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DESCRIPCION
Agonistas del receptor de vasopresina-2
Campo

La presente invencion se refiere a compuestos novedosos con actividad agonista en el receptor de vasopresina-2
(V2), a composiciones farmacéuticas que comprenden estos, y al uso de los compuestos para la fabricacion de
medicamentos para el tratamiento de enfermedades.

Antecedentes

Existen tres subtipos conocidos de receptores de vasopresina, Via, V1o ¥ V. El receptor Vi, también es conocido
como el receptor Vz y el receptor Via también como el receptor V4. Cada subtipo tiene un patrén de expresion
distinto en tejidos, encontrandose V2 principalmente en el rinén, donde media la actividad antidiurética del ligando
endogeno vasopresina (Favory et al, 2009). El Vi, estd ampliamente distribuido en el cerebro (Hernando et al.,
2001). El V1a se encuentra en una variedad de tejidos, incluyendo musculo liso, higado, rifidén, plaquetas, bazo y
cerebro (Zingg, 1996; Ostrowski et al., 1994).

Los agonistas del receptor V2 son dinicamente utiles. La desmopresina es un agonista del receptor V2 que esta
aprobada en algunas regiones para el tratamiento de diabetes insipida, enuresis nocturna primaria, nicturia, y
trastornos de coagulacion incluyendo hemofilia A y enfermedad de von Willebrand. La desmopresina se une y
activa tanto los receptores V> como Vip, con una actividad menor sobre el V..

Se ha demostrado que la desmopresina se excreta parciamente por los rifiones (por ejemplo, Fjellestad-Paulsen
et al., 1993), y la semivida de desmopresina estd aumentada en pacientes con insuficiendia renal (Ruzcka, et al.
2003; Agersoe et al. 2004). Agersoe et al. sugieren que la semivida aumentada puede dar lugar a efectos
antidiuréticos prolongados y aumentar el riesgo de hiponatremia, una bajada en los niveles de sodio en suero
que puede dar lugar a acontecimientos adversos tales como conwlsiones o coma. Ademas, establecen que
“aunque la desmopresina parece que es segura y bien tolerada por pacientes con una funcién renal disminuida,
se debe tener especial precaucion cuando se pretende deteminar un régimen posoldgico eficaz, si es que los
pacientes con una funcion renal grave o moderadamente disminuida se van a tratar con desmopresina”.

J. Med. Chem., vol. 30, 1987, paginas 2245-2252 divulga analogos de vasopresina “desglicinados”.

Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar agonistas del receptor V2 adicionales con actividad reducida en el
receptor Vipb. Adicionalmente, también pueden ser deseables agonistas del receptor V2 que no dependan tan
acusadamente de los rifiones para su eliminacion.

Sumario

En un modo de realizacién, se proporciona un compuesto de acuerdo con la fémrmula | o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo,
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en la que R%es H, alquilo C4-C4, halégeno, -OH u -O-alquilo C1-Cg;
R®es H 0 -CH2-OH o -C(O)-NR°R;
R*es H 0 -C(=NH)-NHz;

R® y R® son independientemente H, alquilo C+-Cs, -CH2-ciclopropilo, -ciclopropilo o arilalquilo con la condicion de
que R®°yR® no son ambos H;

Xe Y son independientemente -CH2- o -S- con la condicién de que si Xes -CH2-, Y no es -CH2>-;

Zes -CHR’- 0 S yR’ es H o alquilo C+-C4, haldgeno, -OH u -O-alquilo C1-Cy;

R8esHo -CHs;y

Ar es heteroarilo o fenilo opcionalmente sustituido con un alquilo C+4-C4, halégeno, -OH u -O-alquilo C1+-Ca.
En algunos modos de realizacion, R® y R® son independientemente H, alquilo C1+-Cs 0 arilalquilo.

En algunos modos de realizacién, R® y R® son independientemente H, alquilo C+-Cs 0 arilalquilo.

En algunos modos de realizacion, R® y R® no son ambos H.

En algunos modos de realizacion, solo uno de Xe Y es -S-. En algunos modos de realizacién, X es -CHz>-. En
algunos modos de realizacién, Xe Y son ambos -S-.

En algunos modos de realizacion, Ar es tiofeno.
En algunos modos de realizacion, R®es -CHs.

En algunos modos de realizacion, Rles -C(O)-NR5R6. En determinados de estos modos de realizacion, R® es H y
R%es alquilo C+-Ca4. En determinados de estos modos de realizacion, tanto R% como R® son -CH,CHs.

En algunos modos de realizacion, R%es un halégeno. En deteminados de estos modos de realizacién, R%es -Cl.
En deteminados de estos modos de realizacion, RZ%es -F.

La invencion también incluye composiciones farmacéuticas que incluyen los compuestos descritos en el presente
documento para su uso en el tratamiento de diabetes insipida, enuresis nocturna primaria o nicturia, junto con el
uso de los compuestos descritos en el presente documento en la fabricacion de un medicamento para tratar
diabetes insipida, enuresis nocturna primaria o nicturia.
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De acuerdo con un modo de realizacion, el compuesto de fémula | se usa en un medicamento para su uso en el
tratamiento de diabetes insipida, enuresis nocturna primaria o nicturia.

Descripcion detallada

A menos que se establezca de otro modo, los siguientes téminos usados en esta solicitud, incluyendo la
memoria descriptiva y las reivindicaciones, tienen las definiciones dadas a continuacién. Cabe destacar que,
como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas del singular “un”, “una” y
“ellla” incduyen referentes al plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. La definicién de
términos quimicos estandar se puede encontrar en trabajos de referencia, incluyendo Carey y Sundberg (2007)
Advanced Organic Chemistry 52 ed. vols. Ay B, Plenum Press, Nueva York. La practica de la presente invencion
empleara, a menos que se indique lo contrario, procedimientos convencionales de quimica orgéanica de sintesis,
espectroscopia de masas, procedimientos preparativos y analiticos de cromatografia, quimica de proteinas,
bioquimica y farmacologia, dentro de la experiencia de la técnica.

“Alquilo” es un alquilo C+.12 de cadena lineal o ramificada. El alquilo ramificado incluye las configuraciones iso-,
sec- y terc-.

“Arilo” es un sistema de anillo carbociclico aromatico mono- o biciclico de 5-12 atomos de carbono
opcionalmente sustituido con alquilo C+4-C4, halégeno, -OH u -O-alquilo C4-Cs. Los sistemas de anillos
carbociclicos aromaticos mono- o biciclicos a modo de ejemplo incluyen fenilo opcionalmente sustituido y naftilo
opcionalmente sustituido.

“Arilalquilo” es un grupo alquilo que tiene como sustituyente un grupo arilo o heteroarilo.

“Heteroarilo” es un sistema de anillo de cinco o seis miembros heterociclico aromatico opcionalmente sustituido
con alquilo C+-Cg4, halédgeno, -OH u -O-alquilo C1+-Cs. Un sistema de anillo heteroaromatico de cinco miembros es
un sistema de anillo aromatico monociclico que tiene cinco atomos de anillo, en el que 1, 2, 3 0 4 atomos de
anillo se seleccionan independientemente de N, O y S. Los sistemas de anillos heteroaromaticos de cinco
miembros a modo de ejemplo incuyen imidazolilo, tiazolilo, tienilo, furilo, pirazolilo y triazolilo opcionalmente
sustituidos. Un sistema de anillo heteroaromatico de seis miembros es un sistema de anillo aromatico
monociclico que tiene seis atomos de anillo, en el que 1, 2, 3 0o 4 atomos de anillo se seleccionan
independientemente de N, Oy S. Los sistemas de anillos heteroaromaticos de seis miembros a modo de ejemplo
incluyen piridilo, pirimidilo y pirazinilo opcionalmente sustituidos.

Un modo de realizacién de la invencién proporciona una composicion factmmacéutica que comprende compuestos
de la invencién. En un primer modo de realizacion, la composicion famacéutica comprende ademas uno o mas
excipientes o vehiculos famacéuticamente aceptables, y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos y/o
profilacticos. Dichos excipientes son conocidos por los expertos en la técnica. Los compuestos de la presente
invencion incluyen, sin limitacién, compuestos basicos tales como bases libres. Estd disponible un analisis
completo de excipientes y sales famacéuticamente aceptables en Remington’s Phamaceutical Sciences, 182
edicion (Easton, Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990).

Los ejemplos de sales famacéuticamente aceptables incluyen sales de adicion de acido, por ejemplo, una sal
formada por la reaccion con &cidos halohidricos, tales como acido clorhidrico y acidos minerales, tales como
acido sulfurico, acido fosforico y acido nitrico, asi como acidos sulfénicos o carboxilicos alifaticos, aliciclicos,
aromaticos o heterociclicos, tales como acido formico, acido acético, acido propidnico, acido succinico, acido
glicdlico, acido lactico, acido malico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido ascorbico, acido maleico,
acido hidroximaleico, acido pirdvico, acido p-hidroxibenzoico, acido embénico, acido metanosulfénico, acido
etanosulfénico, acido hidroxietanosulfénico, acido halobencenosulfénico, acido trifluoroacético, acido
trifluorometanosulfonico, acido toluenosulfonico y acido naftalenosulfénico, (véase, por ejemplo, Berge et al., J.
Pham. Sci. 66:1 19, 1977 y Wemuth, C.G. y P.H. Stahl, eds. Phamaceutical Salts: Properties, Selection and
Use. Zurich: Verlag Helvetica Chimica Acta, 2002).

Dependiendo del modo de administracion intencionado, las composiciones fatmacéuticas pueden estar en foma
de formas de dosificacion sdlidas, semisdlidas o liquidas, tales como, por ejemplo, comprimidos, supositorios,
pastillas, capsulas, polvos, liquidos, suspensiones, cremas, pomadas, lociones o similares, preferentemente en
una forma de dosificacion unitaria adecuada para la administracion Unica de una dosificacion precisa. Las
composiciones incuiran una cantidad eficaz del fa€maco seleccionado en combinacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y, ademas, pueden incluir otros agentes, adyuvantes, diluyentes, tampones
farmacéuticos, etc.

La invencién incluye una composicion fatmacéutica que comprende un compuesto de la presente invencion
incluyendo isémeros, mezclas racémicas o no racémicas de isdbmeros, 0 sales o solvatos famacéuticamente
aceptables del mismo junto con uno o mas wvehiculos famacéuticamente aceptables y opcionalmente otros
ingredientes terapéuticos y/o profilacticos.
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Para composiciones solidas, los vehiculos sélidos atoxicos convencionales incluyen, por ejemplo, calidades
farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sdédica, talco, celulosa, glucosa,
sacarosa, carbonato de magnesio y similares.

Para administracién oral, la composicion adoptara generalmente la fooma de un comprimido, capsula, una
capsula de gel blanda, solucion, suspension o jarabe no acuosos. Los comprimidos y capsulas son fomas de
administracion oral preferentes. En algunos modos de realizacion, el comprimido es una oblea, por ejemplo, una
oblea de disolucion rapida. En algunos modos de realizacion, la oblea se administra mediante una via de
administracion sublingual. Los comprimidos y capsulas para uso oral incluiran generalmente uno o mas vehiculos
usados habitualmente tales como lactosa y almidén de maiz. Tipicamente, también se afiaden agentes
lubricantes, tales como estearato de magnesio. Cuando se usan suspensiones liquidas, el agente activo se
puede combinar con agentes de emulsién y suspension. Si se desea, se pueden afiadir igualmente agentes
saborizantes, colorantes y/o edulcorantes. Otros componentes opcionales para la incomporacion en una
formulacién oral en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, conservantes, agentes de suspension,
agentes espesantes y similares.

Las dosificaciones para el tratamiento dependeran de las tasas de absorcién, distribucidn, metabolismo y
excrecién de los componentes del tratamiento de combinacién, asi como otros factores conocidos para un
experto en la técnica. Los valores de dosificaciéon también variaran con la gravedad de la afeccidon que se va a
aliviar. Adicionalmente se debe entender que, para cualquier sujeto particular, se pueden ajustar los regimenes y
pautas posoldgicos especificos a lo largo del tiempo de acuerdo con la necesidad del individuo y el juicio
profesional de la persona que administra o supervisa la administracion del tratamiento. En algunos modos de
realizacién, una dosis intravenosa es de aproximadamente 100 ng. En algunos modos de realizacion, una dosis
oral es de desde 1 pug hasta 1 mg. En algunos modos de realizacion, una dosis nasal es de desde 3 mg hasta
6 mg.

Las abreviaturas usadas son:

Abreviatura Definicion

Ac Acetil
AcOH Acido acético
AVP Arginina vasopresina
Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH2 con puente disulfuro entre Cys

3
HoN o NH 5
Q\j\ RE \é "INH,
0] 0
HO
BTA N,O-Bis(trimetilsilil)acetamida

butilo - los residuos alquilo se pueden denominar adicionalmente como n (nomal, es decir, sin

Bu ramificar), i (iso), s (sec) yt (terciario)
Bz Bencilo

CHsCN Acetonitrilo

DCE 1,2-dicloroetano
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Abreviatura Definicion
DCM Diclorometano
Desmopresina, [1-desamino, 8-D-argininal-vasopresina
i o
f. . \“v‘, "”""a,« N
dDAVP ] I
| SN
B, _ i
o
DIC N,N*-Diisopropilcarbodiimida
DIPEA N,N-diisopropiletilamina
DMF N,N-dimetilformamida
dvP 1-desamino-vasopresina
Et Etilo
Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonilo
HBTU Hexafluorofosfato de O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametil-uronio
HFIP 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanal
HOBt N-hidroxibenzotriazol
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Abreviatura Definicion

HPLC cromatografia liquida de alto rendimiento
iBu iso-butilo

cPr ciclopropilo

Pr 1so-propilo

CL cromatografia de liquidos

Me metilo

MeOH metanol

EM espectrometria de masas

NMM N-metilmorfolina

Pbf 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo
t-Bu terc-butilo

BuOH alcohol terc-butilico

TFA acido trifluoroaceético

TIS triisopropilsilano

TMOF Ortoformiato de trimetilo, trimetoximetano
Trt tritilo [trifeniimetilo, (CeHs)3C-]

A menos que se especifique lo contrario, se usaron L-aminoacidos y se usa teminologia de aminoacidos
convencionales. Los ejemplos de aminoacidos distintos de los veinte aminoacidos convencionales incluyen:

Abreviatura Nombre convencional

Thi B-(2-tienil)alanina

Cpa -(4-clorofenil)alanina

Fpa B-(4-fluorofenil)alanina

Hyp 4-hidroxiprolina

Thz acido 1,3-tiazolidin-4-carboxilico, tioprolina
Abu acido 2-aminobutirico

Agm agmatina, (4-aminobutil)guanidina
Phe(4-Me) B-(4-metilfenil)alanina

Phe(4-Et) B-(4-etilfenil)alanina

Compuestos

Los compuestos de la invencion tienen una estructura de férmula I:
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>y sales famacéuticamente aceptables de los

mismos, en la que:
R%es H, alquilo C1-C4, halégeno, -OH u -O-alquilo C1-Cy;
R®es H o -CH»-OH 0 -C(O)-NR°R?,

5 R%es Ho-C(=NH)-NHy;

R® y R®son independientemente H, alquilo C+-Ce, -CH2-ciclopropilo, -ciclopropilo o arilalquilo con la condicion de

que RE‘yR6 no son ambos H;

Xe Y son independientemente -CH>- 0 S con la condicion de que si Xes -CHa2-, Y no es -CHo-;

Zes -CHR’-0 S yR’ es H o alquilo C4-Ca, halégeno, -OH u -O-alquilo C+-Cy;

10 R®esHo-CHs;

Ar es heteroarilo o fenilo opcionalmente sustituido con un alquilo C+-C4, halégeno, -OH u -O-alquilo C+-Ca.

Tabla 1. Compuestos de ejemplo de la invencion.

SEQID | R?* | R®y configuracion R* Ar X Y Z

1 Cl | CH:0H (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH>
2 Me | CH:OH (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH>
3 Cl | C(=O)-NHEt(R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH>
4 Cl | C(=O)-NHPr (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH>
5 Cl | C(=O)-NHiBu (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHy | S CH:
6 OH | CH:0H (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHy | S CH:
7 cl |H C(=NH)-NH2 | 4-fluorofenilo | CH2 | S CH
8 OH | H C(=NH)-NH2 4-fluorofenilo CH2 | S CH>
9 OH | H H 2-tienilo CH: | S CH:
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SEQID | R?* | R%y configuracion R* Ar X Y Z

10 cl |H C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH

11 Cl | C(=O)-NHcPr (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH

12 Cl | C(=0)-NH-CHx-cPr (R) C(=NH)-NH, | 2-tienilo CHz | S CH:

13 Cl | C(=O)-NHBZ (R) C(=NH)-NH2 | 2-tienilo CHz | S CH>

14 Cl | C(=O)-NHBu (R) C(=NH)-NH2 | 2-tienilo CHz | S CH>

15 Cl | C(=O)-NHiPr (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH

16 Cl | C(=0)-NHiBu (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH(OH)
17 Et | CH.OH (S) C(=NH)-NH2 | 2-tienilo CHz | S CH:

18 Cl | C(=0)-NHiBu (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo S CHz | CH:

19 Cl | C(=O)-NHiBu (S) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH>

20 Cl | C(=0)-NHMe (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH>

21 Cl | C(=O)-NEt; (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S CH>

22 Cl | CH:0H (S) C(=NH)-NH, | 2-tienilo CHz | S CH

23 OH | CH20H (S) C(=NH)-NH, | 2-tienilo CHz | S CH

24 Cl | CH:0OH (R) C(=NH)-NH2 | 4-fluorofenilo | CH, | S CH:

25 Cl | CH:0H (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo S CHz | CH:

26 Cl | C(=0)-NHiBu (R) C(=NH)-NHz | fenilo S CHz | CH:

27 Cl | C(=O)-NHiBu (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo S CH> | CH(OH)
28 Cl | C(=0)-NHEt(R) C(=NH)-NH2 | 2-tienilo S S CH:

29 Cl | C(=0)-NHEt(R) C(=NH)-NH2 | fenilo S S CH:

30 Cl | C(=O)-NHEt(R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo S CHz | CH:

31 Cl | C(=O)-NHEt(R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo S CHz | CH(OH)
32 Cl | C(=O)-NHEt(R) C(=NH)-NHz | fenilo CHz | S CH(OH)
33 Cl | C(=O)-NHEt(R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S S

34 Cl | C(=O)-NHEt(R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo S CHz | S

35 Cl | C(=O)-NHPr (R) C(=NH)-NHz | 2-tienilo CHz | S S

36 Cl | C(=0)-NH-CHx-2-tienilo (R) C(=NH)-NH, | 2-tienilo CHz | S S

37 Cl C(=0)-NH-CH2-2-tienilo (R) C(=NH)-NH2> | 4-fluorofenilo CHz | S S

38 OH | C(=0)-NHBZ (R) C(=NH)-NH2 | 2-tienilo CHz | S CH

39 Cl | C(=0)-NHBZ (R) C(=NH)-NH2 | 2-tienilo CHz | S S

40 Cl |H C(=NH)-NH2 | 2-tienilo CHz | S S

41 cl |H C(=NH)-NH2 | 4-fluorofenilo | CHz2 | S S

Estructuras de los compuestos 1-41 (SEQ ID 1-41):
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Tabla 2: Propiedades fisicoquimicas de los compuestos 1-41 (SEQID 1-41)

SEQID M+H (calculado) M+H (observado) Pureza HPLC
1 976,4 976,4 99,3
2 956,5 956,4 98,3
3 10174 1017 4 100,0
4 10314 1031,5 100,0
5 1045,5 1045,5 100,0
6 958,4 958,5 100,0
7 958,4 958,5 95,8
8 940,5 940,5 99,6
9 886,4 886,4 99,6
10 946,4 946,7 99,1
11 1029,4 1029,4 100,0
12 1043,4 1043,4 100,0
13 1079,4 1079,5 100,0
14 1045,5 1045,8 97,3
15 1031,4 1031,5 100,0
16 1061.,5 1061,5 100,0
17 970,5 970,4 100,0
18 1045,5 1045,4 100,0
19 1045,5 1045,5 100,0
20 1003,5 1003,4 100,0
21 1045,5 1045,5 99,2
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SEQID M+H (calculado) M+H (observado) Pureza HPLC
22 976,4 976,5 98,2
23 9484 958,5 96,6
24 988,4 988,5 99,3
25 976,4 976.,5 100,0
26 1039,5 1039,5 100,0
27 1061,5 1061,5 99,8
28 1035,4 1035,4 97,4
29 10294 1029,5 99,3
30 1017,4 107,5 99,5
31 1033,4 1033,5 99,2
32 1027,5 1027,5 99,2
33 1035,4 1035,5 100,0
34 1035,4 1035,5 100,0
35 1049,4 1049,7 99,3
36 1103,4 1103,7 100,0
37 11154 1115,7 99,2
38 1061.,5 1061,7 98,3
39 10974 1097,7 96,8
40 964,3 964,6 99,6
41 976 .4 976,7 100,0

Tabla 3: Datos de ensayo in vitro para los compuestos 1-41

SEQID CEso de Eficaciaen | CEsode Eficacia en %
hV2-R % de hV2-R hVip-R de hVp-R
1 0,10 102 140,91 42
2 0,39 104 806,52 27
3 0,29 92 171,74 62
4 0,33 92 249,07 49
5 0,22 100 213,51 50
6 0,08 93 57,58 56
7 0,31 89 142,28 39
8 0,10 91 175,57 62
9 0,19 94 >10000 60
10 0,07 104 104,64 42
11 0,23 86 480,08 36
12 0,21 90 321,63 43
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SEQID CEso de Eficaciaen | CEsode Eficacia en %

hV2-R % de hV2-R hVip-R de hVp-R
13 0,19 100 149,75 37
14 0,26 98 187,54 36
15 0,45 81 576,96 33
16 0,23 87 480,92 26
17 0,35 110 >10000 34
18 0,22 103 >10000 29
19 0,29 98 >10000 19
20 0,27 106 351,12 37
21 0,25 102 535,72 21
22 0,14 96 382,84 44
23 0,10 92 518,47 53
24 0,35 102 223,19 45
25 0,08 115 64,30 38
26 0,27 101 45,79 33
27 0,20 100 132,93 24
28 0,32 103 >10000 20
29 0,38 103 >10000 16
30 0,19 114 123,00 33
31 0,10 92 258,02 25
32 0,29 98 150,43 21
33 0,10 103 159,76 32
34 0,11 93 40,21 34
35 0,21 111 122,05 43
36 0,17 108 95,56 53
37 0,30 102 100,61 46
38 0,26 111 150,12 48
39 0,31 111 328,73 72
40 0,12 106 140,67 50
41 0,22 108 114,44 42
42 (dDAVP) | 0,22 100 6,59 100
?[?/al4]dDAVP) 0,05 89 24,13 98
44 (AVP) 0,04 54
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Tabla 4: Leyenda para la nomenclatura de aminoacidos.

Aminoacido Posicion Nomenclatura reivindicada
Cpa 2 R*=ClI
Fpa 2 R*=F
Phe(4-Me) 2 R°=-CH3s
Phe(4-Et) 2 R“=-CH2-CHjs
=3

Thi 3 Ar=
Fpa 3

Ar=
Val 4 R”=-CHs
Abu 4 R°=-

™~

Hyp 7 _CH-OH
Thz 7 Z=S
Agm 8 R’=H yR" =-C(=NH)-NH>

Ejemplos
Sintesis general

Se adquirieron los derivados de aminoacido de proveedores comerciales (Aapptec, EMD Millipore y Peptides
International). Se adquirieron las resinas de proveedores comerciales (PCAS BioMatrix Inc. y EMD Millipore). Se
adquirieron todos los reactivos, productos quimicos y disolventes adicionales de Sigma-Aldrich y VWR.

Se sintetizaron los compuestos descritos en el presente documento mediante procedimientos estandar en
quimica de péptidos en fase sdlida utilizando la metodologia Fmoc. Se ensamblaron los péptidos o bien
manualmente, de manera automatica usando un sintetizador de péptidos Tribute (Protein Technologies Inc.,
Tucson, Arizona) o bien mediante combinacion de sintesis manual y automatica.

Se realiz6 la HPLC preparativa en un sistema de CL Prep de Waters usando un cartucho PrepPack Delta-Pack
C1s, 300 A, 15 ym, 47 x 300 mm a un caudal de 100 ml/min y/o en una columna C1s Phenomenex Luna, 100 A,
5 um, 30 x 100 mm a un caudal de 40 ml/min. Se realizd la HPLC de fase inversa analitica en un cromatégrafo
de liquidos serie 1200rr de Agilent Technologies que usa una columna Zorbax C1g de Agilent, 1,8 um, 4,6 x
110 mm a un caudal de 1,5 mlimin. Se realizaron los andlisis de compuesto final en un cromatografo serie 1200
de Agilent Technologies mediante HPLC de fase inversa en una columna Gemini Gemini 110 A Cs de
Phenomenex, 3 um, 2 x 150 mm a un caudal de 0,3 ml/min. Se registraron los espectros de masas en un
espectrometro de masas con electropulverizacion MAT Finnigan LCQ. A menos que se establezca de otro modo,
todas las reacciones se realizaron a temperatura ambiente. La siguiente literatura de referencia estandar
proporciona orientacion adicional acerca de configuracion experimental general, asi como acerca de la
disponibilidad de material de partida y reactivos requeridos: Kates, S.A., Albericio, F., Eds., Solid Phase
Synthesis: A Practical Guide, Marcel Dekker, Nueva York, Basilea, 2000; Greene, T.W., Wuts, P.G.M., Protective
Groups in Organic Synthesis, John Wiley Sons Inc., 22 edicion, 1991; Stewart, J.M., Young, J.D., Solid Phase
Synthesis, Pierce Chemical Company, 1984; Bisello, et al., J. Biol. Chem. 1998, 273, 22498-22505; Merrifield, J.
Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149-2154; y Chang y White P.D., ‘Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis: a Practical
Approach’, Oxford University Press, Oxford, 2000.
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Se utilizaron los siguientes grupos protectores para proteger los grupos funcionales de cadena lateral de
aminoacidos dados: Pbf (2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo) para Arg; tBu (t-butilo) para Tyr y Trt
(tritilo) para Cys, GIn y Asn.

Se mediaron los acoplamientos de aminoacidos protegidos con Fmoc en el sintetizador Tribute con HBTU/NMM
en DMF e xcepto para derivados de cisteina que se acoplaron con DIC/HOBt en DMF. Se usaron ciclos unicos de
30-60 minutos con un exceso de 5 veces la cantidad de aminoacidos protegidos con Fmoc activados durante la
sintesis. Se monitorizd la retirada del grupo protector Fmoc mediante UV. Se realizaron lavados multiples (hasta
10 veces, segun sea necesario) de dos minutos de la resina peptidica con piperidina al 20 % en DMF.

Se emplearon acoplamientos mediados con DIC/HOBt en DMF para todos los aminoacidos en modo manual. Se
usaron ciclos unicos de al menos 2 horas con un exceso de 3 veces la cantidad de aminoacidos protegidos con
Fmoc activados durante la sintesis. Se evalué la totalidad de acoplamientos con la prueba de nihidrina (Kaiser).
Se logro la retirada del grupo protector Fmoc con un lavado unico de 30 min de la resina peptidica con piperidina
al 20 % en DMF.

Tras la finalizacion de la sintesis peptidica, se lavaron las resinas peptidicas con DCM y se secaron a vacio. Se
trataron las resinas con TFA/H2O/TIS 96:2:2 (v/v/v) durante 2 h para retirar los grupos protectores de cadena
lateral con una escision simultanea del péptido de la resina. Se filtraron los péptidos, se precipitdé con éter
dietilico y se decantd. Para obtener péptidos con puentes disulfuro, se disolvié el precipitado en TFA sin diluir y
posteriomente se vertié la solucion en acetonitrilo al 10 % en agua. En algunos casos, se afiadié una cantidad
adicional de acetonitrilo para solubilizar el sustrato. Se oxidé el péptido lineal con MeOH/I2 0,1 M. Se afiadi6 la
solucidn de oxidante gota a gota hasta que persistié el color amarillo. Se redujo el exceso de yodo con acido
ascorbico sdlido. A continuacion, se ajusté el pH hasta aproximadamente 4 con amoniaco concentrado. Se cargd
la solucién obtenida directamente en una columna prep. de HPLC yse eluydé con un gradiente de componente B
(véase la tabla a continuacién).

Para ciclar péptidos mediante formacién de enlaces amida, se disolvieron los péptidos lineales brutos en DMF y
también se preparé una solucién de HBTU en DMF. Se afiadieron la solucion peptidica y la solucién de activador
de manera intercambiable a un volumen de DMF agitado enérgicamente que contenia DIPEA. Se mantuvo el pH
a 9-10 con la adicién de DIPEA sin diluir. Se monitorizé la reaccién mediante HPLC y tipicamente no se detectd
ningln pico de sustrato después de que se afiadiesen las Ultimas porciones de las soluciones de activador y
péptido. Se diluyé lamezcla de reaccion con AcOH al 0,1 % y se cargd la solucidén obtenida directamente en una
columna prep. de HPLC y se eluyd con un gradiente de componente B.

Se purificd cada péptido bruto con sistema tampdn T. Se agruparon las fracciones con una pureza que excedia
un 93 %, determinada mediante HPLC analitica de fase inversa, y se recargaron en la columna y se eluyo con
tampdn T para proporcionar sales de trifluoroacetato. En algunos casos, se realizé una purificacion adicional con
sistema tampdn C. Para obtener sales de acetato, se recargaron las fracciones de los ciclos con tampén T o C
en la columnay se lavé la columna con 5 volimenes de acetato de amonio 0,1 M. Se eluyd el producto final con
tampon A. Se agruparon las fracciones y se liofilizaron.

Tabla. Composiciones de tampodn

Tampoén | Componente A Componente B

C Perclorato de trietilamonio 0,25 M, pH 2,3 | Acetonitrilo al 60 %, componente Aal 40 %
T Acido trifluoroacético (TFA) al 0,1 % Acetonitrilo al 60 %, TFAal 0,1 %

A Acido acético (AcOH) al 2 % Acetonitrilo al 60 %, AcOH al 2 %

Tipicamente, se descubrioé que los compuestos preparados eran al menos aproximadamente un 95 % puros.
Ejemplo 1 - SEQID: 21

Se ensamblé manualmente el fragmento 1-7 partiendo de 7,8 g (6,9 mmol) de resina H-Pro-2-clorotritilo-AM
(EMD Millipore, nimero de catalogo 856057, 0,88 mmol/g). Se emplearon acoplamientos mediados por
DIC/HOBt en DMF. Se usaron ciclos unicos de al menos 2 horas con un exceso de 3 veces la cantidad de
aminoacidos protegidos con Fmoc activados durante la sintesis. Se evaluo la totalidad de acoplamientos con la
prueba de nihidrina. Se logré la retirada del grupo protector Fmoc con un lavado Unico de 30 min de la resina
peptidica con piperidina al 20 % en DMF. Se usaron los siguientes derivados de aminoacido para ensamblar los
residuos 1-7 del péptido unido a resina: Fmoc-Cys((CH2)3:C(O)OtBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Val-OH,
Fmoc-Thi-OH y Boc-Cpa-OH. Después de que se ensamblara el fragmento de péptido 1-7, se lavo la resina
completamente con DCM y se traté con la mezcla de DCM/HFIP 7:3 (v/v) (2 x 1h, 30ml cada uno). A
continuacion, se evaporaron los disolventes y se precipitd el residuo con éter etilico, se filtrd y se secé a vacio.
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Se obtuvieron 5,79 g (4,63 mmol, 67 %) del péptido lineal protegido bruto. (Se uso el resto de este producto en la
sintesis de otros compuestos como se describe en el presente documento.)

H-D-Arg-NEt2 x 2TFA. Se disolvieron 2,81 g (5,4 mmol) de Boc-D-Arg(Pbf)-OH (Chem Impex, n.° de cat. 05282),
1,95 ml (11,2mmol) de DIPEA Y 2,13 g (5,6 mmol) de HBTU en 10 ml de DMF. Posteriormente se afiadieron
0,62 ml (6 mmol) de dietilamina a la solucion. No se detectd ningun sustrato mediante HPLC analitica después
de 5 min. Se vertié la mezcla de reaccion en 500 ml de agua y se separo el precipitado mediante centrifugacion y
se seco a vacio. Se traté el residuo con 20 ml de TFA/TIS/H20 (96/2/2, v/v/v) durante 1 h y se evaporaron los
disolventes. Se traté el residuo con éter etilico y se decanté. Se obtuvieron 1,65 g (3,6 mmol, 67 %) de derivado
semisolido que se usoé en la etapa posterior sin purificacion.

Acoplamiento con H-D-Arg-NEt>. Se disolvieron 2,3 g (aproximadamente 1,86 mmol) del péptido protegido
lineal y 0,76 g (2 mmol) de HBTU en 10 ml de DMF que contenia 0,73 ml (4,2 mmol) de DIPEA. Posteriomente
se afiadieron 0,93 g (2,05 mmol) de H-D-Arg(Pbf)-OH x 2TFA en 1 ml de DMF a la mezcla de reaccion. No se
detectdé ningun sustrato después de 5 min mediante HPLC. Se precipité el producto con 1 | de agua, se extrajo
mediante filtracidon y secd a vacio. Se obtuvieron 2,6 g (1,78 mmol, 96 %) de péptido lineal protegido bruto. Se
tratd el péptido totalmente protegido con 20 ml de TFA/TIS/H20 (96/2/2, viviv) durante 1h y se evaporo el
disolvente. Se precipitd el péptido lineal no protegido con éter etilico y se liofiliz6. Rendimiento 1,82 g (1,55 mmol,
83 %).

Se disolvid toda la cantidad del péptido lineal en 50 ml de DMF. También se preparé una solucién de 0,59 g
(aproximadamente 1,55 mmol) de HBTU en 10 m| de DMF. Se afadieron la solucién peptidica y la solucion de
activador de manera intercambiable a 50 ml de DMF agitado enérgicamente que contenia 200 pl de DIPEA en
10 porciones de 5ml y 1 ml, respectivamente. Se mantuvo el pH a 9-10 con la adiciéon de DIPEA sin diluir. Nose
detectd ningun pico de sustrato mediante HPLC después de que se afadiesen las ultimas porciones de las
soluciones de activador y péptido. Se diluyé la mezcla de reaccién con AcOH al 0,1 % hasta 11. Se cargé la
solucion obtenida directamente en una columna prep. de HPLC y se purificd con sistema tampdn T eluido con un
gradiente de componente B (véase la tabla anterior). Se agruparon las fracciones con una pureza que excedia un
93 %, determinada mediante HPLC analitica de fase inversa, y se recargaron en la columna. Se lavo la columna
con 5 volumenes de AcONH4 0,1 My posteriomente se eluyd el compuesto con tampdn C para proporcionar sal
de acetato. Se agruparon las fracciones y se liofilizaron. Se obtuvieron 703,1 mg (0,60 mmoal, 22 % global
basandose en un contenido peptidico de un 89,6 %) de péptido en polvo blanco. Se detemind la pureza del
producto mediante HPLC analitica como de un 99,7 % yla M+H observada fue de 1045,6 (M+H calc. = 1045,5).

Ejemplo 2 - SEQID NO: 10

Se disolvieron 2,32 g (aproximadamente 1,8 mmol) del péptido lineal protegido preparado en la sintesis de SEQ
ID NO: 21 en 7 ml de DMF y se afiadieron 0,63 ml (3,6 mmol, 2 eq.) de NMM seguido de 0,76 g (2mmol, 1,1 eq.)
de HBTU. En un vial separado, se suspendieron 0,64 g (2,8 mmol, 1,5 eq.) de sulfato de agmatina en 7 ml de
DMF que contenia 0,49 ml (2,8 mmol) de DIPEA. Se aiadié N,O-bis (trimetilsili)acetamida (BTA, Sigma-Aldrich,
n.° de cat. 128910) a la suspensién sometida ocasionalmente a vértex/sonicacién. Se obtuvo una solucién
transparente después de que se afiadiesen 4 eq. de BTA a la suspension. Se combinaron las dos soluciones y
no se detectd ningun péptido sustrato mediante HPLC después de 5 min. Se precipitd el producto con 11 de
agua, se extrajo mediante filtracion y secd a vacio. Se fraté el polvo resultante con 50 ml de la mezcla de
TFA/TIS/H0 96/2/2 (v/v/v) durante 1,5 h. Se evapor¢ el disolvente y se precipitd el péptido lineal con éter etilico,
se reconstituyé en agua/acetonitrilo y se liofilizo.

Se disolvi6 toda la cantidad de péptido (2,13 g, aproximadamente 2 mmol) obtenido en la etapa precedente en
50 ml de DMF. También se prepard una solucion de 0,76 g (2 mmol) de HBTU en 10 ml de DMF. Se afiadieron la
solucién peptidica y la solucion de activador de manera intercambiable a 50 ml de DMF agitado enérgicamente
que contenia 400 pl de DIPEA en 10 porciones de 2,5ml y 0,5 ml, respectivamente. Se mantuvo el pH a 9-10
con la adicion de DIPEA sin diluir. No se detectd ningun pico de sustrato después de que se afadiesen las
ultimas porciones de las soluciones de activador y péptido. Se diluyd la mezcla de reaccién con AcOH al 0,1 %
hasta 11y se cargé la solucidon obtenida directamente en una columna prep. de HPLC y se purificd con sistema
tampodn T eluido con un gradiente de componente B (véase la tabla anterior). Se agruparon las fracciones con
una pureza que excedia un 93 %, determinada mediante HPLC analitica de fase inversa, y se recargaron en la
columna. Se lavd la columna con 5 volimenes de AcONH4 0,1 M y posteriomente se eluyd el compuesto con
tampon C para proporcionar sal de acetato. Se agruparon las fracciones y se liofilizaron. Se obtuvieron 656,7 mg
(0,62 mmol, rendimiento global de un 23 % basandose en un contenido peptidico de un 89,5 %) de péptido en
polvo blanco. Se deteminé la pureza del producto mediante HPLC analitica como de un 100,0 % y la M+H
observada fue de 946,6 (M+H calc. fue de 946 ,4).

Ejemplo 3 - SEQID NO: 5
Se hincho 1 g (aproximadamente 1 mmol) de resina FMPB-AM (EMD Millipore, n.° de cat. 855028) en 15 ml de

mezcla de DCE/TMOF 1:1. A la suspension de resina se le aifadio isobutilamina (1,5ml, 15 mmol) seguido de
3,2 g de triacetoxiborohidruro de sodio sdlido. Se agitd la suspensién durante la noche. Se lavo la resina con
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MeOH, DMF y DCM vy posteriomente se acilé con Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH/DIC (4 eq.) en DCM. Se lavo la resina
con DMF y se sometié a prueba para deteminar la totalidad de la acilacién con la prueba de cloranilo (negativa).
Se dividio la resina en tres porciones iguales y se continud la sintesis a una escala de 0,33 mmol en el
sintetizador Tribute. Se usaron acoplamientos Unicos mediados con HBTU/NMM en DMF o con DIC/HOBt (para
Cys) con un exceso de 5 veces la cantidad de aminoacidos protegidos con Fmoc. Se retird el grupo protector
Fmoc con varios lavados consecutivos de 2min con piperidina al 20 % en DMF. Se usaron los siguientes
derivados de aminoacido en la sintesis automatica: Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Cys((CH2)3C(O)OtBu)-OH, Fmoc-
Asn(Trt)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Thi-OH y Boc-Cpa-OH. Después de que se hubiese ensamblado toda la
secuendia peptidica se escindio el péptido de la resina con 20 ml de TFA/H2O/TIS 96:2:2 (v/v/v) durante 2 h. Se
disolvid el péptido lineal en 40 ml de DMF que contenia 200 yl de DIPEA. También se prepar6 una solucion de
152 mg (aproximadamente 0,4 mmol) de HBTU en 5 ml de DMF. Se afiadieron la solucion peptidica y la solucion
de activador de manera intercambiable a 40 ml de DMF agitado enérgicamente en 10 porciones de 4 ml y 0,5 ml,
respectivamente. Se mantuvo el pH a 9-10 con la adicién de DIPEA sin diluir. No se detectdé ningun pico de
sustrato mediante HPLC después de que se afiadiese la Ultima porcidn de la solucién de activador. Se diluyd la
mezcla de reaccion con AcOH al 0,1 % hasta 11. Se cargd la solucion obtenida directamente en una columna
prep. de HPLC Se purificd el compuesto mediante tres ciclos consecutivos en tampon T.

Se agruparon las fracciones que excedian una pureza de un 97 % y se liofilizaron. Se obtuvieron 49,0 mg
(0,042 mmol, 12 % global suponiendo un contenido peptidico de un 90 %) de péptido en polvo blanco. Se
deteminé la pureza del producto mediante HPLC analitica como de un 99,5% yla M+H observada fue de 1045,6
(M+H calc. = 1045,5).

Ejemplo 4 - SEQID NO: 9

Se hincharon 0,37 g (aproximadamente 0,3 mmol) de resina 1,4-diaminobutano-2-cdorotritio (EMD Millipore, n.°
de cat. 856085) en 10 ml de DMF y se colocd la resina en un recipiente de reaccién de sintesis automatica. Se
llevd a cabo en ensamblado peptidico en el sintetizador Tribute. Se usaron acoplamientos Unicos mediados con
HBTU/NMM en DMF o con DIC/HOBt (para Cys) con un exceso de 5veces la cantidad de aminoacidos
protegidos con Fmoc. Se retiré el grupo protector Fmoc con varios lavados consecutivos de 2 min con piperidina
al 20 % en DMF. Se usaron los siguientes derivados de aminoacido en la sintesis automatica: Fmoc-Pro-OH,
Fmoc-Cys((CH2)sC(0)OtBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Thi-OH y Boc-Tyr(tBu)-OH. Después
de que se hubiese ensamblado toda la secuencia peptidica se escindié el péptido de la resina con 30 ml de
HFIP/DCM 3:7 (v/v) durante 2 h. Se filtré la resina y se evaporaron los disolventes. Se precipité el péptido
protegido lineal con éter etilico anhidro. Se decantd el precipitado y se suspendié en 20 ml de acetonitrilo.
Posteriommente se afadieron 111 mg (0,4 mmol) de Z(2-CI)-OSu y 0,136 ml (0,8 mmol) de DIPEA a la
suspension. Después de que se hubiese disuelto el sustrato, se evapord el disolvente y se traté el residuo con
20 ml de la mezcla de TFATIS/H20 95/2,5/2,5 durante 1,5 h. A continuacién, se evapord el TFA y se precipito el
residuo con éter dietilico. Se disolvio el péptido lineal bruto en 100 ml de DMF que contenia 200 pl de DIPEA.
Posteriommente se afiadié una solucion de 120 mg (0,31 mmol) de HBTU en 5 ml de DMF a la mezcla de
reaccion agitada enérgicamente. Después de 30 min, se diluyd la mezcla de reaccidon con 1 1de AcOH al 0,1 % y
se recargd la solucién obtenida en la columna de HPLC prep. Se eluyd el péptido ciclico rapido
(aproximadamente MeCN al 3 %/min) en sistema tampdn T. Se agruparon las fracciones que excedian una
pureza de un 97 % mediante HPLC analitica y se liofilizaron. Se traté el liofilizado con 5ml de la mezcla de
TMSBr/tioanisol/TFA (1/1/6, viviv) durante 1 h a 0 °C. Se evapord el TFA y se precipitd el péptido con éter etilico.
Se purificé el producto final mediante un ciclo Unico en tampén T.

Se agruparon las fracciones que excedian una pureza de un 97 % y se liofilizaron. Se obtuvieron 77,5 mg
(0,079 mmol, 26 % global suponiendo un contenido peptidico de un 90 %) de péptido en polvo blanco. Se
deteminé la pureza del producto mediante HPLC analitica como de un 99,6 % y la M+H observada fue de 886,4
(M+H calc. = 886,4).

Ejemplo 5 - SEQ ID NO: 17

Se hincharon 0,43 g (aproximadamente 0,3 mmol) de resina H-Arg(Pbf)-O-2-clorotritilo (EMD Millipore, n.° de cat.
856067) en 10 ml de DMF y se colocé la resina en un recipiente de reaccién de sintesis automatica. Se llevo a
cabo en ensamblado peptidico en el sintetizador Tribute. Se usaron acoplamientos Unicos mediados con
HBTU/NMM en DMF o con DIC/HOBt (para Cys) con un exceso de 5veces la cantidad de aminoacidos
protegidos con Fmoc. Se retiré el grupo protector Fmoc con varios lavados consecutivos de 2 min con piperidina
al 20 % en DMF. Se usaron los siguientes derivados de aminoacido en la sintesis automatica: Fmoc-Pro-OH,
Fmoc-Cys((CH2)sC(0)OtBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Val-OH y Fmoc-Thi-OH. Después de que se hubiese
ensamblado la secuencia peptidica 3-8 se acoplé manuaimente Fmoc-Phe(4-Et)-OH usando el procedimiento de
DIC/HOBt con un exceso de 2 veces la cantidad de reactivos. A continuacion, se reemplazo el grupo Fmoc con el
grupo Boc tratando la resina con PIP/DMF al 20 % durante 30 min y acilando la funcién amino de extremo N con
Boc2O en DMF. Se escindio el péptido lineal de la resina con 30 ml de HFIP/DCM 3:7 (v/v) durante 2 h. Se filtré
la resina y se evaporaron los disolventes. Se precipitd el péptido protegido lineal con éter etilico anhidro. Se
decanto el precipitado y secd a vacio.Se obtuvieron 450 mg del péptido protegido bruto. Se disolvié toda la
cantidad del péptido (aproxmadamente 0,3 mmol) en 10 ml de 1,2-dicloroetano que contenia 0,5ml| de DMF y
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61 pl (0,45 mmol) de NMM. Se enfrié la solucion hasta 0 °C en bafio de hielo y se afiadieron 61 pl (0,45 mmol) de
cloroformiato de isobutilo. Se agité magnéticamente lamezcla de reaccion durante 10 min a 0 °C. Se afiadid una
solucién de 160 mg (4,5 mmol) de borohidruro de sodio en 5ml de agua en una porcion. Se diluyo la reacciéon
con 200 ml de agua y se separo el producto mediante centrifugacién y se secé a vacio. A continuacion, se tratd
el producto con 20 ml de la mezcla de TFA/TIS/H20 95/2,5/2,5 durante 1,5 h. A continuacion, se evapord el TFA
y se precipité el residuo con éter dietilico. Se disolvio el péptido lineal bruto en 80 ml de DMF que contenia 200 ul
de DIPEA. Posteriomente se afiadié una solucién de 61 mg (0,15 mmol) de HBTU en 5ml de DMF a la mezcla
de reaccion agitada enérgicamente. Después de 30 min, se diluyé la mezcla de reacciéon con 11 de AcOH al
0,1 % y se recargo la solucidn obtenida en la columna de HPLC prep. Se purifico el péptido ciclico mediante tres
ciclos consecutivos en tampon T.

Se agruparon las fracciones que excedian una pureza de un 97 % y se liofilizaron. Se obtuvieron 41,7 mg
(0,039 mmol, 13 % global suponiendo un contenido peptidico de un 90 %) de péptido en polvo blanco. Se
determiné la pureza del producto mediante HPLC analitica como de un 95,1 % y la M+H observada fue de 970,6
(M+H calc. =970,5).

Experimental (pruebas biolégicas)
Ensayos de receptor in vitro
Actividad de receptor V;

Se detemind la actividad agonista de compuestos sobre el receptor V2 humano (hV2R) en un ensayo de gen
indicador transcripcional transfectando de manera transitoria un ADN de expresion de receptor hV2 en células
HEK-293 (linea celular 293 de rifidon embrionario humano) junto con un ADN indicador que contenia elementos
promotores sensibles al calcio intracelular que regulan la expresién de luciferasa de luciémaga. Véase Boss, V.,
Talpade, D.J., Murphy, T.J. J. Biol. Chem. 1996, 3 de mayo; 271(18), 10429-10432 para una orientacion adicional
acerca de este ensayo. Se expusieron las células a diluciones en serie de compuestos diluidos 10 veces por
dosis durante 5 h, seguido de lisis de células, deteminacién de la actividad luciferasa, y determinacién de las
eficacias de compuestos y valores de CEsp a través de regresion no lineal. Se us6 desmopresina (dDAVP) como
control interno en cada experimento. Se muestran los resultados para los compuestos sometidos a prueba en la
tabla 3.

Actividad de receptor Vi

Para deteminar la selectividad, se sometieron a prueba los compuestos en ensayos de gen indicador
transcripcionales basados en luciferasa que expresan el receptor Vi, humano (hVibR). Se determiné la actividad
agonista de compuestos sobre el hVix,R en un ensayo de gen indicador transcripcional en una linea celular 293
Flp-In™ (HEK-flpin) transfectada de manera estable para expresar el hVi,R. Estas células se transfectan de
manera transitoria con un indicador de luciferasa con elementos sensibles a NFAT (NFAT-Luc). Se expusieron
las células a diluciones en serie de compuestos diluidos 10 veces por dosis durante 5 horas, seguido de lisis de
células, deteminacidon de la actividad luciferasa, y deteminacién de las eficacias de compuestos y valores de
CEso a través de regresion no lineal. Se usé AVP como control interno en cada experimento. Se muestran los
resultados para los compuestos sometidos a prueba en la tabla 3.

Depuracion renal

La desmopresina se depura del cuerpo principalmente por los rifiones (“depuracion renal”). Los compuestos de la
invenciéon tienen un mayor grado de depuracion a través de mecanismos extrarrenales. Se realizaron
experimentos famacocinéticos en ratas sometidas a nefrectomia y operacion simulada. Se detemind la
depuraciéon extrarrenal (DER) en ratas sometidas a nefrectomia, y se determind la depuracion total en ratas
sometidas a operacion simulada (Dsim). Se calcul6 el % de depuracion extrarrenal mediante (DER/Dsim) x 100.

Para los estudios famacocinéticos, se cateterizaron ratas Sprague Dawley macho adultas por medio de la vena
yugular (para la administracién de compuesto) y arteria carétida (para la extraccion de sangre). Se inyecté una
solucién que contenia multiples compuestos (cassefte dosing) en el catéter de la vena yugular (0,1 mg de FB/mI
de cada compuesto, 0,3 ml/animal; dosis nominal de 0,1 mg de FB/kg/compuesto). Se extrajeron muestras de
sangre a los 2, 6, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos tras la administracion usando un sistema de muestreo
de sangre automatizado, la unidad de muestreo de sangre automatizada de 22 generacidon de Instech
Laboratories (ABS2). Se preparo el plasma a partir de sangre completa usando K2EDTA como anticoagulante. El
bioanalisis posterior de muestras incluyo la extraccion de compuesto y la determinacién de la concentracién en
plasma usando procedimientos de CL/EM estandar. Se calculd la concentracidon de analito a partir de areas de
pico y curvas de calibracién. Se obtuvieron los parametros FC por el mejor ajuste del perfil de concentracidon de
compuesto-tempo para cada animal por medio de un procedimiento de analisis no compartimental usando el
programa informatico WINNONLIN™ v6.3 (Pharsight Corporation).

Antidiuresis
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Se sometieron a prueba los compuestos para deteminar la actividad antidiurética en un modelo de rata. En
resumen, se dispusieron ratas Sprague Dawley euvolémicas cateterizadas en jaulas metabdlicas. Cada jaula
metabdlica se ajustd para la medicidn continua de la diuresis espontanea mediante transductores de fuerza
dispuestos encma de los viales de obtencién de muestra de orina para monitorizar y registrar la evolucion
temporal de la diuresis usando el programa infomatico NOTOCORD™. Las ratas recbieron una infusion
intravenosa del compuesto de prueba o vehiculo durante tres horas usando una bomba de jeringuilla y
procedimiento de atadura y anilla giratoria. Se recogieron los datos para la diuresis durante la administracion del
compuesto (0-3 horas) y se recogieron durante las 5 horas tras la administracién. En algunos casos, también se
detemminé la osmolalidad de la orina. Los compuestos de la invencion mostraron una actividad antidiurética.

Composiciones farmacéuticas

También se proporciona el uso de un compuesto de formula (1), como se define en el presente documento, como
producto famacéutico. Ademas, se proporciona una composicion famacéutica que comprende un compuesto de
férmula (I), como se define en el presente documento, como ingrediente activo en asociacion con un adyuvante,
diluente o vehiculo fatmmacéuticamente aceptable.

La composicion famacéutica se puede adaptar para diversos modos de administracion incluyendo, por ejemplo,
oral y nasal. Por tanto, la composicion puede estar, por ejemplo, en foma de comprimidos, capsulas, polvos,
microparticulas, granulos, jarabes, suspensiones y soluciones.

La composicion famacéutica puede comprender opcionalmente, por ejemplo, al menos un aditivo adicional
seleccionado de un agente disgregante, aglutinante, lubricante, agente saborizante, conservante, colorante y
cualquier mezcla de los mismos. Se encuentran ejemplos de dichos y otros aditivos en ‘Handbook of
Phamaceutical Excipients’, Ed. AH. Kibbe, 3% ed. American Phamaceutical Association, EE.UU. y
Phamaceutical Press GB, 2000.

Procedimientos de tratamiento

En otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso de un compuesto como se indica anteriommente para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de diabetes insipida, enuresis noctuma primaria y nicturia.
Ademas, se proporcionan procedimientos de tratamiento de diabetes insipida, enuresis noctuma primaria y
nicturia. Como se usa en el presente documento, ‘tratamiento’ significa el alivio de sintomas, el aplazamiento del
inicio de la enfemedad y/o la cura de la enfermmedad cuando se administra un compuesto de la invencién en una
dosis adecuada.

La dosificacion tipica de los compuestos de acuerdo con la presente invencién varia dentro de un amplio
intervalo y dependera de diversos factores tales como las necesidades individuales de cada paciente y la via de
administracion. La dosificacion se puede administrar una vez al dia o de manera mas frecuente que una vez al
dia, por ejemplo, de manera intermitente. Un médico experto en la técnica sera capaz de optimizar la dosificacion
a la situacion en cuestion.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto de férmula I:

R4
/7

HN

0
HN o) HZNJ\_ 0
N \H/\N R
H
o)

0 una sal famacéuticamente
aceptable del mismo, en la que:

R%es H, alquilo C+4-C4, halégeno, -OH u -O-alquilo C4-Cy;
R®es H 0 -CH2-OH o -C(O)-NR°R®;
R*es H 0 -C(=NH)-NHz;

R® y R® son inde;s)endientemente H, alquilo C4-Cs, -CHz-ciclopropilo, -cidopropilo o arilalquilo con la
condicién de que R yR6 no son ambos H;

Xe Y son independientemente -CH2- 0 -S- con la condicién de que si Xes -CH2-, Y no es -CH2-;

Zes -CHR'-0 SyR’ es H o alquilo C1-C4, haldgeno, -OH u -O-alquilo C1-Cy;

R8esHo -CHs;

Ar es heteroarilo o fenilo opcionalmente sustituido con un alquilo C+-Ca4, haldégeno, -OH u -O-alquilo C1-Ca.
El compuesto de la reivindicacion 1, en el que R5yR6 son independientemente H, alquilo C+-Cs 0 arilalquilo.
El compuesto de la reivindicacion 1, en el que solo uno de Xe Y es -S-.

El compuesto de la reivindicacién 1, en el que Xes -CHo-.

El compuesto de la reivindicacién 1, en el que Xe Y son ambos -S-.

El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que Ar es tiofeno.

El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que R®es -CHs.

El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que R3es -C(O)-NRSRG.
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9. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que R°%es H y R® es alquilo
C+-Ca.

10. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que tanto R® como R®son -
CH2CHes.

5 11. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que R%es un halégeno.
12. El compuesto de la reivindicacion 11, en el que R%es -Cl.
13. El compuesto de la reivindicacion 11, en el que R%es -F.

14. El compuesto de la reivindicacion 1, que es: compuesto 5

H,N
NH
HN
0]
0
N 0 )J\
H  HN 0O HNT Y ©
H B
N M
N N Y
H &
0] HN (0]
S
] S
HN "’14@
5 N A \
- o
O :\©\
Cl "
10 compuesto 10
H-N
NH
HN

0] Hl%l O
S
T,
10 0 ﬂ
N\/go

compuesto 13
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compuesto 14
H,N

NH

compuesto 21
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HoN

NH
HN

compuesto 33

15. Una composicion famacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-14, para su uso en el tratamiento de diabetes insipida, enuresis nocturna primaria o
nicturia.

Uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en la fabricacion de un

16.
medicamento para el tratamiento de diabetes insipida, enuresis nocturna primaria o nicturia.
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