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DESCRIPCION
Octapéptidos antiinflamatorias, antifibréticos y cicatrizantes de heridas y las composiciones que los contienen
[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a un péptido novedoso y una composicion que lo incluye, y mas particularmente, a
una composicion que incluye un péptido novedoso y es eficaz en procesos antiinflamatorios, antifibroticos y para
cicatrizacion de heridas.

[Estado de la técnica]

Se sabe que el factor de necrosis tumoral (TNF), especialmente TNF-a, se libera de las células inflamatorias y, por lo
tanto, provoca una variedad de respuestas citotdxicas, inmunes e inflamatorias. Se sabe que el TNF-a esta implicado
en el desarrollo o la prolongacién de muchas enfermedades inflamatorias y enfermedades autoinmunes y, cuando se
libera en la sangre para actuar sistémicamente, el TNF-a causa septicemia grave y choque septicémico. Como tal,
dado que el TNF-a es un factor ampliamente involucrado en el sistema inmunolégico de un organismo vivo, se han
desarrollado activamente farmacos para inhibir el TNF-a. EI TNF-a se biosintetiza en una forma inactiva y es escindido
por una proteasa para convertirse en una forma activa, y una enzima involucrada en esta activacion se conoce como
enzima convertidora del factor de necrosis tumoral (TACE). Por lo tanto, las sustancias para inhibir la TACE pueden
tratar, aliviar y prevenir enfermedades, afecciones, condiciones anormales, condiciones desfavorables, sintomas
subjetivos deficientes y similares que son causados por TNF-a (documento KR2011-0060940A).

La fibrosis es una enfermedad que provoca la formacion, acumulacién y depdsito anormales de matrices extracelulares
por fibroblastos, y se refiere a la acumulacién anormal de matrices de colageno debido a una lesion o inflamacién que
cambia la estructura y funcién de varios tejidos. Independientemente de la ubicacion de inicio de la fibrosis, la mayor
parte de la etiologia de la fibrosis incluye una acumulacion excesiva de matrices de colageno que reemplazan los
tejidos normales. En particular, la fibrosis que se produce en los rifiones, el higado, los pulmones, el corazon, los
huesos o la médula 6sea y la piel induce la disfuncion de los 6rganos y eventualmente conduce a la muerte en casos
graves. Los fibroblastos sirven para formar un precursor de la matriz extracelular en condiciones normales para formar
un tejido fibroso. La matriz extracelular, que es una sustancia intercelular de los tejidos conectivos, existe en forma de
proteinas tales como fibronectina, laminina, condronectina y colageno.

Mientras tanto, TGF-B desempefia un papel muy diverso en la formacién anormal y acumulacion de matrices
extracelulares por fibroblastos, proliferacion celular, respuestas inflamatorias y metastasis de células cancerosas, y se
han identificado muchas vias y dianas de sefializacion celular. Por lo tanto, la investigacion del TGF-f3 se ha realizado
en muchos modelos de enfermedades, y la investigacion y el desarrollo de farmacos de las enfermedades fibréticas y
el cancer se han realizado de forma mas activa. Se ha informado que el TGF-3, que es un factor regulador de la
proliferacion celular, induce o restringe la proliferacion celular y, por lo tanto, desempefia un papel vital en el desarrollo
de diversas enfermedades, incluyendo cancer, enfermedades cardiacas y diabetes, y se han informado diversas
actividades fisiologicas de las mismas. Por ejemplo, existen acciones tales como la inhibicion de la sintesis de TGF-3
(la inhibicion de la produccién de factores reguladores de la proliferacion celular), la accion antagonista de TGF- (la
alteracion de los receptores de TGF y el impedimento de la transduccion de sefiales), accion antagonista del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (la inhibicion de factores inductores de la angiogénesis), accion inhibidora
de la MAP quinasa p38 (la inhibicion de las enzimas de sefializacion de la proliferacion celular), accion antiinflamatoria
(la inhibicion de la produccién de TNF-alfa y MAPK) y similares. Por lo tanto, si se puede desarrollar una nueva
composicion farmacéutica capaz de inhibir mas directamente el TGF-f3 o bloquear las vias de transduccion de sefiales
implicadas por el TGF-B, y que no tenga efectos secundarios, se pueden prevenir y tratar una variedad de
enfermedades causadas por la fibrosis y el envejecimiento.

El proceso de cicatrizacion de heridas se divide en gran medida en inflamacion, granulacion, epitelizacion y fibroplasia.
En la inflamacion, se activan las células necesarias (fibroblastos, células epiteliales, etc.). Posteriormente, en la
granulacion, los fibroblastos depositan colageno, por lo que la cantidad de colagenos aumenta y la herida madura.
Ademas, se producen cambios en los queratinocitos en el sitio de la herida, y la epidermis del sitio de la herida se
vuelve gruesa y avanza gradualmente a un estado en el que las células epiteliales se transfieren desde las células
basales debajo de la epidermis a la epidermis, lo que se conoce como epitelizacion. A medida que la fibroplasia avanza
a través de la epitelizacion, las fibras de colageno forman una matriz de colageno para llenar el sitio de la herida, y
este proceso contintia durante un largo periodo de tiempo y finaliza, completando asi la cicatrizacion de la herida. Por
lo tanto, la proliferacion de células epiteliales y la produccion de colageno también pueden considerarse como un
mecanismo importante en la curacion de heridas y la accion antienvejecimiento.
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[Divulgacion]

[Problema técnico]

En estas circunstancias, los inventores de la presente invencion desarrollaron péptidos novedosos y descubrieron que
los péptidos novedosos eran eficaces en la inflamacion, antifibrosis y cicatrizacion de heridas al reducir el TNF-a e
inhibir el TGF-B, completando asi la presente invencion.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar péptidos novedosos eficaces en procesos antiinflamatorios,
antifibréticos y de cicatrizacion de heridas, y composiciones para prevenir o tratar una enfermedad que incluyen los
péptidos novedosos.

[Solucién técnica]

Una realizacion de la presente invencién proporciona un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos
representada por una de las SEQ ID NOS: 1 a 10 o 12, siendo un péptido un fragmento de una de las SEQ ID NOS:
1a 10 0 12, un péptido que tiene 80% o mas de homologia de secuencia con una de las SEQ ID NOS:1a100120
un fragmento del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que el péptido tiene actividad
antiinflamatoria, antifibrética y cicatrizante.

Una realizacion de la presente invencion proporciona una composicion antiinflamatoria que incluye el péptido o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacién, la composicion antiinflamatoria de acuerdo con la presente invencién puede tener una actividad
antiinflamatoria por inhibicién del TNF-a.

En una realizacion, la composicion antiinflamatoria de acuerdo con la presente invencién previene o trata una o mas
enfermedades asociadas a la inflamacién seleccionadas del grupo que consiste en artritis reumatoide, psoriasis, artritis
psoriasica, dermatitis atdpica, enfermedades inflamatorias del intestino tales como colitis ulcerosa, enfermedad de
Crohn, espondilitis anquilosante, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), septicemia, choque por endotoxinas, hepatitis y diabetes tipo 1.

Una realizacion de la presente invencion proporciona una composicion para prevenir, tratar o aliviar la fibrosis de un
organo corporal, incluyendo la composicion el péptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacioén, la composicion para prevenir, tratar o aliviar la fibrosis de un érgano corporal, de acuerdo con la
presente invencion, tiene la actividad de inhibir la fibrosis de un érgano corporal mediante la inhibicion de la
sefalizacion del TGF-(.

En una realizacion, la composicion para prevenir, tratar o aliviar la fibrosis de un 6rgano corporal, de acuerdo con la
presente invencion, previene o trata la fibrosis inducida por uno o mas seleccionados del grupo que consiste en cancer,
administracion de un farmaco contra el cancer y exposicion a la radiacion.

En una realizacion, la composicion para prevenir, tratar o aliviar la fibrosis de un érgano corporal, de acuerdo con la
presente invencion, previene o trata la fibrosis de tejidos celulares de cancer seleccionados del grupo que consiste en
cancer de pancreas, cancer de colon, cancer de estdbmago, cancer de préstata, cancer de pulmén de células no
pequefas, cancer de mama, melanoma y cancer de ovario.

Una realizacién de la presente invencion también proporciona una composicién para tratar o aliviar una herida,
incluyendo la composicion el péptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacién, la composicién para tratar o aliviar una herida, de acuerdo con la presente invencion, tiene un
efecto de cicatrizacion de heridas al inducir la sintesis de colageno.

En una realizacion, la composicion para tratar o aliviar una herida, de acuerdo con la presente invencion, previene o
trata una enfermedad cutanea seleccionada del grupo que consiste en arrugas de la piel, sequedad de la piel,
depresiones de la piel, quemaduras epidérmicas, laceraciones epidérmicas, heridas epidérmicas y combinaciones de
las mismas; o agravamiento de las mismos.

Una realizacién de la presente invencién también proporciona una composiciéon cosmética que comprende el péptido
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Una realizacion de la presente invencion también proporciona el uso de una composicion que comprende el péptido o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como composicién cosmética.

Una realizacion de la presente invencion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende uno o
mas péptidos seleccionados entre los péptidos que tienen secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOS: 1a 10y
12 como ingrediente activo.
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Una realizacion de la presente invencién también proporciona un kit utilizado para uno o mas efectos seleccionados
entre antiinflamacion, antifibrosis, cicatrizacion de heridas y mejora del estado de la piel, incluyendo el kit: una
composicion que incluye el péptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y una instruccion que instruya
uno o mas seleccionados de una dosis, via de administracion, nimero de dosis e indicaciones de la composicion.

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento para aliviar, prevenir o tratar la inflamacion, la fibrosis
o la herida; o mejorar el estado de la piel, incluyendo el procedimiento administrar una composicion que incluye el
péptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo a un sujeto que necesita uno o mas efectos seleccionados
de antiinflamacion, antifibrosis, tratamiento, cicatrizacion de heridas y mejora del estado de la piel.

La presente divulgacion también proporciona un nuevo uso del péptido o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. En una realizacion, el uso puede ser el alivio, la prevencioén o el tratamiento de la inflamacion, la fibrosis o una
herida. En otra realizacion, el uso puede ser la mejora del estado de la piel. En una realizacion, el estado de la piel
puede ser una o mas arrugas de la piel de acuerdo con el envejecimiento de la piel, la sequedad de la piel, la elasticidad
reducida de la piel y las depresiones de la piel. Por ejemplo, el uso puede ser un uso como composicién cosmética.

Una realizacién de la presente invencion permite al péptido o una sal del mismo aliviar, prevenir o tratar la inflamacion,
la fibrosis o una herida.

[Efectos ventajosos]

Los péptidos que tienen secuencias de SEQ ID NOS de acuerdo con la presente invencion son efectivos en el
tratamiento antiinflamatorio, antifibrosis y cicatrizacion de heridas, y por lo tanto se espera proporcionar su uso para
un procedimiento de prevencion o tratamiento de enfermedades asociadas con inflamacion, fibrosis y heridas.

[Descripcion de dibujos]

La Figura 1 es un grafico que muestra los resultados de la medicién por RT-gPCR de las cantidades de expresion
de ARNm de TNF-a de una linea celular THP-1 tratada con LPS tratada con cada uno de los péptidos novedosos
de Pep-WH-1 a Pep-WH-12 a cada concentracion (1 uM, 5 uM y 10 uM), en la que los resultados de la medicion se
representan como relaciones de inhibicion.

La Figura 2 es un grafico que muestra los resultados de la medicion por ELISA de las cantidades de TNF-a de grupos
experimentales obtenidos al administrar cada uno de los péptidos novedosos de Pep-WH-1 a Pep-WH-12 a una
linea celular THP-1 en la que se indujo inflamacion por LPS, a cada concentracion (1 yM, 5 uM y 10 uM), un control
sin tratamiento y un control positivo tratado con estradiol (E2).

La Figura 3 ilustra una imagen (lado superior) y un grafico (lado inferior) que muestran los resultados de la medicion
de la expresion de fosfo-Smad 2/3 como un marcador de fibrosis, Smad 2/3, y un gen de referencia GAPDH, obtenido
por transferencia Western y usando un analizador de imagenes, de un control en el que no se traté una linea celular
HepG2, un control de fibrosis tratado solo con TGF-3, un control positivo tratado con cada uno de TGF-f y SB43152,
y grupos experimentales tratados con los péptidos novedosos de Pep-WH-1 a Pep-WH-4 a cada concentracion (1
pMy 10 uM).

La Figura 4 ilustra una imagen (lado superior) y un grafico (lado inferior) que muestran los resultados de la medicion
de la expresion de fosfo-Smad 2/3 como marcador de fibrosis, Smad 2/3, y un gen de referencia GAPDH, obtenido
por transferencia Western y usando un analizador de imagenes, de un control en el que no se traté una linea celular
HepG2, un control de fibrosis tratado solo con TGF-3, un control positivo tratado con cada uno de TGF-f y SB43152,
y grupos experimentales tratados con péptidos novedosos de Pep-WH-5 a Pep-WH-8 a cada concentracion (1 pM y
10 uM).

La Figura 5 ilustra una imagen (lado superior) y un grafico (lado inferior) que muestran los resultados de la medicion
de la expresion de fosfo-Smad 2/3 como marcador de fibrosis, Smad 2/3, y un gen de referencia GAPDH, obtenido
por transferencia Western y usando un analizador de imagenes, de un control en el que no se tratd una linea celular
HepG2, un control de fibrosis tratado solo con TGF-3, un control positivo tratado con cada uno de TGF-f y SB43152,
y grupos experimentales tratados con péptidos novedosos de Pep-WH-9 a Pep-WH-12 a cada concentracion (1 uM
y 10 pM).

La Figura 6 es un grafico que muestra los resultados de medicion de las areas de la herida de un control no tratado
y un modelo animal al que se le indujo una herida obtenido al inducir una herida en ratas SD, obtenido
inmediatamente después de la herida (dia 0) y el dia 1, dia 3, dia 5, dia 7, dia 10 y dia 11, en los que el modelo
animal al que se le indujo una herida se traté con 50 pl del péptido novedoso Pep-WH-8 a una concentracién de 100
pg/ml inmediatamente después de la herida y cada dos dias.

La Figura 7 es un grafico que muestra los resultados de la medicion de las areas de la herida de un control no tratado
y un modelo animal al que se le indujo una herida obtenido al inducir una herida en ratas SD, obtenido
inmediatamente después de la herida (dia 0) y el dia 1, dia 3, dia 5, dia 7, dia 10 y dia 11, en los que el modelo
animal al que se le indujo una herida se traté con 50 pl del péptido novedoso Pep-WH-9 a una concentracién de 100
pg/ml inmediatamente después de la herida y cada dos dias.

La Figura 8 es un grafico que muestra los resultados de medicion de las areas de la herida de un control no tratado
y un modelo animal al que se le indujo una herida obtenido al inducir una herida en ratas SD, obtenido
inmediatamente después de la herida (dia 0) y el dia 1, dia 3, dia 5, dia 7, dia 10 y dia 11, en los que el modelo
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animal al que se le indujo una herida se traté con 50 yl de Pep-WH-11 a una concentracion de 100 pg/ml
inmediatamente después de la herida y cada dos dias.

La Figura 9 es un grafico que muestra los resultados de la medicion de las areas de la herida de un control no tratado
y un modelo animal al que se le indujo una herida obtenido al inducir una herida en ratas SD, obtenido
inmediatamente después de la herida (dia 0) y el dia 1, dia 3, dia 5, dia 7, dia 10 y dia 11, en los que el modelo
animal al que se le indujo una herida se traté con 50 pl del péptido novedoso Pep-WH-12 a una concentracion de
100 pg/ml inmediatamente después de la herida y cada dos dias.

La Figura 10 es un grafico que muestra los resultados de la medicion de la intensidad de fluorescencia promedio del
grado de produccion de colageno de los tejidos de biopsia tefiidos con tincion tricromica de Masson de dos ratas el
dia 3 y el dia 5 tomados de cada uno de los grupos experimentales y del control no tratado obtenidos mediante el
tratamiento de ratas SD a las que se les indujo una herida como un modelo animal al que se le indujo una herida
con 50 pL de cada uno de los péptidos novedosos Pep-WH-8, Pep-WH-9 y Pep-WH-12 y 50 uL del péptido Pep-
WH-11 a una concentracion de 100 pyg/ml, inmediatamente después de la herida y cada dos dias.

[Mejor modo de llevar a cabo la invencion]

Aunque la presente invencion permite varios cambios y numerosas realizaciones, ahora se describiran con mas detalle
realizaciones particulares de la presente invencion. Sin embargo, no se pretende limitar la presente invencion a modos
particulares de practica, y debe interpretarse que incluye todos los cambios, equivalentes y sustitutos dentro del
alcance de la presente invencién. En la descripcion de la presente invencion, se omiten ciertas explicaciones
detalladas de la técnica relacionada cuando se considera que pueden oscurecer innecesariamente la esencia de la
invencion.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, se proporciona un péptido novedoso que tiene una secuencia
de una de las SEQID NOS: 1a 10y 12.

Un péptido divulgado en la presente memoria descriptiva puede incluir péptidos que tienen 80% o mas de homologia
de secuencia, 85% o mas de homologia de secuencia, 90% o mas de homologia de secuencia, 95% o mas de
homologia de secuencia, 96% o mas de homologia de secuencia, 97% o mas de homologia de secuencia, 98% o mas
de homologia de secuenciay 99% o mas de homologia de secuencia con el péptido novedoso que tiene una secuencia
de cualquiera de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12. Ademas, el péptido divulgado en la presente la memoria descriptiva
puede incluir el péptido que tiene una secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12, y un péptido en el
que se modifican uno 0 mas aminoacidos, dos 0 mas aminoacidos, tres 0 mas aminoacidos, cuatro o mas aminoacidos,
cinco 0 mas aminoacidos, seis 0 mas aminoacidos, o siete 0 mas aminoacidos.

En una realizacién de la presente invencién, una modificacién de aminoacidos se refiere a un cambio en las
propiedades fisicas y quimicas de los péptidos. Por ejemplo, se pueden realizar modificaciones de aminoacidos para
mejorar la estabilidad térmica de los péptidos, cambiar la especificidad del sustrato, cambiar el pH éptimo.

El término "aminoacido” como se usa en este documento incluye 22 aminoacidos estandar incorporados naturalmente
en péptidos, ademas de isémeros D y aminoacidos modificados de los mismos. Por consiguiente, el péptido de acuerdo
con una realizaciéon de la presente invencion puede ser un péptido que incluye D-aminoacidos. Mientras tanto, un
péptido de acuerdo con otra realizacion de la presente invencion puede incluir aminoacidos no estandar producidos
mediante modificaciones postraduccionales. Los ejemplos de la modificacion postraduccional incluyen fosforilacion,
glicosilacion, acilacion (que incluye, por ejemplo, acetilacion, miristoilacion y palmitoilacion), alquilacion, carboxilacion,
hidroxilacion, glicacion, biotinilacion, ubiquitinacion, modificacién de propiedades quimicas (por ejemplo, desimidacion
y desamidacion por eliminacién beta) y modificacion estructural (por ejemplo, formacion de puentes disulfuro).
Ademas, la modificacion postraduccional incluye la modificacién de aminoacidos resultantes de reacciones quimicas
que ocurren en la unién con entrecruzadores para formar un péptido conjugado, por ejemplo, modificacion de
aminoacidos, tal como un cambio en el grupo amino, grupo carboxilo o cadenas laterales.

El péptido divulgado en la presente memoria descriptiva puede ser un péptido de tipo silvestre identificado y aislado
de fuentes naturales. Mientras tanto, el péptido divulgado en la presente memoria descriptiva puede ser una variante
artificial que tiene una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos estan sustituidos, eliminados y/o
insertados, en comparacion con péptidos, que son fragmentos de la SEQ ID NO: 1. Las modificaciones de los
aminoacidos en los polipéptidos de tipo silvestre, asi como la variante artificial, incluyen la sustitucién conservadora
de aminoacidos que no afecta significativamente al plegamiento y/o la actividad de una proteina. Los ejemplos de la
sustitucion conservadora de aminoacidos incluyen la sustitucién de aminoacidos basicos (arginina, lisina e histidina),
aminoacidos acidos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparagina), aminoacidos
hidréfobos (leucina, isoleucina, valina y metionina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) y
aminoacidos pequefios (glicina, alanina, serina y treonina). Generalmente, las sustituciones de aminoacidos que no
cambian la actividad especifica se conocen en la técnica. Las sustituciones mas frecuentes son Ala/Ser, Val/lle,
Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val,
Ala/Glu y Asp/Gly, y sus sustituciones en la direccion opuesta. En la siguiente tabla se muestran otros ejemplos de
sustituciones conservadoras.
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<Tabla 1>
Aminoacido original Ejemplo de sustitucion de residuos Sustitucion preferible del residuo

Ala (A) val; leu; ile Val
Arg (R) lys; gin; asn Lys
Asn (N) gln; his; asp, lys; arg GIn
Asp (D) glu; asn Glu
Cys (C) ser; ala Ser
Gin (Q) asn; glu Asn
Glu (E) asp; gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) asn; gin; lys; arg Arg

lle (1) leu; val; met; ala; phe; norleucina Leu
Leu (L) norleucina; ile; val; met; ala; phe lle
Lys (K) arg; gln; asn Arg
Met (M) leu; phe; ile Leu
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) tyr; phe Tyr
Tyr (Y) trp; phe; thr; ser Phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala; norleucina Leu

La modificacién sustancial de las propiedades biolégicas de los péptidos se puede realizar seleccionando sitios de
sustitucion en los que: (a) los efectos de la modificacion sustancial para el mantenimiento de la estructura de una
cadena principal polipeptidica en una regién de sustitucion, por ejemplo, una lamina o estructura tridimensional
helicoidal, (b) los efectos de la misma para mantener las cargas o la hidrofobicidad de la molécula en un sitio diana, o
(c) los efectos de la misma para mantener la mayor parte de las cadenas laterales son significativamente diferentes.
Los residuos naturales se dividen en los siguientes grupos de acuerdo con las propiedades generales de la cadena
lateral:

(1) Hidrofobicidad: Norleucina, met, ala, val, levu, ile;

(2) Hidrofilicidad neutra: cys, ser, thr;

(3) Acidez: asp, glu;

(4) Basicidad: asn, gin, his, lys, arg;

(5) Residuos que afectan la orientacion de la cadena: gly, pro; y
(6) Aromaticidad: trp, tyr, phe.

Se pueden realizar sustituciones no conservadoras intercambiando un miembro de cualquiera de estas clases por otra
clase. Cualquier residuo de cisteina que no tenga relacion con el mantenimiento de la estructura estereoscépica
adecuada de los péptidos se sustituye generalmente por serina y, por lo tanto, puede mejorar la estabilidad oxidativa
de las moléculas y prevenir un entrecruzamiento inadecuado. Por el contrario, se pueden afadir un enlace o enlaces
de cisteina al péptido para mejorar la estabilidad del mismo.

Otros tipos de variantes de aminoacidos de péptidos son aquellos en los que se modifican los patrones de glicosilacion
de anticuerpos. El término "cambio”, como se usa en este documento, se refiere a la eliminacién de uno o mas residuos
de carbohidratos que se encuentran en los péptidos y/o la adicién de uno o mas sitios de glicosilaciéon no presentes
en los péptidos.

La glicosilacién de péptidos esta tipicamente conectada a N o conectada a O. El término "conectada a N" como se
usa en este documento indica que un residuo de carbohidrato esta unido a la cadena lateral de un residuo de
asparagina. Como secuencias de tripéptidos, asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier
aminoacido excepto prolina, son secuencias de reconocimiento para unir enzimaticamente un residuo de carbohidrato
a la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, como una de estas secuencias de tripéptidos esta presente en un
polipéptido, se genera un sitio de glicosilacion potencial. Glicosilacion conectada a O significa unir cualquiera de los
azucares N-acetilgalactosamina, galactosa y xilosa al aminoacido hidroxilado, mas cominmente, serina o treonina,
pero se puede usar 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adiciéon de un sitio de glicosilacion a un péptido se realiza convenientemente cambiando una secuencia de
aminoacidos para que contenga la secuencia de uno o mas tripéptidos antes mencionada (en el caso del sitio de
glicosilacion conectado a N). Estos cambios se pueden realizar mediante la adicién de uno o mas residuos de serina
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o treonina a la secuencia de un anticuerpo inicial o mediante la sustitucion del mismo con estos residuos (en el caso
del sitio de glicosilacion conectado a O).

Ademas, el péptido que tiene una secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12 de acuerdo con una
realizacion de la presente invencion tiene una baja toxicidad intracelular y es muy estable in vivo. Cada uno de los
péptidos de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12 de acuerdo con la presente invencion es un péptido que tiene una longitud
de 8 aminoacidos de la siguiente manera.

Los péptidos de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12 se muestran en la Tabla 2 a continuacion. El término "nombre" que se
muestra en la Tabla 2 se usa para distinguir los péptidos entre si.

El péptido denominado "Pep-WH-11" como se menciona en el presente documento tiene una secuencia de
aminoacidos que no se divulga en la presente solicitud y que es diferente de los péptidos reivindicados de las SEQ ID
NOS: 1-10y 12.

<Tabla 2>
SEQ ID NO. Nombre Secuencia | Peso molecular
1 Pep-WH-2 | ALSSRLRA 872,52
2 Pep-WH-2 | ALSSRLRG 858,50
3 Pep-WH-3 | ALSSRLRF 948,55
4 Pep-WH-4 | ALSTRLRA 886,53
5 Pep-WH-5 | ALSTRLRG 872,52
6 Pep-WH-6 | ALSTRLRF 962,57
7 Pep-WH-7 | ALTSRVRA 872,52
8 Pep-WH-8 | ALTSRVRG 858,50
9 Pep-WH-9 | ALTSRVRF 948,55
10 Pep-WH-10 | ALTSKLRA 858,53
12 Pep-WH-12 | ALTSKLRF 934,56

Una realizacion de la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que incluye uno o mas
seleccionadas de los péptidos que tienen las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12 como
ingrediente activo.

En una composicion farmacéutica para prevenir o tratar enfermedades asociadas con inflamacion, fibrosis y heridas
de acuerdo con una realizacion de la presente invencion, el contenido del péptido de cualquiera de las SEQ ID NOS:
1 a 10 y 12 puede oscilar entre 0,01 mg/ml a 0,1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml y 100 mg/ml. Sin embargo, cuando se
muestra una diferencia en los efectos de acuerdo con la dosis, el contenido de los mismos puede ajustarse
apropiadamente. Cuando el contenido de cada péptido esta dentro del intervalo anterior, no solo es suficiente para
exhibir los efectos deseados de la presente invencién, sino que también se pueden satisfacer tanto la estabilidad como
la seguridad de la composicion, y puede ser apropiado en términos de efectos en relacion con los costes.

La composicién de acuerdo con una realizacién de la presente invencion se puede aplicar a todos los animales,
incluidos humanos, perros, pollos, cerdos, vacas, ovejas, cobayas 0 monos.

La composicién farmacéutica de acuerdo con una realizaciéon de la presente invencién puede administrarse por via
oral, intrarrectal, percutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intramedular, intradural, subcutanea o
similares.

Una preparaciéon para administraciéon oral puede ser un comprimido, una pildora, una capsula blanda o dura, un
granulo, un polvo, una preparacion liquida o una emulsion, pero la presente invencion no se limita a las mismas. Una
formulacion para administracion parenteral puede ser una inyeccion, un agente de goteo, una locién, un unguento, un
gel, una crema, una suspension, una emulsion, un supositorio, un parche o un agente de atomizacion, pero la presente
invencion no esta limitada a los mismos.

La composicién farmacéutica de acuerdo con una realizacién de la presente invencién puede incluir un aditivo tal como
un diluyente, un excipiente, un lubricante, un aglutinante, un desintegrante, un tampon, un dispersante, un tensioactivo,
un colorante, un saborizante, un edulcorante o similar de acuerdo con la necesidad. La composicién farmacéutica de
acuerdo con una realizacion de la presente invencién se puede preparar usando un procedimiento cominmente
utilizado en la técnica.

El ingrediente activo de la composicion farmacéutica de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede
variar dependiendo de la edad, el sexo, el peso corporal, las condiciones patoldgicas y la gravedad de los sujetos a
los que se va a administrar el ingrediente activo y la via de administraciéon o determinacién de prescriptores. La



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 879 641 T3

determinacién de una dosis adecuada basada en estos factores puede estar dentro del intervalo conocido por los
expertos en la técnica, y una dosis diaria de la composicion farmacéutica puede variar, por ejemplo, de 0,1 pg/kg/dia
a 100 g/kg./dia, en particular, de 10 pg/kg/dia a 10 g/kg/dia, mas particularmente, de 100 pg/kg/dia a 1 g/kg/dia, incluso
mas particularmente, de 500 pg/kg/dia hasta 100 mg/kg/dia. Cuando se muestra una diferencia en los efectos de
acuerdo con la dosis, la dosis diaria puede ajustarse adecuadamente. La composicion farmacéutica de acuerdo con
una realizacién de la presente invencién puede administrarse de una a tres veces al dia, pero la presente invencion
no se limita a ello.

Una preparacion de la composicién de acuerdo con una realizacién de la presente invencién no esta particularmente
limitada y puede formularse como, por ejemplo, un comprimido, un granulo, un polvo, una preparacion liquida, una
preparacion sdlida o similar. Cada preparacion puede prepararse formulando ingredientes cominmente usados en la
técnica ademas del ingrediente activo o seleccionando y mezclando apropiadamente los ingredientes por un experto
en la materia sin dificultad indebida de acuerdo con el propésito de uso. Ademas, cuando se usan simultaneamente
con otras materias primas, los ingredientes pueden tener un efecto sinérgico.

La composicion que incluye el péptido de acuerdo con una realizacién de la presente invencion puede usarse como
una composicién farmacéutica para prevenir o tratar una o mas enfermedades asociadas a inflamacién seleccionadas
del grupo que consiste en artritis reumatoide, psoriasis, artritis psoridsica, dermatitis atopica, enfermedades
inflamatorias del intestino tales como colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, espondilitis anquilosante, esclerosis
multiple, lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), septicemia, choque
por endotoxinas, hepatitis y diabetes tipo 1.

La composicion que incluye el péptido de acuerdo con una realizacién de la presente invencion puede usarse como
una composicion farmacéutica para prevenir o tratar la fibrosis inducida por uno o mas seleccionados del grupo que
consiste en cancer, administracion de un farmaco contra el cancer y exposicion a radiacion.

La composicion farmacéutica para prevenir o tratar la fibrosis que incluye el péptido de acuerdo con una realizacion
de la presente invencion puede exhibir un efecto de inhibicion de la fibrosis de tejidos celulares de cancer
seleccionados del grupo que consiste en cancer de pancreas, cancer de colon, cancer de estomago, cancer de
prostata, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de mama, melanoma y cancer de ovario.

La composicion que incluye el péptido de acuerdo con una realizacién de la presente invencion puede usarse como
una composicion farmacéutica para prevenir o tratar y aliviar una enfermedad de la piel seleccionada del grupo que
consiste en arrugas de la piel, sequedad de la piel, depresiones de la piel, quemaduras epidérmicas, laceraciones
epidérmicas, heridas epidérmicas y combinaciones de las mismas; o agravamiento de los mismos.

Una realizacion de la presente invencién proporciona una composicion cosmética que incluye el péptido o una sal del
mismo. La composicion cosmética incluye un medio o base cosmética o dermatolégicamente aceptable. La
composicion cosmética puede estar en cualquier forma adecuada para aplicacion local, por ejemplo, una solucién, un
gel, un sdlido, un producto anhidro en pasta, una emulsién obtenida dispersando una fase oleosa en una fase acuosa,
una emulsién obtenida dispersando una fase acuosa en una fase oleosa, una emulsién multiple, una suspension, una
microemulsion, una microcapsula, microgranulos, dispersantes de vesiculas ionicas (liposomas) y no ionicas, una
espuma y un aerosol o parche que contiene ademas un propulsor comprimido. Estas preparaciones se pueden
preparar de acuerdo con un procedimiento cominmente utilizado en la técnica.

La composicidon cosmética incluye preferiblemente otros ingredientes capaces de impartir un efecto sinérgico al efecto
principal dentro de un intervalo que no afecte adversamente al efecto principal, ademas de los materiales descritos
anteriormente, y se pueden mezclar con otros ingredientes ademas del ingrediente activo, seleccionado
apropiadamente por un experto en la técnica sin ninguna dificultad indebida de acuerdo con las preparaciones de otras
composiciones cosmeéticas o el propodsito de uso de las mismas. Por ejemplo, la composicién cosmética de la presente
invencion puede incluir, ademas del ingrediente activo, otros ingredientes mezclados en una composicion cosmética
general de acuerdo con las necesidades, y ejemplos de los mismos incluyen ingredientes oleosos y grasosos, un
agente humectante, un agente emoliente, un tensioactivo, pigmentos organicos e inorganicos, polvos organicos, un
absorbente ultravioleta, un conservante, un bactericida, un antioxidante, un estabilizador, un espesante, glicerina, un
ajustador de pH, alcoholes, colorantes, un pigmento, saborizantes, un promotor de la circulacion sanguinea, un agente
enfriador, un antitranspirante y agua purificada. Otros ingredientes mezclados que pueden incluirse en la composicion
cosmeética no se limitan a los ejemplos anteriores, y las cantidades de mezcla de los ingredientes pueden estar dentro
de un intervalo que no afecte negativamente a los objetivos y efectos de la presente invencion.

Las preparaciones de la composicion cosmética no estan particularmente limitadas y pueden seleccionarse
apropiadamente para el propésito de uso. Por ejemplo, la composicion cosmética puede estar en forma de una o mas
preparaciones seleccionadas del grupo que consiste en preparaciones tipo jabon, ténico para la piel, locién nutritiva,
esencia, crema nutritiva, crema de masaje, mascarilla, gel, base de maquillaje, maquillaje de fondo, polvo, lapices
labiales, parches, aerosol, crema para los ojos, esencia para los ojos, crema limpiadora, espuma limpiadora, agua
limpiadora, un limpiador, champu para el cabello, acondicionador para el cabello, tratamiento para el cabello, esencia
para el cabello, locion para el cabello, ténico capilar para el cuero cabelludo, esencia para el cuero cabelludo, gel para

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 879 641 T3

el cabello, atomizador para el cabello, mascarilla para el cabello, locién corporal, crema corporal, aceite corporal y
esencia corporal, pero la presente invencion no se limita a los ejemplos anteriores.

Las preparaciones de una composicion alimenticia de acuerdo con la presente memoria descriptiva no estan
particularmente limitadas, pero la composicion alimenticia se puede formular en, por ejemplo, comprimidos, granulos,
polvos, un liquido tal como una bebida, caramelo, gel, una barra, o similar. La composicion alimenticia de cada
preparacion puede incluir ingredientes mixtos cominmente usados en la técnica ademas del ingrediente activo,
seleccionados apropiadamente por un experto en la técnica sin ninguna dificultad de acuerdo con las preparaciones o
el proposito de uso, y, cuando estos ingredientes asi como otras materias primas se aplican simultdneamente, se
pueden obtener efectos sinérgicos.

En la composicion alimenticia de acuerdo con la presente memoria descriptiva, la dosis del ingrediente activo puede
ser determinada por los expertos en la técnica, y una dosis diaria de la composicion alimenticia puede no estar limitada
a, por ejemplo, 0,1 mg/kg/dia a 5.000 mg/kg/dia, mas particularmente, 50 mg/kg/dia a 500 mg/kg/dia, y puede variar
dependiendo de varios factores tales como edades de los sujetos a administrar, condiciones de salud y
complicaciones.

La composicion alimenticia de acuerdo con la presente memoria descriptiva puede ser, por ejemplo, una variedad de
alimentos tales como chicles, productos de caramelo, dulces, helados, confiteria, productos para bebida tales como
bebidas alcohdlicas o alimentos funcionales saludables que incluyen vitaminas, y minerales.

Ademas, la composiciéon alimenticia de acuerdo con una realizacion de la presente invencion puede incluir diversos
suplementos nutricionales, vitaminas, minerales (electrolitos), sabores tales como sabores sintéticos, sabores
naturales, colorantes y potenciadores (queso, chocolates), acido péctico y sus sales, acido alginico y sus sales, acidos
organicos, un espesante coloidal protector, un ajustador de pH, un estabilizador, un conservante, glicerina, alcoholes
y un agente carbonatante usado en bebidas carbonatadas. Ademas, las composiciones alimenticias funcionales de la
presente invenciéon pueden incluir pulpa para la preparacion de zumos de frutas naturales, bebidas de zumos de frutas
y bebidas vegetales. Estos ingredientes se pueden usar solos o se puede usar una combinacién de los mismos. La
proporcién de estos aditivos no es muy importante, pero las cantidades de los aditivos generalmente oscilan entre 0
partes en peso y aproximadamente 20 partes en peso con respecto a 100 partes en peso de la composicion de la
presente invencion.

Los términos utilizados en la presente memoria descriptiva se proporcionan Unicamente para describir realizaciones
particulares y no pretenden limitar la presente invencion. Los términos que no mencionan si el sustantivo es singular
o plural no pretenden limitar el nimero, sino que indican que el sustantivo mencionado existe en forma singular o

plural. Los términos "que incluye”, "que tiene" y "que comprende" se interpretan como términos abiertos (es decir, que
incluyen, pero no se limitan a los mismos).

Hacer referencia a un intervalo de valores es una manera facil de evitar mencionar individualmente cada valor
separado dentro del intervalo y, a menos que se indique lo contrario en el presente documento, cada valor separado
se incorpora en la presente memoria descriptiva como si se mencionara individualmente en el presente documento.
Los valores limite de todos los intervalos estan dentro de los intervalos y pueden combinarse de forma independiente.

Todos los procedimientos mencionados en el presente documento se pueden realizar en un orden adecuado a menos
que se indique lo contrario o que el contexto lo contradiga claramente. El uso de cualquier realizacion y todas las
realizaciones o expresiones ejemplares (por ejemplo, "tal como") pretende describir mas completamente la presente
invencion y no pretende limitar el alcance de la presente invencidon a menos que esté dentro de las reivindicaciones.
Cualquier expresion en la memoria descriptiva no debe interpretarse de manera que cualquier elemento no
reivindicado sea esencial para la practica de la presente invencién. A menos que se defina lo contrario, los términos
técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto en
la técnica a la que pertenece la invencion.

Las realizaciones ejemplares de la presente invencion incluyen el mejor modo conocido por los inventores para
implementar la presente invencion. Las variaciones de las realizaciones ejemplares pueden resultar obvias para los
expertos en la técnica después de leer la descripcidn anterior. Los inventores de la presente invencién esperan que
un experto en la técnica utilice apropiadamente tales variaciones y esperan que la presente invencion se lleve a cabo
de una manera diferente a la descrita en el presente documento. Por lo tanto, la presente invencién incluye
equivalentes y todas las modificaciones de la materia objeto de la invencion mencionada en las reivindicaciones
adjuntas, segun lo permitido por las leyes de patentes. Aunque la presente invencion se ha descrito en detalle con
referencia a realizaciones ejemplares de la misma, los expertos en la técnica entenderan bien que se pueden realizar
varios cambios en la forma y los detalles sin apartarse del alcance de la invencion definidas por las reivindicaciones
que se mencionan mas adelante.

[Modo de realizar la invencion]

A continuacion, se describiran con mas detalle las constituciones y los efectos de la presente invencion con referencia
a los Ejemplos y Ejemplos Experimentales. Sin embargo, estos Ejemplos y Ejemplos Experimentales se proporcionan
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con fines ilustrativos Unicamente para ayudar a comprender la presente invencién y no pretenden limitar el alcance de
la presente invencion.

Ejemplo 1: Sintesis de péptidos novedosos

Se prepararon péptidos novedosos de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12 (en lo sucesivo, denominados "Pep-WH-1 a Pep-
WH-10 y Pep-WH-12") de acuerdo con un procedimiento generalmente conocido de sintesis de péptidos en fase
sélida. El péptido denominado "Pep-WH-11" como se menciona en el presente documento tiene una secuencia de
aminoacidos que no se divulga en la presente solicitud y que es diferente de los péptidos de las SEQ ID NOS: 1-10 y
12.

En particular, los péptidos Pep-WH-1 a Pep-WH-10 y Pep-WH-12 se sintetizaron mediante sintesis de péptidos en
fase solida (SPPS) con Fmoc utilizando ASP48S (Peptron, Inc., Daejeon, Corea) mediante acoplamiento de
aminoacidos uno por uno desde el terminal C. Se utilizé un complejo en el que el primer aminoacido en el terminal C
de cada uno de los péptidos estaba unido a una resina. Por ejemplo:

Resina de NH,-Lys(Boc)-2-cloro-tritilo
Resina de NH,-Ala-2-cloro-tritilo
Resina de NH.,-Arg(Pbf)-2-cloro-tritilo

Todos los aminoacidos usados en la sintesis de péptidos fueron protegidos por Trt, Boc, t-butiléster (t-Bu), 2,2,4,6,7-
pentametil-dihidro-benzofuran-5-sulfonilo (Pbf), o similares, mientras que el terminal N estaba protegido por Fmoc, y
todos los residuos se eliminaron en acido. Por ejemplo, los aminoacidos fueron los siguientes:

Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH,
Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Ahx-OH, Fmoc-GIn-OH y Trt-acido mercaptoacético.

Se utilizé hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamonio (HBTU)/N-hidroxibenzotriazol
(HOBt)/4-metilmorfolina (NMM) como reactivo de acoplamiento. Fmoc se eliminé usando piperidina al 20% en DMF.
Cada péptido sintetizado se separd de la resina y los grupos protectores de los residuos se eliminaron usando un
coctel de escision [acido trifluoroacético (TFA)/triisopropilsilano (TIS)/etanoditiol (EDT)/H0 = 92,5/2,5/2,5/2,5].

Cada péptido se sintetizo repitiendo un proceso de reaccién de un aminoacido correspondiente con un soporte solido
al que se unié un aminoacido de partida con un grupo protector unido al mismo, seguido de lavado con un disolvente
y luego desproteccion. El péptido sintetizado se separd de la resina y se purificd con cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), y luego se identificd por LC/MS si el péptido se sintetizd o no, seguido de liofilizacion.

Como resultado de realizar HPLC en el péptido usado en la presente realizacion, la pureza de todos los péptidos fue
del 95% o mas.

Un proceso de preparacion del péptido Pep-WH-1 se describira ahora en detalle como sigue.

1) Acoplamiento

Se disolvieron 8 equivalentes del aminoacido protegido y HBTU (8 equivalentes)/HOBt (8 equivalentes)/NMM (16

equivalentes) como reactivo de acoplamiento en DMF y se afiadieron a la resina NHz-A-2-cloro-tritilo y luego se

permitid que ocurriera la reaccion entre ellos a temperatura ambiente durante 2 horas, y el producto de reaccion se

lavé con DMF, MeOH y DMF en este orden.

2) desproteccion de Fmoc

Se afiadié piperidina al 20% en DMF al producto resultante, se dejé que ocurriera una reaccion entre ellos a

temperatura ambiente dos veces durante 5 minutos, seguido de lavado con DMF, MeOH y DMF en este orden.

3) Se repitieron las reacciones de 1) y 2) para preparar de ese modo la resina NH2-A-L-S(tBu)-S(tBu)-R(Pbf)-L-R

(Pbf)-A-2-cloro-tritilo como cadena principal del péptido.

4) Escision: la resina peptidica de sintesis completa se traté con un coctel de escision para separar el péptido de la

resina.

5) Se anadio éter dietilico refrigerante a la mezcla obtenida y luego se centrifugd la mezcla resultante para precipitar

el péptido obtenido.

6) El péptido crudo obtenido en el proceso anterior se separo y purificé usando HPLC preparativa. Se utilizd6 como

columna una columna Vydac Everest C18 (250 mm x 22 mm, 10 ym). Como eluyente, se utilizé un gradiente lineal

de agua-acetonitrilo (10% a 75% (v/v) de acetonitrilo) que contenia &cido trifluoroacético al 0,1% (v/v).

7) Se confirmé mediante LC/MS (serie Agilent HP 1100) si el péptido separado se sintetizd para tener la secuencia

deseada.

8) Se confirmé mediante HPLC analitica si el péptido, cuyo peso molecular habia sido identificado, se separd y

purificd hasta una pureza del 95% o superior, seguido de liofilizacion, para preparar Pep-WH-1 como un polvo blanco.
Se prepararon 11 péptidos de Pep-WH-2 a Pep-WH-12 usando el mismo procedimiento que se uso para preparar el
péptido Pep-WH-1, excepto que la cadena principal de Pep-WH-1 se reemplazé por el secuencia correspondiente de
cada péptido.
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Ejemplo 2: actividad antiinflamatoria de los péptidos novedosos

Para verificar la actividad antiinflamatoria de cada uno de los péptidos novedosos Pep-WH-1 a Pep-WH-12, se midio
un grado de expresion de TNF-a conocido como citoquina, que muestra actividad inflamatoria en una linea celular,
cuya inflamacion habia sido inducida con lipopolisacarido (LPS), para cada péptido usando RT-gPCR y ELISA.

Preparacion de reactivos y materiales experimentales

Se llevo a cabo un experimento utilizando células THP-1 (American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA,
EE.UU.), que es una linea celular de leucemia monocitica aguda humana. Las células THP-1 se suspendieron en
medio RPMI 1640 hasta una concentracion de 1 x 10° células por pocillo en una placa de 96 pocillos y se incubaron
durante 24 horas. En este momento, las células THP-1 se trataron con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (Sigma)
para diferenciarlas en macrofagos.

Se disolvié lipopolisacarido (LPS, Sigma) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se disolvi6 PMA en
dimetilsulfoxido (DMSO).

Los péptidos Pep-WH-1 a Pep-WH-12 se sintetizaron en Peptron (Daejeon, Corea) de acuerdo con el procedimiento
de sintesis usado en el Ejemplo 1y se utilizaron.

Método experimental

El procedimiento de prueba RT-gPCR fue el siguiente. Se sembraron células THP-1 en una placa de 6 pocillos a una
concentracion de 2 x 108 células/pocillo y se trataron con 100 ng/ml de PMA durante 24 horas para diferenciarlas en
macrofagos. Los medios se retiraron y las células THP-1 diferenciadas se lavaron dos veces con medio sin suero
(SFM), y luego cada péptido novedoso se traté con 10 ng/ml de LPS a cada concentracion de 1 uM, 5 pM y 10 uM,
durante 6 horas. EI ARN se extrajo utilizando el mini kit RNeasy® Plus (Qiagen), y el ARN extraido se cuantifico y
luego se realizo la sintesis del ADNc usando un sistema de transcripcion inversa (Promega). Se realiz6 RT-qPCR
usando un sistema CFX96 en tiempo real (Bio-Rad) para analizar la expresién de ARNm de TNF-a, y se us6 GAPDH
como gen de referencia. Se realizaron 40 ciclos de PCR en las siguientes condiciones: a 95 °C durante 15 segundos,
a 55 °C durante 30 segundos y a 72 °C durante 30 segundos), y las secuencias de cebadores usadas se muestran en
la Tabla 3 a continuacion.

<Tabla 3>
Gen Secuencia directa (5’-3") Secuencia inversa (5’-3’)
TNF-a CTATCTGGGAGGGGTCTTCC (SEQ ID NO: 13) | ATGTTCGTCCTGCTCACAG (SEQ ID NO: 14)

GAPDH | AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT (SEQ ID NO: 15) Ccc(c}i(gggg LT()T(I}%AGG

El procedimiento de prueba ELISA fue el siguiente. Se subcultivd y preparé THP-1, que es una linea celular de
monocitos distribuida de ATCC, en la etapa P3, y la linea celular se distribuy6 en los pocillos de una placa de pocillos
y se traté con PMA para diferenciarlas en macrofagos. Las células diferenciadas se trataron con LPS para inducir una
reaccion inflamatoria (para inducir la produccion de TNF-alfa) y se trataron con cada uno de los péptidos novedosos a
cada concentracion (1 uM, 5 yM y 10 pM), y las cantidades de TNF-a se midieron mediante ELISA. Se calcularon los
valores relativos para un grupo sin inflamacién y un grupo con inflamaciéon completo, y el estrégeno (E2) se establecid
como control positivo y una linea celular no tratada, no tratada con los péptidos novedosos se establecié como control
general para realizar un analisis comparativo. E2 se conoce como un esteroide que inhibe la produccién de TNF-a en
THP-1.

Procesamiento estadistico

Todos los datos se expresan como media * error estandar de la media (S.E.M.), y el procesamiento estadistico se
realizé mediante una prueba ANOVA. Se utilizd un programa estadistico SigmaStat y el analisis estadistico se realizé
mediante una prueba de Kruskal-Wallis y una prueba U de Mann-Whitney. Ademas, la comparacion entre los grupos
se realiz6 mediante una prueba de Tukey y se determiné como estadisticamente significativo un valor p menor a 0,05.
Resultados experimentales y analisis

Los resultados medidos por el procedimiento experimental son los siguientes.

Como resultado de comparar, mediante RT-qPCR, las tasas de inhibicion del ARNm de TNF-a, lo que indica la
actividad antiinflamatoria de cada péptido a través de una cantidad de expresion de ARNm de TNF-a cuando las

células THP-1 en las que se produce una reaccién inflamatoria se habian inducido con LPS se trataron con cada uno
de los péptidos novedosos a cada concentracion (1 uM, 5 yM y 10 uM), todos los péptidos exhibieron una actividad
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antiinflamatoria dependiente de la concentracion del 50% o mas a 10 uM, y Pep-WH-11 exhibi6 la actividad
antiinflamatoria mas alta a 1 uM, que es la concentracion de tratamiento mas baja (véase la Figura 1).

Como resultado de confirmar la capacidad de las células THP-1 para inhibir la produccion de TNF-a mediante ELISA
para evaluar las actividades antiinflamatorias de los péptidos novedosos, se mostré un bajo grado de expresion de
TNF-a, es decir, actividad inductora de inflamacién, en todos los casos tratados con los péptidos novedosos a una
concentracion de 0,5 uM, en comparacién con un control no tratado que no se tratd con los péptidos novedosos (véase
la Figura 2). Cuando se compar6 con E2 utilizado como control positivo, entre los péptidos novedosos, Pep-WH-8,
Pep-WH-9, Pep-WH-11 y Pep-WH-12 exhibieron una menor actividad inductora de inflamacion a todas las
concentraciones.

A través de los resultados de los dos experimentos, se puede confirmar que los péptidos novedosos de acuerdo con
la presente invencion exhiben actividad antiinflamatoria, confirmada por la inhibicién de TNF-a. El experimento para la
inhibicion de TNF-a se conoce como el experimento mas basico para verificar los efectos globales inhibidores de la
inflamacién, mediante el cual se confirma que los péptidos novedosos de la presente invencién pueden tener efectos
globales antiinflamatorios.

Ejemplo 3: actividad antifibréotica de los péptidos novedosos

Para identificar un efecto inhibidor de TGF-B, considerado como la principal causa de fibrosis, de los péptidos
novedosos Pep-WH-1 a Pep-WH-12, se llevd a cabo un experimento para confirmar la accién inhibidora de
sefializacion de TGF-B en una linea celular HepG2 como sigue.

Preparacion de reactivos y materiales experimentales

Los reactivos y materiales usados en el presente experimento son los siguientes. Los péptidos novedosos en polvo se
disolvieron en agua estéril filtrada a través de 0,2 ym y luego se almacenaron en forma de alicuotas a -70 °C y, cuando
estaban en uso, se descongelaron los péptidos almacenados. Se usé una linea celular HepG2 (ATCC HB-8065;
American Type Culture Collection) y se disolvido TGF-f3 humano recombinante en HCl 4 mM para preparar una solucion
madre de 10 pg/ml. Se us6 SB431542 (Sigma) como control positivo después de prepararse en una solucién madre
10 mM.

Preparacion de la linea celular

Se sembraron 2 x 108 células HepG2 (ATCC HB-8065) en una placa Petri de 60 mm y luego se cultivaron en una
incubadora de CO; durante 16 horas. Posteriormente, el medio se reemplazé por un medio sin suero (SFM) y se cultivd
adicionalmente durante 24 horas. Posteriormente, el medio se reemplazé con 10 ng/ml de TGF-B1, y las células HepG2
se trataron con cada uno de los péptidos novedosos a cada concentracion (1 uM y 10 uM) y luego se cultivaron durante
72 horas. Los grupos tratados con los péptidos novedosos respectivos se cultivaron adicionalmente en una incubadora
de CO; a 37 °C durante 1 hora.

Método experimental

Para medir las actividades antifibroticas de los péptidos novedosos, se llevé a cabo un experimento para medir el
grado de inhibicion de la sefalizacion de TGF-B mediante transferencia Western, y la descripcion detallada del
procedimiento experimental es la siguiente.

Las células tratadas con cada péptido se lavaron dos veces con PBS, se recogieron en un tubo EP de 1,5 ml usando
un raspador de células y luego se centrifugaron usando un separador centrifugo (1.000 rpm, 4 °C, 2 minutos) para
eliminar el sobrenadante, y luego se afiadieron 100 pl de cada uno a las células HepG2 tratadas con RIPA. Las células
HepG2 se incubaron en hielo durante 40 minutos y luego se mezclaron agitando cada 10 minutos (vortice,
microcentrifuga previamente enfriada a 4 °C) y cada muestra se mezcld de 40 a 50 veces con una jeringa de 1 ml. Por
ultimo, la mezcla resultante se centrifugd a 13.000 rpm durante 15 minutos y se utilizo el sobrenadante obtenido.

Se sometieron 30 pg de proteina a electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio al 8% (SDS-PAGE)
para ser transferidos a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Millipore). Las membranas de PVDF se
bloquearon con leche desnatada al 5% y se incubaron con anticuerpos primarios particulares. Los anticuerpos usados
en este experimento son los siguientes: Smad 2/3 (60, 52 kDa, BSA al 5% 1:1.000, # 3102, Cell Signaling), pSmad 2/3
(Cell Signaling # 3102) y GAPDH (37 kDa, BSA al 5% 1:1.000, # 2118, Cell Signaling). Posteriormente, las membranas
de PVDF se lavaron con solucion salina tamponada con Tris que contenia Tween-20 al 0,1% (TBST) y luego se
hicieron reaccionar con un anticuerpo anticonejo conjugado con HRP (fabricado por Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.). Posteriormente, se realizé la deteccion de ECL (Amersham Pharmacia Biotech) y las imagenes
adquiridas se analizaron mediante un analizador de imagenes (GE Healthcare, ImageQuant LAS 4000).
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Para medir los efectos inhibidores de TGF-3, se usaron pSmad 2/3 y Smad 2/3 como marcadores de actividad de
sefializacion de TGF-B, y se us6 GAPDH como grupo de referencia en electroforesis. Se utilizaron los marcadores de
actividad de sefializacion de TGF- que se expresaron a una concentracion alta cuando se inhibio el TGF-3.

Procesamiento estadistico

Todos los datos se expresan como media + S.E.M., y el procesamiento estadistico se realizé6 mediante una prueba
ANOVA. Se utilizo el programa estadistico SigmaStat y el analisis estadistico se realizé mediante la prueba de Kruskal-
Walllis y la prueba U de Mann-Whitney. Ademas, la comparacion entre los grupos se realizé mediante una prueba de
Tukey y se determiné como estadisticamente significativo un valor p menor a 0,05.

Resultados experimentales y analisis
Los resultados medidos por el procedimiento experimental son los siguientes.

Como resultado de la medicion de los grados de inhibicion de TGF-3 de los péptidos novedosos a través de
transferencia Western, se mostraron altos grados de expresion de los marcadores, exhibidos a medida que aumentaba
la inhibicion de TGF-B, en todos los casos tratados con los péptidos novedosos a una concentracion de 10 uM, en
comparacion con un grupo no tratado inducido por fibrosis tratado solo con TGF- (véanse las Figuras 3 a 5). A partir
de los resultados, se puede confirmar que el TGF- se inhibié mediante el tratamiento con los péptidos novedosos.
Ademas, en comparacion con el caso del control positivo tratado con SB431542 10 uM, los grupos tratados con Pep-
WH-3, Pep-WH-4, Pep-WH-5, Pep-WH-6, Pep-WH-7 y Pep-WH-12 a 10 uM exhibieron cada uno una mayor actividad
inhibidora de TGF-(.

A partir de los resultados experimentales, se puede confirmar que los péptidos novedosos de acuerdo con la presente
invencién exhiben actividad antifibrética mostrada por la inhibiciéon de TGF-B. El experimento para la inhibicion de TGF-
B se conoce como un experimento de actividad antifibrética ampliamente utilizado, mediante el cual se confirma que
los péptidos novedosos de la presente invencion pueden tener efectos de actividad antifibrética.

Ejemplo 4: Actividad de cicatrizacion de heridas de péptidos novedosos

Para confirmar los efectos de cicatrizacién de heridas con los péptidos novedosos Pep-WH-8, Pep-WH-9, Pep-WH-11
y Pep-WH-12, se traté un modelo animal al que se le indujo una herida con cada uno de los péptidos novedosos, y
luego se llevo a cabo un experimento para confirmar el efecto de cada péptido en la produccion de colageno necesario
para una disminucion en el tamafio de la herida y en un proceso de cicatrizacion de heridas como sigue.

Preparacion de animales de experimentacion

Se seleccionaron ratas Sprague-Dawley (SD) porque los ratones tienen pieles finas y es dificil inducir uniformemente
una herida en ratones. Para excluir los efectos debidos a cambios hormonales, se seleccionaron ratas SD macho y se
adquirieron ratas SD de 6 semanas de edad y se aclimataron durante aproximadamente 1 semana. Sin embargo, para
obtener resultados experimentales con mayor precision, se llevé a cabo un experimento después de que las ratas SD
de 6 semanas cumplieran 11 semanas. Dado que los animales experimentales son sensibles a las respuestas olfativas
y pueden atacar a otros individuos, los individuos se separaron unos de otros después de que se formaran las heridas,
tal como 1 rata por cada jaula, y se observaron.

Método experimental

Se uso el siguiente procedimiento para formar una escisién de espesor total en los animales experimentales
preparados. Para inducir la anestesia, se inyecté intraperitonealmente una mezcla de 10 mg/kg (peso corporal) de
xilazina-HCI y 100 mg/kg (peso corporal) de ketamina HCI en los animales de experimentacion o se administré la
mezcla a los animales de experimentacion mediante un sistema respiratorio de anestesia. Después de la induccion de
la anestesia, los pelos del lomo del animal de experimentacion colocado boca abajo se afeitaron limpiamente, el lomo
se desinfectd con betadina y luego se realizd una escision circular de espesor total en un sitio separado de la parte
mas alta del lomo a cada uno de los lados izquierdo y derecho a una distancia de aproximadamente 1 cm, utilizando
un punzoén de 16 mm. No se realizd un apésito por separado en los sitios de la herida.

El modelo animal inducido por escision de espesor total se dividio en los siguientes grupos y se aplicé un farmaco a
cada grupo inmediatamente después de la formaciéon de la escision y cada dos dias. Para el procedimiento de
aplicacion, se ajusté un material a una concentracion de 1 mg/ml, y luego, inmediatamente antes del experimento, el
material se diluyé 10 veces a una concentracion de 100 pyg/ml. Se aplicaron gota a gota 50 ul del material en cada
escision.

1) Control: aplicar gota a gota 50 pl de solucién salina por escision

2) Grupo experimental 1: aplicar gota a gota 0,1 mg/ml de Pep-WH-8 en una cantidad de 50 pl por escision
3) Grupo experimental 2: aplicar gota a gota 0,1 mg/ml de Pep-WH-9 en una cantidad de 50 pl por escision
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4) Grupo experimental 3: aplicar gota a gota 0,1 mg/ml de Pep-WH-11 en una cantidad de 50 pl por escision
5) Grupo experimental 4: aplicar gota a gota 0,1 mg/ml de Pep-WH-12 en una cantidad de 50 pl por escision.

Los grupos se observaron inmediatamente después de la formacién de la escision y el dia 2, el dia 4, el dia 7, el dia
9, el dia 11 y el dia 14 a partir de entonces y se fotografiaron. Cuando las heridas sanaron por completo, se registro
la fecha de cicatrizacién de la herida. Generalmente, alrededor del dia 9, comenzaron a aparecer individuos con el
tamanio de las heridas disminuido al 5% de las heridas iniciales. Los sitios de la herida se fotografiaron con una regla,
y luego las imagenes adquiridas se analizaron utilizando el programa Image J (NIH, EE. UU.) para calcular las areas
de la herida, y se compararon entre si las areas de la herida.

Se llevé a cabo una biopsia para la formacion de colageno extrayendo los sitios de la herida de los lados opuestos del
lomo de cada uno de dos individuos del control y dos individuos de cada grupo experimental el dia 3 y el dia 5 después
de la formacion de la escision. Para comparar si se sintetizd colageno, cada grupo se sometié a tincion tricromica de
Masson y luego se obtuvieron los valores promedio de medicion de la intensidad de fluorescencia.

Resultados experimentales y analisis

Al comparar cada grupo experimental con el control, los casos de Pep-WH-8 y Pep-WH-12 exhibieron un tamafio de
herida mas pequefio el dia 3 después de inducir la escision de espesor total que la del control (véanse las Figuras 6 y
9). Los casos de Pep-WH-9 y Pep-WH-11 exhibieron un tamario de herida mas pequefio el dia 1 después de inducir
la escision de espesor total que la del control (véanse las Figuras 7 y 8). Al observar los grupos de control y
experimentales el dia 11, no hubo diferencia significativa entre los tamafios de las heridas y las heridas se curaron,
pero un tamafo de herida mas pequefio en cada grupo experimental que en el control en la etapa inicial después de
la formacion de la escision puede indicar que los péptidos novedosos son eficaces en una etapa temprana de la
formacion de la escision.

Ademas, en los resultados de observacion de la formacion de colageno después de inducir la escision, todos los
grupos experimentales exhibieron una intensidad de fluorescencia promedio alta para la produccion de colageno, en
comparacion con el control (véase la Figura 10). Esto puede indicar que los péptidos novedosos aceleran la formacion
de colageno necesaria cuando se cicatrizan los sitios de las heridas.

A partir de los resultados experimentales, se puede confirmar que los péptidos novedosos de acuerdo con la presente
invencion tienen la actividad de disminuir el area de formacion de heridas y aumentar la sintesis de colageno. A partir
de este resultado, se confirma que los péptidos novedosos de la presente invencidon pueden tener un efecto de
actividad de cicatrizacion de heridas.

Combinando todos los resultados de los Ejemplos Experimentales, los péptidos novedosos de acuerdo con la presente
invencion pueden tener efectos antiinflamatorios, antifibréticos y de cicatrizacion de heridas, y pueden usarse para
desarrollar un agente terapéutico para prevenir o tratar la inflamacion, la fibrosis y heridas y también desarrollar un
medicamento para prevenir o tratar diversas enfermedades con inflamacion y fibrosis y un medicamento para aliviar
los sintomas de las mismas.

<110> GEMVAX & KAEL CO., LTD. KIM, Sang Jae
<120> Péptidos Novedosos y la Composicion que los Comprende
<130> OF16P100PCT

<150> KR 10-2015-0073188
<151> 2015-05-26

<160> 16

<170> Kopatentin 2.0
<210> 1

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido Pep-WH-1
<400> 1

Ala Leu Ser Ser Arg Leu Arg Ala
1 5
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<210> 2

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-2

<400> 2

<210> 3

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-3

<400> 3

<210> 4

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-4

<400> 4

<210>5

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-5

<400> 5

<210> 6

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-6

<400> 6
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Ala Leu Ser Ser Arg Leu Arg Gly
1 5

Ala Leu Ser Ser Arg Leu Arg Phe
1 5

Ala Leu Ser Thr Arg Leu Arg Ala
1 5

Ala Leu Ser Thr Arg Leu Arg Gly
1 5

Ala Leu Ser Thr Arg Leu Arg Phe
1 5
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<210>7

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-7

<400> 7

<210> 8

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-8

<400> 8

<210>9

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-9

<400> 9

<210> 10

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-10

<400> 10

<210> 11

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido Pep-WH-11

<400> 11
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Ala Leu Thr Ser Arg Val Arg Ala
1 5

Ala Leu Thr Ser Arg Val Arg Gly
1 5

Ala Leu Thr Ser Arg Val Arg Phe
1 5

Ala Leu Thr Ser Lys Leu Arg Ala
1 5

Ala Leu Ser Thr Arg Leu Arg Gly
1 5
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<210>12
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido Pep-WH-12

<400> 12

Ala Leu Thr Ser Lys Leu Arg Phe

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de TNF-a

<400> 13
ctatctggga ggggtcttcc 20

<210> 14

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de TNF-a

<400> 14
atgttcgtcc tgctcacag 19

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de GAPDH

<400> 15
agggctgctt ttaactctgg t 21

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de GAPDH

<400> 16
ccccacttga ttttggaggg a 21

1
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido seleccionado de un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos representada por una de las SEQ
ID NOS: 1 a 10y 12, siendo un péptido un fragmento de una de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12, un péptido que tiene
80% o mas homologia de secuencia con una de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12 o un fragmento de la misma, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que el péptido tiene actividad antiinflamatoria, antifibrética y de
cicatrizacion de heridas.

2. Una composicion antiinflamatoria que comprende uno o mas de los péptidos o una sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. La composicién antiinflamatoria de la reivindicacion 2, en la que la composicién antiinflamatoria tiene una actividad
antiinflamatoria debido a una disminucion de TNF-a.

4. La composicion antiinflamatoria de la reivindicacién 2 para uso en la prevencion o el tratamiento de una o mas
enfermedades asociadas a la inflamacién seleccionadas del grupo que consiste en artritis reumatoide, psoriasis, artritis
psoriasica, dermatitis atdpica, enfermedades inflamatorias del intestino tales como colitis ulcerosa, enfermedad de
Crohn, espondilitis anquilosante, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), septicemia, choque por endotoxinas, hepatitis y diabetes tipo 1.

5. Una composicion para su uso en la prevencion, el tratamiento o el alivio de la fibrosis de un 6rgano corporal,
comprendiendo la composiciéon uno o mas de los péptidos o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos de
acuerdo con la reivindicacion 1.

6. La composicion para el uso de la reivindicacion 5, en la que la composicién para su uso en la prevencion, el
tratamiento o el alivio de la fibrosis de un érgano corporal tiene la actividad de inhibir la fibrosis de un érgano corporal
mediante la inhibicién de la sefializacion de TGF-3.

7. La composiciéon para el uso de la reivindicacién 5, en la que la composicién para su uso en la prevencion, el
tratamiento o el alivio de la fibrosis de un 6rgano corporal previene o trata la fibrosis inducida por uno o mas
seleccionados del grupo que consiste en cancer, administracion de un farmaco contra el cancer y exposicion a la
radiacion.

8. La composicién para el uso de la reivindicacién 5, en la que la composicidén para su uso en la prevencion, el
tratamiento o el alivio de la fibrosis de un érgano corporal previene o trata la fibrosis de los tejidos celulares de cancer
seleccionados del grupo que consiste en cancer de pancreas, cancer de colon, cancer de estomago, cancer de
prostata, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de mama, melanoma y cancer de ovario.

9. Una composicion para su uso en el tratamiento o el alivio de una herida, comprendiendo la composiciéon uno o mas
de los péptidos o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos de acuerdo con la reivindicacion 1.

10. La composicioén para el uso de la reivindicacion 9, en la que la composicidon para su uso en el tratamiento o alivio
de una herida tiene un efecto de cicatrizacion de la herida al inducir la sintesis de colageno.

11. La composicién para el uso de la reivindicacion 9, en la que la composicidon para su uso en el tratamiento o alivio
de una herida trata o alivia una herida seleccionada del grupo que consiste en quemaduras epidérmicas, laceraciones
epidérmicas, heridas epidérmicas y combinaciones de las mismas.

12. Una composicién cosmética que comprende un péptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 1.

13. Uso de una composicién que comprende un péptido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo
con la reivindicaciéon 1 como composicidon cosmética.

14. Una composicion farmacéutica que comprende uno o mas péptidos seleccionados de los péptidos que tienen
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOS: 1 a 10 y 12 como ingrediente activo.

15. Un kit para su uso en uno o mas efectos seleccionados entre antiinflamatorios, antifibréticos, cicatrizacion de
heridas, opcionalmente de acuerdo con una cualquiera o mas de las reivindicaciones 4 a 11; comprendiendo el kit:

una composicion que comprende uno o mas de los péptidos o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos
de acuerdo con la reivindicacion 1, o la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2, 3 y
14y

una instruccidon que instruye uno o mas seleccionados de una dosis, via de administracion, el numero de dosis e
indicaciones de la composicion.
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[Fig. 1]
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[Fig. 2]
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[Fig. 3]
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[Fig. 4]

_WH-8

10

WH-7

10

_WH-6

10

WH-5

Péptidos (uh)

SB431542

TGF-B1

ES 2 879 641 T3

o

&

A
,@Q

[

o
&

s
.5?‘&2'\

&

5
&
Qz\"'x
&

Fosfo-Smad 2/3

Smad 2/3

GAPDH

22

1
R 4 a e
o — o ]

(€'zpews/'zpewsd)

BI9UBCIOSAE 8P Pepiun

&

o

&



[Fig. 5]
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[Fig. 6]
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[Fig. 8]
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[Fig. 10]
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