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DESCRIPCION
Octapéptido que tiene actividad antiangiogénica
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un compuesto para su uso en la inhibicion de angiogénesis, para su uso en el
tratamiento de cancer y un compuesto que tiene actividad Gtil para tratar afecciones que surgen de o empeoran por
angiogénesis. También se describen composiciones farmacéuticas que comprenden el compuesto.

Antecedentes de lainvencién

La angiogénesis es el proceso fundamental por el que se forman nuevos vasos sanguineos y es esencial para una
diversidad de actividades corporales normales (tales como reproduccion, desarrollo y reparacion de heridas).
Aunque el proceso no se entiende completamente, se cree que implica una interaccion compleja de moléculas que
tanto estimulan como inhiben el crecimiento de células endoteliales, las células primarias de los vasos sanguineos
capilares. En condiciones normales estas moléculas parecen mantener la microvasculatura en un estado quiescente
(es decir, uno sin crecimiento capilar) durante periodos prolongados que pueden durar semanas o, en algunos
casos, décadas. Sin embargo, cuando es necesario, tal como durante la reparacién de heridas, estas mismas
células pueden experimentar proliferacion rapida y renovacion en un periodo tan corto como cinco dias.

Aunque la angiogénesis es un proceso altamente regulado en condiciones normales, muchas enfermedades
(caracterizadas como “enfermedades angiogénicas”) estan impulsadas por angiogénesis no regulada persistente.
Dicho de otro modo, la angiogénesis no regulada puede causar una enfermedad particular directamente o agravar
una afeccion patoldgica existente. Por ejemplo, se ha mostrado que el crecimiento o metéstasis de tumores sdlidos
es dependiente de angiogénesis. Basandose en estos hallazgos, existe una necesidad continuada de compuestos
que demuestren actividad antiangiogénica debido a su potencial uso en el tratamiento de diversas enfermedades
tales como cancer. Se han descrito péptidos que tienen propiedades inhibidoras de angiogénesis en los documentos
del mismo solicitante W0 01/38397, WO 01/38347, WO 99/61476, US 5932545 y la Publicacion de Solicitud de
Patente de Estados Unidos US 2003/0050246. Sin embargo, seria deseable preparar compuestos antiangiogénicos
que tengan perfiles mejorados de actividad y tamafio menor.

Sumario de la invencién

En su realizacion principal, la presente invencion proporciona un compuesto que es N-Ac-Gly-Val-D-alle-Ser-GIn- lle-
Arg-ProNHCH,CH3; o0 una sal terapéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion, la presente invencidn proporciona una composicién farmacéutica que comprende el compuesto,
o sal terapéuticamente aceptable del mismo, en combinacion con un vehiculo terapéuticamente aceptable.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona el compuesto para su uso en la inhibicion de angiogénesis en
un mamifero que se reconoce que lo necesite.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona el compuesto para su uso en el tratamiento de cancer en un
mamifero que se reconoce que lo necesite.

Descripcion detallada de lainvencién

Como se usa en este documento, las formas singulares “un”, y “el” incluyen referencias plurales a no ser que el
contexto claramente dicte otra cosa.

Como se usa en la presente memoria descriptiva los siguientes términos tienen los significados indicados:

El término “alcoxi”, como se usa en este documento, representa un grupo alquilo unido al resto molecular parental a
través de un 4tomo de oxigeno.

El término “alquilo”, como se usa en este documento, representa un grupo monovalente derivado de un hidrocarburo
saturado de cadena ramificada o sencilla por la retirada de un atomo de hidrégeno. Los grupos alquilo preferidos
para la presente invencién son grupos alquilo que tienen de 1 a 6 &tomos de carbono (alquilo C1-Cs). Se prefieren
mas grupos alquilo de uno a tres atomos de carbono (alquilo C1-C3) para la presente invencion.

El término “alquilcarbonilo”, como se usa en este documento, representa un grupo alquilo unido al resto molecular
parental a través de un grupo carbonilo.

El término “aminoéacido”, como se usa en este documento, representa NRaRb, seleccionéandose R* y R® de forma
independiente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo y alquilcarbonilo.
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El término “arilo”, como se usa en este documento, representa un grupo fenilo o un sistema de anillo fusionado
triciclico o biciclico en el que uno o mas de los anillos fusionados es un grupo fenilo. Los sistemas de anillos
fusionados biciclicos se ejemplifican por un grupo fenilo fusionado con un grupo cicloalquenilo, como se define en
este documento, un grupo cicloalquilo, como se define en este documento, u otro grupo fenilo. Los sistemas de
anillos fusionados triciclicos se ejemplifican por un sistema de anillo fusionado biciclico fusionado con un grupo
cicloalquenilo, como se define en este documento, un grupo cicloaquilo, como se define en este documento u otro
grupo fenilo. Los ejemplos representativos de arilo incluyen, pero sin limitacién, antracenilo, azulenilo, fluorenilo,
indanilo, indenilo, naftilo, fenilo y tetrahidronaftilo. Los grupos arilo de la presente invencién pueden sustituirse
opcionalmente con uno, dos, tres, cuatro o cinco sustituyentes seleccionados de forma independiente del grupo que
consiste en alcoxi, alquilo, carboxilo, halo e hidroxilo.

El término “carbonilo”, como se usa en este documento, representa -C(O)-.
El término “carboxilo”, como se usa en este documento, representa -COzH.

El término “cicloalquenilo”, como se usa en este documento, se refiere a un sistema de anillo ciclico o biciclico no
aromatico que tiene de tres a diez atomos de carbono y de uno a tres anillos, en el que cada anillo de cinco
miembros tiene un doble enlace, cada anillo de seis miembros tiene uno o dos dobles enlaces, cada anillo de siete y
ocho miembros tiene de uno a tres dobles enlaces y cada anillo de nueve a diez miembros tienen de uno a cuatro
dobles enlaces. Los ejemplos de grupos cicloalquenilo incluyen ciclohexenilo, octahidronaftalenilo, norbornilenilo y
similares. Los grupos cicloalquenilo de la presente invencién pueden sustituirse opcionalmente con uno, dos, tres,
cuatro o cinco sustituyentes seleccionados de forma independiente del grupo que consiste en alcoxi, alquilo,
carboxilo, halo e hidroxilo.

El término “cicloalquilo”, como se usa en este documento, se refiere a un sistema de anillo de hidrocarburo
monociclico, biciclico o triciclico saturado que tiene de tres a doce atomos de carbono. Los ejemplos de grupos
cicloalquilo incluyen cliclopropilo, ciclopentilo, biciclo[3.1.1]heptilo, adamantilo y similares. Los grupos cicloalquilo de
la presente invencion pueden sustituirse opcionalmente con uno, dos, tres, cuatro o cinco sustituyentes
seleccionados de forma independiente del grupo que consiste en alcoxi, alquilo, carboxilo, halo e hidroxilo.

El término “halo”, como se usa en este documento, representa F, Cl, Bro I.

El término “heterociclo”, como se usa en este documento, se refiere a un anillo de cinco, seis o siete miembros que
contiene uno, dos o tres heteroatomos seleccionados de forma independiente del grupo que consiste en nitrégeno,
oxigeno y azufre. El anillo de cinco miembros tiene de cero a dos dobles enlaces y los anillos de seis y siete
miembros tienen de cero a tres dobles enlaces. El término “heterociclo” también incluye grupos biciclicos en los que
el anillo heterociclo esta fusionado con un grupo arilo, como se define en este documento. Los grupos heterociclo de
la presente invencién pueden unirse a través de un atomo de carbono o un atomo de nitrégeno en el grupo. Los
ejemplos de heterociclos incluyen, pero sin limitacion, furilo, tienilo, pirrolilo, pirrolidinilo, oxazolilo, tiazolilo,
imidazolilo, imidazonililo, pirazolilo, isoxazolilo, isotiazolilo, piperidinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, piperazinilo,
piridinilo, indolilo, indolinilo, benzotienilo y similares. Los grupos heterociclo de la presente invencion pueden
sustituirse opcionalmente con uno, dos, tres, cuatro o cinco sustituyentes seleccionados de forma independiente del
grupo que consiste en alcoxi, alquilo, carboxilo, halo e hidroxilo.

El término “hidroxilo”, como se usa en este documento, representa -OH.

La expresion “sal terapéuticamente aceptable”, como se usa en este documento, representa sales o formas
zwitterionicas de los compuestos de la presente invencién que son dispersables o solubles en agua o aceite, que
son adecuados para tratamiento de enfermedades sin toxicidad, irritacion y respuesta alérgica indebida; que son
proporcionados con una relacién de beneficio/riesgo razonable y que son eficaces para su uso pretendido. Las sales
pueden prepararse durante el aislamiento o purificacion final de los compuestos o de forma separada haciendo
reaccionar un grupo amino con un acido adecuado. Las sales de adicion de acido representativas incluyen acetato,
adipato, alginato, citrato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, canforato, canforsulfonato,
digluconato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, formato, fumarato, clorhidrato, bromhidrato,
yodhidrato, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, mesitilensulfonato, metanosulfonato, naftilenosulfonato,
nicotinato, 2-naftalenosulfonato, oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilproprionato, picrato, pivalato,
propionato, succinato, tartrato, tricloroacetato, trifluoroacetato, fosfato, glutamato, bicarbonato, paratoluenosulfonato
y undecanoato. Ademas, los grupos amino en los compuestos de la presente invencion pueden cuaternizarse con
cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo; sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo y diamilo; cloruros,
bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y esterilo; y bromuros de bencilo y fenetilo. Los ejemplos de acidos
gue pueden emplearse para formar sales de adicion terapéuticamente aceptables incluyen acidos inorganicos tales
como clorhidrico, bromhidrico, sulftrico y fosférico y acidos organicos tales como oxalico, maleico, succinico y
citrico.

A no ser que se indique de otro modo por un prefijo “D”, por ejemplo, D-Ala o NMe-D-lle, la estereoquimica del
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carbono o de los aminoacidos y restos aminoacidicos en péptidos descritos en la presente memoria descriptiva y las
reivindicaciones adjuntas es la configuracion natural o “L". Se usan las designaciones “R” y “S” de Cahn-Ingold-
Prelog para especificar la estereoquimica de centros quirales en ciertos sustituyentes de acilo en el extremo N-
terminal de los péptidos de la presente invencion. La designacién “R,S” pretende indicar una mezcla racémica de las
dos formas enantioméricas. Esta nomenclatura sigue la descrita en R.S. Cahn, et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 5,
385-415 (1966).

Todas las secuencias peptidicas se escriben de acuerdo con la convencién generalmente aceptada por la que el
resto aminoacidico a-N-terminal esta a la izquierda y el a-C-terminal esta a la derecha. Como se usa en este
documento, el término “a-N-terminal” se refiere al grupo amino o libre de un aminoacido en un péptido y el término
“a-C-terminal” se refiere al extremo de acido carboxilico o libre de un aminoacido en un péptido.

En su mayor parte, los nombres de restos aminoacilicos de origen natural o de origen no natural usados en este
documento siguen las convenciones de denominacion sugeridas por la Comision de Nomenclatura de Quimica
Organica de IUPAC y la Comision de Nomenclatura Bioguimica de IUPAC-IUB como se expone en "Nomenclature of
a-Amino Acids (Recommendations, 1974) " Biochemistry, 14(2), (1975). En tanto que los nombres y abreviaturas de
amino&cidos y restos aminoacilicos empleados en la presente memoria descriptiva y reivindicaciones adjuntas
difieren de esas sugerencias, se aclararan al lector. Algunas abreviaturas Utiles en la descripcién de la invencion se
definen a continuacién en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1
Abreviatura Definicién
Ala alanilo
AlaNH; alanilamida
alle aloisoleucilo
alloThr alotreonilo
alloThr(t-Bu) alotreonilo(O-t-butilo)
Arg arginilo
Arg(Pmc) arginiI(NG-Z,2,5,7,8-pentametiIcroman-6-su|f0ni|o)
Fmoc-Arg(Pbf)-OH N-Fmoc-NG-(Z,2,4,6,7-pentametiIdihidrobenzofuran-5-su|fonil)arginina
Asn asparaginila
Asn(Trt) asparaginil(tritilo)
Asp aspartilo
Asp(Ot-Bu) aspartil(O-t-butilo)
Cit citrulilo
Fmoc 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
GlIn glutaminilo
GIn(Trt) glutaminil(tritilo)
Glu glutamilo
NMeGlu N-metilglutamilo
NMeGlu(t-Bu) N-metilglutamil(t-butilo)
Gly glicilo
His histidilo
His(Trt) histidil(tritilo)
Hser homoserilo
lle isoleucilo
Leu leucilo
Lys(Ac) lisil(N-epsilon-acetilo)
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Abreviatura Definicion
Met metionilo
6-Me-nicotinyl 6-metilnicotinilo
Nle norleucilo
Nva norvalilo
NMeNva N-metilnorvalilo
Orn(Ac) ornitil(N-delta-acetilo)
Pen penicilaminilo
Phe fenilalanilo
(4-CHs3)Phe 4-metilfenilalanilo
(4-CN)Phe 4-cianofenilalanilo
NMePhe N-metilfenilalanilo
Pro prolilo
ProNHCH,CH3 proliletilamida
3-Pal 3-(3-piridil)alanilo
Sar sarcosilo
Ser serilo
Ser(t-Bu) seril(O-t-butilo)
Thr treonilo
Thr(t-Bu) treonil(O-t-butilo)
Trp triptilo
Trp(Boc) triptil(t-butoxicarbonilo)
Tyr tirosilo
Tyr(t-Bu) tirosil(O-t-butilo)
Val valilo
NMeVal N-metilvalilo

Cuando no se halle en la tabla anterior, la nomenclatura y abreviaturas pueden clarificarse adicionalmente por
referencia a Calbiochem-Novabiochem Corp. 1999 Catalog and Peptide Synthesis Handbook o el catdlogo Chem-
Impex International, Inc. Tools for Peptide & Solid Phase Synthesis 1998-1999.

Composiciones

Los compuestos de la invencion, incluyendo sin limitacion los especificados en los ejemplos, poseen actividad
antiangiogénica. Como inhibidores de angiogénesis, tales compuestos son utiles en el tratamiento de tumores
sélidos tanto primarios como metastasicos, incluyendo carcinomas de mama, colon, recto, pulmén, orofaringe,
hipofaringe, eso6fago, estémago, pancreas, higado, vesicula biliar y conductos biliares, intestino delgado, tracto
urinario (incluyendo rifién, vejiga y urotelio), tracto genital femenino (incluyendo cérvix, Gtero y ovarios asi como
coriocarcinoma y enfermedad trofoblastica gestacional), tracto genital masculino (incluyendo prostata, vesiculas
seminales, testiculos y tumores de células germinales), glandulas endocrinas (incluyendo las glandulas tiroides,
adrenal e hipdfisis) y piel, asi como hemangiomas, melanomas, sarcomas (incluyendo los que surgen de hueso y
tejidos blandos asi como sarcoma de Kaposi) y tumores del cerebro, nervios, ojos y meninges (incluyendo
astrocitomas, gliomas, glioblastomas, retinoblastomas, neuromas, neuroblastomas, schwannomas y meningiomas).
Tales compuestos también pueden ser Utiles en el tratamiento de tumores sélidos que surgen de tumores malignos
hematopoyéticos tales como leucemias (es decir, cloromas, plasmacitomas y las placas y tumores de micosis
fungoide y linfoma/leucemia de linfocitos T cutanea) asi como en el tratamiento de linfomas (tanto linfomas de
Hodgkin como no de Hodgkin). Ademas, estos compuestos pueden ser Utiles en la prevencion de metastasis de los
tumores descritos anteriormente cuando se usan solos o en combinacion con radioterapia y/u otros agentes
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quimioterapéuticos.

Los usos adicionales incluyen el tratamiento o profilaxis de enfermedades autoinmunes tales como artritis
reumatoide, inmune y degenerativa; diversas enfermedades oculares tales como retinopatia diabética, retinopatia
del prematuro, rechazo de injerto corneal, fibroplasia retrolental, glaucoma neovascular, rubeosis,
neovascularizacién retinal debido a degeneracion de la macula, hipoxia, angiogénesis en el ojo asociada con
infeccion o intervenciéon quirGrgica y otras afecciones de neovascularizacion anémala del ojo; enfermedades
cuténeas tales como psoriasis; enfermedades de vasos sanguineos tales como hemangiomas y proliferacion capilar
con placas ateroescleréticas; sindrome de Osler-Webber; angiogénesis miocardica; neovascularizacion de placas;
telangectasia; articulaciones hemofilicas; angiofiboroma y granulacién de heridas. Otros usos incluyen el tratamiento
de enfermedades caracterizadas por estimulacion excesiva o andmala de células endoteliales, incluyendo sin
limitacion adhesiones intestinales, enfermedad de Crohn, aterosclerosis, esclerodermia y cicatrices hipertroficas (es
decir, queloides). Otro uso es como un agente de control de la natalidad, inhibiendo la ovulacion y el establecimiento
de la placenta. Los compuestos de la invencion también son (tiles en el tratamiento de enfermedades que tienen la
angiogénesis como una consecuencia patoldgica tal como enfermedad por arafiazo de gato (Rochele minutesalia
quintosa) y Ulceras (Helicobacter pylori). Los compuestos de la invencion son también (tiles para reducir la
hemorragia por administracién antes de cirugia, especialmente para el tratamiento de tumores resecables.

Los compuestos de la invencion pueden usarse en combinacién con otras composiciones y procedimientos para el
tratamiento de enfermedades. Por ejemplo, un tumor puede tratarse de forma convencional con cirugia, radiaciéon o
guimioterapia combinado con un péptido de la presente invencién y después un péptido de la presente invencion
puede posteriormente administrarse al paciente para prolongar la latencia de micrometastasis y para estabilizar e
inhibir el crecimiento de cualquier tumor primario residual. Adicionalmente, los compuestos de la invencion pueden
combinarse con excipientes farmacéuticamente aceptables y opcionalmente matrices de liberacién prolongada, tales
como polimeros biodegradables para formar composiciones terapéuticas.

Una matriz de liberaciéon prolongada, como se usa en este documento, es una matriz compuesta de materiales,
habitualmente polimeros que son degradables por hidrélisis acido-base o enzimatica o por disolucién. Una vez
insertada en el cuerpo, sobre la matriz actian enzimas y fluidos corporales. Una matriz de liberacién prolongada
idealmente se selecciona a partir de materiales biocompatibles tales como liposomas, polilactidas (acido polilactico),
poliglicolida (polimero de acido glicélico), coglicolida de polilactida (copolimeros de acido lactico y acido glicolico),
polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos, acido hialurénico, colageno, condroitin sulfato, acidos carboxilicos,
acidos grasos, fosfolipidos, polisacéaridos, acidos nucleicos, poliaminoacidos, aminoacidos tales como fenilalanina,
tirosina, isoleucina, polinucledtidos, polivinilpropileno, polivinilpirrolidona y silicona. Una matriz biodegradable
preferida es una matriz de una de polilactida, poliglicolida o polilactida coglicolida (copolimeros de acido lactico y
acido glicolico).

Cuando se usa en el tratamiento anterior u otros, una cantidad terapéuticamente eficaz de uno de los compuestos
de la presente invencion puede emplearse en forma pura o, cuando existen tales formas, en forma de sal
farmacéuticamente aceptable. Por una “cantidad terapéuticamente eficaz” del compuesto de la invencién se
entiende una cantidad suficiente del compuesto para tratar una enfermedad angiogénica (por ejemplo, para limitar el
crecimiento tumoral o para ralentizar o bloquear la metéstasis tumoral) a una relacion beneficio/riesgo razonable
aplicable a cualquier tratamiento médico. Se entendera, sin embargo, que el uso diario total de los compuestos y
composiciones de la presente invencion se decidira por el médico a cargo dentro del alcance del criterio médico
razonable. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier paciente particular dependera de una
diversidad de factores incluyendo el trastorno a tratar y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto
especifico empleado; la composicién especifica empleada, la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del
paciente; el momento de administracién, via de administracion y tasa de excrecion del compuesto especifico
empleado; la duracion del tratamiento; farmacos usados en combinacion o coincidentes con el compuesto especifico
empleado; y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas. Por ejemplo, esta dentro de la experiencia
de la técnica comenzar las dosis del compuesto a niveles inferiores que los requeridos para conseguir el efecto
terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosificacién hasta que se consigue el efecto deseado.

Como alternativa, un compuesto de la presente invencion puede administrarse como composiciones farmacéuticas
gue contienen el compuesto de interés en combinacidon con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.
Un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable se refiere a una carga, diluyente, material encapsulante o
adyuvante de formulaciéon de cualquier tipo sélido, semisélido o liquido no toxico. Las composiciones pueden
administrarse por via parenteral, via intracisternal, via intravaginal, via intraperitoneal, topica (como por polvos,
pomadas, gotas o parche transdérmico), via rectal o via bucal. El término “parenteral” como se usa en este
documento se refiere a modos de administracion que incluyen infusidon e inyeccién intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, intraesternal, subcutanea e intraarticular.

Las composiciones farmacéuticas para inyeccion parenteral comprenden soluciones, dispersiones, suspensiones o
emulsiones acuosas 0 no acuosas farmacéuticamente aceptables estériles asi como polvos estériles para
reconstituciéon en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso. Los ejemplos de excipientes,
diluyentes, disolventes o vehiculos acuosos o no acuosos adecuados incluyen agua, etanol, polioles (tales como
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glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares), carboximetilcelulosa y mezclas adecuadas de los mismos, aceites
vegetales (tales como aceite de oliva) y ésteres organicos inyectables tales como etiloleato. Puede mantenerse una
fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento tales como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes de dispersion. La prevencion de la accion de microorganismos puede asegurarse
por la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, &cido fenol
sérbico y similares. También puede ser deseable incluir agentes isoténicos tales como azlcares, cloruro sédico y
similares. La absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede llevarse a cabo por la inclusién de
agentes que retardan la absorcién, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Las formas de liberacion prolongada inyectables se realizan formando matrices microencapsuladas del farmaco en
polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicolida, poli(ortoésteres), poli(anhidridos) y (poli)glicoles, tales
como PEG. Dependiendo de la relacion de farmaco y polimero y de la naturaleza del polimero particular empleado,
la tasa de liberacion de farmaco puede controlarse. También se preparan formulaciones inyectables de liberacion
prolongada atrapando el farmaco en liposomas 0 microemulsiones que son compatibles con tejidos corporales.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, por filtracién a través de un filtro que retiene
bacterias o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que pueden disolverse
o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril justo antes de su uso.

La administracion tépica incluye administracion a la piel o mucosa, incluyendo superficies del pulmén y el ojo. Las
composiciones para administracion topica, incluyendo las de inhalacién, pueden prepararse como un polvo seco que
puede estar presurizado 0 no presurizado. En composiciones de polvo no presurizado, el principio activo en forma
finamente dividida puede usarse en mezcla con un vehiculo inerte farmacéuticamente aceptable de tamafio mayor
que comprende particulas que tienen un tamafio, por ejemplo, de hasta 100 micrémetros de diametro. Los vehiculos
inertes adecuados incluyen azlcares tales como lactosa. Idealmente, al menos el 95 % en peso de las particulas del
principio activo tienen un tamafio de particula eficaz en el intervalo de 0,01 a 10 micrémetros.

Como alternativa, la composicion puede presurizarse y contener un gas comprimido, tal como nitrégeno o un
propulsor de gas licuado. El medio propulsor licuado y de hecho la composicion total es preferentemente tal que el
principio activo no se disuelve en el mismo en ningun grado sustancial. La composicién presurizada también puede
contener un agente tensioactivo, tal como un agente tensioactivo liquido o sélido no iénico o puede ser un agente
tensioactivo aniénico solido. Se prefiere usar el agente tensioactivo aniénico sélido en forma de una sal sédica.

Una forma adicional de administracion tdpica es al 0jo. Un compuesto de la invencién se suministra en un vehiculo
oftdlmico farmacéuticamente aceptable, de modo que el compuesto se mantenga en contacto con la superficie
ocular durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que el compuesto penetre en las regiones corneal e
interna del ojo, como por ejemplo la cAmara anterior, camara posterior, cuerpo vitreo, humor acuoso, humor vitreo,
cérnea, iris/ciliar, cristalino, coroides/retina y esclerética. El vehiculo oftalmico farmacéuticamente aceptable puede,
por ejemplo, ser una pomada, aceite vegetal o un material encapsulante. Como alternativa, los compuestos de la
invencién pueden inyectarse directamente en el humor vitreo y acuoso.

Las composiciones para administracion rectal o vaginal son preferentemente supositorios que pueden prepararse
mezclando los compuestos de la presente invencidn con excipientes o vehiculos adecuados no irritantes tales como
manteca de cacao, polietilenglicol o una cera de supositorio que son soélidos a temperatura ambiente, liquidos a
temperatura corporal y por lo tanto se funden en el recto o cavidad vaginal y liberan el compuesto activo.

Los compuestos de la presente invencion también pueden administrarse en forma de liposomas. Como se conoce
en la técnica, los liposomas generalmente derivan de fosfolipidos u otras sustancias lipidicas. Los liposomas se
forman por cristales liquidos hidratados mono o multilamelares que se dispersan en un medio acuoso. Puede usarse
cualquier lipido metabolizable y fisioldgicamente aceptable no téxico capaz de formar liposomas. Las presentes
composiciones en forma de liposoma pueden contener, ademas de un compuesto de la presente invencion,
estabilizadores, conservantes, excipientes y similares. Los lipidos preferidos son los fosfolipidos y las
fosfatidilcolinas (lecitinas), tanto naturales como sintéticas. Se conocen en la técnica procedimientos para formar
liposomas. Véase, por ejemplo, Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volumen X1V, Academic Press, Nueva York,
N.Y. (1976), p. 33 y siguientes.

Aungue los compuestos de la invencién pueden administrarse como el Unico agente farmacéutico activo, también
pueden usarse en combinaciéon con uno o mas agentes que se administran convencionalmente a pacientes para
tratar enfermedades angiogénicas. Por ejemplo, los compuestos de la invencion son eficaces durante un periodo
corto para hacer a los tumores mas sensibles a terapias citotoxicas tradicionales tales como compuestos quimicos y
radiacion. Los compuestos de la invencién también potencian la eficacia de terapias antineoplasicas con adyuvantes
citotoxicos existentes. Los compuestos de la invencién también pueden combinarse con otros agentes
antiangiogénicos para potenciar su eficacia o combinarse con otros agentes antiangiogénicos y administrarse junto
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con otros agentes citotdxicos. En particular, cuando se usan en el tratamiento de tumores sélidos, los compuestos
de la invencién pueden administrarse con IL-12, retinoides, interferones, angiostatina, endostatina, talidomida,
trombospondina 1, trombospondina 2, captoprilo, angioinhibinas, TNP-470, pentosan polisulfato, factor plaquetario 4,
LM-609, SU-5416, CM-101, Tecogalan, plasmindgeno K-5, vasostatina, vitaxina, vasculostatina, escualamina,
marimastat u otros inhibidores de MMP, agentes antineoplasicos tales como interferon alfa, COMP (ciclofosfamida,
vincristina, metotrexato y prednisona), etopésido, mBACOD (metotrexato, belomicina, doxorrubicina, ciclofosfamida,
vincristina y dexametasona), PRO-MACE/MOPP (prednisona, metotrexato (con rescate de leucovin), doxorrubicina,
ciclofosfamida, cisplatino, taxol, etopdsido/mecloretamina, vincristina, prednisona y procarbacina), vincristina,
vinblastina y similares y asi como con radiacion.

La dosis diaria total de las composiciones de la invencion a administrar a un ser humano u otro huésped mamifero
en dosis sencillas o divididas puede estar en cantidades, por ejemplo, de 0,0001 a 300 mg/kg de peso corporal
diariamente y mas habitualmente de 1 a 300 mg/kg de peso corporal.

Se entenderd que los agentes que pueden combinarse con los compuestos de la presente invencién para la
inhibicién, tratamiento o profilaxis de enfermedades angiogénicas no se limitan a los enumerados anteriormente,
sino que incluyen en principio cualquier agente Util para tratamiento o profilaxis de enfermedades angiogénicas.

Determinacién de Actividad Biolégica
Ensayo in vitro para Actividad Angiogénica

El ensayo de migracion endotelial microvascular humana (HMVEC) se realizé de acuerdo con el procedimiento de S.
S. Tolsma, O. V. Volpert, D. J. Good, W. F. Frazier, P. J. Polverini y N. Bouck, J. Cell Biol. 1993,122, 497-511.

El ensayo de migracién de HMVEC se llevo a cabo usando Células Endoteliales Microvasculares Humanas dérmicas
(donante sencillo) y Células Endoteliales Microvasculares Humanas (neonatal). Las células HMVEC se sometieron a
inanicién durante una noche en DME que contenia albimina de suero bovino (BSA) 0,01 %. Después se recogieron
las células con tripsina y se resuspendieron en DME con BSA 0,01 % a una concentracion de 1,5 x 10° células por
ml. Las células se afiadieron al fondo de una camara Boyden modificada de 48 pocillos (Nucleopore Corporation,
Cabin John, MD). La camara se ensambl6 y se invirtié y se permitié que las células se unieran durante 2 horas a 37
°C a membranas de quimiotaxis de policarbonato (tamafio de poro 5 um) que se habian empapado en gelatina 0,01
% durante una noche y se habian secado. La camara se volvié a invertir después y se afiadieron sustancias de
ensayo (volumen total de 50 pl), incluyendo activadores, bFGF/VEGF 15 ng/ml, a los pocillos de la cAmara superior.
El aparato se incubd durante 4 horas a 37 °C. Las membranas se recuperaron, fijaron y tifieron (Diff Quick, Fisher
Scientific) y se conté el numero de células que habian migrado a la cdmara superior por tres campos de alta
potencia. Se resté la migracion de fondo a DME + BSA 0,1 y los datos se indicaron como el nUmero de células
migradas por 10 campos de alta potencia (400X) o, cuando se combinaron resultados de multiples experimentos,
como el porcentaje de inhibicion de la migracidon en comparacién con un control positivo.

Los compuestos representativos inhibieron la migracion de células endoteliales humanas en el ensayo anterior al
menos el 50 % cuando se ensayaron a una concentracion de 1 nM. Los compuestos preferidos inhibieron la
migracion de células endoteliales humanas en aproximadamente 65 % a 90 % cuando se ensayaron a una
concentracién de 1 nM y la mayoria de los compuestos preferidos inhibieron la migracion de células endoteliales
humanas en aproximadamente 50 % a 95 % a una concentracion de 0,1 nM. Como se muestra por estos resultados,
los compuestos de la presente invencién demuestran potencia mejorada.

Sintesis de los péptidos

La presente invencion pretende abarcar compuestos que tienen férmula (I) cuando se preparan por procesos
sintéticos o por procesos metabdlicos. La preparacion de los compuestos de la invencién por procesos metabdlicos
incluye los que se dan en el cuerpo animal o humano (in vivo) o los procesos que ocurren in vitro.

Los polipéptidos de la presente invencion pueden sintetizarse por muchas técnicas que se conocen por los expertos
en la materia. Para sintesis peptidica en fase solida, puede encontrarse un sumario de las multiples técnicas en J.M.
Stewart y J.D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis, W.H, Freeman Co. (San Francisco), 1963 y J. Meienhofer,
Hormonal Proteins and Peptides, vol. 2, p. 46, Academic Press (Nueva York), 1973. Para sintesis en solucion clasica
véase G. Schroder y K. Lupke, The Peptides, vol. 1, Academic Press (Nueva York), 1965.

Los reactivos, resinas, aminoacidos y derivados de aminoacidos estan disponibles en el mercado y pueden
obtenerse de Chem-Impex International, Inc. (Wood Dale, IL, Estados Unidos.) o Calbiochem Novabiochem Corp.
(San Diego, CA, Estados Unidos.) a no ser que se indique de otro modo en este documento.

En general, estos métodos comprenden la adicion secuencial de uno o mas aminoacidos o aminoacidos protegidos
de forma adecuada a una cadena peptidica creciente. Normalmente, el grupo amino o carboxilo del primer
aminoacido se protege por un grupo protector adecuado. El aminoacido protegido o derivatizado puede después
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unirse a un soporte soélido inerte o utilizarse en solucion afiadiendo el siguiente aminoacido en la secuencia que tiene
el grupo complementario (amino o carboxilo) protegido de forma adecuada, en condiciones adecuadas para formar
el enlace amida. El grupo de proteccién se retira después de este resto aminoacidico nuevamente afiadido y se
afade el siguiente aminoacido (protegido de forma adecuada) y asi sucesivamente. Después de que se hayan
ligado todos los aminoacidos deseados en la secuencia apropiada, se retira cualquier grupo protector restante (y
cualquier soporte soélido) secuencialmente o simultaneamente, para producir el polipéptido final. Por modificacion
sencilla de este procedimiento general, es posible afiadir mas de un aminoacido a la vez a una cadena creciente, por
ejemplo, acoplando (en condiciones que no racemizan centros quirales) un tripéptido protegido con un dipéptido
protegido de forma apropiada para formar, después de la desproteccion, un pentapéptido.

Un método particularmente preferido para preparar compuestos de la presente invencion implica sintesis peptidica
de fase solida. En este método particularmente preferido la funcién a-amino se protege por un grupo sensible a
acido o base. Tales grupos de proteccién deberian tener las propiedades de ser estables en las condiciones de
formacion de enlace peptidico, siendo a la vez facilmente movible sin destruccién de la cadena peptidica creciente o
la racemizacion de cualquiera de los centros quirales contenidos en la misma. Los grupos de proteccién adecuados
son 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), t-butoxicarbonilo (Boc), benciloxicarbonilo (Cbz), bifenilisopropil-oxicarbonilo,
t-amiloxicarbonilo, isoborniloxicarbonilo, (a,c)-dimetil-3,5-dimetoxibenciloxicarbonilo, O-nitrofenilsulfenilo, 2-ciano-t-
butiloxicarbonilo y similares. Se prefiere el grupo de proteccion 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmac).

Son grupos de proteccion de cadena lateral particularmente preferidos: para arginina: 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-
sulfonilo (Pmc) y 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofurano-S-sulfonilo (Pbf); para asparagina: tritilo (Trt); para acido
aspartico: t-butilo (t-Bu); para glutamina: tritilo (Trt); para acido N-metilglutamico: t-butilo (t-Bu); para histidina: tritilo
(Trt); para lisina: t-butoxicarbonilo (Boc); para serilo: t-butilo (t-Bu); para treonina y alotreonina: t-butilo (t-Bu); para
triptéfano: t-butoxicarbonilo (Boc); y para tirosina: t-butilo (t-Bu).

En el método de sintesis peptidica de fase soélida, el aminoacido C-terminal se une a una resina o soporte sélido
adecuado. Los soportes soélidos adecuados Utiles para la sintesis anterior son los materiales que son inertes para los
reactivos y condiciones de reaccion de las reacciones de desproteccidon-condensacion por etapas, asi como
insolubles en el medio usado. El soporte sélido preferido para sintesis de péptidos de carboxilo C-terminal es la
resina de amida Sieber o resina de etilamida Sieber. El soporte sélido preferido para péptidos de amida C-terminal
es resina de etilamida Sieber disponible de Novabiochem Corporation.

El aminoacido C-terminal se acopla a la resina por medio de un acoplamiento mediado por N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCO), N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC), [O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio hexafluorofosfato] (HATU) u O-benzotriazol-1-il-N,N,N',N'-tetrametiluroniohexafluorofosfato (HBTU),
con o sin 4-dimetilaminopiridina (DMAP), 1-hidroxibenzotriazol (HOBT), N-metilmorfolina (NMM), benzotriazol-1-iloxi-
tris(dimetilamino)fosfonio-hexafluorofosfato (BOP) o cloruro de bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfina (BOPCI), durante de
aproximadamente 1 a aproximadamente 24 horas a temperatura de entre 10 °C y 50 °C en un disolvente tal como
diclorometano o DMF.

Cuando el soporte solido es resina de etilamida Sieber o amida Sieber, el grupo Fmoc se escinde con una amina
secundaria, preferiblemente piperidina, antes de acoplamiento con el aminoacido C-terminal como se ha descrito
anteriormente. Los reactivos preferidos usados en el acoplamiento con la resina de 4-(2',4'-dimetoxifenil-Fmoc-
aminometil)fenoxiacetamidoetil desprotegida son O-benzotriazol-1-il-N,N,N',N'-tetrametiluroniohexafluorofosfato
(HI3TU, 1 equivalente) con 1-hidroxibenzotriazol (HOBT, 1 equivalente) o [O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio hexafluorofosfato] (HATU, 1 equivalente) con N-metilmorfolina (1 equivalente) en DMF.

El acoplamiento de aminoacidos protegidos sucesivos puede llevarse a cabo en un sintetizador de polipéptidos
automatico como se conoce bien en la técnica. En una realizacion preferida, la funcién a-amino en los aminoacidos
de la cadena peptidica creciente se protegen con Fmoc. La retirada del grupo protector Fmoc del lado N-terminal del
péptido creciente se consigue por tratamiento con una amina secundaria, preferiblemente piperidina. Cada
aminoacido protegido se introduce después en un exceso de aproximadamente 3 veces molar y el acoplamiento se
lleva a cabo preferiblemente en DMF. El agente de acoplamiento es normalmente O-benzotriazol-1-il-N,N,N',N'-
tetrametiluroniohexafluorofosfato (HBTU, 1 equivalente) o [O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio
hexafluorofosfato] (HATU, 1 equivalente) en presencia de N-metilmorfolina (NMM, 1 equivalente).

Al final de la sintesis de fase sélida, el polipéptido se retira de la resina y se desprotege, en sucesién 0 en una
operacion sencilla. La retirada del polipéptido y desproteccion puede conseguirse en una operacion sencilla tratando
el polipéptido unido a resina con un reactivo de escision, por ejemplo acido trifluoroacético que contiene tianisol,
agua o etanoditiol.

En casos en los que el extremo C-terminal del polipéptido es una alquilamida, la resina se escinde por aminolisis con
una alquilamina. Como alternativa, el péptido puede retirarse por transesterificacion, por ejemplo, con metanol,
seguido de aminolisis o por transamidacion directa. El péptido protegido puede purificarse en este punto o llevarse
directamente a la siguiente etapa. La retirada de los grupos protectores de cadena lateral se consigue usando el
céctel de escision descrito anteriormente.
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El péptido completamente desprotegido se purifica por una secuencia de etapas cromatograficas que emplean
cualquiera o todos de los siguientes tipos: intercambio i6nico en una resina basica débil en forma de acetato;
cromatografia de adsorcion hidréfoba en poliestireno-divinilbenceno no derivatizado (por ejemplo, AMBERLITE®
XAD); cromatografia de adsorcién en gel de silice; cromatografia de intercambio idnico en carboximetilcelulosa;
cromatografia de particién, por ejemplo, en SEPHADEX® G-25, LH-20 o distribuciéon contracorriente; cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC), especialmente HPLC de fase inversa en empaquetamiento de columna de fase
unida a silice de octilo u octadecilsililo.

Lo anterior puede entenderse mejor a la luz de los ejemplos con los que se pretende describir compuestos y
procesos que pueden llevarse a cabo de acuerdo con la invencion y no se pretenden como limitacién del alcance de
la invencién de ningiin modo.

Las abreviaturas que se han usado en los siguientes ejemplos son: DMF para N,N-dimetilformamida; HBTU para O-
benzotriazol-1-il-N,N,N',N'-tetrametiluroniohexafluorofosfato; NMM para N-metilmorfolina; y TFA para &cido
trifluoroacético.

Ejemplo Comparativo 1
N-Ac-Gly-Val-D-lle-Thr-Nva-lle-Arg-ProNHCH,CH3;

En el recipiente de reaccion de un sintetizador peptidico Rainin se coloco resina de etilamida Fmoc-ProSieber (0,25
g, carga de 0,4 mmol/g). La resina se solvaté con DMF y se acoplaron aminoacidos secuencialmente de acuerdo
con el siguiente ciclo sintético:

(1) lavados 3 x 1,5 minutos con DMF;

(2) desproteccioén 2 x 15 minutos usando piperidina 20 %;

(3) lavados 6 x 3 minutos con DMF;

(4) adicion de aminoécidos;

(5) activacién de aminoacido con HBTU/NMM 0,4 M y acoplamiento;
(6) lavados 3 x 1,5 minutos con DMF.

Los aminoacidos protegidos se acoplaron a resina en el siguiente orden:

Aminoécido Protegido Tiempo de acoplamiento
Fmoc-Arg(Pmc) 30 minutos

Fmoc-lle 30 minutos

Fmoc-Nva 30 minutos
Fmoc-Thr(t-Bu) 30 minutos

Fmoc-D-lle 30 minutos

Fmoc-Val 30 minutos

Fmoc-Gly 30 minutos

acido acético 30 minutos -

Tras la complecion de la sintesis el péptido se escindié de la resina usando una mezcla de TFA/anisol/agua
(95:2,5:2,5) durante 3 horas. La solucién peptidica se concentré en vacio y después se precipitd con dietil éter y se
filtr6. El péptido en bruto se purificé por HPLC usando una columna C-18 y un sistema de disolvente que variaba
durante 50 minutos en un gradiente de 5 % a 100 % de acetonitrilo/agua que contenia TFA 0,01 %. Las fracciones
puras se liofilizaron para proporcionar N-Ac-Gly-Val-D-lle-Thr-Nva-lle-Arg-ProNHCH,CH; como la sal
trifluoroacetato: R= 3,16 minutos (gradiente que varia durante 10 minutos de 20 % a 80 % de acetonitrilo/agua que
contiene TFA 0,01 %); MS (ESJ) m/e 923 (M+H)+; Anal. de amino&cidos : Gly 0,96; Val 1,01; lle 1,98; Thr 0,46; Nva
0,94; Arg 1,03; Pro 0,98.

Ejemplo 2

N-Ac-Gly-Val-D-alle-Ser-GIn-lle-Arg-ProNHCH,CH3

El producto deseado se prepar6 sustituyendo Fmoc-O-lle con Fmoc-D-alle, Fmoc-Thr(t-Bu) con Fmoc-Ser (t-Bu) y
Fmoc-Nva con Fmoc-GIn(Trt) en el Ejemplo 1. Después de la escision del péptido de la resina y tratamiento se

purificé el producto en bruto por HPLC usando una columna C-18 y un sistema de disolvente que variaba durante 50
minutos en un gradiente acetonitrilo/agua de 5 % a 100 % que contenia TFA 0,01 %. Las fracciones puras se

10
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liofilizaron para proporcionar N-Ac-Gly-Val-D-alle- Ser-GIn-lle-Arg-ProNHCH,CH3 como la sal de trifluoroacetato: R1
= 2,39 minutos (gradiente que variaba durante 10 minutos de acetonitrilo/agua de 20 % a 80 % que contenia TFA
0,01 %); MS (ESI) m/e 938,5 (M+H)"; Anal. de aminoécidos: Gly 1,00; Val 0,95; lle 2,10; Ser 0,33; Glu 1,04; Arg
1,02; Pro 1,04.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que es N-Ac-Gly-Val-D-alle-Ser-GlIn-lle-Arg-ProNHCH2CHs 0 una sal terapéuticamente aceptable
del mismo.

2. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la reivindicacion 1, o una sal terapéuticamente
aceptable del mismo, en combinacion con un vehiculo terapéuticamente aceptable.

3. Un compuesto de la reivindicacion 1, o una sal terapéuticamente aceptable del mismo, para su uso en la inhibicién
de angiogénesis en un mamifero que se reconozca que lo necesite.

4. Un compuesto de la reivindicacion 1, o una sal terapéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el
tratamiento de cancer en un mamifero que se reconozca que lo necesite.

12



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones



