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@Resumen:

Oanoparticulas de oro y palmitoil pentapéptido-4.

La presente invencion se relaciona con
nanoparticulas de oro conjugadas con palmitoil
pentapéptido-4 (Palm-L-Lys-L-Thr-L-Thr-L-Lys-L-Ser-
OH), composiciones que las comprenden, su uso en
tratamientos cosméticos, asi como procedimientos de

obtencion de dichas nanoparticulas.
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DESCRIPCION

Nanoparticulas de oro y palmitoil pentapéptido-4

Campo de la invencién

La presente invencion se relaciona con nanoparticulas de oro conjugadas con palmitoil
pentapéptido-4, composiciones que las comprenden, su uso en tratamientos cosméticos, asi

como procedimientos de obtencién de dichas nanoparticulas.

Antecedentes de la invencion

El primer signo perceptible del envejecimiento de la piel es la formacion de finas lineas y de
arrugas. Estas finas lineas aparecen en diferentes zonas faciales y son los signos de
envejecimiento que se reconocen mas facilmente. Las finas lineas son las primeras en
aparecer. Estas arrugas pequefias y poco profundas tienden a percibirse en los angulos
externos de los ojos. También se conocen como lineas de la risa o patas de gallo. Las finas
lineas pueden localizarse también en las mejillas. En la frente, las arrugas se perciben como
lineas horizontales, y pueden estar desencadenadas por la expresion facial y tienden a ser
mas profundas en el trascurso del tiempo. Las lineas verticales, de menor tamafio, entre las

cejas estan causadas por el fruncido de las mismas.

Existen numerosos productos cosméticos en el mercado para para mejorar el aspecto

cutaneo frente al envejecimiento, en particular con respecto a las arrugas.

La administracion por via topica de agentes cosméticos o terapéuticos es un reto en el
campo de las formulaciones cosméticas o farmacéuticas ya que la piel presenta una baja

permeabilidad para moléculas de alto peso molecular.

Precisamente, la funcion principal de la piel es la regulacion de la entrada de sustancias en
el cuerpo. La piel de los mamiferos consta de dos capas principales: la epidermis y la
dermis. La epidermis esta formada por el estrato cérneo, estrato granuloso, estrato espinoso
y estrato basal, constituyendo el estrato cérneo la superficie de la piel y constituyendo el
estrato basal la parte mas profunda de la epidermis. El estrato cérneo es la capa de la piel
que contribuye en mayor grado a las propiedades de barrera y que dificulta el paso de las

sustancias cosméticamente activas a capas mas profundas.
2
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Se han estudiado diversos sistemas para atravesar el estrato corneo y lograr la penetracion
de agentes cosméticos o terapéuticos en capas mas profundas de la piel. Uno de estos
sistemas es el uso de nanomateriales tales como las nanoparticulas [Baroli, B. J. Pharm.
Sci., 2010, 99(1), 21-50]. Entre las nanoparticulas que se han propuesto se encuentran las
nanoparticulas lipidicas, las nanoparticulas poliméricas, las nanoparticulas magnéticas, y las
nanoparticulas metalicas entre las que se encuentran las nanoparticulas de oro [Gupta, R. y
Rai, B.; J. Phys. Chem. B, 2016, 120(29), 7133-7142]. Se ha descrito que dichas

nanoparticulas son capaces de penetrar en capas profundas de la piel (epidermis y dermis).

Se conoce desde hace tiempo la posibilidad de utilizar determinados péptidos cortos como
compuestos con actividad antiarrugas. Ejemplos de dichos péptidos son el acetil
hexapéptido-3, el palmitoil tetrapéptido-7, el trifluoroacetil-tripéptido-2, el palmitoil tripéptido-
1, el palmitoil tripéptido-38, palmitoil hexapéptido-14 y el palmitoil pentapéptido-4. El
palmitoil pentapéptido-4 (PP-4) es un péptido de férmula Palm-L-Lys-L-Thr-L-Thr-L-Lys-L-
Ser-OH (Palm-SEQ ID NO: 1). Este péptido también se conoce se conoce con el hombre

Matrixyl®. Dicho péptido y su actividad antiarrugas se han descrito en WO 00/15188 A1.

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar composiciones mejoradas para el

tratamiento de las arrugas.
Sumario de la invencion

Los inventores han descubierto que conjugando el péptido PP-4 (péptido de férmula (l)) con
nanoparticulas de oro se logra una penetracion de dicho péptido en capas profundas de la
piel. Sorprendentemente, dicha penetracion es mucho mayor que la del péptido de férmula
(I) en una composiciéon de dicho péptido y nanoparticulas de oro sin conjugar, tal como se
muestra en los ejemplos. Ademas, la conjugacién del péptido de férmula (1) con
nanoparticulas de oro proporciona una estabilidad inesperada al péptido de formula (1), en
particular frente a la degradacion enzimatica por proteasas. Sorprendentemente, estos
efectos no se obtienen al conjugar otros péptidos con nanoparticulas de oro, tal como se
muestra en los ejemplos. Por ello, el experto en la materia no encuentra en el estado de la
técnica ninguna guia que le permita saber qué péptidos concretos pueden conjugarse con
qué nanoparticulas con el objetivo de obtener formulaciones de dichos péptidos con

estabilidad mejorada y buena penetracion.
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Por ello, en un primer aspecto, la presente invencién se relaciona con nanoparticulas de oro
conjugadas con un péptido de formula (1):
R-L-Lys-L-Thr-L-Thr-L-Lys-L-Ser-OH (Palm-SEQ ID NO: 1)
(1)

en el que R es un resto acilo C4,-C,,, preferiblemente un resto palmitoilo.

En un segundo aspecto, la presente invencién se relaciona con una composicién que

comprende las nanoparticulas definidas en el primer aspecto y agua.

En un tercer aspecto, la presente invencion se relaciona con el uso de nanoparticulas segun
se definen en el primer aspecto en la preparacion de una composicion segun se define en el

segundo aspecto.

En un cuarto aspecto, la presente invencidon se relaciona con el uso (cosmético) de
nanoparticulas segun se definen en el primer aspecto o de una composicién segun se define

en el segundo aspecto para el cuidado de la piel.

En un quinto aspecto, la presente invencion se relaciona con un procedimiento para la
obtencion de nanoparticulas segun se definen en el primer aspecto, que comprende:

(a) reduccion de Au(lll) de un compuesto que contiene dicho Au(lll) a Au(0) mediante
tratamiento con un agente reductor para formar nanoparticulas de oro y

(b) tratamiento de las nanoparticulas de oro obtenidas en la etapa (a) con el péptido de

férmula (1).

Descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra el porcentaje de penetracion cutanea de las diferentes composiciones

ensayadas tras 20 horas de incubacion.

Descripcion detallada de la invencién

Nanoparticulas de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion se relaciona con nanoparticulas de oro
conjugadas con un péptido de formula (1):
R-L-Lys-L-Thr-L-Thr-L-Lys-L-Ser-OH (Palm-SEQ ID NO: 1)
4
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(1).

en el que R es un resto acilo C4,-C,,, preferiblemente un resto palmitoilo.

Las nanoparticulas de la presente invencion presentan un nucleo de oro recubierto del
péptido de férmula (I). En el contexto de la presente invencion, los términos “conjugado(s)” y
“conjugada(s)” hacen referencia a que las nanoparticulas de oro estan unidas al péptido de
féormula (1) mediante enlace i6nico de tipo electrostatico establecido entre las cargas
negativas de la superficie de oro de las nanoparticulas y las cargas positivas del aminoacido
Lys (lisina) presente en el péptido de formula (l). La carga positiva aportada por este
aminoacido al péptido es la responsable de la unién establecida entre el péptido de formula
() y la superficie de oro de las nanoparticulas llevando a cabo la funcionalizacion de las
mismas donde el péptido recubrira la superficie externa de las nanoparticulas de oro

garantizando la formacion y estabilidad de las mismas.

En el contexto de la presente invencion, el término “nanoparticula” hace referencia a
particulas cuyo diametro medio es inferior a 1000 nm, preferiblemente inferior a 500 nm,
mas preferiblemente inferior a 250 nm, mas preferiblemente inferior a 200 nm,
preferiblemente entre 1 y 1000 nm, mas preferiblemente entre 1 y 500 nm, mas
preferiblemente entre 1 y 250 nm, mas preferiblemente entre 1 y 200 nm, mas
preferiblemente entre 50 y 200 nm, mas preferiblemente entre 100 y 200 nm, aun mas

preferiblemente entre 150 y 200 nm.

El tamano de las nanoparticulas puede determinarse mediante procedimientos
convencionales en la técnica, en particular mediante dispersion de luz dinamica (DLS,
Dynamic Light Scattering). Primero se preparan las muestras a determinar el tamafo de
particula. Para ello se pesa 1 mg si es polvo y se suspende en 1 mL de H20 milliQ. En el
caso de muestras liquidas se toma con pipeta automatica una alicuota de 100 uL de la
muestra a la cual se le afade 900 pL de H20 milliQ. Posteriormente se procede a la medida
del tamano de particula utilizando cubetas de cuarzo y como equipo el Zetasizer Nano ZS
serie (Malvern Instruments) del Instituto de Quimica Avanzada de Cataluna, CSIC. Las
medidas del tamafio de particula se pueden realizar por triplicado con el objetivo de

demostrar la reproducibilidad de las mismas.

En una realizacion preferida, el potencial zeta de las nanoparticulas de la invencién esta
comprendido entre -5 mV y -60 mV, preferiblemente entre -10 mV y -50 mV, mas

preferiblemente entre -20 mV y -40 mV, aun mas preferiblemente entre -30 mV y -40 mV.
5
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El término “potencial zeta” o ¢ hace referencia a una medida de la carga superficial de las
nanoparticulas. El potencial zeta determina el grado de repulsiébn entre nanoparticulas
adyacentes de carga del mismo signo. Si baja mas de un valor determinado, las fuerzas de

atraccion exceden a las de repulsidn y las nanoparticulas se agregan.

El potencial zeta de las nanoparticulas puede determinarse mediante procedimientos

convencionales en la técnica, en particular mediante el método descrito a continuacion.

La preparacion de las muestras a determinar el potencial Z consiste en pesar 1 mg si es
polvo y se suspende en 1 mL de H20 milliQ. Mientras que en el caso de muestras liquidas
se toma con pipeta automatica una alicuota de 100 uL de la muestra a la cual se le afade
900 pL de H20 milliQ. Posteriormente se procede a la medida del potencial Z utilizando
cubetas DTS1070 de plastico y como equipo el Zetasizer Nano ZS serie (Malvern
Instruments) del Instituto de Quimica Avanzada de Catalufa, CSIC. Las medidas del
potencial Z pueden realizarse por triplicado con el objetivo de demostrar la reproducibilidad

de las mismas.

En una realizacion particular, las nanoparticulas de Ila invencion presentan una
concentracion de péptido de formula (I) de 0,01 a 1 mg por cada mg de nanoparticulas,
preferiblemente de 0,01 a 0,5 mg/mg, mas preferiblemente de 0,05 a 0,5 mg/mg, mas

preferiblemente de 0,1 a 0,5 mg/mg, aun mas preferiblemente de 0,1 a 0,3 mg/mg.

Composiciones de la invencion

En un segundo aspecto, la presente invencién se relaciona con una composicién que

comprende las nanoparticulas definidas en el primer aspecto inventivo y agua.

En una realizacion particular, dicha composicion es una dispersion de las nanoparticulas en
agua, es decir, un coloide. En el contexto de la presente invencion un colide hace referencia
a un sistema formado por dos o mas fases, una fluida (liquido) y otra dispersa en forma de
particulas cuyo tamafio estda comprendido entre 1 y 1000 nm y, por tanto, las particulas no

son visibles a nivel macroscoépico pero si lo son a nivel microscépico.

En una realizacion particular, la dispersion de las nanoparticulas en agua, es decir, el

coloide, presenta una concentracion de péptido de formula (1) de 0,01 a 1 mg por cada ml de
6
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dispersion, preferiblemente de 0,01 a 0,5 mg/ml, mas preferiblemente de 0,05 a 0,5 mg/ml,

mas preferiblemente de 0,1 a 0,5 mg/ml, ain mas preferiblemente de 0,1 a 0,3 mg/ml.

En una realizacion preferida, la composiciéon contiene al menos 90%de agua con respecto a
la suma del peso de agua y nanoparticulas en la composicion, preferiblemente al menos

95%, mas preferiblemente al menos 99%, lo mas preferido al menos 99,5%.

En otra realizacion preferida, las composiciones de la invencidon pueden comprender
ademas un agente cosmético seleccionado del grupo que consiste en tensioactivos, agentes
hidratantes, antioxidantes, emolientes, conservantes, humectantes, modificadores de la

viscosidad y mezcla de los mismos.

En el contexto de la presente invencién, un “tensioactivo” es una sustancia que disminuye la
tensién superficial de una composicion respecto a la misma composicidon en ausencia de
dicho componente y ademas facilita la distribucion uniforme de la composicién cuando ésta
se utiliza. Ejemplos de tensioactivos adecuados para las composiciones de la invencion son
bromuro de lauril isoquinolinio e alcohol isopropilico, polisorbato 20, sterareth-2 (éter de
polietilenglicol (2 unidades) y alcohol estearilico), oleth-2 (éter de polietilenglicol (2 unidades)
y alcohol oleilico), glicéridos de caprilico/caprico PEG-8 (etoxilado con 8 unidades de
polietilenglicol, cocoanfoacetato de sodio, ésteres de aceite de coco - poliglicerol 6, ésteres
de aceite de almendra — PEG-8, cocosulfato de amonio y ésteres de aceite de aguacate-

PEG-11, y mezcla de los mismos.

En el contexto de la presente invencién, un “agente hidratante” hace referencia a una
sustancia que aumenta el contenido en agua de la piel o el cabello y ayuda a mantenerla
suave. Ejemplos de agentes hidratantes adecuados para las composiciones de la invencién
son aceite de semilla de vitis vinifera, ceramida, glicosilceramida, ésteres de aceite de uva —
PEG-8, ésteres de glicerilo — manteca de cacao, ésteres cetilicos de manteca de Karité,

glicérido de manteca de karité, cocoato de laurilo y mezclas de los mismos.

En el contexto de la presente invenciéon, un “antioxidante” hace referencia a una sustancia
que inhibe o reduce las reacciones promovidas por el oxigeno, evitando asi la oxidacién y
rancidez. Ejemplos de antioxidantes adecuados para las composiciones de la invencion son
tocoferol, fosfato de tocoferilo sddico, ascorbato de 3-glicerilo, acetilcisteina, extracto de

callo de aloe vera, acido ascérbico, dipalmitato de ascorbilo, polipéptido de acido ascérbico,
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trinexilcitrato de acetilo, linoleato de ascorbilo, 2-acetilhidroquinona, apo-lactoferrina,

glucosido de ascorbilo, lactosido de ascorbilo, y mezclas de los mismos.

En el contexto de la presente invencion, un “emoliente” hace referencia a una sustancia que
suaviza la piel. Ejemplos de antioxidantes adecuados para las composiciones de la
invencion son apo-lactoferrina, cera de flor de acacia dealbata, acetilarginina, acetilprolina,
acetilhidroxiprolina, estearato de glicol acetilado, extracto de algas, ésteres de aceite de
almendra y propilenglicol, fosfato de aminopropiltocoferilo, 1,2,6-hexanotriol, y mezclas de

los mismos.

En el contexto de la presente invenciéon, un “conservante” se refiere a una sustancia que
inhibe el desarrollo de microorganismos en la composicion. Ejemplos de conservantes
adecuados para las composiciones de la invencion son fenoxietanol; una mezcla de caprilil
glicol, caprilato de glicerilo, glicerina y fenilpropanol; una mezcla de alcohol bencilico,
caprilato de glicerilo y undecilenato de glicerilo; una mezcla de 2,2-hexanodiol y caprililglicol;
una mezcla de alcohol fenetilico y etilhexilglicerina; una mezcla de pentileno glicol, caprilil

glicol y etilhexilglicerina.

En el contexto de la presente invencion, un “humectante” se refiere a una sustancia que
retiene la humedad. Ejemplos de humectantes adecuados para las composiciones de la
invencion son ascorbato de 3-glicerilo, acetilciclodextrina, propanodiol, extracto de algas,
2,3-butanodiol, ascorbato de 3-etilhexilglicerilo, ascorbato de 3-laurilglicerilo y ascorbato de

capril 3-glicerilo.

En el contexto de la presente invencion, un “modificador de la viscosidad” hace referencia a
una sustancia aumenta la viscosidad de una composicion, preferiblemente de una
composicion acuosa. Ejemplos de modificadores de la viscosidad adecuados para las
composiciones de la invenciéon son carbomero, carbémero de sodio, sulfato de dextrano
sodico, carboximetilquitosano, propanodiol, carboximeildextrano, steareth-30, steareth-40,
steareth-50, polinaftalenosulfonato de sodio, croscarmelosa, glicereth-polifosfato sodico, y

mezclas de los mismos.
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En otra realizacion preferida, las composiciones de la invencién estan en forma de una
crema, un suero, una emulsion, un gel, una espuma, una pasta, un ungiento, una leche o

una solucién, preferiblemente en forma de crema, solucion, suero o gel.

En un tercer aspecto, las nanoparticulas de la presente invencion se usan en la preparacion

de una composicion segun la presente invencion.

Dichas composiciones se pueden preparar mediante mezcla de las nanoparticulas de la

invencion con el resto de componentes de las composiciones correspondientes.

Usos cosméticos de las nanoparticulas y composiciones de la invencion

Tal como se ha explicado en la descripcion de los antecedentes de la presente invencion, el
palmitoil pentapéptido-4 (PP-4, péptido de formula (l)) presenta actividad antiarrugas [WO
00/15188 A1].

Por ello, en otro aspecto la presente invencion se relaciona con el uso de las nanoparticulas

o0 composiciones de la invencién en el cuidado de la piel. Dicho uso es cosmético.

En el contexto de la presente invencion, el término "cuidado" hace referencia al
mantenimiento o mejora de las cualidades de la piel, tales como, arrugas, elasticidad,

firmeza, hidratacion, brillo, tono, o textura, entre otros, preferiblemente arrugas.

En una realizacion preferida, el cuidado de la piel es el tratamiento cosmético de arrugas y/o

prevencion cosmética de la aparicién de arrugas.

En el contexto de la presente invencion, el término "tratamiento" hace referencia a un
tratamiento cosmético, no terapéutico, en donde la aplicacion de la composicion de la
invencién en la piel y mejorar el aspecto cosmético de la piel en cuanto a las arrugas, ya sea

disminuyendo la profundidad de las arrugas, disminuyendo el numero de arrugas o ambas.

En el contexto de la presente invencién, el término "prevencion" hace referencia a la
capacidad de la composicion de la invencion de prevenir, retrasar, o impedir la aparicion de

arrugas en la piel.
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Procedimiento de obtencion de las nanoparticulas de la invencion

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con un procedimiento para la obtencion
de nanoparticulas de la invencion, que comprende:

(a) reduccion de Au(lll) de un compuesto que contiene dicho Au(lll) a Au(0) mediante
tratamiento con un agente reductor para formar nanoparticulas de oro y

(b) tratamiento de las nanoparticulas de oro obtenidas en la etapa (a) con el péptido de

férmula (1).

En la etapa (a) se forman las nanoparticulas de oro.

En una realizacion particular, el agente reductor de la etapa (a)se selecciona del grupo que
consiste en NaBH4, H,O,, hidroxilaminas (como por ejemplo sulfato de hidroxilamina,
hidroxilamina-O-acido sulfénico y clorhidrato de hidroxilamina), tetrahidropiridinas (como por
ejemplo, 1,3-bis(4-octadeciloxi-1,2,5,6-tetrahidropiridilmetil)benzeno),  1,3-bis(4-deciloxi-
1,2,5,6- tetrahidropiridilmetil)benzeno) y 1,3-bis(4-metil-1,2,5,6-
tetrahidropiridilmetil)benzeno), acido oxalico, acido citrico y acido ascorbico; preferiblemente

el agente reductor es citrato sédico.

En otra realizacién particular, el procedimiento de la etapa (a) se lleva a cabo en un
disolventes seleccionado del grupo que consiste en agua, tolueno, diclorometano,
acetonitrilo, dimetilsuféxido, dimetilformamida, acetona, etanol metanol, y mezcla de los

mismos; preferiblemente en agua.

En una realizacion particular la reaccion de reduccién de la etapa (a) se lleva a cabo a una
temperatura de entre 80 °C y 120 °C, mas preferiblemente de entre 90 °C y 110 °C, aun mas

preferiblemente de entre 95 °C y 105 °C, lo mas preferido a aproximadamente 100 °C.

En otra realizacién particular, el compuesto de Au(lll) que se reduce a Au0 en la etapa (a) se
selecciona del grupo que consiste en oxido de oro (lll) (Au,O3), haluros de oro incluyendo

AuCl y AuBr, preferiblemente el compuesto de Au(lll) es HAuUCl,.

Una vez obtenidas las nanoparticulas de oro, se realiza la etapa (b) de tratamiento con el
péptido de formula (l). Preferiblemente dicho tratamiento se realiza mediante agitacion de
una mezcla, generalmente una dispersion, de las nanoparticulas de oro obtenidas y el
péptido de formula (l). Dicho tratamiento se realiza preferiblemente anadiendo el péptido (1)

a la mezcla resultante de la reaccién de formacién de las nanoparticulas de oro.
10
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Por ello, en una realizacién particular, el procedimiento de la etapa (b) se lleva a cabo en un
disolvente seleccionado del grupo que consiste en agua, tolueno, diclorometano, acetonitrilo,
dimetilsufoxido, dimetilformamida, acetona, etanol, metanol y mezcla de los mismos,

preferiblemente en agua.
En particular, el tratamiento se realiza por agitacion a una temperatura de entre 15 °C y 30
°C, preferiblemente entre 20 °C y 25 °C. En particular, dicho agitacion se mantiene durante 3

a 5 h, preferiblemente aproximadamente durante 4 h.

Los siguientes ejemplos no limitativos ilustraran de manera adicional realizaciones

especificas de la invencion.

Ejemplos

Ejemplos 1-6. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro y composiciones de

péptidos

Materiales y métodos

Citrato de sodio tribasico dihidratado y tetracloroaurato de hidrégeno (HAuCl4) de (Sigma
Aldrich).

El espectro de Ultravioleta visible de las tres muestras de nanoparticulas de oro (GNP, GNP-
P1 y GNP-P2) fueron determinados en agua usando un espectrofotometro UV-1800
Shimadzu (Parc Cientific de Barcelona) y cubetas de cuarzo (Hellma Analytics). El espectro

de Uv-visible de cada muestra fue determinado en agua a una concentracién de 1 mg/mL.

El tamafo de las nanoparticulas (GNP, GNP-P1 y GNP-P2) fue determinado por Dispersion
dinamica de la luz (DLS) para lo cual se utilizaron cubetas de cuarzo y un Zetasizer Nano ZS
serie (Malvern Instruments, del Instituto de Quimica Avanzada de Cataluia). La preparacion
de las muestras consiste en 1 mg si es polvo y se suspende en 1 mL de H20 milliQ. En el
caso de muestras liquidas se toma con pipeta automatica una alicuota de 100 uL de la
muestra a la cual se le anade 900 pL de H20 milliQ de tal forma que siempre tengamos una

concentracion de 1 mg/mL de muestra. Posteriormente se procede a la medida del tamafio
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de particula a una temperatura de 25 °C. Las medidas fueron realizadas por triplicado con el

objetivo de demostrar la reproducibilidad de las mismas.

El potencial Z de las nanoparticulas sintetizadas fue determinado utilizando cubetas
DTS1070 de plastico y un Zetasizer Nano ZS serie (Malvern Instruments, del Instituto de
Quimica Avanzada de Catalufia, CSIC). La preparacion de las muestras consiste en 1 mg si
es polvo y se suspende en 1 mL de H20 milliQ. En el caso de muestras liquidas se toma con
pipeta automatica una alicuota de 100 uL de la muestra a la cual se le anade 900 uL de H20
milliQ de tal forma que siempre tengamos una concentracion de 1 mg/mL de muestra.
Posteriormente se procede a la medida del potencial Z a una temperatura de 25 °C. Las
medidas fueron realizadas por triplicado con el objetivo de demostrar la reproducibilidad de

las mismas.

Ejemplos 1-3: Sintesis de nanoparticulas GNP-P1, GNP-P2 y GNP

Las nanoparticulas de oro (ejemplos 1-3) se sintetizaron utilizando el método de Turkevich
basado en la reduccion de Au(lll) a Au(0) utilizando citrato de sodio como reductor y el
péptido de formula correspondiente como agente estabilizante o en ausencia de péptido:
- Ejemplo 1: GNP-P1, en donde P1 es el péptido de férmula (l);
- Ejemplo 2: GNP-P2, en donde P2 es el péptido de formula (Il) (P2; Palm-L-Cys-L-
Lys-L-Thr-L-Thr-L-Lys-L-Ser-L-Cys-L-Thr-L-Thr-L-Lys-L-Ser-OH; Palm-SEQ ID NO:
2);
- Ejemplo 3: GNP sin péptido.

donde GNP se refiere a nanoparticulas de oro.

Las nanoparticulas de oro (GNP, GNP-P1 y GNP-P2) fueron sintetizadas de la siguiente

forma:

En un matraz de 10 mL que contiene 3 mL de agua fue afadido 5,76 mg de citrato sédico
utilizado como agente reductor. Posteriormente la solucién se mantuvo bajo reflujo (100°C)
durante 5 minutos. Luego se afadié 0,6 mg de sal de oro (HAuCL4) hasta la aparicién de
una dispersion coloidal de color rojo oscuro indicando que se ha completado la reduccion del
Au(lll) a A(0) lo cual conlleva a la obtencién de nanoparticulas de oro estables en el tiempo
llamadas GNP. Una vez obtenidas las nanoparticulas de oro funcionalizadas con citrato
sodico (GNP) se dejo enfriar a temperatura ambiente y fue afadido el péptido de férmula (1)

(P1) o el péptido de formula (Il) (P2) en cantidades de 1 y/o 3 mg. La dispersion fue
12
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mantenida bajo agitacion durante 4 h garantizando asi la adecuada funcionalizacion del
péptido de formula (I) o (Il) en la superficie de oro obteniéndose las nanoparticulas de oro

llamadas GNP-P1 y/o GNP-P2, respectivamente.

La concentracion del péptido (P1 o P2) incorporado en las nanoparticulas (GNP-P1 y/o
GNP-P2) fue determinada por HPLC, para lo cual se usé un detector de fotodiodos Waters
instrument 996 equipado con un médulo de separacion Waters 2695 y el software Millenium.
Se utilizé columna de fase inversa HPLC Xbridge BEH130 C18 4,6x100 mm 3,5 uym de
Waters. La deteccion UV se realiz6 a 220 nm, y el gradiente de 5 a 100% de fase movil B
durante 8 minutos a una velocidad de flujo de 1,0 ml / min. El tiempo de retencion en estas
condiciones es de 6,4 min para ambos péptidos P1 y P2. Fase mévil A: 0,045% de TFA /
H20, fase movil B: 0,036% de TFA / ACN.

Ejemplos 4-5: Preparacion de composiciones de péptido P1y P2

También se prepararon composiciones del péptido de formula (I) (P1; ejemplo 4) y del
péptido de formula (I) (P2; ejemplo 5) en ausencia de nanoparticulas disolviendo el péptido
correspondiente en agua. Se disolvieron 0,3 mg de los péptidos de formula (1) (P1) y/o (Il)
(P2) en 1 mL de agua para tener la misma concentraciéon de péptido en las nanoparticulas y

en ausencia de las mismas (0,3 mg/mL).

Ejemplo 6: Preparacion de composicion de péptido P1 y nanoparticulas de oro sin conjugar

Por ultimo, se preparé una composicion del péptido de formula (l) y nanoparticulas de oro

sin conjugar (GNP+P1), ejemplo 6.

Se preparé una mezcla de nanoparticulas de oro sin conjugar (GNP) con el péptido de
férmula (1) (P1) ambos a una concentracion de 0,3 mg/mL de agua. Se agité la mezcla
durante 5 minutos (GNP+P1) e inmediatamente se utilizé para la realizacion de las pruebas
correspondientes (degradacion por proteasas y penetracion en piel de cerdo).

Caracterizacion de nanopatrticulas de oro

Las nanoparticulas se caracterizaron por espectroscopia de absorcion ultravioleta visible

(UV-visible), DLS (Dynamic Light Scattering) y potencial zeta.
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La formacion de las nanoparticulas (GNP, GNP-P1 y GNP-P2) fue confirmada por
espectroscopia de UV-visible donde en todos los casos se observé la banda de la superficie
plasmonica de resonancia (SPR) caracteristica de las nanoparticulas de oro con un valor
entre 510 y 526 nm.

En la tabla 1 a continuacion se muestran los resultados obtenidos para las nanoparticulas

sintetizadas.

Tabla 1
Diametro Potencial zeta Concentracion méaxima
Ejemplo nanoparticulas nanoparticulas de péptido en las
(nm) (mV) nanoparticulas (mg/ml)
1 GNP-P1 150-200 -35 0,3
GNP-P2 150-200 -59 0,3
GNP 20-50 -40 -

Ejemplo 7. Penetracién cutanea

Materiales y métodos

Se determind la penetracion cutanea utilizando células de Franz. Las muestras de piel de
cerdo utilizadas en los experimentos se cortaron en circulos de 3 cm de diametro. La piel de
cerdo se monté sobre el compartimento receptor de un sistema de célula de difusion de
Franz con el estrato cérneo orientado hacia arriba al compartimento dador. Se utilizaron 18
ml de tampon fosfato salino (PBS) con solucion del receptor. Se aplicé una alicuota de las
muestras de ensayo (nanoparticulas del ejemplo 1 (GNP-P1), nanoparticulas del ejemplo 2
(GNP-P2), nanoparticulas del ejemplo 3 (GNP), formulacion de péptido P1 del ejemplo 4,
formulacion de péptido P2 del ejemplo 5, mezcla de nanoparticulas y péptido P1 GNP+P1
del ejemplo 6 sobre la piel de cerdo. Las células de difusion de Franz se montaron sobre un
H+P Labortechnik Varimag Telesystem (Munich, Alemania) y se colocaron en un bafo

termostatico (Haake).

También se incluyd un control de piel sin tratar. Las células de difusion de Franz se
mantuvieron a 32 °C vy, tras 20 h de incubacién, la solucién receptora se analizé6 mediante
espectroscopia de absorcion UV-visible usando un espectrofotometro UV-1800 Shimadzu

(Parc Cientific de Barcelona) y cubetas de cuarzo (Hellma Analytics), para cuantificar la
14
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cantidad nanoparticulas de oro presentes (GNP, GNP-P1 y GNP-P2). La cantidad de
péptido libre (P1, P2) se determind mediante HPLC para lo cual se us6 un detector de
fotodiodos Waters instrument 996 equipado con un moédulo de separacién Waters 2695 y el
software Millenium. Se utilizé6 columna de fase reversa HPLC Xbridge BEH130 C18 4,6x100
mm 3,5 ym de Waters. En ambos casos la deteccion UV se realizé a 220 nm. En el caso del
del péptido P1 se analiz6 con un gradiente de 5 a 100% de fase maovil B durante 8 minutos a
una velocidad de flujo de 1,0 ml / min, siendo el tiempo de retencion 6,5 minutos. El péptido
P2 se analiz6 con un gradiente de 0 a 20% de fase mévil B durante 8 minutos a una
velocidad de flujo de 1,0 ml / min, siendo el tiempo de retencidén 1,5 minutos. Los eluyentes
utilizados en ambos casos fueron: Fase moévil A: 0,045% de TFA / H,O, fase moévil B:
0,036% de TFA / ACN.

Resultados

En la Figura 1 se muestran los resultados de penetracion tras 20 h de incubacion. Como se
puede observar, hay un aumento considerable en la penetracion al conjugar el péptido de
férmula (1) con nanoparticulas de oro. Sin embargo, dicho aumento en la penetracion no se

observa con el péptido de formula (Il).

Los resultados obtenidos tras el andlisis de las soluciones receptoras mostraron con el
péptido (1) (ejemplo 4; P1) solamente penetré6 en las capas mas externas de la piel,
mientras que en el caso de las pieles tratadas con la nanoparticula de oro (ejemplo 1; GNP-
P1) se logré obtener un alto contenido de la nanoparticula conjugada con el péptido,
indicando que ha logrado penetrar en capas mas internas como es el caso de la epidermis y

dermis.

Ejemplo 8. Degradacion de péptido por proteasas

Materiales y métodos
Se disolvieron 10 ml de cada uno de los péptidos libres (P1, P2) en 2 ml de tampdn fosfato

salino (PBS) para dar una soluciéon correspondiente con una concentracion de 5 mg/ml de

péptido.
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Se disolvieron 40 mg de cada una de las nanoparticulas preparadas GNP-P1, GNP+P1 y
GNP-P2 con un contenido del 1% de péptido en 1 ml de tampdn fosfato salino (PBS) para

dar una solucion final con una concentracion de 40 mg/ml de nanoparticulas.

Se afnadioé papaina (Fagon, Espafia) (20 mg a las soluciones de péptido libre 0 1,5 mg a las
soluciones de nanoparticulas). Las soluciones resultantes se incubaron a 40 °C. A los
tiempos de estudio (0 h, 0,33 h, 3 hy 24 h tras la adicion de papaina) se tomaron muestras,
se centrifugaron a 1400 rpm durante 1 min y el sobrenadante se filtré utilizando un filtro de

0,45 um y se analizé por HPLC.

El analisis de HPLC se llevé a cabo en un instrumento Waters 996 con detector de matriz de
diodos equipado con el médulo de separacion Waters 2695 y el software Millenium; se utilizd
una columna de fase inversa Xbridge BEH130 C18 4,6x200 mm 3,5 ym de Waters. La
deteccion UV se realiz6 a 220 nm y un gradiente de fase mévil B de 5 a 100% durante 8
minutos a 1,0 ml/min de flujo. En estas condiciones, el tiempo de retencién de P1 es de 6,4
min. Fase movil A: 0,045% TFA/H,0, fase movil B: 0,036% TFA/acetonitrilo.

Resultados

Los resultados obtenidos se muestran a continuaciéon en la Tabla 2. Como se puede
observar, el péptido de férmula (1) conjugado con nanoparticulas de oro (GNP-P1) presenta
una estabilidad inesperada frente a la degradacion con papaina, mientras que el péptido de
féormula (I) solo (P1) o en combinacion con nanoparticulas de oro pero sin conjugar
(GNP+P1) se degradan rapidamente. Del mismo modo el péptido de férmula (ll) conjugado

con nanoparticulas de oro (GNP-P2) también se degrada rapidamente por accion de la

papaina.
Tabla 2
Estabilidad (%)
Tiempo (h)
P1 P2 GNP-P1 | GNP+P1 | GNP-P2

0 100 100 100 100 100
0,33 30 10 88 25 15

3 0 0 86 0 0

24 0 0 90 0 0
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REIVINDICACIONES

Nanoparticulas de oro conjugadas con un péptido de formula (1):
R-L-Lys-L-Thr-L-Thr-L-Lys-L-Ser-OH (Palm-SEQ ID NO: 1)
(1)-

en el que R es un resto acilo C4,-Co,.

Nanoparticulas segun la reivindicacién 1 en las que el resto R es un resto palmitoilo.

Nanoparticulas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas

porque su diametro medio es inferior a 500 nm.

Nanoparticulas segun la reivindicacion 3, caracterizadas porque su diametro medio esta

comprendido entre 50 y 200 nm.

Nanoparticulas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada

porque presentan un potencial zeta comprendido entre -5 mV y -60 mV.

Nanoparticulas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la
concentracion de péptido de férmula (I) es de 0,01 a 1 mg de péptido (I) por mg de

nanoparticulas.

Composicidon que comprende las nanoparticulas definidas en cualquiera de las

reivindicaciones anteriores y agua.

Composicion segun la reivindicacion 7, caracterizada porque contiene al menos 95%
(p/p) de agua con respecto a la suma del peso de agua y nanoparticulas en la

composicion.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8 caracterizada porque
comprende ademas un agente cosmético seleccionado del grupo que consiste en
tensioactivos, agentes hidratantes, antioxidantes, emolientes, conservantes,

humectantes, modificadores de la viscosidad y mezclas de los mismos.
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Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizada porque esta
en forma de una crema, un suero, una emulsion, un gel, una espuma, una pasta, un

ungiento, una leche o una solucion.

Uso de nanoparticulas segun se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en
la preparacion de una composicion segun se define en cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 10.

Uso de nanoparticulas segun se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o de
una composicion segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10 para el

cuidado de la piel.

Uso segun la reivindicacion 12, en donde el cuidado de la piel es el tratamiento

cosmeético de arrugas y/o prevencion cosmética de la aparicion de arrugas.

Procedimiento para la obtencion de nanoparticulas segun se definen en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, que comprende:

(a) reduccion de Au(lll) de un compuesto que contiene dicho Au(lll) a Au(0) mediante
tratamiento con un agente reductor para formar nanoparticulas de oro y

(b) tratamiento de las nanoparticulas de oro obtenidas en la etapa (a) con el péptido de

férmula (1).

15. Procedimiento segun la reivindicaciéon 14, en donde el agente reductor de la etapa (a) es

citrato sodico.

16. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 14 o 15, caracterizado porque

las etapas (a) y (b) se llevan a cabo en agua.

17. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16 en donde el compuesto

de Au(lll) de la etapa (a) es HAuUCl,.
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