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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidbn comprende regimenes de dosificacién
y formulaciones de protelnas (INGAP) y el péptidt; INGAP asociados con la
neogénesis de las células de los islotes. La formulaciéon expuesta en la
presente ha demostrado tener una estabilidad aceptable como
composicién farmacéutica. Ademés, dicha formulacion es capaz de

regenerar los islotes funcionales.
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COMPOSICION Y METOD _PARA EL TRATAMIENT DE LA
DIABETES

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La masa celular de los islotes pancredticos se pierde en la
diabetes mellitus tipo |, enfermedad en la que una reaccién autoinmune
progresiva destruye las células productoras de insulina p en forma
selectiva. En la diabetes mellitus tipo 1) conocida como diabetes adulta y
que también se desarrolla en personas jévenes con sobrepeso, es posible
reducir la masa celular g en un 60% de lo normal. La cantidad de células p
funcionales del pancreas es vital para el desarmollo y la manifestacion de la
diabetes. En la diabetes tipo | se reduce la masa celular p a menos del
2% de la normal. Aun en el caso de una resistencia grave a la insulina
como ocurre con la diabetes tipo I, el desammollo de la diabetes solamente
se produce si existe un incremento compensatorio inadecuado de la masa
celular p. Por lo tanto, el desarrollo de cualquiera de estos dos tipos de
diabetes graves puede ser considerado una falla del crecimiento celular

adaptativo B y consecuentemente una deficiencia en la secrecién de
insulina. La capacidad de estimular el crecimiento de los islotes y células B

de las células precursoras, conocida como la neogénesis de los islotes,

constituird un enfoque atractivo y novedoso para mejorar la diabetes.
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A través de una serie de experimentos se prepard un extracto
pancreatico, llamado ilotropina, el cual demostrd estimular la neogénesis
celular B de las células progenitoras existentes asociadas al sistema de
conductos pancreaticos. Basado en la hipétesis‘de que la transformacion
celular del ducto pancreatico que conduce a la neogénesis de los islotes
depende de factores de crecimiento enddgenos, genes y productos
proteicos, se realizé una investigacion para identificar el ingrediente activo
de la ilotropina. Esta linea de investigacion condujo al descubrimiento de
un gen nuevo y su protelna asociada, la proteina asociada con la
neogénesis insular (INGAP).

El péptido INGAP (INGAP '+ yna secuencia de 15
aminodcidos contenida en los 175 aminoacidos de la INGAP, ha
demostrado estimular la proliferacién de las células de los conductos en
hamsters. El péptido INGAP estd compuesto por los aminodcidos 103-117
nim. de identificacién de secuencia 2 de la patente de los EE.UU.

5,834,590 que se incorpora en la presente como referencia.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién comprende regimenes de dosificacién
y formulaciones del péptido INGAP. La formulacién expuesta en la
presente ha demostrado tener estabilidad aceptable como agente

famacéutico y seguridad adecuada para los ensayos clinicos humanos. El
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péptido INGAP preparado ha demostrado regenerar las células de islotes
funcionales que mantienen los controles normales de retroalimentacion.

Por lo tanto, uno de los objetivos de la presente invencién es
el de proporcionar una composicion fam'lacéuticamente aceptable y
estable de péptido INGAP de la neogénesis de los islotes de Langerhans.

Otro objetivo de la presente invencién es suministrar métodos
para tratar la diabetes en mamiferos.

Otro objetivo de la presente invencion es suministrar métodos
para el tratamiento del control fisioldgico anormal de la glucosa en
mamiferos.

Otro objetivo de la presente invencion es suministrar métodos
para aumentar la cantidad de células beta pancredticas o islotes de
Langerhans en mamiferos.

Otro objetivo de la presente invencion es suministrar un
método para tratar mamiferos que reciben transplantes de células de los
islotes.

Otro objetivo de la presente invencion es suministrar un
método para inducir la diferenciacion de células progenitoras pancreaticas.

Las partes relevantes de todos los documentos citados se
incorporan en la presente como referencia; la mencion de cualquier
documento no debe interpretarse como admisién de que el mismo

constituye una técnica anterior con respecto a la presente invencion.
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DESCRIPCION DEL S DIBUJOS Y LAS FIGURAS

La Figura 1 representa las células ARIP (una linea celular del
ducto pancreatico) tratadas con péptido INGAi’ en las que se puede
apreciar un incremento en la cantidad de células dependiente de la dosis.

La Figura 2 representa un incremento en ia masa celular de
los islotes luego de administrar INGAP en hamsters de Siria normales.

La Figura 3 representa la duracién de la glucosa sanguinea
luego de la administracién del péptido INGAP o solucién salina en ratones
C57BL/J6 diabéticos inducidos con estreptozotocina.

La Figura 4 muestra la distribuciébn nomal de insulina y
glucagén en el pancreas de un ratén C57BL/JE diabético inducido con
estreptozotocina tratado con péptido INGAP.

La Figura 5 muestra que los péptidos INGAP estimulan la
expresion de PDX-1 en las células de la pared del conducto pancreético de
ratones C57BL/J6.

La Figura 6 muestra una comparacion de los pancreas
tomados de ratones C57BL/J6 tratados con estreptozotocina seguido de
tratamiento con INGAP.

La Figura 7 muestra un aumento en el porcentaje del drea de
tejido inmunorreactivo a la insulina en ratones normales tratados con

péptido INGAP durante 31 dias.
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La Figura 8 muestra un incremento en el area de tejido
inmunoreactivo a la insulina en perros nomales tratados con péptido

INGAP durante 34 dias.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Glosario de tirminos

La siguiente es una lista de las definiciones de los términos
utilizados en la presente.

Una sal “farmacéuticamente aceptable” es una sal catibnica
formada por cualquier grupo aclidico (por ejemplo, carboxilo) o una sal
anibnica formada en cualquier grupo basico (por ejemplo, amino,
alquilamino, dialquilamino, morfilino y lo similar) del compuesto de la
invencién. Dado que el péptido INGAP es zwitteridnico, es posible utilizar
cualquiera de los dos tipos de sales. En la técnica se conocen muchas de
estas sales. Las sales catidnicas preferidas incluyen pero no se limitan a
las sales de metales alcalinos (como sodio y potasio), sales de metal
alcalinotérreo (como magnesio y calcio) y sales organicas, como amonio.
Las sales anibnicas preferidas incluyen haluros, sulfonatos, carboxilatos,
fosfatos y lo similar. Evidentemente se consideran en estas sales las de
adicion que pueden aportar un centro 6ptico, en donde anteriormente no
habia ninguno. Por ejemplo, se puede preparar una sal de tartrato quiral a

partir de los compuestos de la invencién y esta definicién incluye tales
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sales quirales. Las sales que se prevén son atdxicas en las cantidades
administradas al paciente animal, mamifero o ser humano. Ejemplos de
sales de adicibn acidas apropiadas inciuyen, en forma no limitante,
clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, sulfato, hidrégenosulfato, acetato,
trifluoroacetato, nitrato, citrato, fumarato, formato, estearato, succinato,
maleato, malonato, adipato, glutarato, lactato, propionato, butirato, tartrato,
metansulfonato, trifluorometanosulfonato, p-toluensulfonato, dodecil
sulfato, ciclohexansulfamato y lo similar.

"Los ésteres biohidrolizables™ son ésteres de compuestos de
la invencién, en donde el éster esenciaimente no interfiere con Ia
bioactividad de compuesto o el éster se convierte en huésped para
producir un compuesto activo. Muchos de dichos ésteres son bien
conocidos en la industria, como se describe- en la patente de los EE.UU.
nam. 4,783,443 otorgada a Johnston y Mobashery el 8 de noviembre de
1888. Dichos ésteres incluyen ésteres alquilo de bajo peso molecular,
ésteres aciloxilato de bajo peso molecular (como ésteres de acetoximetil,
acetoxietil, amino carboniloximetil, pivaloiloximetil y pivaloiloxietil), lactonil
ésteres (como ftalidil ésteres y tiofltalidil ésteres), ésteres
alcoxiaciloxialquilo de bajo peso molecular {(como los ésteres de
metoxicarboniloximetilo, etoxicarboniloxieti e isopropoxicarboniloxietil),
ésteres de alcoxialquilo, ésteres de «colina y ésteres de

alquilacilaminoaiquilo (como los ésteres de acetamidometilo).

(1
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El término “tratamiento” como se utiliza en la presente, se
refiere a que la administracion de un compuesto de la presente invencion
es capaz de por lo menos mitigar una enfermedad asociada con la
regulacion fisioldégica anormal de glucosa en un il:ldividuo, preferentemente
en un mamifero, y con mayor preferencia en seres humanos. Por lo tanto,
el término “tratamiento” incluye: la prevencion de un trastomo mediado por
la regulacién fisiolégica anormal de glucosa en un sujeto, en particular
cuando dicho sujeto tiene una predisposicién a contraer la enfermedad
pero ain no se le ha diagnosticado; la inhibicidn de un trastomo mediado
por la regulacién fisiologica anormal de glucosa; o aliviar o revertir un
trastono mediado por la regulacién fisiolégica anormal de la glucosa. En
cuanto a los meétodos presentes dirigidos a prevenir los trastormnos
mediados por la regulacién fisioldgica anormal de glucosa, se entiende que
el término “prevenir” no requiere que el estado de la enfermedad se
bloquee por completo (diccionario Webster's ninth collegiate). Mas bien,
como se utiliza en la presente, el t¢érmino “prevenir” se refiere a la habilidad
del técnico experimentado para identificar una poblacidon susceptible a los
trastornos mediados por la regulacioén fisiolégica anormal de la glucosa de
manera que se puedan administrar los compuestos de la presente
invencibn antes de que se manifiesten los trastomos mediados por la
regulacién fisiolégica anormal de la glucosa. El témmino no implica que se
pueda evitar por completo el estado de la enfermedad. La poblacién en

riesgo de sufrir trastomos mediados por la regulacién fisioldgica anormal

/12



10

15

20

de la glucosa (por ejemplo, diabetes tipo | y Il), es aquella con una
predisposicion genética a la diabetes como lo indica la historia familiar de

la enfermedad. Otros factores de riesgo incluyen la obesidad o la dieta.

Elaboracién y establilidad

El péptido INGAP es una secuencia de 15 aminodcidos
formada por aminoéacidos los numero 104 a 118 contenidos en los 175
aminoéacidos propios de INGAP. Si bien el péptido INGAP se puede
sintetizar por cualquier método conocido en la industria, el método
preferido es |la sintesis de fase sdlida de 9-fluoreniimetoxicarbonilo (F-
moc). El péptido INGAP preferido es el péptido INGAP en forma de sal
farmacéuticamente aceptable, preferentemente sal de acetato. La
formacion de sales de péptidos es bien conocida en la técnica. La sintesis
de F-moc se describe en la patente de los EE.UU. ndmero 4,108,846. El
F-moc utiliza la piperidina para segmentar el metoxicarbonilo (moc) y el
acido trifluoroacético (TFA) para separar el péptido de la resina. La INGAP
elaborada de conformidad con este proceso se puede purificar por medio
de la cromatografia preparativa de HPLC.

El péptido INGAP tiene la siguiente secuencia de

aminoacidos:

NHz-lle-Gly-Leu-His-Asp-Pro-Ser-His-Gly-Thr-Leu-Pro-Asn-Gly-Ser-

CARBOXILO (ndm. de identificacién de secuencia: 3)
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El péptido INGAP tiene la formula quimica CgsH1goN20022, Un peso
molecular de 1501.6 + 1 Daltons y una rotacion especifica de —103.2° en
1% de o acido acético.

La estructura del péptido INGAP se confima a través del
analisis de aminoacido en el que la molécula del péptido INGAP es
hidrolizada en sus aminodcidos constituyentes. Los aminoacidos se
cuantifican y aparecen en la proporcibn molar comecta en base a su
estructura molecular. Es posible determinar la masa molecular del péptido
utilizando la espectrometria de masa por electroroclo, la cual debe coincidir
con la masa teérica calculada de ia molécula (1501.6 + 1 unidad de masa).

Si se desea verificar que la molécula sintética es bioactiva, es
posible utilizar un bioensayo para confirmar la actividad. Se utilizan en el
ensayo las células ARIP, una linea celular del conducto pancreatico de
rata, que se obtiene de ATCC (Manassas, VA). Las células se colocan en
una placa de cultivo de 96 pozos a 10,000 células/pozo y se cuitivan
durante 24 horas en un medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM) que
contiene el 10% de suero bovino fetal. A las 24 horas, el medio se
reemplaza por DMEM sin suero. Los pozos duplicado se tratan con dosis
variables (0, 10 y 10°g/ml) de péptidos INGAP. A las 21 horas, el medio
se suplementa con solucién etiquetada de bromodeoxiuridina (BrdU) de un
estuche ELISA de proliferacién de células de BrdU (Roche Molecular
Biochemicals) y se cultiva durante tres horas mas. A las 24 horas las

células se secan a 60°C durante 60 minutos, se fijan y se desnaturalizan.



10

15

20

10

Luego se exponen a anticuerpo de BrdU durante 90 minutos y se
desarrolia durante 15 minutos de conformidad con las instrucciones del
estuche. Se cuantifica el etiquetado de BrdU en un contador mudiltiple
Wallac Victor 1420. Los resultados se com;-Jaran contra una curva
estandar de células cultivadas en la misma placa sembradas a densidades
de 100 a 20,000 células por pozo. Como se muestra en la Figura 1,
cuando se utiliza este ensayo se produce un aumento de 1.6 en el
recuento de células comparado con los controles en cultivos tratados con

0.1pg/m! de péptido INGAP.

Establlidad del péptido INGAP a granel

La estabilidad se determina comparando varios parametros,
incluyendo en forma no limitante el grado de pureza, porcentaje total de
impurezas, porcentaje de impurezas individuales (como se determina por
el HPLC u otro método cuantitativo adecuado), apariencia y contenido de
agua de la muestra. Es posible utilizar un método HPLC para determinar
cualquier incremento en los niveles de productos de degradacién en
relacion con el nivel de péptido INGAP. Las muestras de péptido INGAP
(tanto la solucién como el polvo liofilizado) son almacenadas a diferentes
temperaturas, en presencia ¢ ausencia de humedad, en viales claros u
obscuros. La degradacién en diferentes condiciones de almacenamiento
puede aumentar las impurezas y reducir el contenido de péptido INGAP.

Es deseabie que la preparacién de la muestra tenga una pureza mayor al
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80%, preferentemente mayor al 90%, con mayor preferencia mayor al
95% y con la maxima preferencia mayor al 97%.

El péptido INGAP en forma de polvo liofilizado, es estable en
diferentes condiciones de almacenamiento. La pﬁreza del péptido INGAP
se mantiene bajo dichas condiciones y la de los productos de degradacion
es inferior a los niveles aceptables. El almacenamiento adicional de hasta

seis meses, no causa una degradacién notoria del péptido INGAP.

Composiciones

Otro aspecto relacionado con esta invencibn son las
composiciones que comprenden: (a) una cantidad segura y eficaz de un
péptido de la presente invencion; y (b) un portador farmacéuticamente
aceptable. Se utilizan las técnicas convencionales de formulacién
farmacéutica tales como las descritas en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., dltima edicion.

El término “cantidad segura y eficaz” se refiere a la cantidad
de un péptido de la invencién suficiente para inducir en forma significativa
una modificaciébn positiva en la condicion a ser tratada, pero que sea lo
suficientemente baja para evitar efectos colaterales graves (como
toxicidad, irritacién o respuesta alérgica) en un animal, preferentemente un
mamifero y con mayor preferencia un ser humano que lo necesite de
manera que coresponda a una relacién riesgo beneficio razonable cuando

se utiliza de conformidad con esta invencién. La “cantidad segura y eficaz”

|
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obviamente variara con factores como la condicién particular que se trata,
la condicion fisica del sujeto, la duracién del tratamiento, la naturaleza de
la terapia concurrente (de existir alguna), la forma de dosificacién
especifica a utilizar, el portador empleado, [a sol-ubilidad del péptido en el
mismo y el régimen de dosificacion deseado para la composicion. Un
experto en la técnica puede utilizar la siguiente bibliografia para determinar
una “cantidad segura y eficaz" de conformidad con la presente invencion.
Spilker B.: Guide to Clinical Studies and Developing Protocols, Raven
Press Books, Ltd., New York, 1984, pags. 7-13, 54-60; Spilker B.: Guide to
Clinical Trials, Raven Press, Ltd., New York, 1991, pags. 93-101; Craig C.
y R. Stitzel editores: Modem Pharmacology, 2d ed., Little, Brown and Co.,
Boston, 1986, pags. 127-33; T. Speight, editor; Avery's Drug Treatment:
Principles and Practice of Clinical Pharmacology and Therapeutics, 3d ed.,
Williams and Wilkins, Baltimore, 1987, pags. 50-56; R. Tallarida, Raffa and
P. McGonigle: Principles in General Pharmacology, Springer-Verlag, New
York, 1988, pags. 18-20.

El péptido de la invencion se disuelve o se suspende en un
amortiguador farmacéuticamente aceptable. El amortiguador en el que se
disuelve el péptido puede afectar el pH, la solubilidad y por ello la
biodisponibilidad del péptido. La seleccion del amortiguador varia
dependiendo de la composicién del péptido, la via de administracion y el
grado de solubilidad del péptido deseado, la vida media del mismo en un

medio fisiolégico, el pH y la capacidad de regulacién del fluido fisiologico.
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El pH de un amortiguador preferido se acerca al valor pK, del péptido o
puede depender del medio fisiolégico en el que se producira el péptido.
Los tampones adecuados incluyen en forma no limitante fosfato, acetato,
carbonato, bicarbonato, glicina, citrato, imidazol y otros. Un amortiguador
particularmente preferido es el de acetato.

Ademds del presente péptido, las composiciones de Ia
presente invencién contendran uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptables. El término “portador famnacéuticamente aceptable” como se
utiliza en la presente, se refiere a una o m-és sustancias encapsulantes o
diluyentes compatibles de carga sélida o liquida adecuados para ser
administrados a un animal, preferentemente a un mamifero y con mayor
preferencia a un ser humano. El término “compatible”, como se utiliza en
la presente, se refiere a que los componentes de la composicién pueden
ser mezclados con el péptido de la invencién y entre si, de tal forma que no
exista interaccion que reduzca en forma importante la eficacia farmacéutica
de la composicién en situaciones de uso normales. Ciertamente los
portadores farmacéuticamente aceptables deben tener una pureza
suficientemente elevada y una toxicidad suficientemente baja para poder
ser administrados al animal, de preferencia al mamifero, con mayor
preferencia al ser humano a tratar.

La eleccién de los portadores famacéuticamente aceptables
a ser utilizados junto con el presente compuesto se determinara

basicamente dependiendo de la forma de administracién del péptido. Si el

'3
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presente péptido debe ser inyectado, el portador preferido
farmacéuticamente aceptable se prepara estéril, con un agente de
suspension coloidal compatible con ia sangre.

En particular, los portadores farmacéuticamente aceptables
para su administracién sistémica incluyen azdcares, almidones, celulosa y
sus derivados, malta, gelatina, talco, sulfato de calcio, aceites vegetales,
aceites sintéticos, polioles, acido alginico, soluciones amortiguadas con
fosfato, emulsionantes, solucion salina isotdnica y agua libre de pirégenos.
Los portadores preferidos para la administracion parenteral incluyen
polipropilengiicol, oleato de etilo, pirrolidona, etanol y aceite de ajonjoli. De
preferencia, el portador fammacéuticamente aceptable en las
composiciones para la administracién parenteral comprende al menos
aproximadamente 90% en peso de la composicion total.

Las composiciones de esta invencion se suministran de
preferencia en forma de dosificacion unitaria. Como se utiliza aqul, una
“forma de dosificacién unitaria” es una composicién de esta invenciéon que
contiene una cantidad de péptido INGAP adecuado para administrar a un
animal, de preferencia a un mamifero, con mayor preferencia a un ser
humano, en una sola dosis seglin la buena prictica médica. Estas
composiciones preferentemente contienen aproximadamente 0.1mg
(miligramos) a 300mg y con mayor preferencia aproximadamente 5mg a
150mg de péptido INGAP. Es posible cambiar la frecuencia del

tratamiento con la composicion de la invencién para alcanzar el bolo
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deseado y evitar los efectos colaterales. Por ello, ningin ejemplo de plan
de tratamiento incluye el tratamiento diario, semanal, bi semanal, mensual
y combinaciones de los mismos. Altemativamente, la composicién de la
invencién se puede administrar como infusién continua.

Las composiciones de esta invencién se pueden presentar en
una variedad de formas, adecuadas por ejemplo, para la administracién
por via oral, topica, nasal o parenteral. Dependiendo de la via de
administracion en particular que se desea, se pueden utilizar una variedad
de portadores famacéuticamente aceptables bien conocidos en la
industria. Estos incluyen cargas, diluyentes, hidrétropos, agentes de
superficie activa y sustancias encapsulantes sélidas o liquidas. Se pueden
incluir materiales activos opcionales que no interfieran de manera
sustancial con la actividad del péptido INGAP. La cantidad de portador
empleado junto con el péptido INGAP es suficiente para suministrar una
cantidad practica de material de administracién por dosis unitaria de
péptido INGAP. Las técnicas y composiciones para elaborar formas de
dogiﬁcacién utiles en los métodos de la presente invencion se describen en
la siguiente bibliografla: Modem Pharmaceutics, Capitulo 9 y 10 (Banker &
Rhodes, editores, 1978); Lieberman y col.: Pharmaceutical dosage Forms:
Tablets (1981); y Ansel: Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms 2a.
edicién (1976).
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Formulacidn de péptido INGAP
Una formulacién preferida de un péptido de INGAP es la

preparacién de una solucién inyectable utilizando la cantidad de agua

estéril y cloruro de sodio necesaria para regular la tonicidad y elaborada en

cuatro concentraciones: 0, 7.5, 30 y 120mg/0.5mlivial. También se puede .

utilizar la cantidad necesaria de acido clorhidrico e hidroxido de sodio para
regular el pH al nivel preferido. Es posible preparar concentraciones
adicionales diluyendo las materias primas de concentraciones méas altas en
una solucién salina isotonica. El diluyente no afecta la potencia biolégica
del péptido INGAP.

En consecuencia, una formulacién preparada de péptido
INGAP es estable dentro del intervalo de pH de 4 a 6 cuando se la
almacena a 5°C y se envasa en recipientes oscuros o claros. Se observa,
sin embargo, cierta degradacién cuando se almacena la composicién a
25°C. La degradacién se toma mas evidente para la composicion con pH
de 6 en lugar de pH de 4.5. El péptido INGAP es aparentemente mas

estable cuando se lo almacena por debajo de los 8°C y por debajo de un

pH de 6.

EJEMPLO 1: Solucién inyectable de ido INGAP

Se prepara una solucién de 120mg de péptido INGAP con las

siguientes especificaciones:
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Cuadro 1
Parémetro — Especificaclones
| Aperiencia Solucidn incolora dara
Ensayo Cada vial contlene
90.0 % a 110.0% de péptido INGAP _
Impurezas Cada impureza: 1.0%
Tolal de impurezas: 3.0%
H 40a50
Endotaxinas baclerianas | NMT 2.92EU/mg
Esterilidad Cumple con USP

EJEMPLO 2: Administracién de péptido INGAP en hamsters nommales.

Se realiz6 un estudio del péptido INGAP para determinar sus
efectos en la formacion de islotes en hamsters nomales. Se
administraron 5mg/kg (25mg/m?) de péptido INGAP por via IP diariamente
durante 4 semanas y se evalué la masa celular p a2 los 10 y 30 dlas. El
tratamiento con péptido INGAP resultdé en un aumento significativo de la
cantidad de islotes comparado con los animales tratados con placebo
(Figura 2). EIl efecto de neogénesis de los islotes se manifesté por la
produccion de mas insulina y un aumento en la cantidad de islotes del
pancreas. Las células recién formadas paparecieron en la pared y en los
conductos pancreaticos. Estas células insulinopositivas fueron el resultado
de la diferenciacion de células epiteliales de los conductos y el crecimiento
celular de los islotes y su apariencia fue proporcional a la dosis y duracién
del tratamiento con péptido INGAP. Durante periodos de tratamiento mas
prolongados, estas células migraban de los conductos y formaban islotes
en el parénquima del pancreas. Luego de 10 dias consecutivos de la

administracion de péptidos INGAP, se produjo un aumento del 30% en la
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cantidad de islotes y a los 30 dias se duplicé la cantidad de islotes en los
tejidos en forma consistente con las observaciones anteriores, utilizando

ilotropina, rINGAP y envoltura celofan en modelos animales.

EJEMPLO 3: Estudios de eficacia In vivo

Los ratones C57BL/8J se transformaron en diabéticos con
STZ (35mg/kg/dia x 5. dias) y se dividieron en dos grupos de control de
cuatro animales cada uno, uno tratado con péptidos INGAP (250ug dos
veces al dia) y el otro con solucion salina. En los cuatro animales tratados
con péptidos INGAP las concentraciones de glucosa sanguinea fueron
restauradas a los niveles normales, mientras que los animales tratados con
solucion salina permanecieron hiperglicémicos (Figura 3). Luego de 39
dias, se suspendié la dosificacién y la observacion adicional una vez
finalizado el estudio demostrd una durabilidad del efecto de 48 dias. La
evaluacion histopatoldgica de los animales tratados con péptidos INGAP
demostré la presencia de islotes de ocurrencia normal y areas de nuevas
formaciones de islotes, incluyendo un complemento y distribucién normal
de las células de secreci6n de insulina y glucagon (figuras 4 y 6). La
apariencia de las células productoras de glucagén juega un papel mayor
en la defensa contra la hipoglicemia. Esta caracteristica de neogénesis de
los islotes inducida por péptido INGAP podria ayudar a revertir el control
contraregulatorio de hipoglicemia relacionado con un tratamiento de Ia

diabetes extremadamente estricto. No se observé hipoglicemia en ninguno
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de los animales tratados con péptidos INGAP. En animales de control
tratados con solucién salina no se observé una nueva formacién de islotes.
La administracion de péptidos INGAP indujo a la transdiferenciacién de las
células de los conductos evidenciada por las células que expresaron el
factor de transcripciébn PDX-1 (Figura 5). Los islotes en los animales
diabéticos STZ tratados con solucion salina estaban necréticos y revelaron
una infiltracién considerable de células inflamatorias. En los animales
tratados con péptidos INGAP, la inflamacién se redujo notablemente y los
islotes parecian sanos (Figura B).

La Figura 4 representa las caracteristicas inmunocitoguimicas
del péncreas de los ratones C57BL/6J tratados primero con
estreptozotocina y luego con péptidos INGAP. E!l panel superior izquierdo
representa un islote atin asociado al segmento del epitelio del conducto
tedlido con anticuerpos anti-insulina, lo cual demuestra la presencia y
distribucién normal de la protelna de insulina. El panel inferior izquierdo
muestra al mismo islote manchado con una mezcla de anticuerpos
antiglucagén y anti-somatostatina exhibiendo también una distribucion
nomal de estas proteinas celulares insulares en la misma regiébn manto-
islotes. El panel superior derecho representa un islote recién formado que
brota de un conducto tefiido con HE. El panel inferior derecho muestra una

célula insulinopositiva en la pared del conducto.
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Se realiz6é un estudio toxicolégico de dosificaciones repetidas
con inyeccion diaria de péptido de INGAP a 0, 2, 20 y 100mg/kg/dia
durante 31 dlas. En el estudio se asignaron cuatro grupos de tratamiento
de 10 machos y 10 hembras y dos grupos de animales en recuperacion (5
machos y 5 hembras). Se recolectd sangre al final del estudio y se
realizaron necropsias para observaciones macroscopicas y microscopicas.
Se evaluaron los niveles de suero y patologia en aproximadamente la
mitad de los animales de cada grupo. Se pesaron los drganos
seleccionados (cerebro, supramrenales, corazén, rifion, higado, pulmén,
pancreas y bazo) y se calculé su peso relativo. Se extrajo una seccién del
pancreas y se congel® en nitrégeno liquido para evaluar su contenido de
insulina y las secciones de tejido pancreatico se sometieron a exadmenes
microscopicos independientes. Los animales en recuperacion fueron
sacrificados 28 dias después de suspender la dosis. Se evaluaron
diferentes parametros para estudios adicionales y hallazgos
potencialmente anormales relacionados con el medicamento para
determinar la reproducibilidad e importancia clinica potencial.

La administracion de péptido INGAP por inyeccién IM durante
31 dias consecutivos, no produjo efectos adversos relacionados con la
dosis cuando se evaluaron al suspender la dosis y durante los 28
posteriores al tratamiento. Se observd un sitio de imitacidn en los machos

y hembras con frecuencia incrementada a dosis mas altas; sin embargo,
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esto no fue observado en animales en recuperaciéon tratados con las
mismas dosis demostrando la reversibilidad de la irritacibn. La
hematopoyesis extramedular en el bazo se detecté en un animal macho a
altas dosis en el dia 31 del estudio. No se obsen;'o evidencia microscopica
de la infiltracion de células inflamatorias, edema, necrosis o atrofia. La
observacion sobresaliente fue el aumento en la cantidad de pequefios
islotes asociados al conducto y entre el tejido acinar. Los niveles de suero
de péptido INGAP dos horas después de la administracion de la dosis
durante 31 dlas consecutivos se enconiraban por debajo de los limites
cuantitativos. La actividad farmacologica medida por incremento en el area
del tejido insulino positivo se observd en estos animales (Figura 7). Los
resultados sugieren que no existen niveles de efectos adversos (NOAEL)

mayores a los 100mg/kg en ratones CD-1 con 31 dlas de dosificacién.

Un estudio toxicolégico de dosificaciones repetidas se realizd
en perros beagle durante 34 dias con inyeccién diaria de péptido INGAP a
0, 0.5 1.5 y 10mg/kg/dia. Se obtuvo tejido pancreatico para la
cuantificaciéon de masa celular p por la inmunohistoquimica de animales
sacrificados el dla34 al finalizar el tratamiento y de animales en
recuperacion sacrificados a los 25 dias de finalizado el fratamiento. La
masa celular pancreatica B se incrementé luego de la administracién del

péptido INGAP (ver Figura 8). Estos resultados indican que las
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inyecciones IM de péptidos de INGAP en el intervalo de dosis estudiado
alcanza una respuesta bioldgicamente importanie en perros beagle
normales. Ademas, una revision a fondo de las secciones del tejido
pancreatico no registr6 cambios como, edéma, infiltracién celular

inflamatoria, necrosis o atrofia.

EJEMPLO 6: Estudios clinicos en seres humanos

Las dosis generalmente se basan en los resultados de
eficacia y estudios de seguridad en animales. En el tratamiento para la
diabetes mellitus tipo | y Il se presentan como ejemplo dos dosis de
péptidos INGAP: 7.5mg (0.125mg/kg o 4.625mg/m? para un paciente de
60kg) y 120mg (1.6mg/kg o 74mg/m? para un paciente de 60kg). Se
evalian los siguientes parametros para establecer la eficacia del
tratamiento con péptidos INGAP.

1. Se reducen los niveles de glucosa en ayunas a
>35mg/dl mientras que se mantiene la dosis total de
insulina.

2. Se reducen las dosis de insulina en un 25% mientras
se mantienen los niveles de glucosa en ayunas
dentro del rango normal conforme al criterio de la
American Diabetes Association (ADA).

3. Se obtiene un aumento en los niveles de péptido C

>1ng/ml en ayunas. Se obtiene un aumento en los
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niveles de péptido C de >2ng/ml en respuesta al
Sustacal® (Boost®).

Cada paciente se asigna aleatoriamente para Ia
administracién de una inyeccion intramuscular d.e péptido INGAP. Luego
de evaluar los datos de eficacia y seguridad, los pacientes pueden recibir
tantas inyecciones de péptidos INGAP como lo indique su médico.

El siguiente cuadro representa un resumen de una lista
parcial de evaluaciones en pacientes tratados con péptidos INGAP o

placebo.

Cuadro 2: _Programa de evaluaciones

Periodo de batamiento Seguimiento

Procedimiento Explora | Valores Dias 1-34 Dias 35a63+2
D clé Iniclal N3

Dias de consulta n niciaies 17 11a] 21| 28| 34 42 4’ .':i 63
Examen fisico X X — X X
Signos Vitales X X XX X[ X1 XX X|X|X[X

:::;‘;“ de laborstorio X X x| x[x|x|x X
Plasma PK para péptido

INGAP X XIX|IX]| XXX X

Péptido C estimulado

Las pruebas de péptido C estimulado se realizan por la
mafiana luego de un periodo de ayuno de 10 horas. Dichas pruebas
solamente se realizan si la glucosa del paciente en ayunas se encuentra
entre 80 y 250mg/dil. Los pacientes pueden tomar sus medicaciones para

la diabetes durante la tarde anterior a la prueba pero no deberan tomarlas
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durante la maflana de la prueba hasta que esta haya concluido. Las
muestras de sangre para la determinaciéon del péptido C se extraen
inmediatamente antes de la ingestién de Boost® y a las 0.5, 2 y 4 horas
después de la ingestion. El Boost® se admin-istra por ingestién. Los
pacientes se consideran insulino-deficientes si su péptido C en ayunas es
<1.0ng/ml y su valor maximo de péptido C estimulado es <2.0ng/ml.

Como resultado del tratamiento, los pacientes que reciben
péptido INGAP revelan una mayor tolerancia al azicar, una reduccién del
nivel de glucosa en ayunas, una reduccién en la dosis de insulina
requerida, un incremento en el nivel de péptido C en ayunas y un
incremento en el nivel de péptido C en respuesta a Boost®. Los pacientes
tratados con placebo no exhiben dichas mejoras.

A menos que se indique de cualquier otra forma, todas las
cifras que incluyen cantidades, porcentajes porciones y proporciones estan
modificados por la palabra "aproximadamente® y no pretenden indicar
digitos significativos.

A menos que se indigue de cualquier otra forma, los articulos
“un/una” y “ellla” significan “un/una o mas".

Si bien se han ilustrado y descrito modalidades particulares
de la presente invencién, serd evidente para los experimentados en la
industria que pueden hacerse diversos cambios y modificaciones sin

desviarse del espiritu y alcance de la invencién. Se ha pretendido, por
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consiguiente, abarcar en las reivindicaciones anexas todos los cambios y

modificaciones dentro del alcance de la invencidn.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende un
polipéptido con por lo menos 15 aminoécidos consecutivos de una proteina
asociada a la neogénesis de los islotes de mamiferos de ocurrencia
natural, caracterizada ademas porque la secuencia de aminoacidos
correponde al nim. de identificacién de secuencia 1, 2 o 3 y fragmentos
de éstos con un pH de entre 4 y 8 aproximadamente.

2. Una composicion farmacéutica de conformidad con la
Reivindicacién 1, caracterizada porque la composicién es un polvo o una
sustancia liofilizada.

3. La composicion famacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque tiene un
pH de aproximadamente entre 4 y 5.

4, La composicion farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque el
polipéptido se selecciona del grupo formado por ésteres, sales y mezclas
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

5. La composicibn farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende

aproximadamente 0.1mg a 300mg de polipéptido.
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6. El uso de una composicion farmacéutica de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones precedentes para la
elaboracién de un medicamento para tratar la diabetes en seres humanos
u otros mamiferos.

7. El uso de una composicion famacéutica de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones precedentes para la
elaboracion de un medicamento para regenerar los islotes de Langerhans,
células pancreaticas beta o establecer una regulacion fisiolégica normal de

la glucosa en un mamifero.

8. El uso de una composicibn famacéutica de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado porque la administraciébn se realiza a una frecuencia
seleccionada del grupo formado por infusiones diarias, dos o tres veces al
dia, semanales, dos veces por semana, mensuales, continuas y
combinaciones de éstos regimenes.

9. Un estuche para utilizar de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes que comprende:

a. la composicién farmacéutica de la Reivindicacion 1; e

b. instrucciones de uso.

3’2’
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Cantidad de islotes por mm®

H Contrat INGAP

P<0.001 P<0.001

Dias de tratamiento

Aumento en la masa celular endécrina del pancreas con el péptido
INGAP. Se trataron hdmeters de Siria normales con solucién salina
{control) o péptido INGAP por via IP durante 10 & 30 dias. Se deter-
mind la cantidad de islotes/mm® con un sistema morfométrico asistido
por computadora utilizando el sofiware Image-pro Plus.

Fig.2
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Caraciristicas inmunocitoquimices dol pdncreas e ratonas C57BLAB que contrajeron diabetes inducide mediants la
adminsiracin de estrepicrotocins tratados con INGAP, El panal superior irruiercn nepresenta un ikote s asociado
al sagmenio del eplteio del conducto tefiide con anlicusrpos anti-neufing, o cual demuesira una presencis y distibu-

cidn normal de la proteina de bo insuine. El panel infarior izquiendo presenta el mismo islote tafiido con una mazcia de
anticuarpos enli-glicagdn anti-sometosiatine que tambidn demusstnan una disiibucidn normal de ias proleinas celuls-
s Insuleres en ki regidn manio-siotss. El panel superior derecho representa un slote recién formado qua brota de un
conducio tafiido con HE. El panel inferior deracho musstra una célula insulinopositiva en la pared dal conductn.
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El péptido INGAP astimula ia expresién PDX-1 en los conducins pancradticos da ratones C57B/6.). El panel
do [a darecha es una segunda drea de inmunareactividad PDX-1 en asociacitn con la neogénesis celular de
lcs ialotes. El material fofido de oscuro tiena la apariencia do cdlulas PDX-1 an la pared del conducio.

Fig.5
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Caractaristicas hisioidgicas del péncreas de ratones C57B/8) tratados con estreptozoiocine. El panel
inferior derecho (STZANGAP) muesira el péncreas da un animal tratado con pépfido INGAP con un
drea de naogénesis calular en los isiotes que se observa como caluies quse brotan de un conducto intra-
iohuler adyacents. El panel inferior zquierdo (STZ-INGAP) s un islos normal que aparece en e pén-
creas da un animal trataco con péptida INGAP  El panel superior derecho {S$TZ) mussira el péncreas
de un animal fratado con solucidn salina que presenta un Ialate neendtico con nfinacin de chlulas
inflamatorias caracteristica de la insulits. E] pane! superior izquiendo (Control) muestra el pdncreas de
un mitn de control de la misma edad con 1a aperiencia hiatoidgica de un islote normal pare su com-
paracién. Se observa que INGAP restaura la histologia de los isioins a o normal.
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Dosis de péptido INGAP {mgikg)

Area de tejido inmunoreactivo en ratones narmales tratados con péplidos INGAP
durante 31 dias. Los datos representan la media + SEM. El porcentaje de drea trans-
versal tefilda para detectar insulina se determiné con un microscopio Olympus (150 x)
y un software de andlisis de imdgenes (Image Pro Plus versin 4.0 da Media Cybamet-
ics).
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% de drea de teido tefido de insullna

Dosis de péptido INGAP (mg/kg/dia)

Los efacios da la Inyeccion dlaria de péptido de INGAP en parros durants 34 dias on & drea de
células pancredtices que se transformaron en insulinopositivas por madio del tefiido inmunohisto-
quimico. Los datos comesponden a la media + SEM. El porcentaje de drea fransversal tefiida pama
deteciar insulina se determiné con un microscopio Olympus (150 x) y un software de andlisks de imé-
genes (Image Pro Plus versitn 4.0 de Media Cybamatics).

Fig.8
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interational Appication No. PCTUS 02 82904

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA’ 210

Continuation of Box I.2
Claims Nos.: 1-9 (partially)

Present claims 1-9 relate to a compound defined by reference to a
desirable characteristic or property, namely a polypeptide having at
least fifteen consecutive amino acids of a naturally occuring mammalian
islet neogenesis associated protein (INGAP).

The claims cover all compounds having this characteristic or property,
whereas the application provides support within the meaning of Article 6
PCT and/or disclasure within the meaning of Article‘5 PCT for only a very
Timited number of such compounds. In the present case, the claims so lack
support, and the application so lacks disclosure, that a meaningful
search over the whole of the claimed scope is impossible. Independent of
the above reasoning, the claims also lack clarity (Article 6 PCT). An
attempt is made to define the compound by reference to a resuit to be
achieved. Again, this lack of clarity in the present case 1s such as to
render a meaningfu) search over the whole of the claimed Scope

impossible. Consequently, the search has been carried out for those parts
of the claims which appear to be clear, supported and disclosed, namely
those parts relating to the compound mentioned 1n the description at
pages 2 (11nes 5-8), and 5 (1ines 8-20). Reference is made to sequence #
3.

The applicant’s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
tlaims, relating to inventions in respect of which no international
search repart has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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Box| Obsarvations where certsin claims wess found unsearchable (Continuation of ltem 1 of first:sheet)

This intemational Ssarch Report has not besn eatahishad in respect of cartain claims under Anicie 17(2){a) for the following reasons:

1. D Cinima Noa.:
because they relate © subject maber not required (o be searched by this Authortty, namaely:

2 [X] craums nos 1-9 (parttally) -
relals 1o ol he
T e SR e e e o et e

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

X Claans Noa.:
becauss they are depandent ciaims and are not drafiad in accordance with the sscond and third seniences of Ruls 6.4{a).

Box Ul Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first shesf)

This International Ssarching Authority found multipie inveniions In this inlsmational application, &s follows:

1. As a8l required addibonal ssarch lses were timely paki by the applicant, this intamational Search Report covars all
searchable claima.

2 As all ssarchable cleims could be searchod without afiort addiional faa, this
D prfet o jusiymng an Authority did not iInvite payment

3 D ummuummmmmmmwmmmmm

. covers only those clalms for which fess were paid,

4. No recuired addiional saarch fess the appiicant. Consequently, this inlamalional Search Report
D anthmmmmnhmwmm: "

Rassark on Protest D The adkiiiona) search fees were accompaniad by the appiicants protest.
D No protest accompanied the payment of editonal search leea.
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intamational Application No. PCTAS 02 82904

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Continuation of Box 1.2 '
Claims Nos.: 1-9 (partially)

Present claims 1-9 relate to a compound defined by reference to a
desirable characteristic or property, namely a polypeptide having at
least fifteen consecutive amino acids of a naturally occuring masmalian
1slet necgenesis associated protein (INGAP).

The claims cover all compounds having this characteristic or property,
whereas the application provides support within the meaning of Article 6
PCT and/or disclosure within the meaning of Article 5 PCT for only & very
Timited number of such compounds. In the present case, the claims s0 lack
support, and the application so lacks disclosure, that a weaningful
search over the whole of the claimed scope i1s fmpossible. Independent of
the above reasoning, the claims also lack clarity (Article 6 PCT). An
attezpt is made to define the compound by reference to a result to be
achieved. Again, this tack of clarity in the present case is such as to
render a meaningful search over the whole of the claimed scope
impossible. Consequently, the search has been carried out for those parts
of the claims which appear to be clear, supported and disclosed, namely
those parts relating to the compound mentioned 1n the description at
pages 2 (11nes 5-8), and 5 (1ines 8-20). Reference is made to sequence #

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority i1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This 1is
the case irrespective of whether or not the claias are amended following
receipt of the search report or during any Chapter I1I procedure.




international No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US 02/32904

Box) Observations whers certain claims were found unsearchable (Continuation of ltem 1 of irst shest)

This intemational Search Aaport hat not been setshished In respect of certaln claims under Aricie 17(2){a) for the following reasons:

1. D Clalms Nos.:
because they relais to subject malier not required 10 be esarchad by this Authorfty, namaly:

e Flommame 19 ':pariimy)
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see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3 D Cisime Now.: '
becaume ey sre depandant ciaime and are not drafied In accordence with fhe sscond and thind semences of Fules 8.4(a).

Box B Observations where unity of invention ls Iacking (Contimuation of liam 2 of first sheet)

®

This Intamalional Bearching AuthorRty found mutiple nventions In his inlenational appiicalion, &8 follows:

1. D As o required ackiional sesrch fees wers imely paid by the appiicant, his inlamational Bsarch Report covers al

As all sssrchable tiains oould be ssavched without eflort addiional fee, thi «oid not Invite
de’-' oy husiiying an s Authostly did not peymen

acdional fass
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recuind addiional ssarch fess he appicant. Consequantly, this internalional Saarch Report s
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Remark on Protat D The additional esarch fess were accompanied by the spplicant’s protast.
D No protest accompanied the pryment of ackiional search jess.

Form PCTASA/210 {continuation of firet sheat (1)) (uly 1860)
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LI PATENT COOPERATION TREATY
Pram tw
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY PCT
T
REED, David T. - ANY
TEE PROCTER & GAMBIE COMP NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
6110 Center Hill Road INTERNATIONAL PRELIMINARY
Cincinnati, OH 45224 EXAMINATION REPORT
ETATS-UNIS D'AMERIQUE .
(PCT Rule 71.1)
. . (LN‘G{ Due of mafling
% (day/monsh fyesr) 24/09 /2003
Applicant's or agent's file referance IMPORTANT NOTIFICATION
9016 L /MH
internativnal spplication No. oternstional fifiog date (dey/menshjyesr) | Priority date (diyjmonthivesr)
PCT/US 02/ 32904 15/10/2002 16/10/2001
Applicant

THE PROCTER & GAMBLE COMPANY

notified that this International Prefiminary Ex Auth smamits herewith the international
. ﬁmhﬂmﬂlumiw.uﬂlﬂ -nlnlns mmu" 1

of the repart and its annexes, if sny, Is being transmitted to the International Bureau for communication to off the

EE
]

3. ‘Whare required by any of the siected Offices, the international

Baresu will prepare mn English transistion of the report
not of any anzees) sod will transmit such translation to thosr Offices. (o

4. REMINDER
The spplicant mmat entar the nxtional pham befars sach wected Offios by performing cwtsin acts {filing tramistions snd
paying natlonal within 30 months from the priosity date in some Officns){Articls 39(1 o the reminder
went by the an-mn:-hhmrcrnnpm. (o laer Ttoes oo
Whare s ransintion of the International 2 must be furnished to m clected Offics, that transistion ama contain a

. Fwﬁl‘lhﬂ'ttlillmdnqﬂh&dﬂhﬁllﬂlﬂﬂrﬂﬂld’ﬂ:ﬁﬂﬂﬂhﬂ.deﬂmlldhmm’l

described In Article 33 d'n:mnduulpdlﬂn sminstion and th
o n:l: (h?-,l uiu;lguthm -n?'m'ﬁ?m ltm.mﬂn ﬂll:im
hv-nlu-upmhhu'l;' {mece Artcle 27(5)). “dlllu f:'llﬂ‘llu. msy exampie, to esmptions from

ﬁhmﬂmhﬁmmm %m;ﬁm&m.dnm Imulquﬂllllnlﬂll

Naroe xd malling scdress of the IPEA/ Authcrized officer
Putent Office
Mmich
Tel, (+49.89) 2209-0, Tx: 523656 cpenws & LODOLO F
Fax: (+49-39) 13994465 Tol. (+49-89) 2309 2028

Form PCT/IPEAMIG (Augunt 2002) P20473
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(PCT Articke 36 sod Rule 70)
(Rationsliend Report sccording fo the Notice of the President of the EPO published bn the OJ11/2001)
Applicant’s or agant's file refevence o — o Interos
9016 L /MH FOR FURTHER ACTION  Prefimioary Bxsmiosticn Report (Form PCT/IPEA16)
Tntermationnl rpplcaion Ne. Tntenational fling die (dymondiDesr] | Priceily dats {dayfmondiiyes)
PCT/US 02/ 32904 15/10/2002 16/10/2001

“International Patent Clamiheation (IPC) or natioual classfication and IFC
A61K38/17

Applicant
THE PROCTER & GAMBLE COMPANY

. international prefllminery examinstion report has been prepared by this Internstions! Prefiminey Basmining
! mm-dhrn-indb‘n-mtmﬁ.wm “ B

2. This REPORT condims of ntotal of __ 2 shaeta, inchading this cover shest.

Thia is ol ANNEXES, § ,tmnﬂh ciabns dr
D e e e e o v s et s el e 62 i
(-MMIGﬂmmdhAMmlm

These mpomsconsists ofatotal of =~ slwests.
3. Thia report contains indicstions relating to the following ltems:
t[X] Buais of the report
u[] Priechy
1t [X] Non-estsbiishment of opioion with regard to novelty, iaventive stap s industrial appilcabllity

tv [] Lak of unity of iavention
h-ndm-ﬁmﬁ::ﬂ)wﬂrwaam {oventive stap or industrial
v[X] or appcabilicy;

VID Cartzin documents clted
Vil [] Cortain defects in the international spplication
Vil [_] Certain obsrvations an the internaticnal sppiication

Date of sitxnission of the demand Duse of completion of this report
12/05/2003 19/09/2003
Name and maifing address of the [PEA/ Authorised effcer
Patent Office FIETCHER A B
Muzsich
Td. [+ 2399-0, Tx: 523656 epmu d
P (+ 2399-4463 Tel (+49-59) 2399 2328

Form PCT/IPEAMNDY (cover sheet) P20476 (October 2002)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application NoPCT/US 02/ 32904
EXAMINATION REPORT

b Baslis of the report
The basis of this interational preliminary examination is the application as originally fled.

lil. Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial
applicabiiity

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an

inventive step, or 1o be industrially applicable has not been the subject of the

international preliminary axamination in respect of the claims which have not been

searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 86.1{e) PCT); see also international search repott).

V. Reasoned staiement under Rule 65 with regerd to , Inventive
indusirial npplla:nl:nllll;l a 2006 novelty stop of

To the extent that the international preliminary examination has been carried out (see ltem
IH above), the following is pointed out:

In light of the documents cited in the international search repor, it Is considered
that the invention as defined in at least some of the claims, which have been the
subject of an interational search report, does not appear to meet the criteria
mentioned in Article 33(1) PCT, i.e. does not appear to be novel and/or to involve
an inventive step (see intemational search report, in particular the documents cited
X and/or Y and corresponding claim references).

Form PCT/4DONE2 (EPO-03-2002) P20758
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PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU
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The Procter & Gamble Company
(PCT Rule 92bis.1 and 8110 Canter HIl Road
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Unitad States of America
Dwto of maliing (dawmonthiyear)
20 mal 2003 {20.05.03)
Applitars's or sgent’s s referenoy
S0168LSMH IMPORTANT NOTIRCATION
Intyrnational applicetion Mo, Intemational fling date {day/monthiyear)
PCTAUSO2/32004 15 octobre 2002 {15.10.02)
1. The following Indications appesrad on record concarmning:
m the spplicant . D the Inventor D the agent D tha common represonistive
Name and Address State of Nadonailty State of Ragidence
5':5 PROCTE‘H én Gwigl.e COMPANY us us
Procter & Gam azs ~Telophons No-
Cincinnatl, OH 45202
United Stotes of America 513-634-0794
[ Facaimde No.
513-834-0819
Talspinter No.

Z. The Imernational Buresu hareby notifies the applicart that the following changs has besn reoofded conceming:
D tha person @ the nams D the sddress D the astionaiity D the residance

Narve and Address Surts of Nadonallty State of fesldence
GMP ENDOTHERAPEUTICS, INC. b .| Us us
?7%.1 East Browsard Boulevard Sulte = <~ .. i Tolephone Na.
Fort Lauderdale, FL 33301 . 513-634-0794
United States of America N .
. i §13:634-0819
(\:’ ; Telaprinter No.

"4 Acopy of this monifiontion has been semto:

[X] the recatving offiee [X] the designated Ofioes conosmsd
[X] the tntemetions Searching Authortty [ the stactad Offices conssmed
[] the mtarnetionsi Prasiminary Examining Authority [ ] other:
The intsmational Bureau of WIRO Authorized officar
34, chamin des Colombettss Lucla T.-PALUMBO (Fax 338-87-20}]
1211 Genova 20, Switreriand
Fassimile No. [41-22) 338.87.20 Telsphona No. (41-22) 330 8871

Form PCTAR/308 {March 1664) 005650413
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(19) World Intellectual Property Organization

International Burean
{43) Interaational Publication Date . (10) International Pnblication Number
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Bogoté, D.C.,
Doctor: oncloN® 00216
JIMENA ESCOBAR URIBE
ASUNTO: Solicitants GMP ENDOTHERAPEUTICS,
INC.
Radicacion N° 04-31543

Soliciud intemacional PCTAJS02/32904
Fecha iniclo fase nacional 16/05/2004

Tramite o011
Evento 370
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la .
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular

- Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

0 La solicitud no contlene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a
la patente del inventor al solicitante 0 a su causants. (Art. 26-k) Decision 488).

0 La solicitud no contiene el poder debldamente otorgado, con el lleno de los requisitos
exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de Procedimiento Civil.
Adicionaimente, deberd presentar el documenio que acredita la existencia y
representacion legal de la socledad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

En cumplimiento de o dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 488, se le requiere
para que deniro del término de dos meses siguientes a la fecha de notificacién dsl
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y
perderd su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 52, literal e), del
capftulo quinto del tfulo prime la Circular Unica N° 10 de 2001.

El anterior ). fue  nofificado por fijacion en lista de
feche, ﬁm{iﬂkﬂ?‘ - Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7 y 10
Conmutador: 382 0840
202060 Fax: 382 2695
E-mali: Info@sic.gov.co
www.sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombia




