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A COMPOSITION AND METHOD OF TREATMENT FOR UROGENITAL

CONDITIONS

CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS

The present application is a Continuation in Part of US Patent Application
Senal No 09/535 066 filed March 23 2000 which claims prionty to U S Prowvisional
Application Senal No 60/126 233 filed March 24 1899 The present application i1s
also a Continuation in Part of US Patent Application Senal No 10/442 683 filed
May 21 2003 which claims pnonty to U S Provisional Application Senal No
60/382 887 filed May 21 2002 all of which are fully incorporated by reference

including drawings as if fully set forth herein
TECHNICAL FIELD OF INVENTION
The present invention relate to the field of treatment for urogental conditions
BACKGROUND OF THE INVENTION

Uro genital conditions or diseases commonly affect both men and women
These conditions include infections and/or inflammation of the unnary system and
the genital system For example according to the National Institute of Child Health
and Human Development (NICHD) most women will have at least one form of

vaginitis in their lifehme  Vaginitis National Instiute of Child Health and Human

Development Publications On line www nichd nih giv/publications/pubsivag1 htm
The causes for vaginitis range from bactenal fungal or viral infections fo imitations

from chemicals in creams sprays cr even clothing that are in contact with this area
1
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id_ For women with bactenial and fungal infections these infectious agents often
onginate from the rectal area and migrate across the perineum to reach the vagina
or the urethra

A common type of vaginitis 1s candidiasis or yeast infection that ts most
commonly caused by Candida albicans The Candida s pecies are part of an
individual s normal flora of microbial organisms present in skin mouth and the
gastrointestinal tract Robbins Pathologic Basis of Disease 5" ed Saunders Co
Philadelphia (1894) p 354 They also live in small numbers in a woman s vagina
They grow best in warm moist surfaces such as the vagina or the oral cavity They
are normally non pathogenic but when a change in their environment ocgurs such
as in response to a woman s hormecnal changes in menopause pregnancy or in
rasponse to stress they can overgrow to cause a yeast infection These changes
can also occur in immunosuppressed or compromised mdividuals such as people
undergoing chemotherapy taking immunosuppresants or afflicted with AIDS

Current treatment for candidiasis includes over the counter drugs with active
ingredients such as butoconazole nitrate {Femstat®) clotrimazole (Gyne Lotrimin®
and others) miconazole (Monistat® and others) and tioconazole (Vagistat®) These
drugs are topically applied in the vagina and break down Candida s cell wall Other
similar treatments include prescription drugs with active ingredients tn the same
family such as fluconazole (Diﬂucano) terconazole (Terazolo) and ketoconazole
(Nizoral®)

Although vaginitis has been commonly associated with Candida bacterial
vaginosis 1s actually the most common vaginal infection in women of reproductive

age according to the NICHD Vaainis supra Overgrowing of bactena in the vagina

P
b
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causes bacterial vaginosis much ke Candida but the drugs used for its treatment
are different

On the other hand men can also contract Candida infections on their perus
invelving the glans and the prepuce Balanoposthitis a nonspecific infection of the
glans and prepuce is caused by a wide vartety of organisms including fungi such as
Candida and pyogenic bacteria such as Staphylococei Sp  Robbins Pathologic
Basis of Disease 5" ed Saunders Co Philadelphia (1994) p 1008

Staphylococcr are gram positive bactena that are normally present in skin and
other mucosal membranes of the bady Staphylococcus aureus in particular 1s a
virulent pathogen that causes a myiad of conditions and diseases stemming from
skin lesions endocarditis respiratory infection food poisoning and toxic shock
syndrome For women using highly absorbent tampons. it 1s known that S aureus
can colonize the vagina and secret¢ a toxin called toxic s hock syndrome toxin
(TSST 1) According to the Food and Drug Administration approximately half of the
toxic shock syndrome cases reported today are associated with tampon use dunng

menstruaton and usually in young women Tampons and Asbestos, Dioxin, & Toxic

Shock Syndrome, FDA Center for Devices and Radiological Health (July 23 1999)

www fda gov/cdrh/ocd/tamponsabs himl

S aureus nfections are commonly treated with methicilin - Although it 1s very
effective some strains of S aureus have developed resistance to methicilin and
only a few antibiotics can successfully treat methicilin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) infections One of these antibiotics commonly used for MRSA Is
vancomycin A strain of S aureus however with reduced susceptibility to

vancomycin (VISA) has already been identified Khurshid MA et al

Staphviococcus aureus with Reduced Suscephbility to Vancomvein — lllinois, 1999
3




WO 2005/025503 PCT/US2004/029322

first identified Identification requires time but more so requires a gynecological
examination for women to determine the specific infectious agents or lack thereof
[0013] With the increased use of antibiotics and other drugs microorganisms such
as methicillin resistant Staphylococcus aureus are increasingly developing
reststance to currently available drugs Thus a continuing need exists for new
classes of drugs that can combat the broad spectrum of infectious agents it has
been discovered that dimers comprising Lysine Proline-Valine as well as other
alpha MSH based peptides disclosed herein are effective in treating urogenital

conditions
SUMMARY OF THE INVENTION

(0014} The present invention i1s directed to a system for treating uro-genital
conditions One aspect of this invention involves a treatment comprising one or
more polypeptides with an amino acid sequence including KPV (SEQ ID NO 1)
MEHFRWG (SEQ ID NO 2) HFRWGKPV (SEQID NO 3) VPKC (SEQ ID NO 5)
s s CKPV (SEQ ID NO 5) or SYSMEHFRWGKPV (SEQ ID NO 4) for treatment of
uro genital condiions VPKC s s-CKPV 1s an exammple of a KPV dimer” wherein a
disulfide bond exists between N terminal cysteines of each monomer Hereaon in this
disclosure CKPV dimer will be the term used to 1dentify this form of a KPV dimer
1e two CKPV monomers linked through a disuifide bond 1e VPKC (SEQ ID
NO 5) s-s-CKPV (SEQ ID NO 5) Itis contemplated that other KPV dimers may be
used mn the disclosed composttion

[0015) Uro-genital conditions can include infections inflammation orboth Inone
prefered embodiment of the invention the uro genital condition includes infection

and/or inflammation of the vagina vulva unnary tract pemis and/or the rectum in
5
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another preferred embodiment of the invention the one or more polypeptides are
dissolved in a carner In another preferred embodiment of the invention the one or
more polypeptides are associated with a tampon for preventing toxic shock
syndrome In ancther preferred embodiment the one or more polypeptides are
associated with a contraceptive for prevention of sexually transmitted diseases or
infections In another preferred embodiment the one or more polypeptides are
associated with a suppositary for insertion into the vagina or rectum In another
preferred embodiment of the invention the one or more polypeptides are dissolved
in a liquid carner for douching the vagina

In one aspect of the invention a phamaceuhcal composition is disclosed for
use in the treatment of urogenttal conditions comprising a KPV dimer preservative
agents a solvent an alkalizer an acrylic acid based polymer and a gelatinizing
agent

In another aspect of the invention a pharmaceutical composition for use In
the treatment of uro-genital conditions comprises an acrylic acid based polymer for
example Carbopol ® National Formulary (hereon NF) propylparaben NF
methylparaben NF propylane glycol United States Pharmacopeia (hereon USP)
edetic acid (hereon EDTA) USP the CKPV dimer {(which is also identfied by the
Trademark CZENQ02™ ) Active Pharmaceutical Ingredient (herecn AP} 2 M
sodium hydroxide solution {(hereon NaOH) and stenle water for injection USP ltis

contemplated that certain ingredients listed may be modffied replaced or elminated
BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1 shows the inhibitory effects of alpha MSH peptides on the growth of

S aureus
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{0019] Figure 2 shows the effects of alpha MSH peptides on urokinase induced
growth of S aureus

{0020} Figure 3 shows the inhibitory effects of alpha MSH peptides on the growth of
C albicans

{0021] Figure 4 compares the ant: fungal activites of alpha MSH peptides with
fluconazole

{0022} Figures S5A to 5D show the inhibitory effects of alpha MSH peptides on C
albicans germn tube formation

[0023] Figure 6 shows the enhanced neutrophil killing effects of alpha-MSH peptides
against C albicans

[0024] Figures 7 8 and 9 show the mechanism by which alpha MSH peptides inhtbit
the growth of C albicans

[0025] Figures 10 13 show the inhibitory effects of alpha MSH peptides on viral
rephcation and expression 1n chronically infected cells

[0028] Figure 14 shows the mechanisms by which alpha MSH peptides inhibit viral
replication expression and reactivation

{0027} Figure 15 shows the Inhibitory effects of alpha MSH peptides on viral
replication and expression in acutely infected cells

[0028] Figure 16 shows a representation of ane chemical structure of a KPV dimer

[0029] Figure 17 shows that at the same molanty a KPV dimer (the CKPV dimer) is
more than twice as effective as the KPV monomer in treating C albicans

{o030} Figure 18 shows that at the same molanty a KPV dimer (the CKPV dimer) 1s
more than twice as effective as the KPV monomer In treating C kruser

[0031) Figure 19 shows that at the same molanty a KPV dimer (the CKPV dimer} i1s

more than twice as effective as a KPV monomer in treating C glabrata
7
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DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENTS

The references cited below are hereby incorporated by reference as if fully set
forth herein  The present invention invoives composition and method for treating
uro genital conditions with the use of alpha melanocyte stimulating hormene ( alpha
MSH ) peptides and dimers thereof Alpha MSH is an ancient thiteen ammo acid
pephde (SEQ ID NO 4) produced by post translational processing of the larger
precursor molecule propiomelanocortin It shares the 1 13 amino acid sequence
with adrenocorticotropic hormone ( ACTH ) also derived from propiomelanocortin
Alpha MSH 1s known to be secreted by many cell types including pitutary cells
monocytes melanocytes and keratinocytes It can be found in the skin of rats In
the human epiderris or in the mucosal bamer of the gastrointestinal tract in intact
and hypophysectomized rats See eg Eberle A N The Melanotrophins Karger
Basel Switzerland (1998) Lipton J M et al Anthinflammatorv Influence of the

Neuroimmunomodulator alpha MSH /mmunol Today 18 140 145 (1997) Thody A

J et al MSH Peptides are Present in Mammalian Skin Peptides 4 813-815

(1983) Fox J A et al Immunoreactive a-Melanocyte Stimulating Hormone, fts

Distnbution in the Gastrointestinal Tract of Intact and Hypophvsectomized Rats Life
Scr 18 2127 2132 (1981)

Alpha-MSH peptides are known to have potent antipyretic and anti-
inflammatory properties yet they have extremely low toxicity They can reduce
produchon of host cells proinflammatory mediators in vitro and can also reduce
production of local and systemic re«ctions in animal mod els for inflammation The

core alpha MSH sequence (4-10) (SEQ ID NO 2) for example has leaming and

memory behavioral effects but little antipyretic and anti-inflammatory activity In

B
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contrast the active message sequence for the antipyretic and anti inflammatory
activities reside in the C terminal amino-acid sequence of alpha MSH that is

Lysine Proline-Valine ( Lys-Pro Val or KPV') (SEQID NO 1) This tnpeptide has
activities in vitro and in vivo that parallel those of the parent molecule The anti
inflammatory activity of alpha MSH peptides are disclosed in the following two
patents which are hereby incorporated by reference U S Patent No 5 028 592
Issued on July 2 1991 to Lipion J M entitied Antipyretic and Anti-inflammatory Lys
Pro Val Compositions and Method of Use US Patent No 5 157 023 1ssued on
October 20 1992 to Lipton J M entitled Antipyretic and Ants inflammatory Lys Pro
Val Composittons and Method of Use see also Catania A et al a-Melanocyte

Stimulating Hormone in the Modulation of Host Reactions Endocr Rev 14 5684 576

(1993} Lipton J M et al Anti inflammatorv Infiuence of the
Neuroimmunomeodulator aloha MSH /immunol Today 18 140-145 (1997) Rajora

N et al alpha MSH Production Receptors and Influence on _Neoptenn. in a Human

Monocvte/macrophaae Cell Line J Leukoc Biol 59 248 253 (1996) Star R A et

al Ewvidence of Autocnne Modulation of Macrophage Nitng Oxide Svnthase bv
alpha MSH, Proc Nat! Acad Sci (USA) 92 8015-8020 (1995) Lipton J M et al

Anti inflammatory Effects of the Neuropeptide alpha MSH in Acute Chronic and

Svstemic inflammation, Ann N'Y Acad Scr 741 137-148 (1994) Fajora N et al

alpha MSH Modulates Local and Circulating Tumor Necrosis Factor g, In

Expenmental Brain Inflammation J Neurcosci 17 2181 2186 (1995) Richards D

B et al Effect of a MSH (11 13) {lvsine proline valine) on Fever in the Rabbrt

Papfides 5 815 817 (1984) Hiltz M E et al Anti inflammatory Activity of a
CQOOH temminal Fraament of the Neuropeptide alpha-MSH FASEB J 3 2282 2284

(1989)
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In addtion to its ant inflammatory and anti-pyrefic function one aspect of the
present invention involves the antt microbial or antrinfection activity of alpha MSH
peptdes As described below alpha MSH peptides have significant antt infection
uses including for example use m reducing the viability of microbes reducing the
gemmination of yeast killing microbes without reducing the killing of microbes by
human neutrophils for treating inflammation associated with microbial infection
without reducing microbial kiling increasing the accumulation of cAMP 1n microbes
and nhibiting the replication and expression of viral pathogens

In a preferred embodiment ¢f the invention these anti—microbial or anti
infection activities are most particularly associated with the C-terminal amino-acid
sequence — KPV (SEQ ID NO 1) This tnpeptide along with its dimers and other
alpha MSH peptides are sffective over a very broad range of concentrations
including picomolar concentrations that normally occur in humnan plasma
Nanomolar and micromolar concentrations yield more potent concentrations

As discussed in the background section uro-genital conditions are not
confined to one single cause Multiple organisms and infectious agents from
bacteria and fungi to viruses individually or in combination can cause a wide variety
of condttions including vaginitis vulvitis urethntis balanophosthithis candidiasis
sexually transmitted diseases and oxic shock syndrome For treatment of these
conditions alpha MSH peptides can be applied locally to the site of the infection
and/or inflammation by methods known in the art  For example alpha MSH pephdes
can be dissolved in solutions such as phosphate buffer saline hyalurinate
methylcellulose carboxymethicellulose or ethanol Common camers such as
ointment cream gel dissolvable pill aerosol spray suppository liquid solution for

douche or the absorbent matenal of tampons can carry alpha-MSH pephdes as
10
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achive ingredients for treating uro genital conditions These camers can be applied
to the site of the infection or inflammation by an applicator such as syringes or
synnge like apparatus bandages catheters tubes with a plunger spatula or other
types of flat surface applicators condoms sponges diaphragms tampon applicators
or fingers

More specffically one preferred embodiment of the invention 1s to dissolve
alpha MSH peptides in a liquid based camer This camer carrying the solvated
alpha MSH peptides is then stored in a pressurized canister Upon release of the
carner by a releasa valve or other mechamsms from the pressunzed caruster an
aerosol foam is formed and captured into a synnge or a synnge-type apparatus The
synnge Is then parhally inserted intc the vagina and its contents delivered into the
vaginal canal The syringe or synnge type apparatus and its opening can also be
molded to different size shapes and lengths to accommodate insertion into different
uro genital areas such as the urethra and may also be used in the rectum

Another preferred embodiment of the invention is a suppository that
comprises a camer This camer such as a gel or glycenn Is solid or semi solid at
room temperature but melts at bodv temperature when inserted into the vagina ar
rectum This camer carrying the solvated alpha MSH peptdes are delivered into the
site of uro genital condition when the carmer melts

Delivenng alpha MSH peptides to the outside area of the uro-genital area
such as the vulva or the glans and prepuce of the penis can be achieved by topically
applying a cream ointment gel spray foam or balm the compositions of which are
already well known in the art

In another aspect of the invention tampons can be treated with alpha MSH

peptrdes dunng the manufactuning process The presence of alpha MSH in tampons
11
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may inhibit the growth of microorganisms such as Staphylococcus aureus that
secretes the toxic shock syndrome toxin (TSST 1) The processes for making
tampons are already well known in the art  Treatment of the tampon s absorbent
matenal with alpha MSH or its denvatives may be accompiished by first soaking the
absorbent matenal in a solution of zlpha MSH peptides The absorbent materal can
then be allowed to dry Alternativel; alpha MSH may be spninkled onto the
tampon s absorbent matenal as dry powder

In another aspect of the invention alpha MSH peptides may be delivered to
the site of the infection by using contraceptives such as condoms diaphragms
sponges or other bamier type mechanisms used for preventing pregnancy or
sexually transmitted diseases Alpha MSH peptides can be dissolved in the lubncant
used In condoms in the ge! or foam used together with the diaphragms or in any
other spermicidal solution used in conjunction with condoms diaphragms or
sponges

In another aspect of the invention alpha MSH peptides may be dissolved In a
liquid for use with a douche The liquid can be delivered by the douche into the
vagina for treating infection and/or inflammation

in another aspect of the invention a pharmaceutical composition for use in
the treatment of urogenital conditions comprises a CKPV dimer (SEQ) ID NO 5)
preservative agents a solvent an alkalizer Carbopol ® and a gelatimizing agent
The composition may further compnse a chelating agent These Ingredients may be
modified replaced or elminated A CKPV dimer (SEQ ID NO 5) s preferred over
other useful alpha MSH peptides as it has been shown to be more efficacious

treating vaginitis See Example Xli below

12
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[0044) In another aspect of the invention a phamaceutical composition is disclosed
for use In the treatment of ure genital condrttons wherein said composition comprises
an acrylic acid-based polymer for axample Carbopol ® NF propylparaben NF
methylparaben NF propylene glycol USP EDTA USP CKPV (SEQID NO 5)

APl 2 MNaOH and stenle water for injechon USP Disclosed below 1s at least one
embodiment of the invention presented in a 0 1% CKPV dimer {SEQ ID NO 5) batch
of the composition weighing approximately 4Kg A contemplate range of
percentages of indivdual components of the invention are disclosed for different size
quantities of the invention

{0045) One type of acrylic acid based polymer s Carbopol ® Carbopol 1sa
registered trademark for high moler ufar weight crosslinked acrylic acid based
polymers available from Noveon Pharmaceuticals
www phama noveonic com/products/carbopol asp  The amount of Carbopol® for
use In the disclosed composition ranges from at least about 60 to 100 g or at ieast
about 1 5-2 5% of the composition A preferred amount of Carbopol® 1s at least
about 80 g or at least about 2% of the composition [t will be apparent to those
skilled in the art that other known gealling agents may be utilized in addition to or in
place of Carbopol provided they are effective to form a gel

[00486] Propylparaben or 4-hydroxybenzoic acid propyl ester is a well known
preservative See The Merck Index p 1350 12¥ Ed (Merck Research
Laboratories 1996) The amount of propylparaben for use n the disclosed
composition ranges from at least about 1 3g or 0 025 0 075% of the composition A
preferred amount of propylparaben is at least about 2g or at least about 0 05 % of

the composition
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Methylparaben or 4-hydroxybenzoic acid methyl ester is a well known
preservative See The Merck Index p 1041 12" Ed (Merck Research
Laboratories 1996) The amount of methylparaben for use in the disclosed
composition ranges from at least about 4 8g or at least about 0 1-0 2% of the
composition A preferred amount of methylparaben is at least about 6g or at least
about 0 15% of the composition

The preservatives may also be selected from the group consisting of
phenoxyethanol methylparaben butylparaben ethylparaben propylparaben and
potassium sorbate and combinations thereof

Propylene glycol or 1 2 propanediol is a well known solvent with many uses
in many areas of chemistry See The Merck Indexp 1348 12" Ed (Merck
Research Laboratories 1996) The amount of propylene glycol for use in the
disclosed composition ranges from at least about 200-600g or at least about 5 15%
of the composition A preferred amount of propylene glycol is at least about 400g or
at least about 10% of the composition

The solvent may also be selacted from the group consisting of ethanol
phenol acetone glycerol and 1sopropanol and combinations thereof

EDTA or N N-1 2 ethanediylbis[N (carboxymethyl} glycine] 1s a well known
chelating agent See The Merck Index p 583 12" Ed (Merck Research
Laboratories 1996) The amount of EDTA for use in the disclosed composition
ranges from at least about 2 6g or at least about 0 05-0 15% of the compositton A
preferred amount of EDTA I1s at lea "t about 4g or at least about 0 1% of the

composition
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The chelating agent may also be selected from the group consisting of
Coenzyme Q10 Zinc L Cysteine L Methionine L Lysine Glutathione and EDTA
and combinations thereof

The CKPV (SEQ ID NO 5} dimer is one form of dimer that may be used with
the present invention The amount of CKPV (SEQ ID NO 5) for use in the disclosed
composition ranges from at least about 2 6g or 0 05-0 15% of the composition A
preferred amount of CKPV dimer (SEQ ID NO 5) is at least about 4g or 0 1% of the
composition

2M NaOH solution 1s a well known caustic used as an alkalizer See The
Merck Index p 1477 8 12" Ed (Merck Research Laboratories 1996) The amount
of 2M NaOH for use in the disclosed composition 1s that quantity sufficient to bring
the composition to a preferred pHof40 +0 1

The alkalizer may also be selected from the group consisting of N~(2
Hydroxyethyl)piperazine-N {2-sthanesulfonic acid) (hereon HEPES) 2M NaOH 2
(N Morpholino)ethanesulfonic ackl thereon MES hydrate) 3 (N
Morpholino)propanesulfonic acid (hereon MOPS) N tns[HydroxymethylJmethyl 3
aminopropanesulfonic acid (hereon TAPS) bis(2 Hydroxyethyl)amino
tns(hydroxymethyl)methane (hereon Bis Tns) or combinations thereof

Stenle water for injection is a commonly known and used gelatinizing agent
when taking powders or other solids to gels. Sterile water for injection for use in the
disclosed composition i1s that quantity sufficient and up to at least about 3500 3550g
or at least about 87 89% of the composition

Other gelatinizing agents may also be selected from the group consisting of

water stenle water distilled water stenle saline and combinations thereof
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A 4 Kg 01 percent CKPV (SEQ ID NO 5) dimer gel batch of the co mposition

preferably comprises

Carbopol® NF 80 0g
Propylparaben NF 20g
Methylparaben NF 6 0g
Propylene glycol USP 400 0g
EDTA USP 40g

The CKPY (SEQ ID NO 5)dimer API | 4 0g

2M NaOH Solution Quantity sufficienttopH40+0 1

Stenle water for injection USP 3504g

As disclosed above and below an effective amount of the CKPV (SEQ ID
NO 5)dimer when used as a therapeutic ranges in picomolar to nanomolar
concentrations Micromolar concenirations are more potently effective The dosage
of the pharmaceutical composition disclosed herein ranges from 50-150 pg/ml A
preferred dose of the pharmaceuticel composition described herein is 100 p.g/m|

The following examples demonstrate the ability and applcation of alpha MSH
peptides to combat infection Methods in microbiology molecular biology and cell
culture used but not explicitly descnbed in this disclosure have already been amply
reported in the scientific iterature  These methods are well within the ability of one
skilled in the art

The peptides used in the following examples include a dimer of CKPV (SEQ
ID NO 5) alpha MSH (1 13) (SEQ IDNO 4) (4 10) (SEQID No 2) (6 13) (SEQID

NO 3) and (11 13) (SEQ ID NO 1) all of which were N acetylated and C-armidated
16
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and ACTH (1 39) (SEQ ID NO 9) and (18 39) (SEQID NO 10) (CLIP) These
pephdes were prepared by solid phase peptide synthesis and purified by reversed
phased high performance liquid chromatography Figure 16 shows a representation
of one chemical structure for a KPY/ dimer 1e the CKPV dimer (SEQ ID NO 5)
Dimers can be formed by adding cysteines at the N termini of any of the above
polypeptides and allowing the cystrines of two polypeptides to form a disulfide bond
Both homo-dimers and hetero-dimers can be formed using this method

A KPV dimer may be formed when the N termini of two KPV peptides are
Jjoined by a inker VPKC (SEQ ID NO 5) s-s CKPV (SEQ ID NO 5)i1s an example
of a KPV dimer formed by adding & cysteine at the N terminal of a KPV peptide and
allowing the cysteines of then two CKPV peptides to form a disulfide bond { s-s-)
in other words VPKC (SEQ ID NO 5)-s s CKPV (SEQ ID NO 5) is formed when
two KPV (SEQ ID NO 1) peptides are linked by a —~Cys-s-s-Cys- linker The inker
can be any kind of chemical bond that links the N terminals of two KPV peptidas
together It is preferred that the linker be Cysss Cys- DCys s s Cys- Pen-s-s
Cys Pen ssDCys DPenssCys DPens-s-DCys -DPen-s s DPen -~Pen
ss-Pen hCysssCys- hCysssDCys hCys-s-s hCys- DhCys s-s DhCys- -
DhCys-s s hCys hCysss-Pen hCysss-DPen or DhCys-s s DPen

It 1s more preferred that the linker be —Cys Cys- The term Pen refers to
Penicillamine The Term Cys refers to Cysteine The Term hCys refersto
homocysteine The prefix D refere to the dextro form of an amino acid
Accordingly tt1s preferred that the KPV dimer be VPK Cys (SEQ ID NO §) s-s Cys
KPV (SEQ ID NO 5) VPK DCys (SEQ ID NO 6)-s-s-Cys-KPV (SEQ ID NO 5)
VPK Pen- s s Cys KPV (SEQ ID NO 5) VPK Pen s s DCys KPV (SEQ ID NO 6)

VPK DPen s s Cys-KPV (SEQ ID NO 5) VPK DPen s-s-DCys-KPV (SEQ ID NO
17
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8) VPK-DPen s-s DPen KPV VPK Pen s-s-Pen KPV VPK hCys{(SEQIDNO 7)s
s Cys-KPV (SEQ ID NO 5) VPK-hCys (SEQ ID NO 7)}s-s-DCys KPV (SEQ ID NO
6) VPK hCys (SEQ ID NO 7) s s-hCys KPV (SEQ ID NO 7) VPK DhCys(SEQ ID
NO 8) s-s DhCys KPV (SEQ ID NO 8) VPK DhCys (SEQ ID NO 8) s-s hCys KPV
(SEQID NO 7) VPK hCys (SEQ ID NO 7)-s-s Pen-KPV VPK hCys (SEQID NO
7)s s DPen-KPV or VPK DhCys (SEQ ID NO 8)s s-DPen KPV It is more
preferred that the KPV dimer a CKPV (SEQ ID NO 5)dimer 1e VPK Cys (SEQ ID
NO 5) s-s Cys KPV (SEQ ID NO 5)

Although the specrfic amino acid sequences described here are effective s
clear to those familiar with the art that amino acids can be substituted in the amino
acid sequence or deleted without altening the effectiveness of the peptides Thus
different KPV dimers are contemplated in this disclosure Further it is known that
stabilization of the o-MSH sequenc:a can greatly increase the activity of the peptide
and that substrtution of D amino acid forms for L forms can improve or decrease the
effectiveness of peptides For example a stable analog of o« MSH [Nle* D-Phe” o.
MSH which i1s known to have marked biological activity on melanocytes and
melanoma cells is approximately ten times more potent than the parent peptide 1n

reducing fever Holdeman M andlipton J M Antipvretic Activity of a Potent o¢-

MSH Analog Peptides 6 273 5 (1935) Further adding amino acids to the C-
terminal o MSH (11 13) sequence can reduce or enhance antipyretic potency

(Deeter L B Martin L. W Lipton J M Antipvretic Properties of Centrally

Administered o: MSH Fragments in ihe Rabbit Peptides 9 1285-8 (1989) Addition

of glycine to form the 10 13 sequence shghtly decreased potency the 9 13

sequence was almost devoid of activity whereas the potency of the 8 13 sequence
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was greater than that of the 11 13 sequence It is known that Ac-{D-K'"] o: MSH 11-
13 NH; has the same general potency as the L-form of the tnpeptide oo MSH 11 13

Hitz M E Catania A Lipton J M Antr inflammatory Activitv of o. MSH (11 13)

Analoas Influences of Alterations i Stereochemustry Peptides 12 767 71 (1991)

Substitution with the D form of valine in position 13 or with the D form of
lysine at position 11 plus the D form of valine at position 13 resulted in greater anti
inflammatory activity than with the | form tnpeptide Thus a dimer created with the
D form may be another effective KPV dimer These examples indicate that
alterations in the amino acid characteristics of the peptides can influence activity of
the peptides or have little effect depending upon the nature of the manipulation Itis
also beheved that biological functional equivalents may be obtained by substitution of
amino acids having similar hydropathic values Thus for example 1soleucine and
leucine which have a hydropathic index +4 5 and +3 8 respectively can be
substituted for vahine which has a hydropathic index of +4 2 and still obtain a protein
having like biological activity Alternatively at the other end of the scale lysine (-3 9)
can be substituted for arginine (4 §) and so on In generat it I1s believed that amino
actds can be successfully substituted where such ammno acid has a hydropathic
score of within about +/- 1 hydropathic index unit of the replaced amino acid The
antimicrobial properttes of biological functional equivalents can be measured through
their inhibitory effect on the colony iorming units in bacteria or fungi or through their
inhibitory effect on the HIV expression or transcnption as disclosed in the examples

of the descnption of this invention
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Statistical significance disclcsed in the examples below was analyzed using
one way analysis of vanance and the Student s t test Probability values greater

than 0 05 were considered significant

EXAMPLE |

This example illustrates the antt microbial properties of alpha MSH peptides
against Staphylococcus aureus

Cultures of S aureus (ATCC 29213) were obtained from the collection of the
Department of Microbiology Ospedale Maggiore di Milano S aureus {1x10%ml in
Hank s balanced salt sotution) was incubated in the presence or absence of alpha-
MSH (1 13) (SEQ ID NO 4) alpha MSH (11 13) (SEQ ID NO 1) or the CKPV (SEQ
IDNO 5) dimer at concentrations In the range of 10 * to 10* M for two hours at
37°C Coells were then washed in cold distilled water and diluted with HBSS to a
concentration of 100 orgamisms/ml  One milliiter aliquots were dispensed on blood
agar plates and incubated for 24 hours at 37°C  Viability of the microorganisms was
estimated from the colonies formed In another set of experiments 500 units of
urokinase a S aureus growth enhancer were also incubated with the bacteria
(10%/100mit) for four hours at 37°C in a shaking water bath together with the peptides

Figure 1 shows that alpha MSH (1-13) (SEQ ID NO 4) alpha-MSH (11 13)
(SEQID NO 1) and the CKPV (SEQ ID NO 5)dimer all inhibited S aureus colony
formation These inhibitory effects occurred over a wide range of concentrations and
were significant {(p>0 01) with peptide concentrations of 10 2 to 10* M Figure 2
shows that alpha MSH (1 13) (SEQ ID NO 4) and alpha MSH (11 13) (SEQID NO
1) at concentrations of 10° M significantly countered the growth enhancing effect of
urokinase Thus alpha MSH peptides can inhibit the growth of Staphylococcus

20
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aureus an agent known to cause toxic shock syndrome associated with tampon use

vaginitis UTls urethntis and balancposthitis

EXAMPLE It

This example illustrates the anti fungal properties of alpha MSH peptides
against Candida albicans

Clinical 1solates of C albicans were obtained from the collection of the
Department of Microbiology Ospedale Maggiore di Milano Cultures of C albicans
were maintained on Sabouraud s agar slants and periodically transferred to
Sabouraud s agar plates and incubated for 48 hours at 28°C To prepare stationary
growth phase yeast a colony was taken from the agar plate transferred into 30 mi of
Sabouraud dextrose broth and incubated for 72 hours at 32°C Cells were
centrifuged at 1000xg for ten minutes and the pellet was washed twice with distilled
water Cells were counted and suspended in Hank s balanced sait solution ( HBSS )
to the desired concentration Viability determmed by exclusion of 0 01% methylene
blue remained greater than 98%

At 1x10%m) in HBSS these fungi were incubated in the presence or absence
of alpha MSH (1 13) (SEQ ID NO 4) alpha MSH (11 13) (SEQID NO 1) orthe
CKPV (SEQ ID NO 5) dimer at concantrations ranging from 10 *° to 10 M for two
hours at 37°C  Celis were then washed in cold distilled water and diluted with HBSS
to a concentration of 100 orgamisms/inl  One-milliliter aliquots were then dispensed
on blood agar plates and incubated for 48 hours at 37°C The organism s viability
was estimated from the number of colonies formed

Figure 3 shows that alpha MSH(1 13) (SEQ ID NO 4) alpha MSH(11 13)
(SEQ ID NO 1) and the CKPV (SEQ ID NO 5) dimer greatly reduced the ability of
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C albicans to form colonies at cancentrations ranging from 10 2 to 107* M (p<0 01 vs
control} Thus this demonstrates that alpha MSH peptides can inhibit the growth of
Candida albicans an agent known t0 cause candidiasis vaginitis urethntis and

balanoposthitis

EXAMPLE {li

This example compares the anti infection activities of alpha MSH peptides to
fluconazole an established ant) fungal agent

Alpha MSH (1 13) (SEQ ID NO 4) (4-10) (SEQIDNO 2) {6 13)(SEQID
NO 3) (11 13)(SEQID NO 1) ACTH (1 39) (SEQ ID NO 9) (18 38) (SEQ ID NO
10) and fluconazole at concentrations of 10 to 10* M were tested against C
albicans using the same procedures as in Example I Figure 4 shows that
compared with fluconazole alpha M%H (11-13) (SEQ ID NO 1) (6 13) (SEQ ID NO
3) and (1 13) (SEQ ID NO 4) were most effective agamnst C albicans Their
inhibitory activities were similar to fluconazole at the same molar concentration In
contrast the core alpha MSH sequence (4-10) (SEQ ID NO 2) which has
behavioral effects but ittle anti inflammatory activity caused approximately 50%
inhibition of colony forming units {CFL))  Although this inhibitory effect was
substantial (p<0 01 vs control) it was significantly less potent that alpha MSH
fragments beanng the KPV signal sequence 1e alpha MSH (6-13) (SEQ ID NO 3)
and (11 13} (SEQ ID NO 1) (p<0 01} or the parent molecule alpha MSH (1 13)
(SEQID NO 4) (p<005) Figure 4 also shows that ACTH (1 39) (SEQ ID NO 9)
and the ACTH fragment (18 39) (SEQ iD NO 10) did not reduce C albicans viability
Even at a higher concentration of 10 M which is not shown in the figures ACTH
peptides were likewise ineffective
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Thus this example demonstrates that alpha MSH peptides are as effective as

fluconazole in nhibiting Candida s growth

EXAMPLE IV

This example tllustrates that alpha MSH peptides inhibit the germination or
germ tube formation of C albicans Germ tube formation is a significant part of the
pathogenesis of C albicans nfection This pathogenesis involves adhesion fo host
epithelial and endothelial cells and mormphologic switching from the ellipsoid
blastospore to various filamentous forms e g germ tubes pseudohyphae and

hyphae Gow N A Germ Tube Growth of Candida albicans Curr Topics Med

Myco 8 43 55 (1997}

C albicans from stationary phase cultures were washed twice with distilled
water and suspended in HBSS to a final concentration of 2 x 10%/ml Hyphai growth
was induced by addition of 10% inactivated horse serum (GIBCO/ BRL Paisley
Great Britain) to yeast incubated for 45 minutes at 37°C with continuous shaking
Horse serum was then removed by washing cells twice with HBSS and incubation
was further continued for 60 minutes at 37°C in the presence of alpha MSH (1 13)
(SEQID NO 4) {6 13) (SEQID NO 3) or(11 13) (SEQIDNO 1)ata
concentration of 10 ® M with continuous shaking The percentage of filamentous
cells was evaluated under a light microscope with the aid of a hemocytometer
Experiments were run in triplicate and at least 200 cells were scored
Photomicrographs were taken with a MC100 camera attached to an Axioskop Zeiss
microscope

Figures 5A to 5D show that co incubation of C aibicans with alpha MSH (1
13) (SEQ 1D NO 4)or (11 13) (SEQ ID NO 1) inhibited germ tube formation induced
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by horse serum  Alpha MSH (1-13) (SEQ ID NO 4) caused 28 32% reduction in the
number of filamentous cells while zlpha MSH (11-13) (SEQ ID NO 1) caused 54
58% reduction Although not shown in the figures alpha MSH (6 13) (SEQ ID NO
3) similarly had approximately 50% reduction in the number of filamentous cells
Thus this demonstrates alpha MSH peptides can inhibit one mode of Candida

pathogenesis by inhibiting its germ tube formation

EXAMPLE V

Reduced kiling of pathogenr 1s a dire consequence of therapy with

corhicosteroids and other nonsteroidal anty inflammatory drugs during infection

Stevens D L Could Nonsteroidal Anti inflammatory Drugs (NSAIDs) Enhance

Progression of Bactenal Infections fo Toxic Shock Syndrome? Clin Infect Dis 21

877 80 (1997) Capsoni F et al [Effect of Corticosteroids on Neutrophil Function

inhibition of Antibodv-dependent Cell Mediated Cviotoxicity (ADCC) J

Immunopharmacol § 217 30 (1983) This example iflustrates that alpha MSH
peptides inhibit the growth of infectious agents without comprising the ability of
human neutrophils to combat these infections This example further shows that
aipha MSH peptides can actuaily enhance the ability of neutrophils to kil these
infectious agents

Venous blood (20 ml) from healthy volunteers was anticoagulated with
heparin Neutrophils were then isolated using dextran sedimentation and
centrifugation with Ficoll Hypaque (Sigma Chemical Co St Louis Missour: USA)
Erythrocytes were lysed via hypotonic shock with the resulting neutrophils

representing at least 97% of the cell suspension Cell viability estimated by trypan
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blue exclusion was greater than 98% Neutrophils were resuspended in HBSS for
the expenments.

C albicans (1 x10°%) were opsonized with human AB serum in a shaking water
bath for 30 minutes at 37°C They were then incubated with neutrophils in the
presence of medium alone or medium with alpha MSH (1 13) (SEQ ID NO 4) or
alpha MSH (11-13) (SEQ ID NO 1) in concentrations ranging from 10 '* to 10* M n
a shaking water bath for two hours at 37°C  After incubation the cuiture tubes were
placed on ice to stop growth and extracellular organisms were washed twice with
centrifugation at 1000 x g at 4°C A 2 5% sodium deoxycholate solution was added
to the suspension and the tubes were shaken for five minutes Cold distilled water
was then added to obtain a suspension of 108 cells/ml Two 1/100 senal dilutions in
HBSS were made to obtain a final suspension of 100 cells/ml One-milliliter aliquots
were then dispensed on blood agar plates and incubated for 48 hours at 37°C
Colony forming units were counted at the end of the incubation penod with
experiments running in triplicate and repeated using blood from five different donors

Figure 6 shows that alpha MSH (1 13) (SEQ IDNO 4) and (11 13) (SEQ ID
NO 1) actually enhanced neutrophil kiling of C albicans when administered at
concentrations ranging from 10 "2 to 10 M (p<0 01) This shows that this enhanced
kilhng occurred over a very broad range of concentrations including picomolar
concentration which Is similar to the concentration of alpha MSH found in human
plasma

Thus this example demonstrates that alpha-MSH peptides can
simultaneously combat against infection and inflammation which may also be

appled to candidiasis vagimtis urethntls balanoposthitis or hemorrhoids
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This example suggests the cellular mechanism by which alpha MSH peptides
exert ant-microbial properties in general and ants fungal properties in particular

C albicans (10%ml) permeabilized with toluene/ethanol were incubated at
37°C with continuous shaking in the presence or absence of 10 M alpha MSH (1
13) (SEQ ID NO 4) {11 13) (SEQIDNO 1) orforskolin an agent known to
increase intracellular cAMP  The reactions were stopped after three minutes by the
addition of ice cold ethanol cAMP levels were measured in duplicate using a
commercial enzyme immunoassay kit (Amersham United Kingdom) after extraction
via the liquid phase method according to the manufacturer's instructions In a
related experiment C albicans was also exposed to dideoxyadenosine (ddAdo
Sigma) a potent inhibitor of adenylyl cyclase at concentrations of 26 50 and 100 x
105 M for two hours and to alpha MSH peptides for two additional hours The
effects of forskolin and ddAdo on the ability of C albicans to form colonies were
dstermined according to the procedures descnbed m Example i

Figure 7 shows that alpha MSH (1 13) (SEQID NO 4) and (11 13) (SEQ ID
NO 1) enhanced cAMP contentin C albicans This cAMP increase was of the
same order of magnitude as that induced by equimolar forskolin Figure B shows
that along with alpha MSH (1-13) (SEQ ID NO 4) and (11 13)(SEQ IDNO 1)
forskolin also significantly inhibited the growth of C albicans relative to the control
group (p<0 01) Figure 9 shows that ddAdo has the ability to reverse the effect of
alpha MSH (1 13) (SEQ ID NO 4) and (11 13) (SEQ ID NO 1) on the growth of C

albicans
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This example demonstrates that alpha MSH peptides most ikely inhibit
growth of C albicans and other microorganisms by increasing its cAMP level which
in tum inhibits MRNA and protein synthesis See e g Bhattacharya A et al Effect
of Cyclic AMP on RNA and Protein Svnthesis in Candida albicans Biochem

Biophysics Res Commun 77 1433-44 (1977)

EXAMPLE Vil

This example illustrates the ability of alpha MSH peptides to inhibit viral
rephication in human cells More specifically alpha MSH inhibited the replication and
expression of HIV 1 in chronically infected human monocytes

The chronically HIV 1 infected promonocytic U1 cell line is an m vitro model of
latent HIV infection in monocytes These cells carry two integrated proviral copies of
HIV and constitutive expression of HIV 1s very low Viral replication however as
measured by RNA transcription p24 antigen or reverse transcriptase release can
be activated with different stimuli such as TNF . IL 6 IL 10 PMA or crowding of
cells

To determine the effects of alpha MSH peptides on HIV replication these
cells were maintained in log phase of growth in a complete culture medium (RPMI
1640 supplemented with 10mM Hepes) 2 mM L. glutamine (Sigma Aldnch) 10%
heat inactivated FCS (Hyclone Laboratones Logan UT USA) peniciliin at 100
umits/ml and streptomycin at 100 pg/ml (Gibco Laboratores Grand Island NY) in log
phase of growth Pilot experiments were first performed to determine optimal cell
density stimuli conceniration and kinetics of HIV 1 p24 antigen produchon using
these culture conditions Before use cells were washed three times with HBSS 1o

remove extracellular viruses Cells were then plated on 24-well fiat bottomed plates
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at a concentration of 2 x 10%m (final volume of one ml) with medium alone or
medium plus TNF . (10ng/ml) (R&D Systems Oxford England UK) in the presence
or absence of alpha MSH (1 13) (SEQ ID NO 4) or (11 13) (SEQID NO 1)in
concentrations from 10 ¥ to 10* M

In further expenments alpha MSH (11 13) (SEQ D NO 1) alone at 10% M
was added to U1 cells stimulated with TNF o (10ng/ml) IL-6 (20ng/ml) IL 10
(20ng/ml) (R&D Systems Oxford England UK) PMA (1ng/ml) (Sigma Aldnch) or in
crowding conditions Crowding was achieved by seeding U1 cells at a density of
2x10%mi and maintaining them in culture at 37°C in 5% GO without changing media
for seven days Cultures activated with cytokines or PMA were maintained for only
48 hours Supematants were then removed by centnfugation and assayed for p24
antigen using commercially available ELISA kits from Cellular Products Inc in
Buffalo NY USA Reverse transcriptase releases were also measured using a
commercially available kit ELISA Retrosys RT assay from Innovagen Lund
Sweden For these experiments. addition of alpha MSH (11 13) (SEQ ID NO 1)
occurred on day one and each condition was tested in tnplicate

Figure 10 shows that alpha MSH (1 13) (SEQ ID NO 4) and (11 13) (SEQ ID
NO 1) significantly inhibited p24 antigen release from TNF-a. stimulated U1 cells
over a broad range of concentrations The most effective concentration for both
peptides was 10°M causing 52 7% and 56 0% inhibition respectively Figure 11
shows that alpha MSH (11 13) (SEQ ID NO 1) also mhibited p24 antigen and
reverse transcrptase release from U1 cells induced by IL 8 1. 10 PMA and in

crowding condition In addition Figure 12 shows that alpha MSH(11-13) (SEQ ID
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NO 1) also inhibited the transcnption of both spliced and unspliced HIV 1 RNA in
PMA stimulated U1 cells as measured by Northern Blot analysis
Thus this example demonstrates that alpha MSH peptides can inhibit

transcription of viral genes through mediation of the TNF-g, 1L-6 and IL 10 pathways

EXAMPLE VIl

This example further sllustrates the ability of aipha MSH to inhibit viral
replication and activation More specifically this example illustrates that the addition
of a neutralizing antibody to alpha MSH in U1 cells substantially increased p24-
antigen release \

U1 cells were cultured similarly as descnbed in Example VIl Endogenous
alpha MSH produced by U1 cells was blocked with an affinity punfied rabbit antr
alpha MSH antibody (Euro-Diagnostica Malmo Sweden) diluted 1 250 with medium
The control antibody was a rabbit IgG at the same dilution  Cells (2x 10%/mi) treated
with the anti alpha MSH or the control antibody were coincubated with medium or
PMA (1ng/ml) After 48-hour incubation at 37°C supematants were separated and
tested for p24 antigen release In crowding expenments with U1 cells cultured as
descnbed above the anti-alpha MEH antibody or the control IgG was added on day
one and the supematants were harvested on day seven

Figure 13 shows that blocking alpha MSH in resting PMA induced or
crowded U1 cells significantly increased the release of p24 antigen This example

strongly imphies that viral replication is affected by alpha MSH
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EXAMPLE 1X

This example illustrates the mechanism by which alpha-MSH peptides inhibit
viral replication and expression More specifically alpha MSH peptides inhibited
TNF o induced NF-kB activation and binding

To determine the level of NF kB activity nuclear extracts were prepared from
20x10° U1 cells (2x10%/ml in complete medium) stimulated for four hours with TNF o
(20 ng/ml} In the presence or absence of 10° M aipha MSH (11 13) (SEQ ID NO 1)
Cells were washed once with cold PBS and twice with buffer A (10 mM Hepes pH
79 15 mM MgClz 10 mM KCI 0 % mM PMSF and 0 5 mM DTT) centnfuged and
incubated for ten minutes on ice in buffer A plus 0 1% NP-40 Afterwards the
supernatants were removed and the nuclear pellets were resuspended in 15p! of
buffer C (20 mM Hepes pH7 9 15 mM MgCl; 042 MKCI 02 mM EDTA 25%
glycerol 0 5 mM PMSF and 0 5 mM DTT) incubated for 15 minutes on ice mixed
and then centrifuged The supematants were diluted with 75 ul of modified buffer D
(20 mM Hepes pH 79 005 mMKCI 02 mM EDTA 20% glycerol 0 5 mM PMSF
and 0 5 mM DTT) and stored at 80°C The binding reaction was camed out for
fifteen minutes at room temperature with 10ug of nuclear extract protein and 0 5 ng
of ®P-labeled NF-kB (30 000 cpm/ul) or AP1 consensus in buffer A (12 mM Tns HCI
pH78 60 mMKCI 02 mM EDTA O3 mM DTT) plus 10% glyceral 2 ug/ml bovine
serum albumin and 1 pg/mi single siranded DNA (Pharmacia Biotech) The
oligonucleotides for NF-kB used in these studies were + gat cca agg gga ctt tee got
ggg gac tit cca tg (SEQ ID NO 11) and gat cca tgg aaa gtc cce age gga aag tce
ccttg (SEQID NO 12) Each oligonucleotide was annealed to its complementary

strand and end labeled with 32P-+-ATP using polynucleotide kinase For the
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determination of specific bands nuclear extracts were first incubated with 100 fold
excess unlabeled probe for five minutes before incubation with a labeled probe
The mixtures were then run on 5% (30 1) acrylamide gel In 1x TBE The gels were
dned and autoradiographed

Figure 14 shows that TNF « greatly enhanced NF kB binding activity but the
co incubation of alpha MSH (11 13) (SEQ ID NO 1) at 10°® M significantly reduced
NF kB actvation Alpha MSH (11 13) (SEQ ID NO 1} however did not alter NF xB
activation in resting cells This suggests that alpha MSH peptides inhibit viral
replication and expression through regulation of the NF-xB binding

Replication of viral agents often depends on the state of activation of infected
cells and i1s often regulated by interactions between viral and host factors These
host factors may include TNF ¢ and other cytokines such as the interleukins Similar
to HIV 1 infection and activation herpes simplex wrus also becomes reactivated
from latency in response to host cytokines For example TNF ccand IL 6 but not IL
1 and IL 3 have been shown to reactivate HSV infection Neutralization of IL 6 with
antibody agamst IL 6 significantly mhibited HSV reactivation while neutralization of
interferon alpha and beta did not “eeeg Baker M et al The Relationship

between Interleukin-6 and Herpes Simplex Virus Type 1 Implications for Behawvior

and Immunopatholoay Bram Behav Immun 13(3) 201 11 (1999) NoisakranS e

al Lvmphocytes Delav Kinetics of HSV 1 Reactivation from in vitro Explants of
Latent Infected Triaeminal Ganglia J Neuroimmunol 95(1 2) 126-35 (1999)

Walev | et al Enhancement by TNFE alpha of Reactivation and Replication of

Latent Hemes Simplex Virus from 1ngeminal Ganalia of Mice Arch Virol 140(6)

987 92 (1995) Domk Optiz | et al Stmulation of Macrophaaes by Endotoxin
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Results in the Reactivation of a Persistent Herpes Simplex Virus Infection Scand J

Immunol 32(2) 69-75(1990) Fauci A S Host Factors in the Pathogenesis of HIV

induced Disease Nature 384 529 (1996)

[00102] TNF & or infection by viruses including HSV can cause targeted destruction
of IkB which in tum activates the nuclear translocation of NF kB  Nuclear
transfocation promotes NF kB binding to DNA operators for the transcnption of a
range of inflammatory agents including TNF «, IL-8 and other cytokines The
expression of these cytokines again further reactivates other HSV infected cells to
produce HSV viruses Seeeg Patel A et al Hemes Simplex Tvpe 1 Induction

of Persistent NF kB Nuclear Translocation Increases the Efficiencv of Virus
Replication Virology 247(2) 212 22 (1998)

[00103] Thus by blocking NF kB bincing alpha MSH peptides inhibit the expresston
of more inflammatory cytokines that can reactivate HSV This example and
Examples ViI-VIII show that alpha MSH peptides inhibit viral replication expression
and reactivation by mhibiting NF xB binding In response to the body’s cytokines or

other viral infection

EXAMPLE X

[00104) This example illustrates the ability of alpha MSH peptides to inhibit viral
rephcation in acutely infected human cells More specifically alpha MSH inhibited
the rephcation and expression of HIV 1 In acutely infected human penpheral blood
mononuclear cells (PBMCs)

[00105] PBMCs were isolated from ncrmal donors by Ficoll-Hypaque density gradient
centnfugation Monocytes were isclated by Percoll gradient separation and aliowed

to differentiate into macrophages (MDM) in complete medium of RPMI plus 20%
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FCS using 24-well issue culture plates at 10° cells/ml for seven days  MDM were %Q
infected with monocytotropic HIVBa-! strain (1 10) ovemight The undiluted viral
stock contained 107 infectious unitsiml  After 24 hours MDM were washed and
resuspended in complete medium are replaced three tmes a week for three weeks
Reverse transcriptase releases were measured weekly post-infection using a
commercially available kit ELISA Retrosys RT assay from Innovagen Lund
Sweden 10° M alpha MSH (11 13) (SEQID NO 1) was added at the time of HIV
infection and then daily until harvests

{00106] Figure 15 shows that alpha MSH significantly inhibited reverse transcnptase
release in acutely infected MDM  This inhibitory effect was more pronounced on day
six but was still statistically significant on day 21

100107} Thus this example demonstrates that viral replication at the site of infection
can be inhibited by alpha MSH peptides Consequently the sexual transmission of
venereal diseases in general and HIV in particular can be inhibited by associating
alpha MSH peptides with contraceplives such as condoms diaphragms or sponges
used dunng sexual contact and/or the post sexual contact application of
suppositones cream omntment gel or aerosol foams containing alpha MSH

peptides

EXAMPLE Xl

[00108) This example Illustrates the biological functional equivalents of alpha MSH
peptides

[00109] Although specific amino acid sequences described here are effective it is
clear to those familiar with the art thet amino acids can be substituted or deleted

without altenng the effectiveness of the peptides Further t is known that
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stabiization of the alpha MSH sequence can greatly increase the activity of the
peptide and that substitution of D-amino acid forms for L-forms can improve or
decrease the effectiveness of the peptides For example a stable analog of alpha
MSH [Nle4 D Phe7} alpha MSH which Is known o have marked biological actvity
on melanocytes and melanoma celis is approximately ten times more potent than
the parent peptide in reducing fever Further adding amino acids to the C terminal
of alpha-MSH (11 13) (SEQ ID NO 1) sequence can reduce or enhance antipyretic
potency Addition of glycine to form the 10 13 sequence (SEQ ID NO 13} slightly
decreased potency the 9 13 sequence (SEQ ID NO 14) was almost devoid of
activity whereas the potency of the 8-13 sequence (SEQ ID NO 15) was greater
than that of the 11-13 sequence (SEQ ID NO 1) Itis known that Ac-[D K11}-alpha
MSH 11-13 NH2 has the same general potency as the L form of the tripeptide alpha
MSH (11 13) (SEQ ID NO 1) Certain references however have shown substituticn
with D proline in position 12 of the tripeptide rendered it inactive Seeeg
Holdeman M et al Anhpyretic Activity of a Potent alpha MSH Analog Peptides 6
273 5(1985) Deeter L B et al Antipyretic Properties of Centrally Administered
alpha-MSH Fragments in the Rabbit Peptides 9 1285 8 (1968) Hitz M E Ant
inflammatory Activity of alpha MSH (11 13) Analogs Influences of Alterations in
Stereochemistry Peptides 12 767 71 (1991)

[00110) Biological functional equivalents can also be obtained by substitution of amino
acids having similar hydropathic values Thus for example isoleucine and leucine
which have a hydropathic index +4 5 and +3 8 respectively can be substituted for
valine which has a hydropathic iIndex of +4 2 and still obtain a protein having like
biological achvity and thus present the opportunity for varying types of KPV dimers

Alternatively at the other end of the scale lysine (-3 9) can be substituted for
34
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arginine ( 4 5) and so on In general it1s believed that amino acids can be

successfully substituted where such amino acid has a hydropathic score of within

about +/ 1 hydropathic index unit of the replaced amino acid

EXAMPLE Xil

C albicans C glabrata and C kruser (clinical isolates) were obtained from
the collection of the laboratory of Microbiology Ospedale Maggiore di Milano  Six
different 1solates for each yeast strain were used Candida Sp cells were
maintained on Sabouraud 8 agar slants and penodically transferred to Sabouraud s
agar plates and incubated for 48 h at 28° C To prepare stationary growth phase
yeast a colony was taken from the agar plates and transferred into 5 ml Sabouraud
dextrose broth and incubated for 48 n at 32°C Cells were centnfuged at 1 000 x g
for 10 minutes and the pellet was washed twice with distilled water Cells were
counted and suspended in distilled water to obtain 107 yeast cells/ml Viability
determined by the exclusion of 0 01% methylene blue remained > 98%

Tubes containing Candida Sp cells 1x10° in 100 i distilled water were
additioned with the CKPV dimer 107 to 10 M or KPV 10* M {final concentrations)
dissolved in 100 il distilled water Control tubes receved 100 ul of distiled water
All the tests were run in triplicate  After 2 h incubation at 37 C yeast suspension
from each vial was diluted with distilied water to obtain approximately 100
arganisms/ml  One milliliter aliquots from each tube were dispensed on blood agar
plates and Incubated for 48 h at 37 C to count CFUs Organism viability was
estimated from the number of CFUs in each plate Only expenments in which CFUs

in control plates were between 80 and 120 with a vanabilty in counts less than 10%
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were used to evaluate effects of the peptidas  Experiments with smaller or greater
numbers of colonies in control plates were considered technically inappropnate and
excluded from analysis

{00113) Results flustrated in Figures 17 19 and show the resulting CFUs under the
conditions descnbed abovs for the particular fungus identified The figures include
the resulting CFUs in the presence of no alpha MSH peptides (designated as 0 In
Figures 17 19) 10 4 M of KPV [designated as -4 in Figures 17 19] 10 7 M of the
CKPV (SEQ ID NO 5)dmmer [designated as 7 n Figures 17 19] 10 6 M of the
CKPV dimer [designated as 6 in Figures 1 3] 10 5§ M of the CKPV (SEQ ID
NO 5)dimer [designated as 5 n Figures 17 18] and 10-4 M of the CKPV (SEQ ID
NO 5) dimer [designated as -4 n Figures 17-18] Figure 17 shows that at the
same molanty the CKPV (SEQ ID NO 5) dimer is more than twice as effective as
the KPV monomer in treating C albicans Figure 18 shows that at the same
molarity the CKPV (SEQ ID NO 5) dimer 1s more than twice as effective as the KPV
monomer in treating C krusel Figure 19 shows that at the same molarity the CKPV
(SEQ ID NO 5) dimer 1s more than twice as effective as the KPV monomer in
treating C glabrata

{00114] The preceding Examples | XII demonstrate the anti-infection activiies and
uses of alpha MSH peptides These data are intended only as examples and are not
intended to limit the invention to thes¢ examples It is understood that modifying the
examples above does not depan from the spirt of the invention It is further

understood that the examples can be applied on their own or in combination with

each other
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CLAIMS
1 A pharmaceutical composition comprising a KPV dimer a first preservative

agent a solvent an alkalizer an acrylic acid based polymer a second preservative

agent and a gelatinizing agent
2 The composition of clatm 1 further compnsing a chelating agent

3 The composition of claim 1 wherein the KPV dimer is CKPV (SEQ ID NO 5)

dimer

4 The composttion of claim 1 wherein the acrylic acid based polymer is

Carbopol®

5 The composition of claim 1 wherein the first preservative i1s selected from the
group consisting of phenoxyethanol methylparaben butylparaben ethylparaben

propylparaben and potassium sorbate and combinations thereof

6 The compostition of clam 1 wherein the second preservative is selected from
the group consisting of phenoxyethanol methylparaben butylparaben ethylparaben

propylparaben and potassium sorbate and combinations thereof
7 The composition of claim 5 wherein the first preservative 1s methylparaben
8 The composition of claim 6 wherein the second preservative 1s propylparaben

9 The composition of claim 1 wherein the solvent is selected from the groups
consisting of propylene glycol ethanol phenol acetone glycerol and isopropanol

and combinations thereof

37
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10  The composihion of claim 9 wherein the solvent is propylene glycol

11 The composition of claim 2 wherein the chelating agent is selected from the
group consisting of Coenzyme Q10 Zinc L Cystene L Methionine L Lysine

Glutathione and EDTA and combinations thereof
12  The composition of claim 11 wherein the chelating agent is EDTA

13  The composition of ciaim 1 wherein the alkalizer 1s selected from the group
consisting of HEPES 2M NaOH MES hydrate MOPS TAPS and Bis Tns and

combinations thereof
14  The composition of claim 13 wherein the alkalizer 1is NaOH

15 The composition of claim 1 wherein the gelatinizing agent is selected from the
group consisting of water sterile water distilled water stenle saline and sterle water

for injection and combinations thereof

16  The composition of claim 15 wherein the gelatinizing agent is stenle water for

injection

17  The composition of claim 3 wherein the CKPV (SEQ ID NO 5) dimer s at

least about 0 05 0 15% of the compasition

18  The composriion of claim 17 wherein the CKPV (SEQ ID NO 5) dimer at least

about 0 1% of the composition

19  The composition of claim 4 wherein the Carbopol® is at least about1 5 2 5%

of the composition
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20  The composition of claim 19 wherein the Carbopol® Is at least about 2% of q

the composition

21  The composition of claim 7 wherein the methylparaben is at least about 0 1-

0 2% of the composition

22  The composition of claim 21 wherein the methylparaben is at least about

0 15% of the composition

23  The composition of claim 8 wherem the propylparaben is at least about 0 025~

0 075% of the composition

24  The composition of claim 23 wherein the propylparaben is at least about

0 05% of the composition

25  The composition of claim 10 wherein the propylene glycol is at least about 5

15% of the composition

26  The composition of claim 25 vherein the propylene glycol 1s at least about

10% of the composition

27  The composition of claim 12 wherein the EDTA is at least about 0 05-0 156%

of the composition

28  The composition of claim 27 wherein the EDTA is at least about 0 1% of the

composition

29  The composition of claim 14 wherein the 2M NaOH is that quantity sufficient

1o bring the compositiontoapHof40+0 1
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30 The composttion of claim 15 wherein the stenle water for injection is that

quantity sufficient to create a gel

31 A pharmaceutical composition compnsing Carbopol® propylparaben
methylparaben propylene glycol CKPV (SEQ ID NO 5)dimer 2 M NaOH and

stenle water for injection
32  The composition of claim 31 further compnsing EDTA

33  The composttion of claim 31 wherein the CKPV (SEQ ID NO 5) dimer 1s at

least about 0 1% of the composition

34  The composition of claim 31 wherein the Carbopol® 1s at least about 2% of

the composition

35  The composition of claim 31 wherein the methylparaben is at least about

0 15% of the composifion

36  The composition of claim 31 wherein the propylparaben Is at least 0 05% of

the composition

37  The composition of claim 31 wherein the propylene glycol is at least about

10% of the composition

38 The compositon of claim 32 wherein the EDTA 1s at least about 0 1% of the

composition

39  The composition of claim 31 wherein the 2M NaCH 1s that quantity sufficient

to bring the compositiontfcapHof 40+ 01
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40  The composttion of claim 31 wherein the sterile water for injection 1s that

guantity sufficient to create a gel

41 A pharmaceutical composition compnising 2% of Carbopol® 0 05% of
propylparaben ¢ 15% of methylparaben 10% of propylene glycol 0 1%g of EDTA
2M NaOH in a quantity sufficient to bnng the compositontoapHof40+01 01%
of CKPV (SEQ ID NO 5) dimer and stenle water for injection quantity sufficient to

create a gel

42 A method of treating urogenital conditions compnsing the use of a
pharmaceutical composition compnsing at least about 2% of Carbopol ® at ieast
about 0 05% of propylparaben at least about 0 15% of methylparaben at least
about 10% of propylene glycol at ieast about 0 1% of EDTA 2M NaOH in a quantity
sufficient to bnng the composition to a pH of 4 0 + 0 1 at least about 0 1% of CKPV
(SEQ ID NO 5) dimer and stenle water for mjection quantity sufficient to create a

gel
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SEQUENCE LISTING 9%

<110> ZENGEN INC
Catania Anna P
Lipton James M

<120> COMPOSITION AND METHOD OF TREATMENT FOR UROGENITAL CONDITIONS
<130> 54275 8005 WOQ1

<150> Us 10/659 053
<151> 2003-09-08

<150> US 09/535 066
<151> 2000-03-23

<150> US 60/126 233
<151> 1999-03-24

<150> US 10/442 683
<151> 2003-05-21

<150> US 607382 887
<151> 2002-05-21

<160> 15
<170> PatentIn vereion 3 2

<210> 1
<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal &and anti-viral properties

<400> 1

Lys Pro Val
1

<210> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal and anti-viral properties

<400> 2

Met Glu His Phe Arg Trp Gly
1 5
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<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal and anti-viral properties

<400> 3

His Phe Arg Trp Gly Lys Pro Val
1 5

<210> 4

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo saplens

220>
<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal and anti-viral properties/naturally occurring peptide

<400> 4

Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro Val
1 5 10

<210> 5

<211> 4

<212> PBRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal and anti-viral properties

<400> 5

Cys Lys8 Pro Val
1

<210> 6

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> C-terminal sequences of alphs-MSH/Cys is DCys

<400> 6

i
%o
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Trp Cys Lys Pro Val
1 5

<210> 7

<21l1> 6

<212> BPRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal and anti-viral properties/Cys is hCys

<AQ0> 7

Arg Trp Cye Lys Pro Val
1 5

<210> 8

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal and anti-viral p operties/Cys is DhCys

«<400> 8

Cys Lys Pre Val
1l

<210> 9

<211> 39

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal and anti-viral properties/naturally occurring peptide

<400> 9

Ser Tyr Ser Met Glu Him Phe Arg Trp Gly Lys Pro Val Gly Lyp Lys

1 5 10 15

Arg Rrg Pro Val Lys Val Tyr Pro Ala Gly Glu Asp Asp Glu Ala Ser
20 25 30

Glu Ala Phe Pro Leu Glu Phe
35
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<210> 10 bp
<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthegized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
antli-funga) and anti-viral properties

<400> 10

Arg Pro Val Lys Val Tyr Pro Ala Glv Glu Asp Asp Glu Ala Ser Glu
1 5 10 15

Ala Phe Pro Leu Glu Phe
20

<210> 11

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Qligonucleotide probes for N=-kB

<400> 11

gat cca agg gga ctt tecc get ggo gac ttt ceca tg 35
<210> 12

«211> 35

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220> -
<223> o©Oligonucleotide probes for NF-kB

<400> 12

gat cca tgg aaa gtc cec age gge aac Lec cet tg 35

<2i0> 13

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti~fungal and anti-viral properties

<400> 13

Gly Lys Pro Val
1
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<210> 14

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Synthesized polypeptide witl anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal and anti-wviral rroperties

<400> 14

Trp Gly Lys Pro val
i 5

<210> 15

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificilal sequence

<220>

<223> Synthesized polypeptide with anti-inflammatory anti-microbial
anti-fungal and anti-viral properties

<400> 15

Arg Trp Gly Lys Pro Val
1 5
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UNA COMPOSICION Y METODO DE TRATAMIENTO PARA CONDICIONES

UROGENITALES

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONDAS

[0001] La presente solicitud es una continuacion en
parte de la Solicitud de Patente U S serie No
09/535 066 presentada en Marzo 23 2000 gque reivindica
prioridad de 1la Solicitud Provisional U S serie No
60/126,233, presentada er Marzo 24, 1999 La presente
solicitud tambieén es una continuacién en parte de la
Solicitud de Patente U S Serie No 10/442,683 presentada
en Mayo 21 2003 que reivindica prioridad de la solicatud
provisional U S Serie No 60/382 887 presentada en Mayo
21 2002, todas las cuales estan completamente
incorporadas como referencia incluyende los dibujos como

s1 se estableciera completamente aqua

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

[0002] La presente invencion se relaciona con el campo

del tratamienteoc para condiciones urogenitales

e
v
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ANTECEDENTE> DE LA INVENCION

[0003] Las condiciones wurogenitales de enfermedades
afecta comunmente tanto a hombres como a mujeres Estas
condiciones incluyen infecciones y/o inflamacidén del
sistema urinario y el sistema genital Por ejemplo de
acuerdoc con el National Institute of Child Health and
Human Development (NICHD la mayoria de las mujeres
tendra al menos una forma de wvaginitis en su vida

Vaginitis Child Health and Human Development-Publications
On-line, www nichd nih giv/publications/pubs/vagl htm Las
causas de la vaginitis varlian desde infecciones
bacteriales fungosas o virales a irritaciones quimicas en
cremas aspersiones © aun la ropa gque estd en contacto
con esta area Id Para mujeres con 1infecciones
bacteriales y fungosas eslios agentes infecciosos a menudo
se originan desde el area del recto y migran a traves del

perineoc hasta alcanzar la vagina o la uretra

[0004] Un tipo comun de vaginitis es la candidiasis o
infeccidédn de la levadura que es mas comunmente originada
por la Candida albicans Las especles Candida son parte de
la flora de organismos microbiales normales en los

individuos presente en la piel, boca y el tracto

V%
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gastrointestinal Robbins Pathologic Basis of Disease 5th
ed Saunders Co , Filadelfia (1994) p 354 Ellos tambien
viven en pequefios numeros en la vagina de la mujJer Ellos
crecen mejor en superficies calientes, humedas tal como la
vagina o la <cavidad oral Ellas son normalmente no
patogenas pero cuando ocarre un cambio en su ambiente
tal como en la respuesta a los cambios hormonales de 1la
mujer en la menopausia embarazo 0 en respuesta al
estres ellos pueden sobrecrecer para origlinar una
infeccién de levadura Estos cambios tambien pueden
ocurrir en individuos inmuaosuprimidos o comprometidos tal
como las personas con tratamiento de guimioterapia, gue
esta tomando inmunosupresores ©O que estan afligidas con

SIDA

[0005] El tratamiento habitual para 1la candadiasis
incluye drogas sin prescripcidn con 1ingredientes activos
tales como nitrato de butoconazol (Femstat®) clotrimazol
(Gyne-Lotreimin® y otros), miconazol (Monistat® y otros), vy
tioconazol (Vaglstat°) Estas drogas son aplicadas
topicamente en la vaglina y descomponen la pared celular de
la Candida Otros tratamientos similares incluyen drogas
de prescripcion con 21ngredientes activos de la misma
familia tal come  fluconazol (D1flucan®) terconazol

(Terazol®) y ketoconazol (Nizoral®)
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[0006] Aunque la vaginitis ha estado comunmente asocciada
con la Candida, la vaginoslis bacterial es de hecho 1la
infeccién vaginal mas comun en las mujeres en edad
reproductiva de acuerdeo con el NICHD Vaginitis supra El
sobrecrecimiento de bacter_as en la vagina es la causa que
origina la vaginiosis bacterial como Candida, pero las

drogas utilizadas para su tratamiento son diferentes

(00071} De otra parte los hombres también pueden
contraer i1nfecciones por Candida en su pene que 1nvolucra
los glandes y el prepucio La balanopostitis, una
infeccion no especifica del glande y el prepucio por una
amplia variedad de organismos gque 1ncluyen hongos tales
como las bacterias Candida y ©plrogenia tales como
Estafilococos Sp Robbins Pathologic Basis of Disease 5%

ed , Saunders Co , Filadelfia (1994), p 1008

[0008] Los Estafilococos son bacterias gram positivas
gue estan normalmente plesentes en la piel y otras
membranas de las muccosas del cuerpo El estafilococos
aureus en particular es un patogeno virulentc que origina
una miriada de condicione y enfermedades que van desde
lesiones de la piel, endocarditis, infeccion respiratoria

envenenamiento por alimentos y sindromes de choque toxico

A
7
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Para las mujeres gue utilizan tampones altamente
absorbentes, es conocido que el S aureus puede colonizar
la vagina y secretar una toxina denominada toxina de
sindrome de choque toéxicc (TSST-1) De acuerdo con 1la
administracion de alimentos y drogas, aproximadamente la
mitad de los casos de sindrome de choque toxico reportados
hoy estdn asociados con tampones usados durante la

menstruacion y usualmente en mujeres jovenes Tampons and

Asbestos, Dioxin & Toxic¢c S8SOC Syndrome FDA Center for

Devices and Radiological Health (Julio 23 1999),

www fda gov/cdrh/ocd/tamponsabs html

[Q009] Las infecciones por S aureus son comunmente
tratadas con meticilina Aunque son muy efectivas, algunas
cepas de S aureus han desarrollade resistencia a la
meticilina, y solo unos pocos antibioticos pueden tratar
exitosamente las ainfecciones de Estafilococes aureus
resistentes a meticilina (MRSA) Uno de estos antibioticos
comunmente utilizados para MRSA es la wvancomicina Una
cepa de 8 aureus, sin embargo, c¢on susceptibilidad
reducida a la vancomicina (VISA) ya ha sido 1dentificada

Khurshad M A , et al , Staphylococcus aureus with Reduced

Susceptibility to Vancomvcin -Illinois, 1999 Morbidity

and Mortality Weekly Report, 4B (51) 1165-1167 (2000)

www cdc gov/epo/mmwr/preview/mmwrhtml/mm485 lal htm La
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emergencia de cepas bacteriales resistentes a antibiotices
ha creado la necesidad de formas alternativas de combatir

infecciones bacteriales

[0010] Ademas de la infeccion por hongos y bacterias la
vaginitis viral tambien €s comun Estas infecciones son
mas a menudo transmitidas a través del intercurso sexual

La wvaginitis viral incluye la infeccion por el virus
herpes simplex (HSV) o el papilomavirus humano (HPV) Los
virus HSV, por ejemplo, e replican en el area genital

que es el sitio de entrada y tambien infectan las neuronas
que enervan los genitales Para evitar el sistema inmune
del cuerpo los virus HSV pueden permanecer latentes en
estas neuronas Yy volver a reactivarse en respuesta a
condiciones ambientales tales como el estres la
inmunosupresion, la 1rradiacién, o la infeccion viral Los
tratamientos habitvales para HSV incluyen drogas tales

como el aciclovir, el famciclovir o valaciclovir

[(0011] Como para el sistema urinario, de acuerdo con la
Asociacion Medica Americana, las 1infecciones del tracto
urinario (UTI) son uno de los desordenes mas comunes gue

urgen la visita al medico Women's Health, Urinary Tract

Infections A Patient s Guide to Treatment, AMA Health

Insight, On-Line Health Information for Everyone www ama-
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assn org/ansight/h_focus/wom hlth/uti/uti htm Estas
infecciones son originadas mas a menudo por la Escherichia
coli, pero también pueden involucrar organismos tal como
la Candida Sp y 1los [Estafilococos Sp Id  Estas
infecciones pueden 1iniciar en la uretra y viajar hasta la
vejiga originando cistitis Finalmente estas aun pueden
ascender a los rifiones a traves de la uretra y originar
pielonefritis Ambos sistemas urainarios tanto del hombre
como de la mujer pueden infectarse con estos

microorganlsmos

[0012] En razon a que las condiciones urogenitales no
estan c¢onfinadas a wuna causa simple los tratamientos
habituales requieren diferentes drogas para tratar causas
especificas Estas causa tienen que ser identificadas
primerc La 1identifaicacion requiere tiempo perc mas aun

requiere un examen glnecologico para las mujeres due
determine los agentes infecciosos especificos o la falta

de estos

[0013] Con el uso creciente de antibioticos y otras
drogas los microorganismos, tal como el Estafilococos
aureus resistente a 1la meticilina, han desarrcollado
crecirentemente resistencia a las dreocgas hab:itualmente

disponibles Asi, subsiste la necesidad continua de nuevas
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clases de drogas que puedan combatir un amplio espectro de
agentes 1nfecciosos Se ha descubierto que los dimeros que
comprenden Lisina-Prolina-Valina asl como también basados
en alfa-MSH descritos agui s0on efectivos en el

tratamiento de condicirones urogenitales
RESUMEN DE LA INVENCION

{0014] La presente invencidn esta dirigida a un sistema
para tratar las condiciones urogenitales Un aspecto de
esta 1nvencion involucra =21 tratamiento que comprende uno
o mas polipeptidos con una secuencia de aminoacidos gque
incluye KPV (ID de SEC N> 1), MEHFRWG (ID de SEC No

2) HFRWGKPV (ID de SEC No 3), VPKC (ID de SEC No 5) -
s-sCKPV (ID de SEC No 5) o SYSMEHFRWGKPV (ID de SEC No

4) para el tratamiento de condiciones urogenitales El
VPKC-5-5-CKPV es un ejemplo de un dimerc KPV en donde el
enlace disulfuro existe entre la cisteinas N-terminales de
cada monomero Aqul en esta descripcidon el dimero CKPV
sera el término utilizadc para identaificar estéd forma de
dimero KPV es decir, dos monomeros CKPV ligados a traves
de un enlace de disulfuro, es decir de VPKC (ID de SEC
No 5) =-s-s-CKPV (ID de SEC No 5) Se contempla que
otros dimeros KPV se pueden utilizar en la composicion

descrita
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[0015] Las condiciones urogenitales pueden incluir
infecciones inflamacion, o ambas En una modalidad

preferida de la invencion la condicion urogenital incluye
infecc1én y/o 1inflamacidén de 1la vagina la wvulva el
tracto urinario, el pene, y/o el recto En otra modalidad
preferida de la invencion, los uno o mas polipéptidos son
disueltos en un portador En otra modalidad preferida de
la 1invencion los uno o mas polipéptidos estédn asociados
con un tampdébn para evitar el sindrome de choque toxico En
otra modalidad preferida el uno o mas polipeptidos estan
asocirados con un contraceptivo para la prevencion de
enfermedades o infecciones sexualmente transmitidas En
otra modalidad preferida el uno o mas polipeptidos estan
asoclados con un supositorio para la insercidn en la
vagina o el recto En otra modalidad preferida de la
invencion el uno o mis péptidos estan disueltos en un

portador liquido para duchar la vagina

[0016] En un aspecto de la invencion, se describe una
composicidn farmacéutica para uso en el tratamiento de
condiciones urogenitales gque comprende un dimero KPPV,
agentes preservativos un solvente, un alcalizador un
polimero  basado en acidec  acrilico Yy un agente

gelatinizante

P2
(x
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[0017] En otro aspecto de la invencidr, una composliclion
farmaceutica para uso en el tratamiento de condiciones
urogenitales comprende an polimero basado en Acido
acrilico por ejemplo Carbopol®, National Formulary (aqui
NF) propilparabenoc NF metilparabenc NF propileglicol

Farmacopea de los Estados Unidos (agqui USP) acido edetico

(agur EDTA), USP el dimero CKPV, (que también se
identifica por la marca CZEN002™ ) el Ingrediente
Farmaceutico Activo (aqui API) solucion de hidroxido de

sodio 2M (aqui NaOH) y agua esteril para inyeccion USP
Se contempla que ciertos ingredientes listados pueden ser

modificados, reemplazados 2 eliminados

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0018] La figura 1 muestra los efectos inhibidores de

los peptidos alfa-MSH en el crecimiento de S aureus

[0019} La figura 2 mue tra los efectos de los peptidos
alfa-MSH sobre el crecimiento 1nducido por urcgquinasa de S

aureus

[0020] La figura 3 muestra los efectos inhibidores de

los peptidos alfa-MSH sobre el crecimiento de C albicans

7
A\
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[0021] La figura 4 compara las actividades anti-fungosas

de los peptidos alfa-MSH con fluconazol

[0022] La fagura 5A a 5D muestran los efectos
1nhibidores de los péptidos alfa-MSH sobre la formacion

del germen de tubo de C albicans

[0023] La figura 6 muestra los efectos de muerte del
neutrofilo mejorado de 1los peptidos alfa-MSH contra C

albicans

[0024] Las figuras 7, 8 y 9 muestran el mecanismo por
medio del cual los péptidos alfa-MSH inhiben el

crecimiento de € albicans

[0025] Las figuras 10-13 muestran los efectos
inhibidores de los peptidos alfa-MSH sobre la replicacion

viral y la expresidn en células cronicamente infectadas

[0026] La figura 14 muestra los mecanismos por medio de
los cuales los peptidos alfa-MSH inhiben la replicacion,

la expresién y reactivacidn viral
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[0027] La figura 15 muestra los efectos inhibidores de
los peptidos alfa-MSH sobre replicacion viral la expresidn

en celulas agudamente infectadas

[0028] La figura 16 muestra una representacion de una

estructura quimica de un dimero KPV

[0029] La faigura 17 muestra que la misma molaridad del
dimero KPV (el dimero CKPV}) es mas de dos veces tan

efectiva como el monomero KPV para tratar C albicans

[0030] La figura 18 muestra que la misma molaridad del
dimerc KPV (el dimero C<PV} es mas de dos veces tan

efectiva como el monomerc KPV para tratar C kruse:z

[0031] La figura 19 muestra que la misma molaridad del
dimero KPV (el dimero CHAPV) es mlds de dos veces tan

efectiva como el mondémero KPV para tratar C glabrata

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS

[0032] Las referencias citadas agui se 1incorporan agul
como referencia tal como se establece aqui La presente
invencion involucra la ccmposicion y metodo para tratar

las condiciones urogenitales con los usos de hormonas

t
Ly
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estimulantes, peptidos y cdimerocs de esta Alfa-MSH es un
peptido de trece aminoacidos antiguo (ID de SEC No 4)
producido mediante procesamiento post-transduccional de 1la
molécula precursora mayor propiomelanocortina Esta
comparte la secuencia de aminocacido 1-13 con la hormona
adrenocorticotropica ( ACIH ), tambien derivada de 1la
propiomelanocortina El alfa-MSH es conocido por ser
recetado por muchos taipoc de células gque 1incluyen las
celulas pituitarias, los monocitos los melanocitos, y los
queratinocitos Este se puede encontrar en la piel de las
ratas en la piel humana o en la barrera de mucosa del
tracto gastrointestina! en ratas intactas
hipofisectomizadas Ver por ejemplo, Eberle A N

Melanotrophins Karger Basel Switzerland (1998) Lipton

J M, et al Anti-inilammatory Neuroimmunomodulator

alpha-MSH, Immunol Today 13, 140-145 (1997) Thedy, A J

et al MSH Peptides are Present in Mammalian Skain,

Peptides 4,813-815 {(19€3) Fox, J A et al ,

Immunoreactive a—-Melanocy—e Stimulating Hormone, Its

Distribution in the Tract of Intact and Hypophysectomized

Rats Life Sca 18, 2127-2132 (1981)

[0033] Los péptidos alfa-MSH son conocidos por tener
potentes propiedades antipiréticas y anti-inflamatorias,

teniendo ellas aun toxicidad extremadamente baja Ellas
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pueden reducir la produccion de mediadores
proinflamatorios de celulas huespedes in Vitro, y tambien
pueden reducir la produccién de reacciones locales vy
sistemicas en modelos de animales para inflamacion La
secuencra alfa-MSH nucleo (ID de SEC No 2), por
ejemplo, tiene efectos de aprendizaje de memoria pero pocca
actividad antipiretica y anti-inflamatoria Como
contraste la secuencia de mensaje activo para las
actividades antipiréticas y anti-inflamatorias residen en
la secuencia de aminoacido C-terminal de alfa-MSH, esto
es Lasina-Prolina-Valina ( Lys-Pro-Val o KPV } (ID de
SEC No 1) Este tripeptido tiene actividades in vitro e
in Vv1vo gque son paralelas con aguellas de la molecula
padre La actaividad anti-inflamatoria de 1los peptidos
alfa-MSH se describen en las siguientes dos patentes, gque
se 1incorporan aqul como referencia Patente U S No
5 028,592, emitida en Julio 2, 1991 por Lapton J M

titulada Antipyretic and Anti-inflammatory Lys Pro Val
Compositions y Method of Use Patente U S No 5,157,023,
emitida en Octubre 20 1922 por Laipton, J M titulada
Antipyretic y Anti-inflammatory Lys Pro Val Compositions vy
Maethod of Use ver tambien Catania A et al o=

Melanocyte Stimulating Hormone 1n the Modulaticn of Host

Reactions Endocr Rev 14, 564-576 (1993) Lipton, J M

et Al , Anti-inflamratory Influence of the
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Neuroimmunomodulator alpha-MSH, Immunol Today 18 140-145

{1997) Rajora, N, et al alpha-MSH Production

Receptors and Influence Neopterin in a Human

Monocyte/macrofhage Celll Line J Leukoc Biol 59, 248-

253 (1996) Star R A et Al Evidence of Autocrine

Modulation of Macrophage MNitric Oxide Synthase by alpha-

MSH, Proc Nat 1 Acad §Sc1 (USA) 92, 8015-8020 (1995)

Lipton J M et Al Anti-inflammatory Effects of the

Neuropeptide alpha-MSH 1in Acute Chronic and Systemic

inflammation Ann NY Azad Sci 741 137-148 (1994)

Fajora N , et Al , alpha-MSH Modulates Local and

Circulating Tumor Necrosis Factor o in Experimental Brain

Inflammation, J Neuroosci, 17, 2181-2186 (1995)

Richards D B , et al , Effect of a-MSH (11-13} {lisien-

proline-valine) on Fever in the Rabbit, Peptides 5 815-

817 (1984) Hiltz M E et al , Anti-inflammatory

Activity of a COOH-terminal Fragment of the Neuropeptide

alpha-MSH, FASEB J 3, 2282-2284 (1989)

[0034] Ademas de su funcaion anti-inflamatoria \%
antipiretica, un aspecto de ila presente invencion
involucra la actividad anti-microbial o anti-infeccion de
los péptidos alfa-MSH Como se describe adelante, los
peptidos alfa-MSH tienen usos anti-infeccion

significativos que 1i1incluyen Por ejemplo, el uso para
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reducir la viabilidad de microbios, gque reducen la
germinacion de levaduras, gque matan los microbios sin
reducir la muerte de 1los microbios por neutrofilos
humanos, para tratar la inflamacion asociada con infeccion
microbiana sin reducair la muerte de microbios,
incrementande la acumulacion de c¢cAMP en microbios, e
inhaibiendo la replicaci¢n y expresion de patogenos

virales

[0035] En una modalidad preferida de la invencién estas
actividades anti-microbianas o anti-infeccion estan mas
particularmente asociadas con la secuencia de amincacido
C-terminal-KPV (ID de SEC No 1) Este tripeptido, junto
con sus dimeros y otros péptidos alfa-MSH, son efectivos
sobre un amplio rango de concentraciones, que 1i1ncluyen
concentraciones picomolare due ocurren normalmente en el
plasma humano Las concentraciones nanomolares y

micromolares producen concentraciones mas potentes

[0036] Como se discute en la seccion de antecedentes

las condiciones urogenitales no estan confinadas a una
causa simple Los organismos multiples y los agentes
infeccioseos, provenientes de bacterias y hongos hasta
virus, 1individualmente ¢ &n comblnacion, pueden originar

una amplia variedad de condiciones que 1incluyen vaginitis,
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vulvitais, uretritais, balanofostitas, candidaiasis,
enfermedades sexualmente transmitaidas, y sindrome de
choque toxico Para el tratamiento de estas condiciones

se pueden aplicar peptidos alfa-MSH localmente al sitio de
la infeccion y/o inflamacioen por métodos conocidos en la
tecnica Por ejemplo, los péptidos alfa-MSH se pueden
disolver en soluciones tales como solucion salina
amortiguadora de fosfatce, hialurinato, metilcelulosa

carboximetilcelulosa o etanol Los portadores comunes
tales como unguento creras geles pildora disolvible

aspersor en aercsol, supositorios, solucion ligquida para
duchas © material absorbente de tampones pueden llevar
peptidos alfa-MSH come ingredientes activos para tratar
las condiciones urogenitales Estos portadores se pueden
aplicar en el sitio de la w1nfeccion o a la inflamacion tal
como Jjeringas oO aparatos slmilares a jeringas vendajes,
cateteres, tubos con embo.o, espatulas u otros tipos de
aplicadores de superficie condones, esponjas diafragmas

aplicadores de tampon o dedo

(00377 MAs especificamente, una modalidad preferida de
la invencidén es disoclver los peptidos alfa-MSH en un
portador basado en liquido El portador que 1lleva los
peptidos alfa-MSH solvatados son luego almacenados en un

frasco presurizado Luego de la liberacion del portador
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medliante una valvula liberadora u otro mecanilsmo
proveniente del frasco pre urizado, se forma una espuma de
aerosol y se captura en una jeringa ¢ un aparato de tipo
jeringa La jeringa es luego parcialmente insertada en la
vagina y su contenide suministrado al canal vaginal La
jeringo © el aparato tipo jeringa y su abertura puede ser
moldeados sobre diferentes tamafios, formas y longitudes
para acomodar la 1insercién a diferentes areas urogenitales
tales como la uretra y tambien se puede utilizar en el

recto

[0038] Otra modalaidad preferida de la invenciétn es un
supositorio que comprende un portador Este portador tal
como gel o glicerina es solide o sem1 sélido a
temperatura ambiente, pero se funde a temperatura del
cuerpoe cuando se 1nserta en la vagina o el rectoe Este
portador que lleva los p2ptidos alfa-MSH solvatados se
suministra en el sitio de la condicion urogenital cuando

el portador se funde

[0039] El suministro de los peptidos alfa-MSH al 4rea
exterior del area urogenital tal como la vulva o los
glandes y el prepucio del oene se puede lograr al aplicar

topicamente una crema, unguento, gel, aspersion, o
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balsamo cuyas composiciones son bien conocidas en la

tecnica

{0040} En otro aspecto de la invencion, los tampones
pueden ser tratados con peptidos alfa-MSH durante el
proceso de elaboracion La presencia de alfa-MSH en
tampones pueden inhibir el crecimiento de microorganismos
tales como Estafilococos aureus que secretan la toxina del
sindrome de choque toxico (TSST-1) Los procesos para la
elaboracion de tampones sorn ya conocidos en la técnica EI1
tratamiento de material aksorbente de tampcones con alfa-
MSH o sus derivados se puede lograr al embeber primero el
material absorbente en una sclucion de peptidos alfa-MSH

El material absorbente se le permite entonces secarse

Alternativamente, alfa-MSH puede ser asperjado sobre el

material absorbente del tamoon como un polvo seco

{0041] En otro aspecto de 1la 1invencidn, los peptidos
alfa-MSH se pueden suministrar al sitio de la infeccion al
utilizar contraceptivos tales como condones diafragmas

esponjas u otros mecanismos tipo barrera utilizados para
evitar el embarazo o© las enfermedades sexualmente
transmitidas Los peptidos alfa-MSH se pueden disolver en
el lubricante utilizado en los condones, el gel o espuma

utilizada junto con el diafragmas o en cualquier otra
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solucién espermicida utilizada en conjunto con los

condones, los diafragmas o las esponjas

[0042] En otro aspecto de la invencion los peéeptidos
alfa-MSH se pueden disclver en un liguido para usc con una
ducha El liquido se puede suministrar mediante la ducha

en la vagina para tratar infeccion y/o inflamacidn

[0043] En otro aspecto cde la invencidn, una composiciédn
farmaceutica para uso en el tratamiento de condiciones
urogenitales comprende un dimero CKPV (ID de SEC No %),
agentes preservativos un solvente, un alcalizador

Carbopel®, y un agente gelatinizante La composiclion puede
ademas comprender un agente quelante Estos 1ngredientes
se pueden modificar reemplazar o eliminar Un dimero CKPV
(ID de SEC No 5) se prefiere sobre otros peptidos alfa-
MSH utiles tal como se ha mostrado mas eficaz para el

tratamiento de vaginitis ver, Ejemplo XII adelante

[0044] En otro aspecto de la invenciédn, se describe una
composicion farmaceéeutica para uso en el tratamiento de
condiciones urogenitales en donde dicha composicion
comprende un polimerc basado en acide acrilico por
ejemplo Carbopol®, NF propilparabenc, NF metilparabeno

NF propileglicol, USP EDTA USP CKPV (ID de SEC No
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5) API NaOH 2M y agua @2steril para inyeccion USP Se

describe adelante al meno una modalidad de la invencioén

presentada en un dimero CK2V 0 1% (ID de SEC No 5) tanda

de la composicion que pesa aproximadamente 4 Kg Un rango

contempladc de porcentajes de componentes individuales de

la invencion se describen para diferentes cantidades de

tamafic de la invencion

[0045] Un tipo de polimero basado en acido acrilico es
el Carbopol® El1 Carbopol es una marca registrada para
polimeros basados en acido acrilico reticulado de alto
peso molecular disponible de Novecon Pharmaceuticals

www pharma noveonic com/products/carbopol asp La cantidad
de Carbopol® para el uso en la composicion descrita varia
desde al menos aproximadamente 60 a 100 g o al
aproximadamente 1 5-2 5% de la composicion Una cantidad
preferida del Carbopol® es al menos aproximadamente 80 g o
al menos aproximadamente 2% de la composicidn Sera
evidente para aquellos expertos en la tecnica que otros
agentes gelificantes conocidos puedan ser utilizados
ademas de o en lugar de Carbopol, siempre y cuando ellos

sean efectivos para formar un gel

[0046] El propilparabenc, o proprlester de acirdo 4-

hidroxibenzoico, es un preservativo bien conocido Ver
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The Merck Index p 1041, (Merck Research Laboratories

1996) La cantidad de propilparabeno para wuso en la
composicitn descrita varia desde al menos aproximadamente
1-3 g o 0 025-0 075% de la composicidn Una cantidad
preferida del propilparabeno es al menos aproximadamente 2

g o al menos aproximadamente 0 05% de la composicion

[0047] El metilparabenc, o metilester de acido 4-
hidroxibenzoico, es un preservativo bien conocido Ver
The Merck Index p 1041, 12  Ed (Merck Research
Laboratories, 1996) La cantidad de metilparabeno para uso
en la composicién descrita varia desde al menos
aproximadamente 4-8 g o al menos aproximadamente 0 1-0 2%
de la compos1cion Una cantidad preferida del
metilparabeno es al menos aproximadamente 6 g o al menos

aproximadamente 0 15% de la composicion

[0048] Los preservativos pueden tambien ser
seleccionados del grupo gJgue consiste de fenoxietanol,
metilparabeno, butilparabeno, etilparabeno
propilparabeno, y sorbato de potasio y combinaciones de

estos

[0049] El propilenglaicol o 1,2-propanodiol, es un

solvente bien conocido con muchos uscs en muchas areas de
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la quimica Ver, The Merck Index p 1348, 12" Ed (Merck
Research Laboratories 1996) La cantidad de
propilenglicel para uso en la composicidn descrita wvaria
desde al menos aproximadamente 200-600 g a al menos
aproximadamente 5-15% de 1la composicion Una cantidad
preferida del propilenglicol es al menos aproximadamente

400 g o al menos aproximadamente 10% de la composicion

[0050] El solvente tambien se puede seleccionar del
grupo que consiste de etanol fenol, acetona glicerol e

1sopropanol y combinaciones de estos

[0051] EDTA o N N’-1,2-etanodiilbis[N-
(carboximetil)glicinal es un agente quelante bien
conocido Ver The Merck Index p 593, 12" Ed {Merck
Research Laboratories 1996) La cantidad de EDTA para uso
en la composicion descrita varia desde al menos
aproximadamente 2-6 g o 0 05-0 15% de la composicidédn Una
cantidad preferida del EDTA es al menos aproximadamente 4

g o al menos aproximadamentz 0 1% de la composicion

[0052] El agente gquelante tambien se puede seleccionar
del grupoc que consiste de Zoenzima Q10, Zinc L-Cisteina,

IL-Mecicnina L-Lisina y EDIA y combinaciones de estos
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[0053] El dimeroc CKPV (1D de SEC No 5) es una forma de
dimero que se puede utilizar con la presente invencion La
cantidad de CKPV (ID de SEC No 5) para uso en la
composicion descrita varia desde al mencs aproximadamente
2-6 g o 0 05-0 15% de la composicion Una cantidad
preferida de un dimero CKPV (ID de SEC No 5) es al menos

aproximadamente 4 g o 0 1% de la composicién

[0054] Una solucion de WaOH 2M es un caustico bien
conocido utilizado como alcalizador Ver, The Merck Index
p 1477-8 12 Ed (Merck Research Laboratories, 1996) La
cantidad de NaOH 2M para uso en la composicion descrita
varia es aquella cantidad suficiente para 1llevar la

composicion a un pH preferido de 4 0 £ 0 1

[0055] El alcalizador se puede seleccicnar del grupo gue
consiste de N-(2-Hidroxietil)piperazina-N -({2-acido
etanosulfonico) {agui HEPES), NaOH 2M acido 2-(N-

Morfolino) etanosulfonicoe (aqui hidrato MES) acido 3-(N-

Morfolino) propanosulfénico {aqui MOPS) acado N-
tris[Hidroximetil]metil-3-aminopropanosulfonico (agqui
TAPS}), bis(2-Hidroxietil)aminc-tris (hidroximetil)metano

(agqui Bis-Tris) o combinaciones de estos

B
%
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[0056] El agua estéril para 1inyeccid4n es un agente
gelatinizante comunmente zonocido y utilizado cuando se
toman polvos u otros s6lidos a geles El agua esteril para
uso en la composicion descrita es aquella cantidad
suficiente y hasta al menos aproximadamente 3,500-3,550 g

o al menos aproximadamente 87-89% de la composicion

[0057] Otros agentes gelatinizantes tambien se pueden
seleccionar del grupc gque consiste de agua agua esteril,
agua destilada, solucion silina esteril y combinaciones de

estos

[0058] Una tanda 4 Kg de gel dimero CKPV 0 1% (ID de SEC

No 5)de la composicidén preferiblemente comprende

Carbopol® NF 80 0 g
Propilparabenoc NF 2 0g
Metilparabeno NF 6 0g
Propilengliceol, USP 400 0 g
EDTA USP 4 0g
El dimero CKPV (ID de SEC No 4 0 g
5), API
Solucion de NaOH 2M Cantidad
suficiente
para pH
4 001
Agua esteril para 1inyeccion 3504 g
USP

gz
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[0059] Como se describis anteriormente y adelante una

cantidad efectiva del dimero CKPV (ID de SEC No 5)

cuando se utiliza como terapeutico, varlia en
concentraciones picomolcres a nanomeclares Las
concentraciones micromolares son mas potentemente
efectivas La dosis de 1a composicion farmaceutica
descrita aqui varia desde 50-150 jug/ml Una dosis

preferida de la composicidon farmaceutica descrita aqul es

100 pg/ml

[0060] Los siguientes eje¢emplos demuestran la capacidad y
aplicacion de 1los peptidos alfa-MSH para combatir la
infeccion Los metodos en microbioclogia, biologia
molecular, y cultivos de celulas utilizados pero no
explicitamente descritos en esta descripcion ya han sido
ampliamente reportados en la literatura cientifica Estos
métodos estan dentro de la capacidad de un experto en la

tecnica

[0061) Los peptidos utalizados en los siguientes
ejemplos incluyen un dimero de CKPV (ID de SEC No 5%,
alfa-MSH (1-13) (ID de SEC No 4), (4-10) (ID de SEC No
2), (6-13) (ID de SEC No 3) y {(11-13) (ID de SEC No

1), todos los cuales son N-acetilados y C-amidatados, y

ACTH (1-39) (ID de SEC No 9) y (18-39) (ID de SEC No
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10) (CLIP) Estos péptidos son preparades mediante
sintesis de peptido de fase solida y purificados mediante
cromatografia liquida de alto desempefioc de fase inversa

La figura 16 muestra una representacidén de una estructura
quimica para un dimero KPV es decir el dimero CKPV (ID de
SEC No 5) Los dimero se pueden formar al agregar
cisteinas en el N-terminal de cualquiera de los anteriores
pelipeptidos y le permitean a la cisteina de 1los dos
polipéptidos formar un enlace disulfuro Ambos homodimeros

y heterodimeros se pueden formar utilizando este metodo

[0062] Un dimero KPV se puede formar cuando el N-
terminal de dos péptidos KPV estan unidos por un ligador
El VPKC (ID de SEC No 5) -s-s5 CKPV (ID de SEC No 5) es
un ejemplc de un dimero KPV formadeo al agregar una
cisteina al N-terminal de un peptido de KPV y permitirle a
las cisteinas de, entonces, dos peptidos CKPV forman un
enlace disulfuro (-s-s-) Ln otras palabras el VPKC (ID
de SEC No 5) -s-s CKPV (ID de SEC No 5) se forma
cuando dos peptidos KPV (ID de SEC No 1) estan ligados
por un ligador -Cys-s-s-Cys- El ligador puede ser
cualquier <clase de union quimica que enlace los N-
terminales de dos peptidos KPV juntos Se prefiere que el
ligador sea -Cys-s-s-Cys-, -DCys-s-s-Cys-,-Pen-s-s-Cys- -

Pen-s-s~-DCys- -DPen-s-s-Cys- -DPen-s-s-DCys- -DPen-s-s-



WO 2005/025503 28 PCT/US2004/029322 %
DPen- ~Pen-s-s-Pen hCys-s-s-Cys—-, -hCys-s-s-DCys—- -hCys-
s-s-hCys- DhCys-s-s~-DhCys-, -DhCys-s-s-hCys~ hCys-s-s-

Pen-, hCys-s-s-DPen- 0o-DhCvs-s-s-DPen-

[0063] Es mas preferibla que el ligador sea —-Cys-Cys-
El termino Pen se refiszre a Penicilamina El termino
Cys se refiere a cisteina El termino hCys se refiere
a homocisteina El prefiyo D se refiere a 1la forma
dextro de un aminocacido De acuerdo, con esto se prefiere
que el dimero KPV sea VPK-Cys (ID de SEC No 5)-s-5-Cys-
KPV (ID de SEC No 5), V2K-DCys (ID de SEC No 6) ~-s-s-
Cys-KPV (ID de SEC No 5), VPK-Pen-s-s5-Cys-KPV (ID de SEC
No 5} VPK-Pen-s5-s-DCys-KPV (ID de SEC No 6), VPK-
DPen-s-s5-Cys-KPV (ID de SEC No 5), VPK-DPen-s-s-DCys-KPV
(ID de SEC No 6) VPK-DPen-s-s-DPen-KPV, VPK-Pen-s-s-
Pen-KPV, VPK-hCys (ID de »EC No 7)~-5-s5-Cys KPV (ID de
SEC No 5), VPK-hCys (ID de SEC No 7)-s-s-DCys KPV (ID
de SEC No 6), VPK-hCys (ID de SEC No 7) -s-s-hCys—-KPV
{ID de SEC No 7), VPK-DhCys (ID de SEC No B)-s-s-
DhCys-KPV (ID de SEC No 8) VPK-DhCys (ID de SEC No
8)-s-s5-hCys-KPV (ID de SEC No 7}, VPK-hCys (ID de SEC
No 7} -s-s-Pen-KPV  VPK-hCys (ID de SEC No 7)-8-s5-
DPen-KPV o VPK-DhCys (ID de SEC No 8) -s—-s-DPen-KPV Es

mas preferido que el dimero KPV un dimero CKPV (ID de SEC
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No 5) por ejemplo, VPK-Cys (ID de SEC No 5)-8-s5-Cys-

KPV (ID de SEC No 5)

[0064] Aunque las secuencias de aminoacidos especificas
descritas aqur son efectavas, es claro para aquellos
familiarizados con la técnica que los aminodcidos pueden
ser sustituido en la secuencilia de aminoacidos suprimidos
sin alterar la efectividad de los peéeptidos Asi
diferentes dimeros KPV son contemplados en la descripcion
Ademas es conocido que la estabilizacion de la secuencia
alfa-MSH pueda incrementar grandemente la actividad del
peptido y gue la sustitucion de las formas de D-amincacido
por formas I pueda mejorar ¢ disminuir la efectividad de
los peptidos Por ejemplo, un analogo estable de o-MSH
[NLe* D-Phe’] o-MSH, que es conocido por tener una
actividad biologica marcada sobre melanocitos y celulas de
melanoma, es aproximadamente diez veces mas potentes que
el peptido padre para reducir la fiebre M and Lipton, J

M , Antipyretic Activity of a Potent «-MSH Analog,

Peptides & 273-5 (1985) Adicionalmente, agregar
amincacidos a las secuencias o-MSH C-terminal (11-13)
puede reducir o mejorar la potencia antipiretica (Deeter,

L B Martain, L W Lipton, J M Antaipyretic

Properties of Centrally Administered o-MSH Fragments in

the Rabbit Peptides 9, 1285-8 (1989) La adicidn de

D]
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glaicina para formar 1la secuencla 10-13 disminuye
ligeramente la potencia la secuencia 9-13 se debe casi a
la actividad, mientras que la potencia de la secuencla 8-
13 es mayor gque aguella de la se 11-13 Es conocido gque el
AC-[D-K!] o-MSH 11~13-NH; tiene la misma potencia general
que la forma L del tripéptido «-MSH 11-13 Hiltz M E

Catania, A Lipton, J M , Anti inflammatory Activity of

a-MSH (11-13) Analogs Influences of Alterations in

Stereochemistry, Peptides 12, 767~71 (1991)

[0065] La sustitucion con la forma D de wvalina en 1la
posicion 13 o con la forma D de lisina en la posicién 1l
mas la forma D de valina en la posicion 13 dieron como
resultado una mayor actividad anti-inflamatoria que con la
forma L de tripeptido Asi un dimero creado con la forma
D puede ser otro dimero KPV efectivo Estos ejemplos
indican que las alteraciones en las caracteristicas del
aminoacido de los peptidos puede influenciar la actividad
de los peptidos o© tener poco efecto, dependiendo de 1la
naturaleza de la manapulacién Se cree que los
equivalentes funcionales biclogicos pueden ser obtenidos
mediante sustitucion de aminocacidos gque tiene valores
hidropaticos similares Asi por ejemplo, la iscleucina y
la leucaina gue tienen un indice hidropatice +4 5 y +3 8

respectivamente, pueden se sustituidos por wvalina gue



WO 2005/025503 31 PCT/US2004/029322 %

/\M

fiene un 1indice hidropético de +4 2 y obtener aun una
proteina que tenga actividad biologica similar

Alternativamente, en otro extremo de la escala la lisina
(-3 9} se puede sustituir por arginina (-4 5) y asi
sucesivamente En general se cree gque los aminoacidos
pueden ser exitosamente sustituidos cuando tales
aminoacidos tengan una calificacion hidropatica dentro de
aproximadamente +/- 1 unidad de indice hidropatico del
aminoacido reemplazade La= propiedades antimicrobiales de
los equivalentes funcionales biologicos se pueden medir a
traves de su efecto inhibatorio de las unidades formadoras
de colonia en bacterias u 1ongos, o a traves de su efecto
1nhibitorio sobre la expresion o transcripcion del HIV

como se describe en los ejemplos de la descripcion de esta

invencidén

[0066] La sagnificancia estadistica descraita en 1los
ejemplos de adelante se analiza utilizando analisas de
varianza de una via y la prueba ensayc Student Los
valores de probabilidad mayores de 0 05 se consideran

significativos

EJEMPLO I
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[0067] Este ejemplo 1ilustra las propiedades anta-
microbliales de los péptidos alfa-MSH contra Estafilococos

aureus

[0068) Los cultivoes de S aureus (ATCC 29213) se
obtuvieron de la coleccidn del Departamento de
Microbiologia, Ospedale Maggiore di Milano S aureus
1x10%/ml en una solucién de sal balanceada de Hank) se
incuba en la presencia o ausencia de alfa-MSHH (1-13) (ID
de SEC No 4), (11-13) (D de SEC No 1), o el dimero
CKPV (ID de SEC No 5) a concentraciones en el rango de
10 ® a 10™* M durante dos horas a 37° C 1las celulas son
entonces lavadas en agua destilada fria diluida con HBSS a
una concentracion de 100 organismos/ml Alicuotas de un
mililitro son suministradas sobre placas de agar con
sangre e incubadas durante 24 horas a 37° C 1la wviabilidad
de los microorganismos se estima de las colonias formadas

En otro conjunte de experimentos, 500 unidades de
euroquinasa, un mejorador de crecimiento de S aureus

tambien se aincuba con las bacterias (10°/100 ml durante
cuatro horas a 37° C en un bafic de agua agitada junto con

los peptides

[0069) La figura 1 muestra que el alfa-MSH (1-13) (ID de

SEC No 4), (11-13) (ID de¢ SEC No 1) y el dimero CKPV
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(ID de SEC No 5) 1inhaikieron todas las formaciones de
colonia de S aureus Estos efectos inhibaitoriec ceocurrieron
sobre una amplia variedad de concentraciones y fueron
significativos (p<0 01) con concentraciones de peptidos de
10 a2 100° M La figura 2 muestra que el alfa-MSH (1-13)
(ID de SEC No 4) y alfa-MSH (11-13) (ID de SEC No 1) a
concentraciones de 10° M se opuso significativamente al
efecto mejorado de crecimiesntc de la uroquinasa Asl 1los
peptidos alfa-MSH pueden 1inhibir el crecimiento de
Estafilococos aureus un agente conocido por causar el
sindrome de choque toxico ascciado con el uso de tampdn

vaginitis, UTI, uretritis y balanofostitis

EJEMPLO II

[0070] Este ejemplo i_ustra 1las propiedades anti-

fungosas de los péptidos alfa-MSH contra Candida albicans

[0071] Los aislados clinicos de C albicans se
obtuvieron de la coleccion del Departamento de
Microbioleogia Ospedale Maggiore di Milano Los cultavos
de C albicans se mantuvieron sobre placas 1inclinadas de
agar de Sabouraud y transferidas periodicamente a placas
de agar de Sabouraud e incubadas durante 48 h a 28° C

Para preparar levaduras en fase de crecimiento

a

S
K~
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estacionario, se toma une colonia de 1la placa de agar
transferida a 30 ml cepa de Sabouraud-dextrosa e 1incubada
durante 72 horas a 32° C Las celulas se centrifugan a
1 000 x g durante 10 minutos y la pastilla se lava dos
veces con agua destilada Las células se cuentan y se
suspenden en una solucion de sal balaceada de Hank
{ HBSS ) hasta la concentracion deseada La viabilidad
determinada mediante la exclusidén de O 01% de azul de

metileno permanece mayocr del 98%

[0072] A 1x10%/ml en HBSS%, estos hongos son 1ncubados en
la presencia o ausencia de alfa-MSH (1-13) (ID de SEC No

4) {(11-13) (ID de SEC No 1), o el dimero CKPV (ID de
SEC No 5) a concentraciores que varian desde 107 a 101
M durante dos horas a 37° C 1las celulas son entonces
lavadas en agua destilada £fria y diluidas con HBSS a una
concentracion de 100 organismos/ml Alicuotas de un
mililitro son entonces dispensadas sobre placas de agar
con sangre e 1incubadas durante 48 horas a 37° C La
viabilidad de los organismos se estima del numerc de

colonias formadas

[0073] La figura 3 muestra que el alfa-MSH (1-13) (ID de
SEC No 4y, (11-13) ({(ID de SEC No 1} y el dimero CKPV

(ID de SEC No 5) reducen la capacidad de € albicans de

s

o
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formar colonias a concentraciones que varian desde 1012 a
10* M (p<0 01) de este control Asi, esto demuestra que
los peptidos alfa-MSH pueden 1inhibir el crecimiento de

Candida albicans un agente conocido por originar

candidiasis vaginitis, uretratis, y balanofostitis

EJEMPLO III

[0074] Este ejemplo comoara actividades anti-infeccion
de los peptidos alfa-MSH con fluconazol un agente anti-

fungoso establecido

[0075] Alfa-MSH (1-13) (ID de SEC No 4) (4-10) (ID de
SEC No 2) (6=13) (ID de »>EC No 3), (11-13) (ID de SEC
No 1), ACTH (1-39}) (ID de SEC No 9), (18-39) (ID de
SEC No 10) y fluconazol a concentraciones de 1-% a 107" M
se ensayan contra C albicans wutilizando los mismos
procedimiento que en el ejemplo II La figura 4 muestra
que comparade con el fluconazol el alfa-MSH (11-13) (ID
de SEC No 1) (6-13) ID ce SEC No 3} y (1-13) (ID de
SEC No 4) son mas efectivos contra C albicans Las
actividades inhibitorias son similares a la de fluconazol
a la misma concentraciéon molar Como contraste, el
nucleo de la secuencia alfa-MSH (4-10) (ID de SEC No

2) que tiene efectos de comportamiento pero poca
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actividad anti-inflamatoria, origina aproximadamente el
50% de la inhibicion de las unidades formadoras de colonia
(CFU) Aunque este efecto 1nhibidores substancial (p<0 01
vs control) es significativamente menos potentes que los
fragmentos de alfa-MSH que llevan la secuencia de sefal
KPV, es decar alfa-MSH (6~13) (ID de SEC No 3) y (11-13)
(ID de SEC No 1) (p<Q 0.}, o la molecula padre alfa-MSH
{1-13) (ID de SEC No 4) (p<0 05) La figura 4 tambien
muestra que el ACTH (1-39) (ID de SEC No 9) y el
fragmento ACTH (18-39) (ID de SEC No 10) no redujercon la
viabilidad de € albicans Aun a una concentracion mayor
de 10" M, que no se muestra en las figquras, los peptidos

ACTH son similarmente i1nefectivos

[0076] Asi1, este ejemplo demuestra que los péptidos
alfa-MSH son tan efectivos como el fluconazol en la

inhibiclon en el crecimiento de Candida

EJEMPLO IV

[0077] Este ejemple 1lustra que los peptidos alfa-MSH
inhiben la germinacion ¢ la formacion de germen de tubo de
C albicans La formacion de gérmenes de tubo es una parte
significativa de la patogenesis de la infeccion por C

albicans Esta patogenesis 1involucra la adhesidon a las

0\9‘
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celulas de huesped epitelial y endotelial y el cambio
morfologico de la blastospora elipsoide a varias formas
filamentosas, por ejemplo tubos de germenes, seudchifae e

hifae Gow, N A , Germ Tube Growth of Candida albicans

Curr Topics Med Myco 8 43-55 (1887)

[0078] El C albicans de los cultivos de fase
estacionaria se lavaron dos veces con agua destilada y se
suspendieron en HBSS a una concentracion final de 2x10%/ml

El crecimiento hifal se induce mediante la adicion de 10%
de suero de caballo 1inactivo (GIBCO/BRL, Paisley Gran
Bretafia) a levadura incubada durante 45 minutos a 37° C
con agitacion continua El suero de caballo se remueve
luego al lavar las celulas dos veces con HBSS y 1la
incubacion se continua adicionalmente durante 60 minutos a
37° C en la presencla de <l1fa-MSH (1-13) (ID de SEC No

4) (6-13) (ID de SEC No 3) o (11-13) (ID de SEC No

1) a una concentracion de 107 M con agitacion continua El
porcentaje de células firamentosas se evalua bajo un
microcoplio con luz con la ayuda de un hemocitometro Los
experimentos se corrieron por traiplicado y al menos se
clasificaron 200 celulas Se tomaron fotomicrografias con
una camara MC 100 adherida a un microscopio Axioskop

Zeiss

g
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[0079] Las figuras 5A a 5D muestran que la co-incubacion
de C albicans con alfa-MSH {(l- 13) (ID de SEC No 4) o
{(11-13) (ID de SEC No 1) 1inhiben 1la formacion de
germenes de tubo 1inducida oor suero de caballo El1 alfa-
MSH {1- 13) (ID de SEC No 4) origina 28-32% de reduccion
en el numerc de células filamentosas mientras que el alfa-
MSH (11-13) (ID de SEC No 1) origina 54-58% de
reduccién Aunque no se muestra en las figuras, el alfa-
MSH (6-13) (ID de SEC No 3) de forma similar tiene un
50% de reduccion aproximadamente en el numero de celulas
filamentosas Asi esto demuestra que los peptidos alfa-
MSH pueden 1inhibir un modc de patogenesis de candida al

inhibir su formacidédn de germenes de tubo

EJEMPLO V

[0080] La muerte reducaida de patdégenos es una
consecuencia calamitosa de la terapia con corticosteroides
y otras drogas anti-inflamatorias no esteroidales durante

la infeccion Stevens, D L Could Nonsteroidal Anti-

inflammatory Drugs {NSAID) Enhance Progression of

BRacterial Infections to Toxic Shock Sindrome® (Clin

Infect Dis 21 977-80 (1997) Capsoni F et al

Effect of Corticosteroids en Neutrophil Function

Inhaibition of Antibody-dependent Cell-Mediated
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Cytotoxaicaty (ADCC) J Immunopharmacol 5 217-30 (1983)

Este ejemplo 1lustra que los peéptidos alfa-MSH 1inhiben el
crecimiento de agentes infecciosos sin comprender la
capacidad de los neutréfilos humanos para combatir estas
infeccicnes Este ejemplo rmuestra ademas que los peptidos
alfa-MSH pueden mejorar actualmente la capacidad de 1los

neutrofilos para matar esto agentes infecciosos

(0081] Sangre venosa (20 ml} de voluntarios sanos se
anticoagula con heparina Se aislaron entonces los
neutrofilos utilizando sedimentacidén de dextrano y
centrifugacidén con Ficoll-Hypaque (Sigma Chemical Co S5t

Louis, Maissouri, USA}) Se lisaron eritrocitos por via de
choque hipoténico con los neutréfilos resultantes que
representan al menos 97% de la suspension celular La
viabilidad celular, estimada por la exclusibébn de tripan
azul, es mayor del 98% Los neutréfilos se resuspendieron

en HBSS para los experimentos

[0082] C albicans (1x10°) se opsonizaron con suerc AB
humano en un bafic de agua agitada durante 30 minutos a 37°
C Ellas se incubaron con neutrofilos en la presencia de
un medio solo o medio con alfa-MSH (1-13) (ID de SEC No

4) o alfa-MSH (11-13) (ID de SEC No 1) en

concentraciones que varian de 107® a 10 M en un bafio de
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agua agitade durante dos horas a 37° C despues de
incubacion los tubos de cultivo se colocaron en hielo
para detener el crecimiento Y los organlismos
extracelulares se lavaron dos veces con centrifugacidn a
1000-x g a 4° C DUna solucion de desoxicolato de scdio al
2 5% se agrega a la suspension, y los tubos se agitan
durante cinco minutos Se agrega entonces agua destilada
fria para obtener una suspension de 10° celulas/ml Dos
diluciones seriales 1/100 en HBSS se hicieron para obtener
una suspension final de 100 celulas/ml Alicuotas de un
mililitro se dispensaron luego sobre placas agar con
sangre e incubaron durante 48 horas a 37° C Las unidades
que forman colonias se contaron al final del periodo de
incubacion con experimento gque corren por triplicado y
que se repiten utilizande sangre de cinco donantes

diferentes

[0083] La figura 6 muestra que el alfa-MSH (1-13) (ID de
SEC No 4) y (11-13) (ID de SEC No 1) actualmente el
neutrofilo mejorado mata el C albicans cuando se
administra a concentraciones que varian de 10 a 10° M
{(p<0 01) Esto muestra que esta muerte mejorada ocurre
sobre un muy amplio rango de concentraciones que incluyen
concentracion picomolar, que es similar a la concentracion

de alfa-MSH encontrada en el plasma humano
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(0084] Asi, este ejemplo demuestra gque los peptidos
alfa-MSH pueden combatir simultaneamente contra la
infeccion e inflamacién, que tambien pueden ser aplicados
a cand:irdirasais vaginitis uretraitis balanopostitis, o

hemorroides

[0085] Este ejemplo sugliere el mecanismoc celular
mediante el cual los peptidos alfa-MSH ejercen propiedades
anti-microbiales en general y las propiedades anti-

fungosas en particular

[0086] El C albicans (lxlOG), permeabilizado con
tolueno/etanol se incuban a 37° C con agitacion continua
en la presencia o ausencia de 10%® M- alfa-MSH (1-13) (ID de
SEC No 4) (11-13) (ID de SEC No 1) o forscolain un
agente conocido por incrdementar el cAMP intracelular Las
reacciones se detiene despues de tres minutos mediante la
adicion de etanol enfriadec con hielo Se miden los naveles
cAMP en duplicade utilizando un kit comercial de
inmunoensayo de enzima (Amersham, Reino Unido) despues de
extraccion por via del método de fase liquido de acuerdo
con las instrucciones del fabricante En un experimento
relacionado, el c alb.cans tambien se expuso a

didesoxiadenosina (ddAdo Sigma), un potente inhibidor de
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adeni1lil ciclasa en concentraciones de 25 50 y 100x107° M
durante dos horas, y a peptidos alfa-MSH durante dos horas
adicionales Los efectos del forscolin y el ddAdo en la
capacidad del C albicans para formar colonias se
determina de acuerdo con los procedimientos descritos en

el ejemplo II

foo87] La figura 7 muestra que el alfa-MSH (1-13) (ID de
SEC No 4) o (11-13) (ID de SEC No 1) mejora el
contenido cAMP en C albicans Este incremento de cAMP es
del orden de magnitud de aquel inducido por forscolin
equimolar La figura 8 muestra que juntoc con el plasma
alfa-MSH (1-13) (ID de SEC No 4) y (11-13) (ID de SEC
No 1) el forscolin tambizn inhibe significativamente el
crecimiento de C albicans relacicnado con el grupo de
control (p<0 01) ©La figura 9 muestra que el ddAdo tiene
la capacidad de reversar el efecto del alfa-MSH (1-13) (ID
de SEC No 4) y (11-13) (ID de SEC No 1) en el

crecimiento de C albicans

[0088] Este ejemplo demuestra que los peptidos alfa-MSH
muy probablemente inhiben el crecimiento de C albicans y
otros microorganismos al incrementar su nivel de cAMP, que
en cambio 1inhibe el mARN y la sintesis de proteina Ver

por ejemplo, Bhattacharya A Et al Effect Cyclic AMP on
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RNA and Preotein Synthesis in Candida albicans, Biochem

Biophysics Res Commun 77 1433-44 (1977)

EJEMPLO VII

{0089] Este ejemplo 1lustra la capacidad de los peptidos
alfa-MSH para inhibir la replicacion viral en celulas
humanas Mas especificamente el alfa-MSH 1inhibe 1la
replicacion y expresion del HIV-1 en monocitos humanos

infectados cronicamente

[0090] La linea celular promonocitica Ul infectada con
HIV-1 cronicamente es un modelo 1n Vitro de la 1infeccidn
HIV latente en monocitos Estas celulas pueden llevar dos
copias provirales aintegradas de HIV, y la expresion
constitutaiva del HIV es muy baja La replicacion viral
sin embargo segqun se mide por trascripcidn de ARN,
antigeno p24 o liberacion de transcripatasa reversa se
puede activar con diferentes estimulos tales como TNF-q,

IL-6 1IL-10, PMA o apretamiento de células

[0091] Para determinar los efectos de los peptidos alfa-
MSH en la replicacidén de HIV estas celulas se mantienen
en una fase log de crecimiento en un medic de cultivo

completo (RPMI 1640 complementado con 10 mM de Hepes) 2
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mM de L-glutamina (Sigma-Aldrach) 10% de FCS inactivado
con calor (Hyclone Laboratories Logan, uT USA)

penicilina en 100 unidades y estreptomicina en 100 pg/ml
{Gibco Laboratories Grand Island, NY}) en fase log de
crecimiento Los experimentos piloto se desarrollaron
primero para determinar la densidad celular optima,
concentracidén de estimulos y cinéticos de produccion de
antigeno p24 HIV-1 que wutilizan estas condiciones de
cultivo Antes de uso, se lavaron las celulas tres veces
con HBSS para remover los virus extracelulares Las
celulas se colocan en placas de fondeo plano de 24 pozos
en una concentracion de 2x10%/ml (volumen final de un ml)
con medio solo o medio mas TNF-a (10 ng/ml) (R&D Systems

Oxford, England UK) en la presenclia ¢ ausencla de alfa-
MSH (1-13) (ID de SEC No 1) o (11-13) (ID de SEC No 1)

en concentraciones de 10! a 107™* M

[0092] En experimentos adicionales el alfa-MSH (11-13)
(ID de SEC No 1) solo a 10° M se agrega a celulas Ul
estimuladas con TNF-a (10 ng/ml) IL-6 (20 ng/ml) IL-10
(20 ng/ml) (R&D Systems Oxford England, UK} PMA (1
ng/ml) (Sigma-Aldrich), o en condiciones de apretamiento
El apretamiento se alcanza al sembrar células Ul en una
densidad de 2x10°/ml y mantenzerlas en cultivo a 37° C en 5%

de CO; sin camblar el medio durante siete dias Los
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cultivos activados con citogquinas o© PMA se mantuvieron
solo durante 48 horas Los supernadantes se removieron
luego mediante centrifugacion y se ensayaron para antigeno
p24 utilizando kits ELISA disponibles comercialmente de
Cellular Products, Inc 1in Buffalo, NY, USA La liberacion
de transcripasa reversa tambien se mide utilizando un kit
disponible comercialmente, ensayo RT ELISA Retrosys de
Innovagen Lund, Suecia Para estos experimentos la
adicion de alfa-MSH (11-13) (ID de SEC No l) ocurre en

el dia 1, y cada condicidédn se ensaya por triplicado

[0083] La figqura 10 muestra que el alfa-MSH (1-13) (ID
de SEC No 4) o (11-13) (ID de SEC No 1) ainhaibe
significativamente la liberacién de antigeno p24 de las
celulas Ul estimuladas por TNF-a sobre un amplic rango de
concentraciones La concentracion mas efectiva de ambos
peptidos es de 10° M originando 52 7% y 56 0% de
inhibicion respectivamente La figura 11 muestra que el
alfa-MSH (11-13) (ID de SEC No 1) tambien 1inhibe el
antigeno p24 y libera la transcriptasa reversa de las
células Ul inducidas por I1I-6, IL-10, PMA y en condicion
de apretamiento Adicionalmente, la figura 12 muestrea gque
el alfa-MSH (11-13) (ID de SEC No 1) también 1nhibe 1la

transcripcion de ambos empalme y nc empalme del ARN HIV-1
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en células Ul estimuladas con PMA como se mide mediante

analisis Northern Blot

[0094] Asi, este ejemplo demuestra gque los peptidos
alfa-MSH pueden inhibir la transcripcion de genes virales
a traves de la mediaciédn de las trayectorias TNF-o, IL-6 e

IL-10

EJEMPLO VIII

10095] Este ejemplo 1lustra adicicnalmente la capacidad
del alfa-MSH para 1inhibar 1la replicacion viral y la
activacién Mas especificamente este ejemplo 1lustra que
la adicion de un anticuerpc neutralizante celulas a alfa-
MSH en celulas Ul substancialmente incrementa la

liberaciédn de antigeno p24

[0096] Se cultivan celulas Ul en forma similar como se
describe en el ejemplo VII El alfa-MSH endégeno producido
por las células Ul se blogue con un antaicuerpo de conejo-
anti-alfa-MSH de afinidad purificada (Euro-Diagnostica

Malmo Suecia) diluide con 1 250 con medioc El1 anticuerpo
de contrel es un IgG de conejo en la misma dilucien Las
celulas (2x10°/ml) tratada con el anti-alfa-MSH o el

anticuerpo de control se coincuban con el medio o BMA (1

%
@
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ng/ml) Despues de 48 horis de ancubacién a 37° C 1los
supernadantes se separan y se prueban para liberacion de
antigeno p24 En experimentos de amontonamiento con
células Ul cultivadas como se describio anteriormente el
anticuerpo anti-alfa-MSH o el IgG de control se agrega en

el dia 1 y los supernadantes se cosechan en el dia siete

[0097] La fiqura 13 muestra que el bloqueo de alfa-MSH
en descanso, el PMA 1nducido o las celulas Ul amontonadas
incrementan significativamente la liberacion del antigeno
p24 Este ejemplo implica fuertemente que la replicacion

viral se afecta por el alfa MSH

EJEMPLO IX

[0098] Este ejemplo 1lustra el mecanismo por el que los
peptidos alfa-MSH 1inhiben 1la replicacion viral y la
expresiidn Mas especificamente los péptidos alfa-MSH
inhiben el TNF-a inducido por la activacion y unidén de NF-

kB

[0099] Para determinar el nivel de actividad NF-kB, se
preparan extractos nucleare. de 20x10% células Ul (2x10°/ml
en medio completo} estimulado durante cuatro horas con

TNF-a (20 ng/ml) en la presencia o ausencia de 10° M alfa-
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MSH (11-13) (ID de SEC No 1) Las celulas se lavan una
vez con PBS frio vy dos veces con amortiguador A (10 mM
Hepes pH 7 9 1 5 mM de MgCl,, 10 mM de KC1l, 0 5 mM de PMSF
y 05 mM de DTT) centrifugado, e 1incubado durante 10
minutos en hielo en amortiguador A mas 0 1% NP-40 despues
de esto, se remueven los supernadantes, y las pildoras
nucleares se resuspenden en 15 pl de amortiguader C (20 mM
Hepes pH 7 9, 1 5 mM de MgCl;, 0 42 mM de KC1 0 2 mM de
EDTA 25% de glicerol, 0 S mM de PMSF y 0 5 mM de DTT),
incubado durante 15 minutos en hielo mezclado y luego
centrifugado Los supernadantes se diluyen con 75 ul de
amortiguador modificado D (20 mM Hepes pH 7 9 0 5 mM de
KCl, 0 2 mM de EDTA, 20% de glicerol, 0 5 mM de PMSF y 0 5
mM de DTT), y almacenada a -80° C La reaccion de union se
lleva acabo durante 15 minutos a temperatura ambiente con
10 pg de proteina de extracto nuclear y 0 5 ng de NF-kB
etiquetado ¥¥p (30 000 cpm/ul) o <consensus APl en
amortiguador A (12 mM Tris-HCl pH 7 8, 60 MM de KC1l, 0 2
mM de EDTA, 0 3 mM de DTT) mas 10% de glicerol, 2 pg/ml
de albumina de suero boviric y 1 upg/ml de ADN de hebra
sencilla {Pharmacia Biotech) Los oligonucleotidos para el
NF-kB utilizados es estos estudios son + gat cca agg gga
ctt tec gct ggg gac ttt cca tg (ID de SEC No 11) vy -gat
cca tgg aaa gtc ccc agc gga aag tcc cct tg (ID de SEC No

12) Cada oligonucledétido se recoclid a s5u hebra
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complementaria y el extremo etiquetado con 3?p-y-ATP
utilizando una quinasa de polinucleotido Para 1la
determinacion de bandas especificas, primero se 1incubaron
extractos nucleares con 100 veces exceso de sondas no
etiquetadas durante 5 minutos antes de incubacion con una
sonda etiquetada Las mezclas corrieron luego en 5% (30 1)
de gel de archilamida en 1xTBE Los geles se secan y se

autoradiografian

[00100] La figura 14 muestra que el TNF-a mejora
grandemente la actividad de unidn NF-kB pero la co-
incubacién del alfa-MSH (11-13) (ID de SEC No 1) a 10°M
reduce significativamente la activacion del NF-kB El
alfa-MSH (ID de SEC No 1), sin embargo no altera la
activacién del NF-kB en celulas en reposo Esto sugiere
que los peptidos alfa-MSH inhiben la replicacion viral y

la expresion a través de la regqulacion de la union NF-kB

{00101} La replicacion de agentes virales a menudo
depende del estado de activacion de las celulas infectadas
y frecuentemente se regula por la interacciones entre los
factores de huesped y virales Estos factores de huésped
pueden incluir TNF-o y otras citoquinas tales como las
interleuquinas En forma similar a la infeccion por HIV-1

y la activacién, tambien el virus del herpes simplex se
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reactiva de la latencia en respuesta a citoquinas huesped
Por ejemplo, el TNF-o y el IL-6, pero no el IL-1 y el IL-
3, se han mostrado que reactivan la infeccion HSV La
neutralizacion del IL-6 con anticuerpo contra IL-6 ainhibe
significativamente la reaccion HSV mientras que la
neutralizacidén del 1interferon alfa y beta no Ver por

ejemplo, Baker, M , et al The Relationship between

Interleukin-6 and Herpes Simplex Virus Type-1

Implications for Behavior and Immunopathcology, Brain

Behav Immun 13 (3) 201-11 (1999) Noisakran S et al

Lymphocyvtes Delay Kinetics of HSV-1 Reactivation from an

vitro Explants of Latent Infected Trigeminal Ganglia J

Neuroimmunol 95 (1-2) 126-35 (1999) Walev I et al

Enhancement by TNF-alpha of Reactivation and Replication

of Latent Herpes Simplex Virus from Trigeminal Ganglia of

Mice Arch Virol 140 (o) 987-92 (1995) Domk~-Optaiz, I

et al Stimulation of Macrophages by Endotoxin Results in

the Reactivation of a Persistent Herpes Simplex Virus

Infection Scand J Immunol 32 (2) 69-75 (1990) Fauci

A S, Host Factors i1n the Pathogenesis of HIV- ainduced

Disease Nature 384 529 (19%96)

[00102] El TNF-o o infecc.on por virus que incluye HSV
puede originar destruccior objetivada de IkB que en

cambio activa la traslocacidén nuclear del NF-kB La
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traslocacién nuclear promueve la unidén del NF-kB a los
operadores de ADN para la transcripcion de un rango de
agentes i1nflamatorios gque incluyen TNF-o, IL-6 y otras
citoquinas La expresion de estas citogquinas, de nuevo,
reactiva adicionalmente otras células HSV infectadas para
producir wvirus HSV Ver por ejemplo Patel, A , et al ,

Herpes Saimplex Type 1 1Induction of Persistent NF-kB

Nuclear Translocation Increases the Efficiency of Virus

Replication Virology 247 (2 212-22 (1998)

{00103] Asi, al blogquear la union NF-kB, los peptidos
alfa-MSH inhiben la eypresion de mas citoquinas
inflamatorias que pueden activar el HSV Este ejemplo vy
los ejemplos VII-VIII muestran que los peptidos alfa-MSH
inhiben la replicacion viral, la expresién y la
reactivacidén al 1inhibair la union NF-kB en respuesta a las

citoquinas del cuerpo u otre infeccion viral

EJEMPLO X

{00104] Este ejemplo 1lustra la capacidad de los peptidos
alfa-MSH para inhaibir la replicacidén viral en células
humanas 1nfectadas agudamente Mé&s especificamente, el

alfa-MSH inhibe la replicacidn y expresiédn del HIV-1 en

<
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celulas mononucleares sanguineas perifericas humanas

infectadas (PBMC)

[00105] El PBMC se alsla de donantes normales mediante
centrifugacion de gradiente de densidad Ficoll-Hypaque
Los monocitos se aislan mediante separacion de gradiente
Percoll y se le permite diferenciar en macrofagos (MDM) en
medio completo de RPMI mas 20% de FCS que utiliza placas
de 24 pozos para cultivo de tejido a 10°% celulas/ml durante
siete dias El MDM se infecta con cepa HIVBa-I
monocitotropica (1 10) durante la noche El1 deposito wviral
no diluido contenia 107 unicades infecciosas/ml Despues de
24 horas el MDM se 1lavia y se resuspende en medio
completo, se reemplaza tres veces una semanha, durante tres
semanas se mide la liberacion de transcriptasa reversa
semanalmente post-infeccion utilizando un kit disponible
comercialmente, ensayo RT ELISA Retrosys de Innovagen,
Lund, Suecia Se agrega 10 M alfa-MSH (11-13) (ID de SEC
No 1) al tiempo de la infeccion por HIV y luego

diariamente hasta cosecha

[00106] La figura 15 muestra que el alfa-MSH inhibe
significativamente la liberacidédn de transcriptasa reversa

en MDM 1infectado agudamente Este efecto inhibidor se
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pronuncia més en el sexto dia pero todavia fue mas

significativo en el dia 21

[00107] Asi este ejemplo demuestra que la replicacidn
viral en el sitio de infecciocn se puede inhibir por los
peptidos alfa-MSH Por consigquiente, la transmisidn sexual
de enfermedades venereas en general y el HIV en
particular se puede 1nhibir al asociar los péptidos alfa-
MSH con contraceptivos tales como condones, diafragmas, o
esponjas utilizadas durante el contacto sexual y/o la
aplicacion post contacto sexual de supositorios, cremas

unguentos, geles, © espurnas de aerosol gque contienen

péptidos alfa-MSH

EJEMPLO XI

001081 Este ejemplo 1lustra los equivalentes funcionales

biologicos de los peptidos alfa-MSH

[00109] Aunque las secuencias de aminocacaido especifico
descritas aqui son efectivas, es claro que para aquellos
familiarizados con 1la tecnica que los aminoacidos se
pueden sustatuir o eliminar sin alterara la efectividad de
los peptidos Adicionalmente es conocido que la

estabilizacion de la secuencia alfa-MSH puede incrementar
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grandemente la actividad del peptido y que la sustitucion
de las formas de aminoacido D para formas L pueden mejorar
o reducir la efectividad d=2 los peptidos Por ejemplo un
analogo estable de alfa-MSH [Nie4 Phe7)-alfa-MSH que se
conoce por tener marcada actividad biolégica sobre
melanocitos y celulas de melanoma, es aproximadamente diez
veces mas potente que el paptido pariente en reduccion de
fiebre Adicionalmente, agregar los aminoacidos al C-
terminal de la secuencia a_fa-MSH (11-13) (ID de SEC No

1) puede reducir o mejorar la potencia antipiretica La
adicion de glicina para formar la secuencia 10-13 (ID de
SEC No 13) reduce ligeramente la potencia la secuencia
9-13 (ID de SEC No 14} es casi desprovista de actividad,
mientras que la potencia de la secuencia B8-13 (ID de SEC
No 15) es mayor que la de la secuencia 11-13 (ID de SEC
No 1) Es conocido que el Ac-[D-Kll]-alfa-MSH 11-13-NH2
tienen la misma potencia general como la forma L del
tripéeptido alfa- MSH (11-13) (ID de SEC No 1) Caiertas
referencias sin embargo han mostrado sustitucion con D-
prolina en la posicion 12 cel tripeptido dado aindicativo
Ver por ejemplo, Holdeman, M et al Antipyretic
Activity of a Potent alpha-MSH Analog, Peptides 6, 273-5
{1985) Deeter, L B et al , Antipyretic Properties of
Centrally Administered Fragments 1n the Rabbit, Peptides

9,1285-8 (1989) Hiltz, M E Anti-inflammatory Activity
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of alpha-MSH (11-13) Analogs Influences of Alterations in

Stereochemistry, Peptides 12,767-71 (1991)

[00110] Los equivalentes funcionales biolbégicos tambien
se pueden obtener mediante sustitucion de aminodcidos que
tiene valores hidropdticos similares Asi, por ejemplo la
i1soleucina y la leucina que tienen un indice hidropatico
+4 5 y +3 8 respectivamente, se pueden sustituir por
valina, que tiene un indice hidropatico de +4 2, y obtener
aun una proteina gque tiene similar actividad bioclogica y
asi presentar la oportunidad para variar tipos de dimeros
KPV Alternativamente, en el otro extremo de la escala la
lisina (-3 9) se puede sustituir por arginina (-4 5), y
asl sucesivamente En general se cree gque los aminoacldos
se pueden sustitulr exitosamente cuando tales aminoacidos
tiene una calaficacién hidropatica dentro de cerca de +/-
una unidad de indice hidropatica del aminoacido

reemplazado

EJEMPLO XII

[00111] El ¢ albicans, C glabrata y C krusei {aislados
clinicos) se obtuvieron de la coleccion de laboratorio de
microbiologia, Ospedale Maggiore di Milano Sels aislados

diferentes para cada cepa de levadura se utilizaron Las

\\b
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celulas Candida Sp Se mantuvieron en placas inclinadas de
agar Sabouraud y transferidas periodicamente a placas agar
Sabouraud e incubadas durante 48 h a 28° C para preparar
levadura de fase de crecimiento estacicnario se toma una
colonia de las placas de agar y se transfiere en 5 ml de
caldo de dextrosa Sabouraud e i1incubados durante 48 h a 32°
C las celulas se centrifugan a 1,000 x g durante 10
minutos y la pastilla se lava dos veces con agua
destilada Las células se cuentan y se suspenden en agua
destilada para obtener 107 celulas de levadura/ml 1La
viabilidad determinada por 1la exclusion de O 01% de

metileno azul mantuve >98%

[00112] Los tubos que ccntiene celulas de Candida Sp
1x10° en 100 pl de agua destilada se adicionan con el
dimeroc CKPV 107 a 10* M o KPV 10™* M (concentraciones
finales) disueltas en 100 ul de agua destilada Los tubos
de control recibieron 100 pl de agua destilada Todos los
ensayos se corrieron por triplicado Despues de 2 horas de
incubacion a 37° C la suspensién de levadura de cada
frasco se diluye con agua destilada para obtener
aproximadamente 100 organismos/ml Alicuotas de un
mililitro de cada tubo se dispensaron sobre placas agar
con sangre e 1incubaron durante 48 horas a 37° C para

conteo CFU La viabilidad de los organismos se estima a
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partir del numero de CFU en cada placa Solo 1los
experimentos en los cuales el CFU en las placas de control
estaba entre 80 y 120 con una variabilidad en conteos
menos del 10% se utilizan para evaluar efectos de 1los
peptidos Los experimentos con nhumeres mas pedquerios o mas
grandes de colonias en las placas de control se consideran

tecnicamente inapropiados y se excluyen del andlisis

{00113] Los resultados ilustrados en las figuras 17-19 y
que muestran el CFU re ultante bajo las condiciones
descritas anteriormente para los hongos particulares
identificados Las figuras incluyen el CFU resultante en
la presencia de peptidos sin alfa-MSH (designados como O
en las figuras 17-19), 10-4 M de KPV [designados como -4
en las figqguras 17-19], 10-7 M del CKPV (ID de SEC No 5)
dimero [designados como -7 en las Figuras 16-19] 10-6 M
del dimero CKPV [designado como -6 en las figuras 1-3],
10-5 M del CKPV (ID de SEC No 5) dimero [designado como
-5 en las figuras 17-19], y 10-4 M del CKPV (ID de SEC
No 5) dimero [designado como -4 en las figuras 17-19]
La figura 17 muestra gque en la misma molaridad, el dimero
CKPV (ID de SEC No 5) es mas de dos veces tan efectaivo
como el mondmero KPV en el tratam%ento de € albicans La
figura 18 muestra gque en la misma molaridad, el dimero

CKPV (ID de SEC No 5) es mas de dos veces tan efectivo
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comc el monomero KPV en el tratamiento de € krusexr La
figura 19 muestra en la misma molaridad el dimero CKPV (ID
de SEC No 5) es mas de dos veces tan efectivo como el

monomero KPV en el tratamiento de C glabrata

{00114] Los ejemplos I-{II precedentes demuestran las
actividades anti-infeccidén y usos de los peptidos alfa-
MSH Estos datos se destinan solo como ejemplos y no se
pretende que limite la 1invencion de estos ejemplos Se
entiende que modificar 1los ejemplos anteriores no se
aparta del @espiritu de 1la 1nvencion Se entiende
adicionalmente que los ejenplos se pueden aplicar solos o

en combinacion con los otros

\A
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REIVINDICACIONES

1 Una composicion farmaceutica que comprende un dimero
KPV un primer agente preservativo un solvente un
alcalizador, un polimero basado en acido acrilico,
un segundo agente preservativo Y un agente

gelatinizante

2 La composicion de la reivindicacidén 1 que comprende

adicionalmente un agente quelante

3 La composicion de la reivindicacion 1 en donde el KPV

es dimero CKPV (ID de SEC No 5)

4 La composicion de la reivindicacidén 1 en donde el

polimero basado en 4cido acrilico es Carbopol®

5 La composicién de la reivindicacion 1 en donde el
primer preservativo se selecciona a partir del grupo
que consiste de fenoxietanol metilparabeno
butilparabeno, etilparabeno propilparabeno y

sorbato de potasioc y combinaciones de estos

6 La composicion de la reavaindicacién 1 en donde el

segundo preservativo se selecciona a partir del
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grupo gque consiste de fenoxietanol metilparabeno
butilparabeno etilparabeno propilparabeno y

sorbato de potasio y combinaciones de estos

7 La composicion de la reivindicacion 5 en donde el

primer preservativo e€s metilparabeno

8 La composicion de la reivindicacion 6 en donde el

segundo preservativo es propilparabeno

9 La composicion de la reivindicacidn 1 en donde el
solvente se selecciota a partir de los grupos que
consisten de propilenglicol etanol fenol acetona

glicerol e 1isopropanol y combinaciones de estos

10 La composicion de la reivindicacion 9 en donde el

solvente es propileng_icol

11 La composicion de la reivindicacion 2 en donde el
agente quelante se selecciona a partir del grupo que
consiste de Coenzima Q10, Zinc, L-Cisteina, L-
Mecionina, L-Lisina, y EDTA y combinaciones de

estos
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12

13

14

15

16

17

La composicion de la reirvindicacion 11 en donde el

agente quelante es de EDTA

La composicidén de la reaivindicaciotn 1 en donde el
alcalizador se selezciona a partir del grupo que
consiste de HEPES, NaOH 2M haidrato MES, MOPS, TAPS vy

Bi1s-Trais y combinacicnes de estos

La composicion de la reivindicacion 13 en donde el

alcalizador es NaOH

La composicion de ld reivindicacion 1 en donde el
agente gelatinizante se selecciona a partir del
grupo que consiste de agua, agua estéril, agua
destilada, solucion salina estéril y agua esteril

para inyeccidén y combinacicnes de estos

La composicion de la reivindicacion 15 en donde el

agente gelatinizante es agua estérail para 1inyeccidn

La composicion de la reivindicacidn 3 en donde el
dimero CKPV (ID de SEC No 5) es al menos cerca de

0 05-D 15% de la compcsicion

\
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18

19

20

21

22

23

La composicion de 1lai reavindicacicon 17 en donde

el

dimero CKPV (ID de SEC No 5) es de al menos cerca

de 01 % de la compo.icion

La composicion de la reivindicacion 4 en donde
Carbopol® es de al mencs de 1 5-2 5% de

composlicion

La composicion de la reivindicacion 19 en donde
Carbopol® es de al menos cerca del 2% de

compos1clon

La composicién de la reivindicacion 7 en donde
metilparabeno es de il menos cerca de 0 1- 0 2%

la composicion

La composicion de la reivindicacion 21 en donde

metilparabeno es de al menos cerca de 0 15% de

composicion

La composicion de la reivindicacion 8 en donde

el

la

el

la

el

de

el

la

el

propilparabenc es de al menos cerca de 0 025-0 075%

de la composicion
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24

25

26

27

28

29

La composicion de la reivindicacion
propilparabenc es de al menos cerca

composicidén

La composicion de la reavindicacion
propilenglicol es de al menos cerca

composicion

23

de

10

de

PCT/US2004/029322

en donde

0 05% de

en donde

5-15% de

La composicion de la reivindicacion 25 en donde

propilenglicol es de al menos cerca de 10% de

composicién

La composicién de la reivindicacidn 12 en donde

EDTA es de al menos cerca de 0 05~-0 15% de

composicidn

el

la

el

la

el

la

el

la

La composiciédn de la reivindicacidén 27 en donde el

EDTA es de al menos czrca de 0 1% de la composicion

La composicion de la reivaindicacion 14 en donde el

NaOH 2M es de una cantidad suficiente para llevar la

composiciotn a un pH de 4 0 £ 0 1

W
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30 La composicion de la reivindicacion 15 en donde el
agua esteril para inyeccion es de una cantadad

suficiente para crear un gel

31 Una composicion farmaceutica que comprende Cabopol®
propilparabeno metilparabeno, propilenglicol,
dimero CKPV (ID de SEC No 5}, NaOH 2 M y agua

esteril para inyeccidn

32 La composicion de la reivindicacidén 31 que comprende

adicionalmente EDTA

33 La composicién de la reaivindicacion 31 en donde el
dimero CKPV (ID de SIC No 5) es al menos cerca de

0 1% de la composiciédn

34 lLa composicion de la reivindicacion 31 en donde el
Carbopol® es de a menos cerca de 2% de 1la

composicién

35 La composicion de la reivindicacion 31 en donde el
metilparabeno es de al menos cerca de 0 15% de 1la

composiclion
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36

37

38

39

40

41

La composicion de la reivindicacion 31 en donde el
propilparabeno es de al menos 0 05% de la

composicion

La composicién de la reivindicacién 31 en donde el
propilenglicol es de al menos cerca del 10% de la

ComposS1Ccl1on

La composicion de la reivindicacion 32 en donde el

EDTA es de al menos cerca de 0 1% de la composicion

La composicion de la reavaindicacion 31 en donde el
NaOH 2M es de una cantidad suficiente para llevar la

composicion a un pH de2 4 0 £+ 0 1

La composicion de la reivindicacion 31 en donde el
agua esteril para 1inyeccion es de una cantidad

suficiente para crear un gel

Una composicion farmaceutica que comprende 2% de
Carbopol®, ¢ 05% de propilparabeno 0 15% de
metilparabeno, 10% de propilengliceol, 0 1% g de
EDTA, NaOH 2M en una cantidad suficiente para llevar
la composicion a un fH de 4 0 £ 0 1, 0 1% de dimero

CKPV (ID de SEC No 5) y agua estéril para

¥
i
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42

inyeccion en una cantidad suficiente para crear un

gel

Un metodo para tratar condiciones urogenitales que
comprende el uso d¢ una composicion farmaceutica
comprende al menos cerca de 2% de Carbopol® al
menos cerca de (0 05% de propilparabeno al menos
cerca de 0 15% de metilparabeno al menos cerca de
10% de propilengliccl, al menos cerca de 0 1% de
EDTA, NaCOH 2M en una cantidad suficiente para llevar
la composicion a un pH de 4 0 £ 0 1 al menos cerca
de 0 1 % de dimerc CKPV (ID DE SEC NO 5) y agua
esteril para inyeccion en una cantidad suficiente

para crear un gel

|V



WO 2003028503 112 PCT/US2004029322 \ ()9

100~ |- [ CONTROL

904 I a-MsH(1 13)

80 a-MsH (11 13)
E== DIMERO KPV

S aureus CFU (%)

0 -

5 12 9 4 5 4
PEPTIDCS a MSH {log M)
Fig 1
] conTROL

BN UROQUINASA
UKe a-MSH (4 13)

150
[ 5SS Ukt o -MSH (11 13)

125

100

75-

S gureus CFU

25-

g
KA NNNNNNNNNN\\EE
A

o\'

Q
q'%
%,
%,
%‘Y
0*’5&
%-%L

Fig 2

11



WO 2005/025503
100~
80~

g o
70-]

e

Q&0

2 o

o

b1 40~

L

o ol
m-.
10—
0

212

TREIEETALRY SN

TGRSR O LY
ANAOTTLTOTL LSOO LR

PCT/US2004/029322

T CONTROL

B o -MSH (1 13)
a -MSH (11 13)
E== DIMERO KPV

.
15 12 9 £ 5 4
PEPTIDOS a MSH {log M}
Fig 3

% de Inhiblclén de viabliidad de C Albicans

100

fluconazot

MSH (11 13)
MSH (B-13)
MSH (1 13)
MSH (4 10)
AGTH (1-39)
ACTH {18-39)

E
A



WO 2005025503

W

32 PCT/S2004/029312




T

WO 2005/025503 4112 PCT/US2004/029322 \ r))
150 -
1 medio solo
195 - Bl medio + neut
- neut + a~MSH (1 13)
% 100 - neut + a—-MSH (11 13)
-]
&
g 75 -
2
@ 50~ Ir T
Q
25 -~
o —
15 12 9 6 5 4
PEPTIDOS a MSH (log M)

Fig 6



WO 2003/025503 512 PCT/US2004/029322
80 - 1009
T  60- s ¥
T % Z o0-
40 - ,
£ "1 1PN S 40
TR AN 20 -
3 N
Q Q F \\§ —— 0 1
A O e?\ 0.1\
,p“":@@\ 3 fi ,\-\"
Fig 7 Fig 8
{7 control
100 - B o-MSH (1 13)
a MSH (11 13)
> 75- i
O
g
§ so-
)
]
o 25- | ‘
0

250 500 1000
ddAdo (uM)

Fig 9

céf
()J'\)



WO 2005/025503

1400 -

1200 -

1000

800 -~

600 -

6/12 PCT/UST004/029322

e

*k

400

p24 (pg/ml)

1400

1200 +

1000 -

800 -

600 -

] ]
0-131211 109 8 7 -8 -5 -4

C-M3H [1-13] (log M)

400

0 <13-12-11-10 9 8 -7
KPV (log M)
Fig 10



2

WO 2005/025503 7112 PCT/US2004/025322 { JB

RT (pg/ml)
3
[~ ]

1

2000 -

1600 -

1200 -

p24 (pg/ml)

800 -

400 -




WO 2005025503

Proporcion HIV ARN/GAPDH

KPV

Kheo
Kb 4.5

Kb 2.0

GAPOH

10

8/12

HKb9O

PMA no estimulado

¥

-+

PCT/US2004/029322

B
LY,



WO 2005/029503

P24 (pg/mi)

912 PCT/US2004/029322

120 | ¥ Reposo

ossss's‘
H

-

NN

A

= &

NN

- 8888
—

/
o é ,

ey

Frg 13

y
o}



WO 2005/025503

UNIDADES DE
DENSIDAD

10/12

|

TNF a NO ESTIMULADO

+

Fig 14

*

PCT/U52004/029322



WO 2003/025503

RT (pg/ml)

20
15 -
10 -

Dia6

‘%;
\?@

11/12 PCT/USZU04/029322
{1 control
B KPPV
3000 18000 -
W 2000 || 10000 -| [ ] 2
i 1000 | | | ' 5000 - I
- o-——®= g
Dia 13 Dia 21
Fig 15
qH :
H,C-C-N-Cys Lys-Pro Val-C-NH,
|
S
|
S
I

l-ls('.:—(n:-l’:bCy:‘,-Ly:s-Pro-VaI-(.l;:-NH2
OH O

Fig 16



$
SS— \?)q

WO 2005/025503 1212

] control
e KPY

(CKPY),

@
:

Fig 17

C. aibicans (CFU)
o358 8 2

Flg 18

C. krusel (CFU)
8

Frg 19

C giabrata (CFU)

8
SRR

Fig b 4 71 6 5 <

Concentracion de peptido (log M)



Apr 07 06

0% S7am From

T 441 P 066/075

(12) DSTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED LNDER THE PATENT COOPERATION [REATY (PCT)

(19 World Iniellectuz! Froperty
Qrganization
Infcrpational B arcan

(43) International Poblication Date

) 1 210 RO ARG

(10) International Poblication Number

24 Viarch 2005 (24.03 2005) PCT WO 2005/025503 A3
{51) internatione) Pelent Classifienilon? AGIK 38/08 AT AU AZ RA BB BG AR, BW BY,BZ,CA CH CN
€O CR, CU €Z, DB, DK, DM DZ BC EE, 50, IS, FT,
(21) Inieroatioan] Applicsiion Numher CB GD OF, CH GM HR HU M 1, TN, IS JP K5,
FCTAIS200:M0%93 23 KG KP KR, KZ .C,LK, LR LS, LT LU LV MA, MD
G, MK, MN MW MX M2, NA, NI NO, NZ,0M, PG
(22) Intermational Filling Date: TH PL.PT RO RU SC, 5D S2 SG SK, S, 8YTI T™
& Sepl.mber 2004 (08.39.2004) ‘{!:' TR TT TZ, UA, UG US UZ VC YN YU ZA,ZM
{25} Flling Langus_a: English
(84) Deslpnatcd Statey (unsess otherwise & dic.iad, for avary
{26) Publiostion Langoage Trglish kind of mgltat protaviion avadable} ARIPQ (BW GH
GM, KB, LS MW MZ, Na, SD 81, 52, TZ, UG ZM
{39) Priority Duta gﬂ- E'“ﬁ?r" &Mﬁ 32. cavcr;eczxzé ;m. RU T TM)
Topean 3 ' CZ DB DX, BE, B8 Fl,
104659 053 B Sepember 2003 (08.092005) U3 &%G&Hﬂ-%HLU MC NL.PL.PT RO SE.SI,
S22 (71 applicant (for all designatad Stuies except US) ZEN- | DAF (BE 3} CF QO CIL CM GA. GN GQ
== GEN, INC [USNS) 6429 Indeptnlence Avent., Wood GW L. MR, NE SN O TG).
25 land Hills, CA 91367 (US)
= Published
=g (72) Inventors: nd == with ¥z rnationc! yearch repor
=2 (79 Inveators'Applivadis (for US only) CATANIA Apne, — Y40 e cpailon o) the b mit [ ameml ny tne
&= P UAT) 5 Corw luda [ 032 Mian (IT) LIPTON ‘-'-1""-;” Wr"’“fﬂ by mpublished in tme ovent of rrcep of
== mendm.r

Tomies, M. [LS/AI3) # 0. 5800 OwensmoL™ Ave, Wood
l.nd Hills, Ca 9136™ (U5}

) Ageot. PERKONS COIE LLF Michasl] Wise Da-d P
Devlin PO Box 1208 Scaal. WA 98 11 1208 ('15)

{81) Deslgnated States (anlers oiherwhie ndicaced, [or evary
king o° notional prowecrion avaiabl ) AB. AL AL, AM,

(88} Date of publication ¢f the jofernational scarch repart.
2 Sapmerber 2008

£ar nvg let er codes oid othe. abbreviz sang, refer fa the Guid-
arce Yoty on Codex aned AbD, evinlions dppearing at the beyla:
ry qf each regular issue of ¢ PCT Cugere

o Q
H,C-C N Cys Lys-Fi0-Var-C-NH,

S
I

S

|
H,C Q l}l Cys-Lys Pro Va Cﬁ: N,
Oy 0

WO 2005/025503 A3 IR SN E N T R

(84} Fide. A COMPGS TON AMD WEYFOL OF “REATVINT T'OR LEG.LONLIAL CONDITONS

(7 Abstrael ™ ovpal § etwon s *oe d 10 2
COTIPnSITO) =t Hod b L dng arc gon & Lot
Ok apy odimen 3 §osed 32 phammac b ) en rptsine:
£ruse nLg —2am 3 ~ e lcord £75 ab wr

dev nan —prises XPV O mc afre pos v we
g oew an ! ard @n ok § btaedpogmr
a rd SOive HeBE & 2§ Im 71 e
An ) e sément of Leirven o 3 Gacleswd  TRFTIC
@ £ mposben conp ax CXFY (SEQ 1D NO 3 dmem
AF" Cacapni() NF Topylparsh v N M hyoaw en
NF orpy~is g sc0l VP zdac =cd EDTVY US 2
M sodivo ngd wde g0 efan ™NIOITY  nd sterile a2 3.
@ den LSP Al dselowd a7 0 hoos and rdicadons
2 sraf * sl eompouibon

F-152

\‘\O



Apr O7<06 00 57am F om T-441 P 367/075 F-162

TNTERNATIONAL SEARCH REPORT nlernacopal spplication No
PCIvUSO4/29372
A CLASSIFICATION OF SURIECT MATIER -
ASIK JETE
TR CL 424/400

Ascording w Intematiozial Parent Cassifieation (TPC) or to beth 1ationsl clusy. fication end FHC
[ B.  FIELDS SBARCHED

Masrmum docamentution searched {classificaton systera Dlloved by classfieaton symbols) ]
US 1428400 51447 18

Docaxmegtution szarched otier thon momadr dosyentetion (3 3¢ extent that snek decvmens o includsd 1 the Selds searched

Ble*ronjo dtia base enssied diri=g he internarionsl semrch (rmme of ale buge and, whate praciieabla, search tems used)
Please Sze Comtinasiion Steet

T DOCUMENTS CONGDERED 10 BERELEVANT

Cangmy_ | Citation of dopument, with mdication, where appropriats, of ths relevent passegas R Javank to slairg Ng
A US 6.303,094 BI (CATANIA ¢t a1} 12 Oclober 2004 (12.10.2004) 0 sniire coonmens, 142
A US 6,894,028 B2 (LIPTON wtal) 7 Mey 2005 (17.05.2005) sea sptire deum.nt. 142
A US 6,780,838 B2 (LIPTON atal,) 24 Angees: 20 4 (34.08.2004) zeas epre docuzomt. 1-42

i
|
—]
G Funhe doguments oz lis<d 1a the sentivuztio. of Bo: ¢ D S3s potent zmily gnnex.

ROy Egenas 1LY Jocumemts o iaer itk et it haleerakml @ duy  pranty
4 eafict ith e ppiianon v died 1 ondarpt, o the
A e delaieg Gof jeosnif dtate e a kb o oo dCipedt > f priozlple o Mddy o B Greslide
pari relarmcn
x cogen fp  Jrelwemd ) yamis a0 b
™ amapacpdesien orpatent Joldad fSodEgem s T odas Tnsdesd S uresthagl Ganddeed v deemp lavealive 2
i helammeat b acen el 1
L ngumex MkApuy e e P w e wE !
wlt Bl o osal dancher far BTgosies s ) e e Tire s kedmermA £ oAl ]
] £ odrede  ain

W owvefilys Sy bay Joemee
e o @ owa e denwmaals, sl 06 e 1
o M, slrg v v aan hiedio et
#* dommn, svblahed ar @ vmwml F T bam & & o e e s amepoe Dol
o & K osenl
Late o the aeual corpl~uon 5. 1 wticnal eaea

|D"l=o oo H..nlu-m?al‘ AL ‘?ﬁ
23 July 2005?5472 9, I

Namwe and nilin  Guness oa the [543
Al Smp T Am WJS

OR3 maram g o ldickure gse, b Har

A.w.‘ndna. Viam.-22sl 1
[ Faoxumilo No, { '03) 05 300

arm PC™TSA/2LL seccnd s..m) 3 mzy 200+)




hpr O7 06 08 56am  From T-441 P 068/0T5 F-162 _

N

Int=m2uonal appheation ho. - \
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCTUS04/29322

Contnuation of B FIBLDS SEARCHED Iram 3
IIN CAPLUS MRCGISTRY MEDLINE WEST
search eree KPY  preservative, ilkalizer serylic polvmer gelatin, CA-BOPDL, prop:) re jlycol

I - —
Terma PCT SAZH (x5 M ( 2 9y D)




T

T 441 P OBB/OYS F 162
54215 €005 wo ol.

FPH [
. RECEIVED 9

PATENT COOPERATION TREATY
AUG 08 2005

Fom 4 INERDATIONA SEARCHING AUTHORITY PERKINS CO
z POT IE LLP

Apr 07 06 08 5Bam  From

MICHAEL I WISE

’,?3";%; a%‘s"-"‘ NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

GEATTLE, WA 98131 1208 THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT ANG
THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL

SEARCHING AUTHORITY OR THE DECLARATION

DOCKETED

| Te2e of maiting
e — Unmoniea §§ & LS S9N
Applieaers bregear e ickerence FOR FURYEER ACTION  Svs paragaphs | end 4 elow
~EArSEGnE] applcaton Ne. Inteypational fling dxe
PCTYUSOL29322 || (day/manchiyear) 08 Sepiember 2004 (08,09 2604)
At
ZENGEN, INC.
*_—‘E/ p

B 1o ppitsnt s berehy nonSed s e erasicnal e rport s i et cpltnof e tematorat Sarehing Authrty |
have been catablnhx? and arc cancnutiod herewith

Fling of arendments and statescat yrder Article 19:
Thee apphicent is cotilad, if ha 50 wishes. 1o amend the daibg of b tlomtiom! application {scc Role 46):
When? The i lovat 4o filtng sech emendmens i wirrealy tvo montks Somshe Jete of rmormitat of the nternational
seapch report.
Whers? Direaly t th. [uiemationz] Buresn of WIRQ 34 ckhemin dey Colambeltss
1211 Geneva 20, Switrerkawd, Facsimile Now +£1 22 740 14 35
For more detzilzd tostrortions, sce the noles of the accompanying thest.
D Tha spplicant g hareby notrBed that no intereaugntd seerch seport will b2 establisied nnd “hac the dect=ton wnder
ATtiche 1762)(e) 10 0L ~fText ad the varitton. opecise of the Interpayomal Suarehing Authority ar= ransmitiad harewith,
[ W regard mihe protist agaire® payment of (an} sdditional feods) undsy Rk 40.2, the appicast fs not9ad task
[[] e proter mpeiner wth the deris:on trerron has been transmitied to the [Reations] Bureal tagether with she eppilast's
g =51 0 forward the exus of both the protast and the decision thersen to the denignaed Offzes,
70 Gec:sion s be rrade YeL on (es protest, 1he epplicant will be nonified as sosy 25 & desizfon 5 node.

4 Pemdders
Shanly afler the expiration of 1§ months from he pricedy date, e inrermmsioral apphicanos wit ve publshed Wy the Intomasional
Bu e 1 e mpphioent wishes a1 svoid or postpone puklication, a soacs of withdrewal of e n'emations. splicasen or of e
priorly Ta:m, most resch the lateratoml Bireas vs pro- ded fn Roles 2044 ) and bl v=spoctively Boome the etmspletion of te
wechnical prepacations Fer nitynatione] publication
The appl cant roy subris comments ¢ an inictnal bady on e i opiutn of he verancaat Searing Authetity © e
nt=rnasiorm) 3iccan, The Increationl Bursco wilt s=xd 4 copy of suc commen's @ 4] dop onaied Ciffey unkss an ieretic al 1
™ AP Y X natior or WA Bt o 5 b ke catak sheG TN 5 commerts wewld o e vrde avan Yle o the publa bur
tefre the «xp. Tanon of 10 oets foen ke priony dat.
#ifhin 19 months frem e prignty t-iE, bt ooly M et oF s designeid GfGces 8 demad far =2matianad pre bmuney
creranto, rsthe § d Toe palcan. wishes .0 posypons he sacy Mo A= nab w picse artil 30 morth Fom e oty daie
(it 10me OFces o %) ot oise, 5 applian ~ws) wibln 0 mentds =or @ p-o ly dew peatorn peadenibod ¢ for
=y o eaadens] pias befors ¢ 2je desigoated Oflioe.
It mespeer of ol wr des gyt Difires e ume%Wad or 0 mienths (or L ar)will ply ~on Mrecevadis fed wika 9 months,
Swethe Anter i Farra 20718291 o L S o tails Pouc il appnet e re om0 Ve by O oo ma ¢ COT dpalicer? s Grids
Jolute 1 etional Chotersand « WIPO T e ' -
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PAYENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
{PCT Asticle 18 spd Rules 43 and 44)

ApPPLCant's or agent & Rle refereace FOR FURTHER 30 Pora BETSALZO
SAZTSR0A5WO1 ACTION a3 well x5, where applicable; iiem 5 bk,

Infemstingd gpplication No. | Toferoational Zling date (day/moncefwnr) | (Barliest) Pricerty Dats (dawhonikfear) |
POTUS0429322 104 September 2004 (08.09.2004) osMa (ou.(gnmf ?

Appliciat
ZENGEN, INC,

Ths mlemmational search -eport bas been pr-pared by this Inemarional Searching Anthority uad is trensmited to the applicant
scording 1o Article 18 A copy i5 belng trensmisted to the fnlerational Burean,

This mtermational search report consists of o total of 3 _ hevts. \
It is also accorapanied by a copy of each priak ar* docnnent cited in dus report, [

e
& Whhrcgard to the Ingaage, the uitsmation} search was cirred 03t o the basis of the wieniational spplication in the
language in which it was fled, aaleas otherwise indicuted under this ftom
The internatianal search wes cerried ut on the basis of u trapaation of e intery: tional epplicatdon furmshad
to this Authority (Rls 23 L(b)
h.D With tegard 10 any sucicotide and/or uming acld sequence disclnsed 1 the Snterraucnal applicaton, see Bax No. L

Cevtnin claims were fowd vasearchable (Ses Sox No. M)

Undty of inveatlon I3 lackiing (Ste Box No. 1)
With tegad 10 the fitls, i
the teet ix approved ax subooitted by the applicaat.

the t2xt hag baen estblished by this Andrority to rzad a3 follows:

| o

&

5 With rmgard to the abiract, [
the texe 18 appror od 1s subriasd By the pplican:

|
Fe & s oo wolshed, swdm o Ra I3.{0, 0y Mg Anmority sSi535 55 17 Box N IV The iy
may wthig one rienh Som the dste of ma mg of Ens sateraoomt wach repo-t, submit comoments w this A thori'y

8, 1th t230d 1o the draw oS,
3 4w 1o of fic deswings to ke publshec with the -t tast us Figure N 15
O upesd Dy the .ppleam
a3 sdacicd by this Anthonty becausg . apphcant £ ad o saggest 8 figume
as giestzd by e Sathornty becauso s faum b or Damciiees the v on

b D none or e figues is to be published widh % shatnet
Fors PCTISARZ10 { aret zheet) (Jancary 100+)
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INTERNATIONAL SEARCH RIPORT Interaatiomal application No. !

B PCT/US 029322 |

A CLASSIFICATION OF SUTIECT MATTER — |

o) ASTZ 38108 _

us CL 4247400 |

_ Azcordiig o Internstional Pateat Classifieation {TPC) or to both nstional  Issstiicavon and [PC i
§— FIEISIEARCHED

Minunom documentation gearched (ciaufication system followsd oy clescrficancn symbols)
U9 4247400 5141718

Documentzion seacched other than minimunn docementaring o the exient that such doouieot & included in the fielde segrched

Bleatronfc data base consultad dimng the micmationsl search (st aF dats base and, where practcehle, search r2oms used)
Plense See Contmuation Shest

" DOCUMENTS CONSIDERRD TO BfS RELEVANT — ]
Ciegary®|  Crtation of dacumenn, wrh uxdicetion, where approprisie, of th relovant | Borame deinNe.
— X[ USGB0I 04 BT {CATARIA etal) 12 Ocuhes 3004 (1210.2004) see snirre documess. 142
A | 36294028 B2 (LIPTON et sl 17 May 200 (17.05:2005) ses entire document. 142
US 6,780,838 52 (LIPTON ot ) 24 Angust 2004 (24 08.2004) 564 entire docament 142

D F ey docaments are Lsied in the <onbnuaton of Bax C D oo parent fupuly annex.
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PATENT COOPERATION TREATY

From
ngl;:AﬂDNAL SEARCHING AUTLORITY E ﬂ c KETED
To:
MOCHARL ! WISE PCT
ik et crmacon
SEATTLE, WA 981 OPINION OF

1 128 INTERNATIONAL SBARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bts 1)

Applicant’s arogont s Sile ehemat = W

Ser paragraph 2 below
SATISROOSWO
Toterrmtious: applicarion Na, Tmteroational filicg date rdmaruha'm - ] Priority deie (daysironthyesr)
PCTAISOUT9I22 (8 Soptember 2004 (08 0920040 [
Tatcrvadloual Prien: Classification @Yo Tabon

IPCL7) AGIK JR03 end USCL 424400
Apphiesnt—

ZENGEN, INC.

—

} This opmrion rontuns mdications relting to the followir g irems

2 FURTHER ACTTION

J Por Curther de3s7ln, y2e 16es i ~oro FCT IS V220 -,
I Famng 3dress of e 15A7 LS " uiborsced ofticer }
]
)
o

| Fassimile o (™3) 3053230

BarNo.1 Basls of ihe opinjor,

BoxNe. T Prionty

BoxNo I Nem-establishaacat of opion with regasd Lo aovelty investive siep agd industriai applicability
BoxNo IV Lack of unity of invennon

BaaNo. Vv Reasoned statement under Rule 435ir 1(e () wilh regard o rovelty mwvertrve step or industrial
applicabiliy camtions and expl nanons suppaning soch stamsst

BoxYo VI Certain docuzwnta ciled
BaxNo. VI  Certain defoors i (ke inarnationi] application
BaxMNop. VIII  Certain obsrvatiors on the international agplication

000 XOOOK

1 n demand for mternaticns! preliminary examixatiqn ¢ Tade, Cns cpinjon will be car: deed 1o e 2 written apirmos ¢ ]
Irtemanoral $-climinaty Examuin, Asthegity  TPEA™ sxcept bt tus doss not apply where e appticant chooges m
Auhotity other thn this one o ba 1k [FEA and the chosen IPEA has notficd the frteroitional Borcay undsr Rule 661660
L3 WrEST oputos O: <ais Intes st | Searching anthavity will oot be sa ~onsidsral

Ir' i cpinion i3, & mavided above wonskiared io De 3 WhTlen opumon of e IPEA, Dz appliser® 12 veiad to subigt o &
IPEA a writiep ~ply 10gether where approprale, with mandnsents, bofure the axpizaion 2f * mondhs from th gatc of mail a
of Forn PCT/ISAS20 0. before de expiraton of 12 vhonds *am ™¢ 1 o'y dat, whehe «F expins tater

Vor wriher options, saForm PCTISA220

ik Stop POT At SA/US L
Commizgazt far Pacens B. Deil Casm
PO Bok 1450

Awnndds, Vigrza2®s 0 Telestan Yo /75" 504_,

Form FCTASATIIT (cover sheot) (Famayry 2004)
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WRITTEN OFINION GF THE Tntermatrona) applicaton No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY I PCTUSOAZ9IR

Box Nu. I Basis of this spinion

1 With regard to the Ianguage, this opinron has been astablished on i buaiy of the mlamational epplieation in the Japguey in which it
was flied unless oltherwise mdicated inder this stem.
(7] Thas opinson bow Becn establisied an the basis of 1 trmslaben from theocigms! 1sigsage o the followng lang ,
which is the [apgmege of 3 ranslation furirshed far the purposes of mierrationa] searsh {uader Rulag 12.3 aod 2370h)),

2 Wuh regard to 20y nucleotide apd/er ambne ood sequizce distiosed wt the imemational applicacion sed nscessity io hm cleimen
Eveohon, this apimon has boen establishad an the bany of

b typeofuatcnal

D a scquenos liting

D table(s) relatod & the sequence listing
b, forout of matenal

] in wniten forme:

] inconpater resdabie torm

¢ uaeof Gling/fumishking
D eantained W internatonal app.ication ag Bled,

D Gled togetha with the intcmaconal appheaton in computer readabls fonn
D Fxmished sunsequanily W iy Anthonty for the purposes of ssarch

S.D In addition, m the case that more thap one vertion o copy of 2 sequence Jisting and/ox lable relaing thereio has 1:: I
[
syplicaron 23 filed or does ot g0 beyond she spplicition as filad, a5 appropriste, wars ’

or Aumished, the reqmred statement; that th  mformadon 17 the subsequent or additiceal copies & Wentics, to
fortushed.
]

4 Adding~al conmentsr

L
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Itenabonad applicakon No. \
WRITTEN OPINION OF THE PCTAISHTOIT)
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
Box No. ¥ Reasoned statement undﬂ_’ Rale 43 &ir 1(p){Y) with regard to novelty, inveaiive sl;p orind rial
applicabilily clations and explavatioye supporting such statemeat
1 Staternemt
Navelty (N) Clayns 143 ) YE§ |
Claung NOKP —_ NO
Inventve sxp (139) Clumy 122 R -]
Claims NONE P NO
Indistnial applicabulity (EA) Clums 142 . —_YES
Claims NONE NO
2, Citatiemis and explagations

compozition and osss tervof ps mstanlly clamed.

Us made o nsed 1 fndvstry

Cloms 142 meet the entens set ot in PBCT Article 33(Z)-(3}. becanse the prier art does not teach or Gurly supgest the KPY

Claimns 142 meed the cntaris et out in PCT Asticls 33(4), axd Gy Iisve mduswial spplicability becase the subject suatter cimded can

For BCITB 237 (Bex o V) iz nany (04
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NOTESTOFCORA PCT/ISA /220

These Noes are intended 15 grve the Lasic inankctioss roacernung ke Blmg of anendments wuder Article 19, The
Notes are bos.d on the requirements of £ Paient Coopertion Treary the Repulations and the Aminsserative
Insyucrions. under that Tty  [b cxse of dscnpancy briwesn Uity Notes and thoss equremcents. the labiey
applicadle. For more demind informanon. stz ako the ACT dppifcans 1 Gride s poblication of WIPO.

Inthiss Nobes. Artcle Rufe and “Secrion refer b siw movision; of the PCT ths PCT Regulaons ang the PCT
Admipstranvy [psiyicnong, -rspectively

MSTRUCTIONS CONCERNTNG AMENDMEN TSUNDER ARTICLE 19

The applicanr bas, after having rorived the Intoraatiaral search ceont. on: Mhmﬂdhdﬁﬂﬂfﬁ:
neTmation: iraticn. 1 should however Se eanphesized thm, smce Al party of the miomationa) spplication {elirma.
deserptions and drawings) may be amended diring e @mlenitions] preiminry cxsmmation procedare, tuve ts
o0 neved o filis smendments of the clame uader Amicle 19 exespr where .‘lll!lﬁiﬂlllmu:hﬂhhpub

700 or bug anoder rovsco for amedig the clatrg brfive infernationsl poblicicn.

for 4 purposcs of provinong! prowecron
Furhermore. ! sboold be zmphasized that provesional proteion is ava.lsble in some Stares onfy

What parts of the fnlecnadionat applcarion muiy be smendsad *
Under Article 19 anly the elaims miy be amended
Dhring the tniemadensd phuse. e claims may &ls0 be am neo tor furthor amended) nnder Artizle 3+ before
the 1§ igmsuona) PrelEmnary Examuning Awhanty The £ scrplion 3ad davmes may ondy be amended
under Ariele 34 balore the Intomatonal Frelicunaly Exemicng Authority
U, into the satiomal phate 2/l pars  ('the iematior 3 applicanon be amendad ender Article 28
orprh::ﬁzppllﬂbt. Article 4] hid nd
When 7 Witam 2 montis froa the dare of transmital of the: inicrmsioas]. search repedt-or 16, mondlys fan the priority
dase, whichever tima fenit expires Iater 1 should be noied. Fowevar that the awzodonty will be conmdered
&5 hovigg been oooerved on tine i dhey me reeelved by the inteeeatiadal Buresy aBey the sxpration of e
ume limit but beforw the comgletion of the seconicel prepamtons @ {atcretiasl pablicaten

Whore nof to Sl (be amendments
The anecdirents may only be Fled with th Irtenazional Buress and rot with e recaiving Offece or the

Int wagrioms) Sear-king Authorin (Ruk 46.3)
Where a demiand for imternaticral o elirinary examinztiar ot been’l [ 4, s2c below

Yorw?  Euther by can.elling one o morc e 12 lams & IMdine ¢ rmore new Jaios ar by amends g ihe ext o
oneor more | ibe claims a3 (led

A replatemert shest rmy be submutizd for eagh shem of the larn wisn, oo aconat of an amendment o
amy dmentt diiTess from die sicet o gady £

All the clamrs appsaniag on 3 replecemen] heet rust be 4 mbertd i Aabie aumeials W 1 caim $
sl ed 20 eaumbe ing 0. the otfrer olaims s required. Tr alf 25es % hans claims we: remezbeted, hey st

Ye renumb_r=d :ununmv:iy {Adrministagve instructions. $cion 20.(b})
The amexoments must be pade io the langua: v o whici tn  en ymagons! gppileation. o be publighed

Ah tdosements Ml ¥ coeops y b amendinents

Leiter {Sectipn 205D}

The srwendments mast e sbeexed w3 lecer

Tl lecter wll not e published wathi e imem. 4 naf apehihas and te arended clatms. 1 should et be
vor used aih the Statemect wnder Ar B i1 (= clow ande ‘Shitemer apder A&icle 1900

The eteor must be fa Explish or Freech, ot Lue twi e L ppulut Mowsver i the ianrueec of the
[nternationnl applicat.ax 35 English, the otter ozs be n Eaglsh  if (he lapzge of the Mt rautional

Ir'pliuﬁnu & French, ghe igtter must be o French
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SUPERINTENDENC!A DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Rad 06-034887 -D0000-0000 Fwo. 2006-04-1017 1536
Dap 2020 NUECREACIONES
Tra 41 PATENTEIYY Eve 378 FASENACIONAL

Act 411 PRESENTACION Folles 150

Industna y Comercm
SUPERINTENDERNCIA

Delegatura de Propiedad Industrial
Divisién de Nuevas Creaclones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

/ USUARIO RADICADOR
PATENTE DE INVENCION ( MODELO DE UTILIDAD { ) () ()
Indicacidon do que se solicita la concesidn de una patente. / ( ) - ( ,)/
Datos de !dentificacién del sollcitante o de la persona que s
presenta la solicitud () ( /(
Descripcion da la Invancién/ () { 4/
Dibujos de ser estos pertentas< () o)
Comprobante de Pago de las tasas establecidas/— () ( {,/

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) ! () ()

DISENQ INDUSTRIAL  { )

indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial () ()
Datos de Identificaclén del solicitante o da la persona que se

presenta la solicitud { ) ()
Representacién grafica y fotogréfica del Disefio Industrlal 0 muestra

del Material que Incorpora el disefio { ) { )
Comprobante de Pago de las tasas establecidas { ) ()

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) { ) { )

ESQUEMA DE TRAZADO ( )

Indicacion de que 86 soliclta el registro de Disefio Industrial () ()
Datos de identificacidn del solicltante o da la parsona que se
presenta la sollcitud { ) ()
Representacidn grifica del Esquema Trazado () { )
Comprobante de Pago de las tasas establecidas { ) { )
4
COMPLETA { ) COMPLETA ( ) {( ) { )

Flrma Responsable

TSt 10 Je_aate

Fecha

la



REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota
2020
,{J
Doctor{a)
RODRIGUEZ DILIA MARIA ’)

REFERENCIA Radicacién No 06 34897
Solicitud internacional UsS2004/029322
Fecha 1lnicio fase naciocnal 10/04/2006

Tramite 11
Evento 378
Actuacidédn 430

Oficio No A0 8430

Como repultade del examen de forma realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patenten (PCT) regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio se le comunica que

1 La solicitud no contiene la ¢opia del documento en que consta la cesifén del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante (Art 26-k)
Decision 486

2 lLa solicitud no contiene el poder debidamente otorgade con el llenc de los
requisaitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Codigo de
Procedimientc Civil Adicionalmente deberi presentar el documento que acredita la
exigtencia y representacién legal de la sociedad solicitante cuando ésta fuere
persona juridica

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsifn 486 pe le
requiere para que dentro del té&rmino de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficioc complete lcs requisitos anteriormente enunciados
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento la soclicitud ge
considerara abandonada y perder& su prelacién

Notifiquese el presente oficic conforme a lo dispuesto en el numeral 5 2 literal
e) del capitulo quigto del tifulo primero de la Circular Unica No 10 de 2001

ALIX CARMENZA CRESPEDES DE VERGEL
Jefe de la divisidén de Nuevas Creacicnes

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

fecha &‘m m

jramos

-

g 1°
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