.) durante 1 h. Después,
las capsulas se centrifugaron (15000 rpm, 45 min) para retirar el exceso de EDAC/NHS y el subproducto de isourea
soluble en agua. Las capsulas activados (1 g) se resuspendieron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS,
40 ml) y se hicieron reaccionar con el grupo amino N-terminal del péptido de secuencia de férmula (I) (0,150 g) a
temperatura ambiente durante 2 horas. Las capsulas recubiertas se centrifugaron (15000 rpm, 30 min) y se lavaron

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2632116 T3

con tampon PBS (10 ml, 3 veces) para retirar cualquier péptido no unido. La presencia de péptido unido a la
superficie se confirmé mediante pruebas de ninhidrina de Kaiser. El péptido sin reaccionar se separé de las capsulas
después de la etapa de reaccion correspondiente por analisis del sobrenadante de la centrifugacion (etapa descrita
anteriormente) usando acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (TNBS) como un ensayo colorimétrico: se afiadieron 700
microlitros de sobrenadante a 700 microlitros de tampoén de borato de sodio 0,1 M (pH 9,2). Se afiadieron 350
microlitros de solucion acuosa de TNBS (1,65 mg/ml) y la solucion se mezclé rapidamente. Después de la
incubacion a 40 °C durante 45 min, la reaccién se detuvo mediante la adicion de 350 microlitros de NaH,PO4 0,1 M
que contenia Na;SO3 1,5 mM y la absorcion a 420 nm se determind en un espectréometro UV/VIS. Las cantidades de
péptido en la superficie de las nanocapsulas se calcularon restando la cantidad libre de la cantidad total afiadida al
sistema de reaccion, siendo en ese caso 0,125 %. La relacion de proteina de soja hidrolizada encapsulada a péptido
de secuencia de férmula () es de 25 a 0,125.

El diametro de las capsulas se determind por microscopia electrénica de barrido (MEB), que muestra una
distribucion de tamafo entre 180 y 400 nm (tamafio promedio 220 nm).

Ejemplo 2. Ensayo de citotoxicidad

Se usaron fibroblastos dérmicos humanos y queratinocitos humanos. Las células aisladas se cultivaron en medio de
cultivo DMEM suplementado con FCS al 10 % y se incubaron a 37 °C para el tratamiento de mantenimiento. Se
usaron células sin tratar como control negativo. El control positivo fue SDS al 0,1 %. Las microcapsulas como se
obtuvieron en el Ejemplo 1 se sometieron a ensayo en el medio de cultivo DMEM a dos concentraciones: 0,03 % y
0,3 %. Estos porcentajes en peso se refieren al peso de la microcapsula en relacion con el peso total.

Las células se sembraron a razén de 20000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos. 24 horas después de la
siembra, las células se incubaron en las condiciones descritas anteriormente. Después de 48 h de incubacién a
37°C, el medio de cultivo se retir6 y se afiadio reactivo MTT. Las células se incubaron 2 horas a 37 °C. Después se
afiadi6 DMSO vy la absorbancia de la sal de formazan formada se midié a A 570 nm. Los valores de absorbancia
inferiores corresponden a células con una actividad metabdlica mas baja, lo que se correlaciona con un mayor dafio
y, por tanto, con un mayor efecto citotdxico. Por tanto, la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazan producido. La Tabla 1 muestra el porcentaje de viabilidad celular, asi como la desviacion tipica (DT), en las
diferentes estirpes celulares después de los diferentes tratamientos.

Producto sometido a Fibroblastos Queratinocitos
ensayo % de viabilidad celular DT % de viabilidad celular DT
Control 100 3,90 100 2,98
SDS 30,0 3,00 13,0 2,00
Ejemplo 1 (0,03 %) 99,8 4,00 100,0 3,00
Ejemplo 1 (0,3 %) 102 2,00 104,2 3,10
Tabla 1

Como puede observarse, las microcapsulas del Ejemplo 1 no mostraron cambios en la viabilidad celular a las
diferentes concentraciones sometidas a ensayo. Por tanto, se puede concluir que las microcapsulas del Ejemplo 1
no son citotéxicos en cualquiera de las estirpes celulares empleadas.

Ejemplo 3. Ensayo de penetracion en la piel

Se prepararon microcapsulas marcadas con fluoresceina siguiendo un procedimiento analogo como se describe en
el Ejemplo 1, afiadiendo adicionalmente el marcador de DQ-BSA a la mezcla de acetona que contenia PLGA vy
proteina de soja hidrolizada.

Se cultivé piel reconstituida (SkinEthic, EHR epidermis humana reconstruida) en medio de cultivo DMEM
suplementado con FCS al 10 % y se incub6 a 37 °C para su mantenimiento y tratamiento. Se us6 EHR sin tratar
como control negativo. Las formulaciones que contenian las microcapsulas marcadas con medio DQ-BSA
sometieron a ensayo a tres concentraciones: 0,03 % en peso, 0,15 % en peso, 0,30 % en peso. Estos porcentajes
en peso se refieren al peso de la microcapsula en relacién con el peso total.

Los modelos de piel reconstruida de tamafo de 0,5 cmz, 17 dias, se reconstituyeron en los medios adecuados
proporcionados por el proveedor inmediatamente tras su llegada al laboratorio y se mantuvieron en la incubadora a
37 °C para la recuperacion completa. Después de 24 horas, el tratamiento con las microcapsulas marcadas se
realizé en las condiciones detalladas en el apartado anterior. La incubacién con los diferentes tratamientos se realizé
durante 48 horas. Después, las muestras se congelaron y se analizaron por microscopia de fluorescencia.

Se registraron imagenes correspondientes a una seccion transversal de la piel tratada con una formulacion que

contenia las microcapsulas como se obtiene en el Ejemplo 1 al 0,15 %. En una imagen tomada por microscopia de
fluorescencia, la sefial de fluorescencia verde indico que las capsulas penetraron y se distribuyeron uniformemente a
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lo largo de toda la epidermis. La fluorescencia no aparecié en el nucleo de las células cutaneas, sino solo en el
citoplasma donde se degrado la capsula, se escindié el complejo DQ-BSA y se liber6 la molécula fluorescente. En
una imagen comparativa obtenida por microscopia 6ptica después de la tincion con hematoxilina-eosina, los nucleos
de las células de la piel se tifieron de un color mas oscuro.

En conclusion, las microcapsulas del Ejemplo 1 mostraron una penetracion adecuada y una distribucién uniforme en
toda la epidermis.

Ejemplo 4. Cultivo de melanocitos y procedimiento de incubacién

Dia 1 - Se hacen crecer melanocitos humanos por tripsinizacion y centrifuga a 1500 rpm (433 x g) en una centrifuga
Allegra X-22R (Beckman Coulter) durante 5 minutos y después se resuspenden en 1 ml de un medio de cultivo
completo para contar el nimero de células. Un volumen de 10 ul de la solucién de células se tifien con colorante
azul de tripano y las células se cuentan con un hemocitémetro. Después, una solucidn de células se prepara a una
concentracion de 2,5 x10° células/ml en un medio completo y 100 pl de la suspension de células es la semilla en
pocillos de placas de 96 pocillos. Las placas se incuban a 37 °C en una atmoésfera de CO» al 5 %.

Dia 2 - Las células de semilla se lavan y se tratan con los diferentes productos en condiciones basales y en
condiciones promelandgenas. Para ello, se retira el medio de los pocillos y se afiaden 100 ul de los productos en
medio basal con FBS al 0,5 %. Anteriormente, los productos de ensayo se solubilizan en el mismo medio. Se
solubiliza arbutina en etanol.

Los productos se someten a ensayo a 3 concentraciones diferentes en presencia y ausencia del inductor
melandgeno (100 pM), es decir, isobutil metil-xantina (IBMX). Las placas se incuban 37 °C y CO; al 5 % durante 5
dias. Los experimentos se realizan usando 4 pocillos por condicién. La acumulacién de melanina en el interior de las
células se controla a diario por microscopia optica.

Dias 3 y 4 - Todos los tratamientos se renuevan cada 24 horas.

Dia 5 - Determinacion de la viabilidad celular: Con el fin de determinar el numero de células viables, se afiaden 10 pl
de CCK-8 (WST-8) en cada pocillo. Las placas se incuban a 37 °C durante 1 hora y la absorbancia se mide a
450 nm usando Synergy |l multimodo (Biotek Instruments Inc., Winooski, Estados Unidos). El modo y la DT se
calculan para cada concentracion usando la aplicacion Microsoft Excel (véase la figura 2 y la tabla 2)

Ejemplo 5. Determinacion de melanina

Con el fin de determinar el contenido de melanina en las células tratadas como se describe en el ejemplo 4, el medio
se retira de cada pocillo y las células se lavan con PBS 1 N y se incuban durante 3 dias a 37 °C facilitando la
solubilizacion de la melanina en NaOH.

Dia 7 - Una vez que la solubilizacion de la melanina esta completa, se afiaden 50 pl de H>O» MilliQ por pocillo y el
contenido se determina por absorbancia usando un Synergy Il (Biotek Instruments Inc., Winooski, EE.UU.) a 390 nm.
El modo y la DT se calculan para cada concentracion (véase la figura 1 y la Tabla 2).

Contenido de Viabilidad

Producto melanina (%) celular
Control 100 100
Isobutil metil-xantina (IBMX) 174 +12 90
IBMX+ agente de blanqueamiento cutaneo (0,3 mg/ml de cada) 80+8 100
IBMX+ agente de blanqueamiento cutaneo (0,1 mg/ml de cada) 100+ 9 95
IBMX+ agente de blanqueamiento cutaneo (0,03 mg/ml de cada) 130 + 12 98
IBMX+ capsulas dirigidas (3 mg/ml) 18+ 2 100
IBMX+ capsulas dirigidas (1 mg/ml) 54 +6 91
IBMX+ capsulas dirigidas (0,3 mg/ml) 90+9 93
IBMX+ capsulas no dirigidas (3 mg/ml) 85+9 99
IBMX+ capsulas no dirigidas (1 mg/ml) 99 + 10 93
IBMX+ capsulas no dirigidas (0,3 mg/ml) 130+ 15 97
Tabla 2
en la que:

IBMX significa isobutil metil xantina. IBMX se usa en el presente documento ya que se sabe que induce
melanogénesis, es decir, la sintesis de la melanina.
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"Agente de blanqueamiento cutaneo" en este ejemplo se refiere a una mezcla 1:1, p/p de arbutina + fosfato de
ascorbilo de sodio. En cuanto a las capsulas, cada componente representa el 10 % del peso total lo que significa
que las capsulas 3 mg/ml contienen 0,3 mg de arbutina + 0,3 mg de fosfato de ascorbilo de sodio.

"Capsulas dirigidas" se refiere a las capsulas de la invencién como se obtuvieron en el Ejemplo 1 que comprenden el
agente de blanqueamiento cutaneo en un peso del 20 % con respecto al peso total de la capsula.

"Capsulas no dirigidas" se refiere a las capsulas que comprenden el agente de blanqueamiento cutaneo sin el
péptido de formula (l).

Los resultados muestran una disminucion en el contenido de melanina cuando se usan las capsulas dirigidas de la
invencion en comparacion con el compuesto de blanqueamiento cutaneo no encapsulado y el compuesto de
blanqueamiento cutaneo encapsulado pero no dirigido.

Ejemplo 6. Determinacion de melanina e inhibicion de la actividad de la tirosinasa de seta

Se determind la actividad de varios péptidos de formula (ll) (enumerados en la Tabla 3 a continuacién) para reducir
la melanina como se explica en el ejemplo 5 después de tratar las células como se explica en el ejemplo 4.

La actividad de varios péptidos de férmula (Il) para inhibir la actividad de la tirosinasa se determind como se explica
a continuacion:

El ensayo se realizd en placas de 96 pocillos; se dosificaron en cada pocillo 100 yl de mezcla de reaccién que
contenia PBS pH 6,5, 25 ul de L-tirosina (1,5 mm) y 20 pl de los compuestos a diferentes concentraciones. Después,
se afadieron 15U de tirosinasa de seta (20 pl) a cada pocillo. También se sometié a ensayo una mezcla de
reaccion sin la adicion de ningin compuesto y se usé como control de actividad maxima. Los pocillos sin enzima
sirvieron como blanco de reactivo (control negativo). El ensayo se realizé usando un intervalo de concentraciones de
compuesto de 0 a 100 pg/ml.

Las placas se incubaron a 30 °C durante 10 min y la cantidad de L-DOPA producida en la mezcla de reaccioén se
midio usando el lector de placas Sinergy Il (Biotek) a 490 nm.

La actividad se expresd como el % del maximo considerado el 100 %

Ac-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser-NH2 28 87
Ac-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-(d)Ala-GIn-Ser-NH2 31 80
Ac-lle-Ser-(d)Leu-Leu-Asp-(d)Ala-GIn-Ser-NH2 40 68
Palm-lle-Ser-(d)Leu-Leu-Asp-(d)Ala-GIn-Ser-NH2 48 65
Palm-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-(d)Ala-GIn-Ser-NH2 42 78
Palm-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser-NH2 39 85

Tabla 3

Ejemplo 7. Unién de la capsula y captacion en los melanocitos

Andlisis de la unién y la captacion de capsulas dirigidas en los melanocitos (melanocitos epidérmicos humanos
primarios aislados de prepucio neonatal) usando citometria de flujo. La unién de la capsula se estudié mediante la
incubacion de las células con capsulas dirigidas 20 pg/ml, con Palm-Ser'-Tyr*-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-Trp®-
Gly"-Lys""-DPro"?-Val"*-NH-(CHz)s-(OCH2CH2)>-CH2-NH, 0 céapsulas no dirigidas, durante 1 hora a 4 °C en medio
de cultivo. Posteriormente, las células se lavaron y se analizaron por citometria de flujo. La captacion se estudioé
mediante la incubacion de células con capsulas dirigidas 20 ug/ml o capsulas no dirigidas a 37 °C durante 1 h. Las
células se lavaron y se analizaron por citometria de flujo en un FacsCalibur (Becton Dickinson, EE.UU.). Véanse las
figuras 3y 4.

Ejemplo 8. Direccion de las capsulas a los melanocitos dentro de una poblaciéon celular mixta

Se incubaron distintos tipos de células con las capsulas de la invenciéon (50 pg/ml) que han sido dirigidas con
diferentes péptidos de féormula (la) o capsulas no dirigidas (50 pug/ml) a 37 °C durante 3 h. Los péptidos de férmula (1)
utilizados para dirigir las capsulas en este ejemplo son péptidos de férmula Palmitoil-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His-DPhe-
Arg-(AA1)Gly-Lys-DPro-Val-NH-(CH:)3-(OCH2CH.)2-CH2-NH. en la que la naturaleza del aminoacido en la posicion 9
(AA+) se indica en la primera columna de la tabla 3. Las células se lavaron y se tifieron con el anticuerpo especifico
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del receptor o anticuerpo de control de isotipo para detectar especificamente distintos tipos de células.
Posteriormente, las células se analizaron por citometria de flujo en un FacsCalibur. La fluorescencia asociada a las
células se calculé dividiendo la intensidad de la fluorescencia celular media (ifm) para una muestra dada por la ifm
de melanocitos incubados con capsulas dirigidas, que se fijé en el 100 % (véase la figura 5 y la tabla 4).

Union especifica a la célula (%)

P&F’ESO Melanocito | Fibroblasto | Linfocito | Monocito De(iﬁjl:']ilt?c a Queratinocito
Sin péptido 24 +2 18+2 12+ 1 8+1 14 +2 10 £ 1
Triptéfano 908 162 2+1 611 9+1 14 +2
3-(2-Naftil)-D-alanina 717 60+5 10 £ 1 8+1 10 £ 1 20+2
Acido 3-amino-3-(1- 7547 23+2 18£2 | 7#1 61 1642

naftil)propiénico
gﬁ:ﬁlfpfgzgﬁlgo 74+7 38+4 42+4 16 £ 2 27+3 9+2
Fenilalanina 85+8 35+4 45+ 4 19 +2 7+1 18+2
Tirosina 80+8 303 54 +5 20+2 5+1 34+3
Histidina 58+ 6 23+2 18+2 313 16+2 24 +3
5-Hidroxitriptéfano 737 21+2 101 14 £1 81 152
L-3,4-dihidroxi-fenilalanina 808 15+2 515 26 12 20 £2 85+8
Tabla 4

Ejemplo 9. Sintesis peptidica

En este Ejemplo AA se refiere a los aminoacidos del péptido. Los aminoacidos son los correspondientes al péptido
de formula (I) o al péptido de formula (ll). La sintesis peptidica quimica comienza en el extremo C-terminal del
péptido y termina en el extremo N-terminal. Por tanto, el primer AA es Val para el péptido de férmula (1), y el primer
de AA es Ser para el péptido de formula (11).

Se incorporé directamente Fmoc-AA-OH (3 eq) en la resina (0,5 mmol/g) con HBTU (3 eq), DIPEA (6 eq) en DMF
durante 1 h. Los lavados se realizaron con DMF (30 s, 5 veces) y DCM (30 s, 5 veces). Se us6 el ensayo de Kaiser
para comprobar que el acoplamiento era satisfactorio. Para la desproteccion del grupo Fmoc, la resina se solvaté
con DMF (30 s, 5 veces), se traté con una solucion de piperidina/DMF al 20 % (5 min, 3 veces) y finalmente se lavo
con DMF (30's, 5 veces) y DCM (30 s, 5 veces). Después, la resina se solvaté con DMF (30 s, 5 veces). El mismo
procedimiento se repiti6 sucesivamente n veces con los siguientes aminoacidos Fmoc-AA-OH. Finalmente, la
escision del péptido de la resina se realiz6 mediante el tratamiento de la resina con TFA:TIS:H.O (95:2,5:2,5)
durante 1 h, produciendo el péptido de secuencia HPLC: columna C18; UV 220 nm; flujo 1 ml/min; gradiente
acetonitrilo-agua en 8 min.

Se describe:

[1]. Una microcapsula o nanocapsula que comprende un compuesto de blanqueamiento cutaneo y un péptido de
férmula (1):

Ro-Ser’-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)-Gly'%-Lys""-DPro"%-val'>-R; (1)
en la que

R4, se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -OR3, -SR3, -NR3R4, -NHRg, polietilenglicol o un derivado del
mismo y —ORg en el que Ry es polietilenglicol o un derivado del mismo;

R2, se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R3-C(0O)- y R3-OC(O)-,
R3 y R4 se seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cz4, alquenilo C»-Cz4 y arilo Cs-Cyo;
AA1, se selecciona entre los grupos de aminoacidos que representan un grupo de aminoacidos aromaticos;

y sales y solvatos cosméticamente aceptables del mismo,
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acoplado a la superficie exterior de la microcapsula o nanocapsula.

[2]. La microcapsula y/o nanocapsula de acuerdo con [1] en la que el grupo de aminoacidos aromaticos se
selecciona entre el grupo que consiste en triptéfano (incluyendo L-triptéfano y D-triptéfano), 3-(2-naftil)-D-alanina, 3-
(1-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propiénico, acido 3-amino-3-(bifenil)-propiénico, fenilalanina, tirosina,
histidina, 5-hidroxitriptéfano, acido D-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico y L-3,4-dihidroxifenilalanina.

[3]. La microcapsula y/o nanocapsula de acuerdo con cualquiera de [1] o [2] en la que el compuesto de
blanqueamiento cutaneo se selecciona entre el grupo que consiste en arbutina, vitamina C, fosfato de ascorbilo,
niacinamida, dinacondrina, un péptido inhibidor de la tirosinasa, tretinoina, hidroquinona, acido kdjico y ésteres del
mismo con acidos grasos, acido azelaico, glutation, extractos de Cinnamomum subavenium, alfa-hidroxiacidos tales
como acido lactico o acido glicdlico, niacinamida, acido ferulico, vitamina E, acido elagico, extractos de granada y
mezclas de los mismos

[4]. La microcapsula y/o nanocapsula de acuerdo con [3] en las que el compuesto de blanqueamiento cutaneo es un
péptido inhibidor de la tirosinasa de formula (l1):

Rs-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser-Rg Rs- [(SEQ ID NO: 2)-Re] (I1)
en la que
Rs se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R7-C(O)- y R7-OC(O)-;
Re se selecciona entre el grupo que consiste en-OH, -ORy, -SRy, y -NR7Rs;
R7 y Rg se seleccionan independientemente entre H-, alquilo C1-Cy4, alquenilo C,-Cy4 y arilo Ce-Cig;
y sales y solvatos cosméticamente aceptables del mismo.
[5]. La microcapsula y/o nanocapsula de acuerdo con cualquiera de [1] a [4], caracterizada porque es una
microcapsula o nanocapsula polimérica, preferentemente una microcapsula o nanocapsula polimérica bicapa, en la
que los polimeros que forman la microcapsula y/o nanocapsula polimérica se seleccionan entre el grupo que
consiste en poli(D,L-lactida-co-glicolida), acidos polilacticos, copolimero de bloque poli(fumarato de propileno-co-
etilenglicol) [P(PF-co-EG)], poli-anhidrido anhidrido poli(fumarico-co-sebacico), poli(éxido de etileno)-
poli(lactida/glicolida), poli(aminoacido), alcohol polivinilico, alginato, dextrano, quitosano, hidroxiapatita, colageno,
fibrina, acido hialurénico, carbémeros, poli(aminoacidos) y poli(etilenglicol).
[6]. La microcapsula o nanocapsula de acuerdo con [5], caracterizada porque la microcapsula y/o nanocapsula
polimérica bicapa comprende poli(D,L-lactida-co-glicolida) como polimero de la capa interior y alcohol polivinilico

como polimero de la capa exterior.

[7]. La microcapsula o nanocapsula de acuerdo con cualquiera de [1] a [6], caracterizada porque el compuesto de
férmula (1) esta acoplado de forma covalente al polimero de la capa exterior de la microcapsula.

[8]. La microcapsula o nanocapsula de acuerdo con cualquiera de [1] a [7], caracterizada porque la distribucién de
tamafio de la microcapsula y/o nanocapsula es de 10 a 10000 nm.

[9]. Un compuesto de formula (1)
Ro-Ser’-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)*-Gly'%-Lys""-DPro"%-val'>-R; (1)
en la que

R4, se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -OR;3, -SR3, -NR3R4, - NHRGg, polietilenglicol o un derivado del
mismo y —ORg en el que Ry es polietilenglicol o un derivado del mismo;

R2, se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R3-C(0O)- y R3-OC(O)-;
R3 y R4 se seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cz4, alquenilo C»-Cy4 y arilo Cs-Cyo;

AA1, se selecciona independientemente entre los grupos de aminoacidos que representan un grupo de aminoacidos
aromaticos;

y sales y solvatos cosméticamente aceptables del mismo.

[10]. El compuesto de acuerdo con [9] en el que el grupo de aminoacidos aromaticos se selecciona entre el grupo
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que consiste en 3-(2-naftil)-D-alanina, 3-(1-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propionico, acido 3-amino-3-
(bifenil)-propidnico, fenilalanina, tirosina, histidina, 5-hidroxitriptéfano, acido D-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-
carboxilico y L-3,4-dihidroxifenilalanina

[11]. Un proceso para la obtencién de las microcapsulas y/o nanocapsulas como se definen en [1] a [8] que
comprende las etapas de:

a) formar la microcapsula o nanocapsula que encapsula el compuesto de blanqueamiento cutaneo y
b) acoplar un compuesto de férmula (1):
Ro-Ser’-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)-Gly'%-Lys""-DPro"%-val'>-R; (1)

en la que

R4, se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -OR3, -SR3, -NR3R4, -NHRg, polietilenglicol o un derivado del
mismo y —ORg en el que Ry es polietilenglicol o un derivado del mismo;

R2, se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R3-C(0)- y R3-OC(O)-,

R3 y R4 se seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cz4, alquenilo C»-Cy4 y arilo Cs-Cyo;

AA;, se selecciona entre los grupos de aminoacidos que representan un grupo de aminoacidos aromaticos tales
como: ftriptéfano, 3-(2-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propionico, acido 3-amino-3-(bifenil)-propionico,
fenilalanina, tirosina, histidina, tiroxina, 5-hidroxitriptéfano y L-3,4-dihidroxifenilalanina;

y sales y solvatos cosméticamente aceptables del mismo,

con el polimero de superficie exterior de la microcapsula o nanocapsula antes o después de la formaciéon de la
microcapsula.

[12]. El proceso de acuerdo con [11], en el que la microcapsula o nanocapsula es una microcapsula o nanocapsula
polimérica bicapa que tiene un polimero de la capa interior y un polimero de la capa exterior y la etapa a) de
formacion de la microcapsula o nanocapsula comprende las etapas de

a1) mezclar el polimero de la capa interior con el compuesto de blanqueamiento cutaneo en un disolvente adecuado,

a2) emulsionar la mezcla obtenida en la etapa a) con el polimero de la capa exterior en un disolvente adecuado v,
opcionalmente

a3) aislar las microcapsulas.

[13]. Una composicién cosmética que comprende la microcapsula y/o nanocapsula como se define en cualquiera de
[1]a 8]

[14]. Uso del péptido de formula (I) como se define en [1] para la obtencién de microcapsulas o nanocapsulas para la
prevencion cosmeética y/o el tratamiento cosmético de las manchas oscuras cutaneas.

[15]. Uso de una microcapsula o nanocapsula como se define en cualquiera de [1] a [8] para la prevencion cosmética
y/o el tratamiento cosmético de las manchas oscuras cutaneas.

[16]. Un péptido de formula (II):
Rs-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser-Rg Rs-[(SEQ ID NO: 2)-Re]  (Il)
en la que
Rs se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R7-C(O)- and R-OC(O)-,
Re se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -ORy, -SR7, and -NR7Rs,
R7 y Rs se seleccionan independientemente entre H-, alquilo C1-Cy4, alquenilo C,-Cy4 y arilo Ce-Co,
y sales y solvatos cosméticamente aceptables del mismo.

[17]. Uso del péptido de férmula (II) como se define en [16] para la prevencion cosmética y/o el tratamiento
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cosmético de las manchas oscuras cutaneas.

[18]. Una composicion que comprende un péptido de formula (Il) como se define en [16] y uno o mas agentes
blanqueadores seleccionados entre el grupo que consiste en arbutina, vitamina C, fosfato de ascorbilo, niacinamida,
dinacondrina, un péptido inhibidor de la tirosinasa, tretinoina, hidroquinona, acido koéjico y ésteres del mismo con
acidos grasos, acido azelaico, glutation, extractos de Cinnamomum subavenium, alfa-hidroxiacidos tales como acido
lactico o acido glicdlico, niacinamida, acido ferulico, vitamina E, acido elagico, extractos de granada y mezclas de los

mismos.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

INFINITEC ACTIVOS, S.L.
PEPTIDEPHARMA NOVA, S.L.

CAPSULAS DIRIGIDAS PARA LA ENTREGA DE AGENTES DE BLANQUEAMIENTO CUTANEO
EN LA PIEL

P10071PCO00

EP13382467.2
20-11-2013

4
Patentin version 3.5

1

13

PRT

Homo sapiens

MOD_RES

(1.1
ACETILACION

MOD_RES
(13) - (13)
AMIDACION

1

Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro Val
10

1 5

<210> 2

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido inhibidor de la tirosinasa
<400> 2

Ile Ser Leu Leu Asp Ala Gln Ser
1 5

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
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Péptido inhibidor de la tirosinasa

MOD_RES

1) .. (1) .

ACETILACION

3

Ile Ser Leu Leu Asp Ala Gln Ser

5

4

8

PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Secuencia artificial

Péptido inhibidor de la tirosinasa

LIPIDO

(1) - (1)
PALMITATO

4

Ile Ser Leu Leu Asp Ala Gln Ser

1

5
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REIVINDICACIONES
1. Una microcapsula o nanocapsula que comprende un compuesto de blanqueamiento cutaneo seleccionado entre
el grupo que consiste en arbutina, vitamina C, fosfato de ascorbilo, niacinamida, dinacondrina, un péptido inhibidor
de la tirosinasa, tretinoina, hidroquinona, acido kéjico y ésteres del mismo con acidos grasos, acido azelaico,
glutation, extractos de Cinnamomum subavenium, alfa-hidroxiacidos tales como acido lactico o acido glicélico, acido
ferulico, vitamina E, acido elagico, extractos de granada y mezclas de los mismos y un péptido de formula (1):
Ro-Ser’-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)-Gly'%-Lys""-DPro"%-val'>-R; (1)
en la que

R4, se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -OR3, -SR3, -NR3R4, -NHRg, polietilenglicol o un derivado del
mismo y —ORg en el que Ry es polietilenglicol o un derivado del mismo;

R2, se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R3-C(0O)- y R3-OC(O)-,

R3 y R4 se seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cz4, alquenilo C»-Cy4 y arilo Cs-Cypo;

AA1, se selecciona entre los grupos de aminoacidos que representan un grupo de aminoacidos aromaticos;

y sales y solvatos cosméticamente aceptables del mismo,

acoplado a la superficie exterior de la microcapsula o nanocapsula.

2. La microcapsula y/o nanocapsula de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en la que el grupo de aminoacidos
aromaticos se selecciona entre el grupo que consiste en triptéfano (incluyendo L-triptéfano y D-triptéfano), 3-(2-
naftil)-D-alanina, 3-(1-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propiénico, acido 3-amino-3-(bifenil)-propidnico,
fenilalanina, tirosina, histidina, 5-hidroxitriptéfano, acido D-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico y L-3,4-

dihidroxifenilalanina.

3. La microcapsula y/o nanocapsula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 en la que el
compuesto de blanqueamiento cutaneo es un péptido inhibidor de la tirosinasa de formula (l1):

Rs-lle-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-GIn-Ser-Rg Rs- [(SEQ ID NO: 2)-Re] (I1)
en la que
Rs se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R7-C(O)- y R7-OC(O)-;
Re se selecciona entre el grupo que consiste en-OH, -ORy, -SRy, y -NR7Rs;
R7 y Rg se seleccionan independientemente entre H-, alquilo C1-Cy4, alquenilo C2-Cys y arilo Ce-Cig;
y sales y solvatos cosméticamente aceptables del mismo.
4. La microcapsula y/o nanocapsula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada
porque es una microcapsula o nanocapsula polimérica, preferentemente una microcapsula o nanocapsula polimérica
bicapa, en la que los polimeros que forman la microcapsula y/o nanocapsula polimérica se seleccionan entre el
grupo que consiste en poli(D,L-lactida-co-glicolida), acidos polilacticos, copolimero de bloque poli(fumarato de
propileno-co-etilenglicol) [P(PF-co-EG)], poli-anhidrido anhidrido poli(fumarico-co-sebacico), poli(6xido de etileno)-
poli(lactida/glicolida), poli(aminoacido), alcohol polivinilico, alginato, dextrano, quitosano, hidroxiapatita, colageno,
fibrina, acido hialurénico, carbémeros, poli(aminoacidos) y poli(etilenglicol).
5. La microcapsula o nanocapsula de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizada porque la microcapsula y/o
nanocapsula polimérica bicapa comprende poli(D,L-lactida-co-glicolida) como polimero de la capa interior y alcohol

polivinilico como polimero de la capa exterior.

6. La microcapsula o nanocapsula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque el
compuesto de férmula (1) esta acoplado de forma covalente al polimero de la capa exterior de la microcapsula.

7. La microcapsula o nanocapsula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque la
distribucion de tamafio de la microcapsula y/o nanocapsula es de 10 a 10000 nm.

8. Un proceso para la obtencion de las microcapsulas y/o nanocapsulas como se definen en las reivindicaciones 1 a
7 que comprende las etapas de:
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a) formar la microcapsula o nanocapsula que encapsula el compuesto de blanqueamiento cutaneo y
b) acoplar un compuesto de férmula (1):
Ro-Ser’-Tyr’-Ser*-Nle*-Glu®-His®-DPhe’-Arg®-(AA1)-Gly'%-Lys""-DPro"%-val'>-R; (1)

en la que

R4, se selecciona entre el grupo que consiste en -OH, -OR3, -SR3, -NR3R4, -NHRg, polietilenglicol o un derivado del
mismo y —ORg en el que Ry es polietilenglicol o un derivado del mismo;

R2, se selecciona entre el grupo que consiste en H-, R3-C(0O)- y R3-OC(O)-,

R3 y R4 se seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cz4, alquenilo C»-Cy4 y arilo Cs-Cipg;

AA;, se selecciona entre los grupos de aminoacidos que representan un grupo de aminoacidos aromaticos tales
como: ftriptéfano, 3-(2-naftil)-D-alanina, acido 3-amino-3-(1-naftil)propionico, acido 3-amino-3-(bifenil)-propionico,
fenilalanina, tirosina, histidina, tiroxina, 5-hidroxitriptéfano y L-3,4-dihidroxifenilalanina;

y sales y solvatos cosméticamente aceptables del mismo,

con el polimero de superficie exterior de la microcapsula o nanocapsula antes o después de la formaciéon de la
microcapsula.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la microcapsula o nanocapsula es una microcapsula o
nanocapsula polimérica bicapa que tiene un polimero de la capa interior y un polimero de la capa exterior y la etapa
a) de formacion de la microcapsula o nanocapsula comprende las etapas de

a1) mezclar el polimero de la capa interior con el compuesto de blanqueamiento cutaneo en un disolvente adecuado,

a2) emulsionar la mezcla obtenida en la etapa a) con el polimero de la capa exterior en un disolvente adecuado v,
opcionalmente

a3) aislar las microcapsulas.

10. Una composicion cosmética que comprende la microcapsula y/o nanocapsula como se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7.

11. Uso del péptido de férmula (I) como se define en la reivindicacion 1 para la obtencion de microcapsulas o
nanocapsulas para la prevencion cosmética y/o el tratamiento cosmético de las manchas oscuras cutaneas.

12. Uso de una microcapsula o nanocapsula como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la
prevencion cosmética y/o el tratamiento cosmético de las manchas oscuras cutaneas.
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