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DESCRIPCION
Miméticos sintéticos de apelina para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
Campo de la invencion

La invencion se refiere a composiciones novedosas que comprenden secuencias de péptidos y polipéptidos
modificadas disefiadas para tratar enfermedades cardiovasculares en los sujetos a quienes se administren y que
presentan una mayor resistencia a la degradacion y una bioactividad equivalente o mayor que sus homoélogos de
tipo silvestre. La invencién también se refiere a métodos de elaboracién de dichas composiciones y al uso de estas
composiciones como agentes farmacéuticamente activos para tratar enfermedades cardiovasculares.

Antecedentes de la invencion

La incidencia de insuficiencia cardiaca en el mundo occidental es de aproximadamente 1/100 adultos después de los
65 afos de edad. La patologia mas comun es un déficit crénico en la contractilidad cardiaca y, por lo mismo, en el
gasto cardiaco, es decir, el volumen eficaz de sangre expelido por cualquiera de los ventriculos del corazon a través
del tiempo. Los pacientes con insuficiencia cardiaca cronica pueden tener episodios agudos de descompensacion,
es decir, insuficiencia del corazén para mantener una circulaciéon sanguinea adecuada, donde la contractilidad
cardiaca se deteriora adicionalmente. Existen aproximadamente 500.000 hospitalizaciones por afio para
“insuficiencia cardiaca descompensada aguda” (ICDA) solamente en los EE.UU.

Las terapias actuales para la insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA) incluyen diuréticos,
vasodilatadores y in6tropos, que aumentan directamente la contractilidad cardiaca. Los inétropos intravenosos
actuales (dobutamina, dopamina, milrinona, levosimendan) se utlizan en la situacion aguda, a pesar de su
asociacion con eventos adversos, tales como arritmia y un aumento en la mortalidad a largo plazo. Estos
inconvenientes han impedido su aplicacion en la insuficiencia cardiaca cronica. La digoxina es un in6tropo oral, pero
esta limitada por un estrecho indice terapéutico, un aumento en el potencial arritmégeno y contraindicacion en la
insuficiencia renal.

Se necesita urgentemente una terapia para la insuficiencia cardiaca que aumente la contractilidad cardiaca sin los
inconvenientes arritmégenos o de mortalidad para la insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA), pero que
también pueda resolver la enorme necesidad médica insatisfecha en la insuficiencia cardiaca crénica.

La apelina es el ligando enddgeno para el receptor acoplado a proteina G (RAPG) anteriormente huérfano, APJ,
también denominado receptor de apelina, receptor 1 de tipo angiotensina, receptor 1 de tipo angiotensina Il y
similares. La via apelina/APJ se expresa ampliamente en el sistema cardiovascular y se ha demostrado que la
apelina tiene efectos cardiovasculares benéficos importantes en los modelos preclinicos. La administracién de
apelina aguda en los seres humanos provoca vasodilatacion periférica y coronaria y aumenta el gasto cardiaco
(Circulation. 2010; 121: 1818-1827). Hamada et. al. en Int. J. Mol. Med., 2008, 22, 547-552 evalGa algunos analogos
ciclicos de amida de Apelina 12. Macaluso et al., en ChemMedChem 5, 2010, 1247-1253 explora el motivo "RPRL"
de Apelina 13 a través de la estimulacién molecular y la evaluacién biolégica de analogos ciclicos. Macaluso et al.,
ChemMedChem 6, 2011, 1017-1023 se refiere al descubrimiento de un antagonista competitivo del receptor de
Apelina. Murza et al., ChemMedChem 7, 2012, 318-325 se refiere a la elucidacion de las relaciones de estructura-
actividad de la apelina e investiga la influencia de aminoacidos no naturales sobre la unién, la sefializacion y la
estabilidad en plasma. Sidorova et al., Russ. J. Bioorg. Chem., 2012, 38, 40-51 describe la sintesis y las propiedades
cardioprotectoras de la apelina 12 y sus analogos estructurales. Como resultado, el agonismo de APJ esta surgiendo
Como un objetivo terapéutico importante para los pacientes con insuficiencia cardiaca. Se piensa que la activaciéon
del receptor de apelina APJ aumenta la contractilidad cardiaca y proporciona cardioproteccion, sin los
inconvenientes de las terapias actuales. Sin embargo, las apelinas nativas presentan una vida media y una duracion
de accién muy cortas in vivo.

Por tanto, es deseable identificar péptidos y polipéptidos que imiten la funcion de la apelina, pero que tengan una
semivida aumentada y demuestren una bioactividad equivalente o mayor que la apelina de origen natural. Ademas,
es deseable identificar péptidos y polipéptidos analogos de apelina que presenten restricciones conformacionales
aumentadas, es decir, la capacidad para conseguir y mantener un estado conformacional activo, de manera que los
péptidos y polipéptidos puedan interactuar con sus receptores y/u otros objetivos de la via, sin necesidad de
plegamiento o reposicionamiento adicionales. Existe la necesidad de usar dichos analogos de péptidos y
polipéptidos, de composiciones que comprendan dichos analogos y de métodos de fabricacion y uso de dichas
composiciones como agentes farmacéuticamente activos para tratar enfermedades, tales como enfermedades
cardiovasculares.
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Sumario de la invencion

El objetivo de la presente invencion es proporcionar péptidos y polipéptidos novedosos que sean Utiles como
agonistas de APJ y que también posean al menos una de las siguientes mejoras sobre la apelina de tipo silvestre y
otros andlogos de apelina conocidos: semivida aumentada; mayor inmunidad a la degradacion después de su
administracion y/o de su solubilizacién; y restricciones conformacionales aumentadas, todo presentando al mismo
tiempo la misma o mayor actividad biolégica que la apelina de tipo silvestre. Los péptidos y polipéptidos de la
presente invencion son, por tanto, particularmente Utiles para el tratamiento o la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, tales como insuficiencia cardiaca, trastornos y afecciones asociados a la insuficiencia cardiaca y
trastornos y afecciones que respondan a la activacién de la actividad del receptor APJ.

En una realizacion, los péptidos y polipéptidos de la invencién son particularmente (tiles para el tratamiento o la
prevencion de un trastorno o una afeccion asociados a la insuficiencia cardiaca, o de un trastorno que responda a la
activacion (o al agonismo) de la actividad del receptor APJ. En otra realizacién, los péptidos y polipéptidos de la
invencion son Utiles en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA), la insuficiencia
cardiaca cronica, la hipertension pulmonar, la fibrilacién auricular, el sindrome de Brugada, la taquicardia ventricular,
la ateroesclerosis, la hipertension, la reestenosis, las enfermedades isquémicas cardiovasculares, la cardiomiopatia,
la fibrosis cardiaca, la arritmia, la retenciéon de agua, la diabetes (incluyendo la diabetes gestacional), la obesidad, la
arteriopatia periférica, los accidentes cerebrovasculares, los ataques isquémicos transitorios, los traumatismos
craneoencefalicos, la esclerosis lateral amiotréfica, las lesiones por quemaduras (incluyendo la quemadura solar) y
la preeclampsia.

La invencién se refiere a los péptidos y polipéptidos, a las composiciones farmacéuticas y a los métodos de
fabricacion y uso de los mismos, como se describen en el presente documento.
La invencion proporciona un polipéptido que tiene la Férmula Il

X1 -R-P-R-X5-)I(6—X7—X8-X9-P-X1 1 —XI‘I 2-X13

X1 estd ausente o es pE, R, Q o Isn;

X5 es Lo Cha;

X7 es H, Aib, F, K (Lauroilo) o K (Palmitoilo);

X8 es K, F 0 4-amino-Isn;

X9 es G o Aib;

X11 es Nle o Cha;

X13 esta ausente o es F, f, K (Lauroilo), K (Palmitoilo);

X6 y X12 son independientemente un aminoacido natural o no natural seleccionado entre C, ¢, hC, D-hC, en los que
las cadenas laterales de X6 y X12 estan unidas entre si a través de un enlace covalente formando un disulfuro; y en
la que el extremo N y el extremo C forman opcionalmente un anillo junto con 1, 2, 3 0 4 aminoacidos glicina; o una
amida, un éster o una sal del polipéptido; en la que Nle es L-norleucina; D-hC es D-homocisteina; hC es L-
homocisteina; Aib es el acido a-aminoisobutirico; Cha es (S)-B-ciclohexilalanina; Isn es isonipecotinoilo; y pE es
acido L-piroglutamico.

Como se explica adicionalmente en el presente documento, se utilizan las abreviaturas de tres letras o de una letra
reconocidas en la técnica para representar los restos de aminoacidos que constituyen los péptidos y polipéptidos de
la invencion. Excepto cuando esté precedido con “D", el aminoacido es un L-aminoacido. Cuando la abreviatura de
una letra sea una letra mayuscula, se refiere al L-aminoacido. Cuando la abreviatura de una letra sea una letra
mindscula, se refiere al D-aminoacido.

Cualquiera de los restos de aminoacidos de Formula II, lll, IV o V, puede estar sustituido en una forma
conservadora, a condicién de que el péptido o polipéptido de la invencién todavia conserve la actividad funcional y
las propiedades estructurales (por ejemplo, extensién de la semivida, proteccion de la degradacion, restriccion
conformacional). Los principios y ejemplos de las sustituciones de aminoacidos conservadoras permisibles se
explican adicionalmente en el presente documento.
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Los polipéptidos de la invencién, mediante la activacion del receptor APJ, tienen utilidad en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA), la insuficiencia cardiaca crénica, la hipertension pulmonar, la
fibrilacion auricular, el sindrome de Brugada, la taquicardia ventricular, la ateroesclerosis, la hipertension, la
reestenosis, las enfermedades isquémicas cardiovasculares, la cardiomiopatia, la fibrosis cardiaca, la arritmia, la
retencion de agua, la diabetes (incluyendo la diabetes gestacional), la obesidad, la arteriopatia periférica, los
accidentes cerebrovasculares, los ataques isquémicos transitorios, los traumatismos craneoencefélicos, la esclerosis
lateral amiotréfica, las lesiones por quemaduras (incluyendo la quemadura solar) y la preeclampsia.

En una realizacion preferida, los polipéptidos de la invencidn son Utiles en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
descompensada aguda (ICDA).

En otra realizacion, la invencion se refiere a un método para el tratamiento de un trastorno o de una enfermedad que
responda a la activacion del receptor APJ, en un sujeto que necesite dicho tratamiento, que comprende: administrar
al sujeto, una cantidad eficaz de un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las Formulas I, 1ll, IV o V, o de
una amida, un éster o una sal del mismo, de manera que se trate el trastorno o la enfermedad que responde a la
activacion del receptor APJ en el sujeto.

En otra realizacion mas, la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido de
acuerdo con una cualquiera de las Férmulas II, IlI, IV 0 V, o una amida, un éster o sal del mismo y uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En otra realizacion mas, la invencién se refiere a combinaciones que incluyen un polipéptido de acuerdo con una
cualquiera de las Férmulas IlI, lll, IV o V, o una amida, un éster o una sal del mismo y las combinaciones
farmacéuticas de uno o mas agentes terapéuticamente activos.

En el presente documento se describe un método para la activacién del receptor APJ en un sujeto que lo necesite,
gue comprende: administrar al sujeto, una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de acuerdo con una
cualquiera de las Férmulas I, 1ll, IV 0 V, o de una amida, un éster o una sal del mismo.

Descripcion detallada de la invencion

Para los fines de interpretar la presente memoria descriptiva, se aplicaran las siguientes definiciones a menos que
se especifique lo contrario y siempre que sea apropiado, los términos utilizados en el singular también incluiran el
plural y viceversa.

Como se utiliza en el presente documento, “trastornos o enfermedades que responden a la modulacion del receptor
APJ", “trastornos y afecciones que responden a la modulacion de APJ", “trastornos y afecciones que responden a la
modulacion de la actividad del receptor APJ", “trastornos que responden a la activacion (o al agonismo) de la
actividad del receptor APJ" y términos similares incluyen la insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA), la
insuficiencia cardiaca cronica, la hipertension pulmonar, la fibrilacion auricular, el sindrome de Brugada, la
taquicardia ventricular, la ateroesclerosis, la hipertensién, la reestenosis, las enfermedades isquémicas
cardiovasculares, la cardiomiopatia, la fibrosis cardiaca, la arritmia, la retenciéon de agua, la diabetes (incluyendo la
diabetes gestacional), la obesidad, la arteriopatia periférica, los accidentes cerebrovasculares, los ataques
isquémicos transitorios, los traumatismos craneoencefdlicos, la esclerosis lateral amiotréfica, las lesiones por
guemaduras (incluyendo la quemadura solar) y la preeclampsia.

Como se utiliza en el presente documento, “Activacion de la actividad del receptor APJ", o "Activacion del receptor
APJ", se refiere a un aumento en la actividad del receptor APJ. La activacion de la actividad del receptor APJ
también se denomina “agonismo” del receptor APJ, por ejemplo, mediante la administracion de los péptidos y
polipéptidos de la invencion.

Como se utilizan en el presente documento, los términos “polipéptido” y "péptido” se utilizan indistintamente para
referirse a dos 0 mas aminoacidos unidos entre si. Excepto por las abreviaturas para los aminoacidos no comunes o
no naturales establecidos en la Tabla 1 a continuacion, se utilizan las abreviaturas de tres letras o de una letra
reconocidas en la técnica, para representar restos de aminoacidos que constituyen los péptidos y polipéptidos de la
invencion. Excepto cuando esta precedido con “D”, el aminoacido es un L-aminoacido. Cuando la abreviatura de una
letra es una letra mayuscula, se refiere al D-aminoacido. Cuando la abreviatura de una letra es una letra miniscula,
se refiere al L-aminoacido. Los grupos o cadenas o abreviaturas de aminoacidos se utilizan para representar
péptidos. Los péptidos se indican con el extremo N a la izquierda y la secuencia se escribe desde el extremo N
hasta el extremo C.

Los péptidos de la invencion contienen aminoacidos no naturales (es decir, compuestos que no son de origen
natural) y de una manera alternativa, se pueden emplear otros analogos de aminoacidos como se conocen en la
técnica.
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Se pueden introducir ciertos aminoacidos no naturales mediante la tecnologia descrita en Deiters et al., J Am Chem
Soc 125: 11782-11783, 2003; Wang y Schultz, Science 301: 964-967, 2003; Wang et al., Science 292: 498-500,
2001; Zhang et al., Science 303: 371-373, 2004, o en la Patente de los EE.UU. N.° 7.083.970. En resumen, algunos
de estos sistemas de expresion implican mutagénesis dirigida al sitio para introducir un codén sin sentido, tal como
un TAG ambar, en el marco de lectura abierto que codifica un polipéptido de la invencién. Después, dichos vectores
de expresién se introducen en un hospedador que pueda utilizar un ARNt especifico para el codon sin sentido
introducido y se cargan con el aminoacido no natural de eleccion. Los aminoacidos no naturales particulares que son
beneficiosos con el fin de conjugar los restos con los polipéptidos de la invencién incluyen aquellos con cadenas
laterales de acetileno y azido.

Uno o méas de los aminoacidos naturales o no naturales en un péptido de la invencidon se pueden modificar, por
ejemplo, mediante la adicion de una entidad quimica, tal como un grupo hidrato de carbono, un grupo fosfato, un
grupo farnesilo, un grupo isofarnesilo, un grupo acido graso (CqH2q+1C(O)2H en el que g es de 3 a 20), un enlazador
para conjugacion, funcionalizacién u otra modificacion, etc. Dichas modificaciones se pueden hacer de una manera
especifica del sitio 0 no especifica del sitio. En una realizacion preferida, las modificaciones del péptido conducen a
un péptido méas estable (por ejemplo, uno que presenta una mayor semivida in vivo). Estas modificaciones pueden
incluir la incorporaciéon de los D-aminoacidos adicionales, etc. Ninguna de las modificaciones debe interferir
sustancialmente con la actividad biolégica deseada del péptido, pero dichas modificaciones pueden conferir
propiedades deseables, por ejemplo, una mejor actividad biolégica, al péptido.

Dichas modificaciones potencian las propiedades biolégicas de las proteinas de la invencion en relacién con las
proteinas de tipo silvestre, asi como, en algunos casos, sirven como puntos de union para, por ejemplo, marcadores
y agentes de prolongacion de la semivida de la proteina y para los fines de fijar estas variantes a la superficie de un
soporte sélido.

En ciertas realizaciones, dichas modificaciones, por ejemplo, las modificaciones especificas de sitio, se utilizan para
fijar conjugados, por ejemplo, grupos PEG a los polipéptidos y/o péptidos de la invencion, para los fines, por
ejemplo, de prolongar la semivida o de mejorar de otra manera las propiedades bioldgicas de dichos polipéptidos y/o
péptidos. Dichas técnicas se describen adicionalmente en el presente documento.

En otras realizaciones, dichas modificaciones, por ejemplo, las modificaciones especificas del sitio, se utilizan para
fijar otros polimeros y moléculas pequefias y secuencias de proteinas recombinantes que prolongan la semivida del
polipéptido de la invencién. Una realizacion de este tipo incluye la fijacion de acidos grasos o compuestos de unién a
albumina especificos para los polipéptidos y/o péptidos. En otras realizaciones, las modificaciones se hacen en un
tipo de aminoacido particular y se pueden fijar en uno o mas sitios sobre los polipéptidos.

En otras realizaciones, dichas modificaciones, por ejemplo, las modificaciones especificas del sitio, se utilizan como
un medio de fijacion para la produccién de multimeros de tipo silvestre y/o variantes, por ejemplo, dimeros
(homodimeros o heterodimeros) o trimeros o tetrameros. Estas moléculas de proteina multiméricas adicionalmente
pueden tener fijados grupos, tales como PEG, azlcares, y/o conjugados de PEG-colesterol, o pueden condensarse
ya sea amino-terminalmente o carboxi-terminalmente con otras proteinas, tales como Fc, albimina de suero humano
(HSA), etc.

En otras realizaciones, dichas modificaciones especificas del sitio se utilizan para producir proteinas, polipéptidos
y/o péptidos, en donde la posicion de la pirrolisina o del andlogo de pirrolisina incorporado especificamente en el
sitio, o los aminoacidos que no se presentan naturalmente (para-acetil-Phe, para-azido-Phe), permite tener una
orientacion y union controlada de dichas proteinas, polipéptidos y/o péptidos sobre una superficie de un soporte
sélido, o permite tener grupos, tales como PEG, azlcares y/o conjugados de PEG-colesterol fijados.

En otras realizaciones, dichas modificaciones especificas del sitio se utilizan para reticular especificamente en el
sitio, las proteinas, polipéptidos y/o péptidos, formando de esta manera hetero-oligémeros, incluyendo, pero sin
limitacion, heterodimeros y heterotrimeros. En otras realizaciones, dichas modificaciones especificas del sitio se
utilizan para reticular especificamente en el sitio las proteinas, polipéptidos y/o péptidos, formando de esta manera
conjugados de proteina-proteina, conjugados de proteina-polipéptido, conjugados de proteina-péptido, conjugados
de polipéptido-polipéptido, conjugados de polipéptido-péptido o conjugados de péptido-péptido. En otras
realizaciones, una modificacion especifica del sitio puede incluir un punto de ramificacién para permitir que se una
mas de un tipo de molécula en un solo sitio de una proteina, polipéptido o péptido.

En otras realizaciones, las modificaciones enumeradas en el presente documento se pueden hacer de una manera
no especifica del sitio y pueden proporcionar como resultado conjugados de proteina-proteina, conjugados de
proteina-polipéptido, conjugados de proteina-péptido, conjugados de polipéptido-polipéptido, conjugados de
polipéptido-péptido o conjugados de péptido-péptido de la invencion.
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En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona complejos que comprenden al menos un péptido o
polipéptido de una cualquiera de las Férmulas II, 11, IV o V enlazado a un anticuerpo, tal como un anticuerpo que se
enlace especificamente a un péptido o polipéptido como se desvela en el presente documento.

Un experto habitual en la materia apreciara que se pueden hacer diversas sustituciones de aminoacidos, por
ejemplo, sustituciones de aminoacidos conservadoras, en la secuencia de cualquiera de los polipéptidos descritos
en el presente documento, sin disminuir necesariamente su actividad. Como se utiliza en el presente documento,
“aminoacido habitualmente utilizado como un sustituto del mismo” incluye las sustituciones conservadoras (es decir,
sustituciones con aminoacidos de caracteristicas quimicas comparables). Para los fines de la sustitucion
conservadora, los aminoacidos no polares (hidroéfobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, glicina, prolina,
fenilalanina, triptéfano y metionina. Los aminoacidos neutros polares (hidréfilos) incluyen serina, treonina, cisteina,
tirosina, asparagina y glutamina. Los aminoacidos positivamente cargados (basicos) incluyen arginina, lisina e
histidina. Los aminoacidos negativamente cargados (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico. Los
ejemplos de las sustituciones de aminoéacidos incluyen la sustitucion de un L-aminoacido por su D-aminoéacido
correspondiente, la sustitucién de cisteina por homocisteina u otros aminoacidos no naturales que tengan una
cadena lateral que contenga tiol, la sustitucién de una lisina por homolisina, acido diamino-butirico, acido diamino-
propiénico, ornitina u otros aminoacidos no naturales que tengan una cadena lateral que contenga amino, o la
sustitucién de una alanina por norvalina, o similares.

El término “aminoacido”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a los aminoacidos de origen natural, a
los aminoéacidos no naturales, a los analogos de aminoacidos y a los miméticos de aminoacidos que actiian de una
manera similar a los aminoacidos de origen natural, todos en sus estereoisémeros D y L si su estructura permite
dichas formas estereoisoméricas. Los aminoacidos se denominan en el presente documento ya sea por su nombre,
sus simbolos de tres letras habitualmente conocidos o bien mediante los simbolos de una letra recomendados por la
Comisién de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB.

La expresion “de origen natural” se refiere a los materiales que se encuentran en la naturaleza y no son manipulados
por el hombre. De una manera similar, “de origen no natural”, “no natural" y similares, como se utilizan en el presente
documento, se refieren a un material que no se encuentra en la naturaleza o que ha sido modificado o sintetizado
estructuralmente por el hombre. Cuando se utiliza en relacidon con los aminoacidos, la expresion “de origen natural”
se refiere a los 20 aminoacidos convencionales (es decir, alanina (A o Ala), cisteina (C o Cys), acido aspartico (D o
Asp), acido glutamico (E o Glu), fenilalanina (F o Phe), glicina (G o Gly), histidina (H o His), isoleucina (I o lle), lisina
(K o Lys), leucina (L o Leu), metionina (M o Met), asparagina (N o Asn), prolina (P o Pro), glutamina (Q o GIn),
arginina (R o Arg), serina (S o Ser), treonina (T o Thr), valina (V o Val), triptéfano (W o Trp) y tirosina (Y o Tyr)).

Las expresiones “aminoacido no natural" y "aminoacido innatural", como se utilizan en el presente documento,
pretenden representar de una manera intercambiable las estructuras de aminoacidos que no pueden generarse
biosintéticamente en cualquier organismo utilizando genes no modificados o modificados a partir de cualquier
organismo, ya sean iguales o diferentes. Las expresiones se refieren a un resto de aminoacido que no esta presente
en la secuencia de la proteina apelina (de tipo silvestre) de origen natural, o en las secuencias de la presente
invencion. Estas incluyen, pero no se limitan a, aminoéacidos y/o analogos de aminoécidos modificados que no son
uno de los 20 aminoacidos de origen natural, selenocisteina, pirrolisina (Pyl), o pirrolina-carboxi-lisina (Pcl, por
ejemplo, como se describe en la Publicacion de Patente segun el TCP W02010/48582). Dichos restos de
aminoacidos no naturales se pueden introducir mediante la sustitucion de los aminoacidos de origen natural, y/o
mediante la insercion de aminoacidos no naturales en la secuencia de la proteina apelina (de tipo silvestre) de
origen natural, o en las secuencias de la invencion. El resto de aminoacido no natural también se puede incorporar
de manera que se imparta una funcionalidad deseada a la molécula de apelina, por ejemplo, la capacidad para
unirse a un resto funcional (por ejemplo, PEG). Cuando se utiliza en relacion con los aminoéacidos, el simbolo “U”
significara “aminoéacido no natural" y "aminoacido innatural”, como se utilizan en el presente documento.

Ademas, se entiende que dichos “aminoacidos no naturales” requieren un ARNt modificado y una sintetasa de ARNt
(RS) modificada para su incorporacion en una proteina. Estos pares ARNt/RS ortogonales “seleccionados” se
generan mediante un proceso de seleccién como se desarrolla por Schultz et al., o0 mediante mutacién aleatoria o
dirigida. A manera de ejemplo, la pirrolina-carboxi-lisina es un “aminoéacido natural” debido a que se genera
biosintéticamente mediante genes transferidos desde un organismo hacia dentro de las células hospedadoras y
debido a que se incorpora en las proteinas utilizando los genes de ARNt y de sintetasa de ARNt naturales, mientras
que la p-amino-fenilalanina (véase, Generation of a bacterium with a 21 amino acid genetic code, Mehl RA,
Anderson JC, Santoro SW, Wang L, Martin AB, King DS, Horn DM, Schultz PG. J Am Chem Soc. 29 de enero de
2003; 125(4): 935-9) es un “aminoéacido innatural” debido a que, aunque se genera biosintéticamente, se incorpora
en las proteinas mediante un par ARNt/sintetasa de ARNt ortogonal “seleccionado”.

Los aminoacidos codificados modificados incluyen, pero no se limitan a, hidroxi-prolina, y-carboxi-glutamato, O-
fosfoserina, acido azetidin-carboxilico, acido 2-amino-adipico, acido 3-amino-adipico, beta-alanina, acido amino-
propiénico, acido 2-amino-butirico, acido 4-amino-butirico, acido 6-amino-caproico, acido 2-amino-heptanoico, acido
2-amino-isobutirico, acido 3-amino-isobutirico, acido 2-amino-pimélico, terbutil-glicina, acido 2,4-diamino-isobutirico,
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desmosina, acido 2,2’-diamino-pimélico, acido 2,3-diamino-propionico, N-etilglicina, N-metilglicina, N-etil-asparagina,
homoprolina, hidroxilisina, alo-hidroxilisina, 3-hidroxi-prolina, 4-hidroxi-prolina, isodesmosina, alo-isoleucina, N-metil-
alanina, N-metilglicina, N-metil-isoleucina, N-metil-pentil-glicina, N-metil-valina, naftilalanina, norvalina, norleucina,
ornitina, pentil-glicina, acido pipecolico y tioprolina. El término “aminoacido” también incluye los aminoacidos de
origen natural que son metabolitos en ciertos organismos, pero que no son codificados por el coédigo genético para
su incorporacién en las proteinas. Dichos aminoacidos incluyen, pero no se limitan a, ornitina, D-ornitina y D-
arginina.

La expresion “analogo de aminoacido”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a los compuestos que
tienen la misma estructura quimica basica que un aminoéacido de origen natural, a manera de ejemplo solamente, un
carbono a que se une a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R. Los analogos de
aminoacidos incluyen los aminoacidos naturales y no naturales que son quimicamente blogqueados, de una manera
reversible o irreversible, o que se modifican quimicamente su grupo carboxilo C-terminal, su grupo amino N-terminal,
y/o sus grupos funcionales de cadena lateral. Estos analogos incluyen, pero no se limitan a, sulféxido de metionina,
metionina-sulfona, S-(carboximetil)-cisteina, sulfoxido de S-(carboximetil)-cisteina, S-(carboximetil)-cisteina-sulfona,
(beta-metil-éster) de acido aspartico, N-etilglicina, alanina carboxamida, homoserina, norleucina y metionina metil
sulfonio.

Tabla 1: Aminoacidos innaturales o no naturales como se describen en la invencioén:

Simbolo Nombre Estructura

) OH
Aib Acido a-amino-isobutirico H2N
@)

Cha B-Ciclohexilalanina
OH
H,N
(¢}
HS
hC Homocisteina OH
HoN
0
Nle Norleucina OH
HoN
0]
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Simbolo Nombre Estructura
HoN
Orn Ornitina OH
HoN
o
O
) NH,
Acido 4-amino-piperidin-4-carboxilico
4-amino-Isn (el grupo 4-amino forma el enlace OH
peptidico)
HN
O
Isn Acido Isonipecotinoico OH
HN
O
H
pE Acido piroglutamico o N OH

O
020c¢ Acido 8-amino-3,6-dioxa-octanoico H.N WOWO\)LGH

Como se utiliza en el presente documento, el término “amida” se refiere a un derivado de amida del grupo de acido
carboxilico en el extremo C (por ejemplo, -C(O)NH2, -C(O)NH-alquilo Ci-s, -C(O)NH-alquilo Ci-2-fenilo, -C(O)NH-
NHBn o -C(O)N(alquilo C1.6)2).

El término “amida” también se refiere a un derivado del grupo amino en el extremo N (por ejemplo, -NHC(O)-alquilo
de 1 a 16 atomos de carbono, -NHC(O)(CH2)nPh (n es un entero de 1 a 6), -NHC(O)(CH2)2COzH, 4-CI-Ph-
(CH2)3C(O)NH-, C11H23C(O)NH-(CH2)2-O-(CH2)2-O-CH2-C(0O)-NH-, C13H27C(O)NH-(CHz2)2-O-(CHz2)2-O-CH2-C(O)-NH-;
C15H27C(O)NH-(CH2)2-O-(CHz)2-O-CH2-C(O)NH-, Ph-CH2CH2NHC(0)-NH- 0 CH3(OCH2CH2)mC(O)NH- (m es un
entero de 1 a 12).

Como se utiliza en el presente documento, el término “éster” se refiere a una forma de un derivado de éster del
grupo de acido carboxilico en el extremo C (por ejemplo, -COOR), en el que R del éster se refiere a grupos alquilo
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C16, tales como metilo, etilo, propilo normal, isopropilo, butilo normal, etc., grupos cicloalquilo Cs, tales como
ciclopentilo, ciclohexilo, etc., grupos arilo Ce-10, tales como fenilo, a-naftilo, etc., grupos aril Cs-10-alquilo Ci-s, por
ejemplo, los grupos fenil-alquilo Ci-2 tales como bencilo, fenetilo, benzhidrilo, etc. y grupos a-naftil-alquilo Ci-2, tales
como a-naftiimetilo y similares. También se puede hacer mencién del pivaloiloximetil éster y similares, que son
habitualmente utilizados como ésteres para su administracién oral. Cuando los polipéptidos de la invencién poseen
grupos carboxilo o carboxilato adicionales en posiciones diferentes del extremo C, esos polipéptidos, en donde estos
grupos estan amidados o esterificados, también caen bajo la categoria del polipéptido de la invencién. En dichos
casos, los ésteres, por ejemplo, pueden ser las mismas clases de ésteres que los ésteres C-terminales mencionados
anteriormente.

El término “APJ” (también denominado “receptor de apelina”, “receptor 1 tipo angiotensina”, “receptor 1 tipo
angiotensina II" y similares), indica un resto 380, un dominio transmembrana 7, un receptor acoplado a Gi cuyo gen
se localiza sobre el brazo largo del cromosoma 11 en los seres humanos (NCBI secuencia de referencia:
NP_005152.1 y codificada por NCBI secuencia de referencia: NM_005161). El APJ se clon6 por primera vez en
1993 a partir del ADN genémico humano utilizando cebadores de oligonuclettidos degenerados (O'Dowd et al.,
Gene, 136: 355-60, 1993) y comparte una homologia significativa con el receptor 1 tipo angiotensina Il. A pesar de
esta homologia, sin embargo, la angiotensina Il no se enlazan al APJ. Aunque fue huérfano durante muchos afos, el
ligando enddgeno se aislé y se nombré como apelina (Tatemoto et al., Biochem Biophys Res Commun 251, 471-6
(1998)).

El término “apelina” indica una pre-proteina de 77 restos (NCBI secuencia de referencia: NP_0059109,3 y codificada
por NCBI secuencia de referencia: NM_017413,3), que llega a procesarse en formas biolégicamente activas de los
péptidos de apelina, tales como apelina-36, apelina-17, apelina-16, apelina-13, apelina-12. El péptido maduro de
longitud completa, denominado “apelina-36", comprende 36 aminoacidos, pero la isoforma mas potente es la forma
piroglutamatada de un 13-mero de apelina (apelina-13), denominada “Pyr-1-apelina-13 o Pyrl-apelina-13". Se
describen diferentes formas de apelina, por ejemplo, en la Patente de los EE.UU. N.° 6.492.324B1.

Polipéptidos de la invencion:

En la presente se describen diversas realizaciones de la invencién. Se reconocera que las caracteristicas
especificadas en cada realizacién se pueden combinar con otras caracteristicas especificadas para proporcionar
realizaciones adicionales.

En la realizacién 4, la invencion se refiere a un péptido o un polipéptido que tienen la Férmula II:

X1-R-P- R—X5—)I(6—X7—X8—X9—F’—X1 1 —XI‘I 2-X13

X1 estd ausente o es pE, R, Q o Isn;

X5 es Lo Cha;

X7 es H, Aib, F, K (Lauroilo) o K (palmitoilo);

X8 es K, F 0 4-amino-LSN;

X9 es G o Aib;

X11 es Nle o Cha;

X13 esta ausente o es F, f, K (Lauroilo), K (palmitoilo);

X6 y X12 son independientemente un aminoacido natural o no natural seleccionado entre C, ¢, hC, D-hC, en los que
las cadenas laterales de X6 y X12 de X6 y X12 estan unidas entre si a través de un enlace covalente que forma un
enlace disulfuro; y

en la que el extremo N y el extremo C forman opcionalmente un anillo junto con 1, 2, 3 0 4 aminoacidos glicina; o
una amida, un éster o una sal del polipéptido; o un polipéptido sustancialmente equivalente a los mismos.

En la realizacion 9, ciertos polipéptidos de la invencion incluyen péptidos o polipéptidos de acuerdo con la
realizacién 4, que tienen la Formula lll:
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X1 —R—F’—R—X5—(i“,—X7—X8—X9—F’—X1 1 —(i“,—X1 3

11;
0 una amida, un éster o una sal del polipéptido.

En la realizacion 10, ciertos péptidos y polipéptidos de la invencion incluyen péptidos y polipéptidos de acuerdo con
la realizacién 4 que tienen la Formula 1V:

X1 —R—P—R—X5—)I(6—X7—K—G—P—X1 1 —)|(1 2-X13

0 una amida, un éster o una sal del polipéptido.

En la realizacion 11, ciertos polipéptidos de la invencién incluyen polipéptidos de acuerdo con la realizacién 4 o 10,
que tienen la Férmula V:

X1 —R—P-R-XS-(F—X?—K—G-P—X1 1 -(i‘,—X1 3

0 una amida, un éster o una sal del polipéptido.

Cualquiera de los restos de aminoacidos enumerados anteriormente o a continuacién de Férmula II, IIl, IV o V,
pueden estar sustituidos en una forma conservadora, a condicion de que el péptido o polipéptido de la invencion
todavia conserve las propiedades de actividad funcional y estructural (por ejemplo, prolongacién de la semivida,
proteccion de la degradacion, restriccion conformacional). Los principios y ejemplos de las sustituciones de
aminoacidos conservadoras permisibles se explican adicionalmente en el presente documento.

Las siguientes realizaciones se pueden utilizar de una manera independiente, colectiva o en cualquier combinacién o
sub-combinacion:

En la realizacién 17, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Férmulas
I, 1, IV 0o V 0 una amida, un éster o una sal de los mismos, en los que X1 es pE.

En la realizacion 18, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Formulas
I, lll, IV o V, o a cualquiera de cualesquiera otras clases y subclases descritas anteriormente o a una amida, un
éster o una sal de los mismos, en los que X1 estad ausente; 0 a una amida, un éster, o una sal del polipéptido. En un
aspecto de esta realizacion, el extremo N del péptido es una amida. En la realizacion 19, un aspecto adicional de la
realizacién 18, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Férmulas I, 111,
IV 0 V, 0 a cualquiera de cualesquiera otras clases y subclases descritas anteriormente, 0 a una amida, un éster o
una sal de los mismos, en los que el X1 estd ausente y el extremo N es una amida de la férmula -NHR y R es
CH3C(0O)-, CHz-(O-CH2CH2)m-C(O)-, Palmitoilo (020c)p, Miristoilo (020c)p, Lauroilo (020c)p o Ph-
CH2CH2NHC(0)-, Acetilo, benzoilo, fenacilo, succinilo, octanoilo, 4-fenilbutanoilo, 4-CI-Ph-(CH2)3sC(0)-, o Ph-
CH2CH2NHC(O)-; y en los que:

p es un entero de 1 a 4;

m es un entero de 1 a 12;

Lauroilo (020c¢)p es C11H23C(O)[NH-(CH2)2-O-(CHz)2-O-CH2-C(O)]p-;
Miristoilo (O20c)p es C13H27C(O)[NH-(CH2)2-O-(CH2)2-O-CH2-C(O)]p-;

Palmitoilo (020c)p es C1sH31C(O)[NH-(CH2)2-0O-(CH2)2-O-CH2-C(O)]p-. En un aspecto particular de esta realizacion,
R es acetilo, benzoilo, fenacilo, succinilo, octanoilo, 4-fenil-butanoilo, 4-Cl-Ph-(CH2)3C(O)-, o Ph-CH2CH2NHC(O)-.

En la realizacién 20, la invencion se refiere a un péptido o un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las
Formulas II, 11, IV o V, o a cualquiera de cualesquiera otras clases y subclases descritas anteriormente, 0 a una
amida, un éster o una sal de los mismos, en los que el extremo N es una amida de Férmula NHR1, en la que R1 es
CH3C(O)-, CHz-(O-CH2CH2)m-C(0)-, Palmitoilo (020c), Miristoilo (O20c), Lauroilo (020c) o Ph-CH2CH2NHC(O)-; y
en los que m, Lauroilo (020c), Miristoilo (020c) y Palmitoilo (O20c) se han definido anteriormente.
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En la realizacién 21, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Férmulas
I, I, IV o V 0 a una amida, un éster o una sal de los mismos, en los que X13 es F; 0 a una amida, un éster, o una
sal del polipéptido. En la realizacion 22, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una
cualquiera de las Formulas I, 1ll, IV o V, o a cualquiera de cualesquiera otras clases y subclases descritas
anteriormente, 0 a una amida, un éster o una sal de los mismos, en los que X13 esta ausente; 0 a una amida, un
éster o una sal del polipéptido. En la realizacién 23, un aspecto de la realizacién 22, el extremo C es una amida. En
la realizaciéon 24, un aspecto adicional de la realizacion 23, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de
acuerdo con una cualquiera de las Férmulas I, Ill, IV 0 V, 0 a cualquiera de cualesquiera otras clases y subclases
descritas anteriormente, o a una amida, un éster o una sal de los mismos, en los que el extremo C es una amida de
Formula —C(O)R2 y R2 es -NH2, -NH-Me, -NH-NHBn, o -NH-(CH2)2-Ph. En un aspecto preferido de la realizacién 23,
la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Formulas II, 1ll, IV o V, 0 a
cualquiera de cualesquiera otras clases y subclases descritas anteriormente, o a una amida, un éster o una sal de
los mismos, en los que el extremo C es una amida de Férmula —C(O)R2 y R2 es -NH-(CH2)2-Ph.

En la realizacion 25, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Formulas
I, 11, IV o V, 0 a una amida, un éster o una sal de los mismos, en los que X5 es L.

En la realizacion 26, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Férmulas
I, Ill, IV o V, 0 a una amida, un éster o una sal de los mismos, en los que X7 es H.

En la realizacién 27, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Férmulas
I, I, IV o V, o a cualquiera de cualesquiera otras clases y subclases descritas anteriormente, 0 a una amida, un
éster o una sal de los mismos, en los que X8 es K o F. En un aspecto adicional de esta realizacion, X8 es K.

En la realizacion 28, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Formulas
I, I, IV o V, o a cualquiera de cualesquiera otras clases y subclases descritas anteriormente, o a una amida, un
éster o una sal de los mismos, en los que X9 es G.

En la realizacion 29, la invencion se refiere a péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Férmulas
I, lll, IV o V, 0 a una amida, un éster o una sal de los mismos, en los que X11 es Nle.

En otra realizacion, los polipéptidos individuales de acuerdo con la invencién son aquellos enumerados en la seccion
de Ejemplos a continuacion, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

A menos que se especifigue lo contrario, la expresién “polipéptido de la presente invencion” se refiere a un
polipéptido de Férmula Il lll, IV 0 V; 0 a una amida, un éster o una sal del mismo.

A menos que se especifique lo contrario, las expresiones “polipéptidos de la presente invencion”, “péptidos de la
presente invencion", “agonistas peptidicos de apelina" y similares, se refieren a los péptidos y polipéptidos de
Formula Il, Ill, IV o V; 0 a una amida, un éster o una sal de los mismos. Los péptidos y polipéptidos de la invencion
demuestran una actividad y/o estabilidad en plasma sustancialmente equivalente o mejorada sobre los péptidos y
polipéptidos de apelina conocidos descritos en el presente documento, incluyendo, pero sin limitacién, apelina de
tipo silvestre, apelina-13 y pyr-1-apelina-13.

Los péptidos y polipéptidos de la invenciéon también abarcan los péptidos y polipéptidos que son al menos
aproximadamente el 95 % idénticos a los péptidos y polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las Férmulas I,
Ill, IV o V, 0 a una amida, un éster o una sal de los mismos, asi como a cualesquiera péptidos o polipéptidos
especificamente enumerados en el presente documento, incluyendo, pero sin limitacion, los ejemplos
experimentales.

Como se utiliza en el presente documento, la frase “secuencia de aminoacidos homéloga", o las variaciones de la
misma, se refiere a las secuencias caracterizadas por una homologia, al nivel de los aminoacidos, de al menos un
porcentaje especificado y se utiliza de una manera intercambiable con “identidad de secuencia’. Las secuencias de
aminoacidos homdlogas incluyen las secuencias de aminoacidos que contienen sustituciones de aminoacidos
conservadoras y cuyos polipéptidos tienen la misma unién y/o la misma actividad. En algunas realizaciones, una
secuencia de aminoacidos es homoéloga si tiene al menos el 60 % o mas y hasta el 99 % de identidad con una
secuencia de comparacion. En algunas realizaciones, una secuencia de aminoacidos es homéloga si comparte uno
0 mas y hasta 60 sustituciones, adiciones, o deleciones de aminoacidos con una secuencia de comparacion. En
algunas realizaciones, las secuencias de aminoacidos homdlogas tienen no mas de 5 0 no mas de 3 sustituciones
de aminoacidos conservadoras.

La homologia también puede estar al nivel del polipéptido. El grado o el porcentaje de identidad de los péptidos o
polipéptidos de la invencién, o de porciones de los mismos y diferentes secuencias de aminoéacidos, se calcula como
el nimero de emparejamientos exactos en una alineaciéon de las dos secuencias, dividido entre la longitud de la
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“secuencia de la invencion” o de la “secuencia extrafia”, cualquiera que sea la mas corta. El resultado se expresa
como el porcentaje de identidad.

Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de aproximadamente el 80-
99,9 %, preferentemente del 90-99,9 % con la secuencia de aminoacidos descrita en los ejemplos especificos y que
posee una estabilidad en plasma superior a la apelina-13 o a la pyr-1l-apelina-13, pertenece a la categoria del
polipéptido de la invencion. En una realizacién, la mejora de la estabilidad en plasma es de al menos 2 veces. En
una realizacién, el polipéptido de la invencion tiene una estabilidad en plasma de al menos 30 minutos. En otra
realizacién, el polipéptido de la invencion tiene una estabilidad en plasma de al menos 60 minutos, preferentemente
de al menos 100 minutos y mas preferentemente al menos 150 minutos.

La expresion "sustancialmente equivalente" significa que la naturaleza de la actividad de unién del receptor, la
actividad de transduccion de sefiales y similares, es equivalente. Por tanto, es permisible que estén presentes
incluso diferencias entre los grados, tales como la fuerza de la actividad de unién del receptor y el peso molecular
del polipéptido.

Un polipéptido como se describe en el presente documento, o un equivalente sustancial del mismo, mediante la
sustitucion, delecién, adicion o insercién de uno o mas aminoacidos, se puede mencionar como los polipéptidos que
contienen un equivalente o equivalentes sustanciales de la secuencia de aminoacidos en el sentido anterior. Un
polipéptido como se describe en el presente documento, o un equivalente sustancial del mismo, mediante la
sustitucion de 1 a 5, preferentemente de 1 a 3 y mas preferentemente 1 o 2 aminoacidos, con los aminoacidos
naturales o innaturales, se puede mencionar como los polipéptidos que contienen un equivalente o equivalentes
sustanciales de la secuencia de aminoacidos en el sentido anterior. Las modificaciones y alteraciones adicionales
pueden incluir el reemplazo de un L-aminoacido con un D-aminoacido, u otra variacion, incluyendo, pero sin
limitacion, fosforilacién, carboxilacién, alquilacién y similares, siempre que se mantenga la actividad agonista de
apelina del péptido o polipéptido de Férmulas II, Ill, IV 0 V y que se mejore la estabilidad en plasma sobre la forma
piroglutamatada de la apelina-13. Por ejemplo, los D-aminoacidos son hien tolerados con respecto a la actividad y
estabilidad del polipéptido en la posicién 2 (X2), en la posicion 3 (X3), en las posiciones 5, 6, 7 y 8 (X5, X6, X7 y X8),
en la posicion 10 (X10) y en la posicion 13 (X13) de los péptidos y polipéptidos ciclicos de Férmulas 11, Ill, IV o V.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a las sales
gue conservan la eficacia bioldgica y las propiedades de los polipéptidos de la presente invenciéon y que
normalmente no son bioldgicamente o de otra manera indeseables. En muchos casos, los polipéptidos de la
presente invencion son capaces de formar sales de acido y/o de base en virtud de la presencia de los grupos amino
y/o carboxilo, o de grupos similares a los mismos.

Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables se pueden formar con acidos inorganicos y con acidos
organicos, por ejemplo, las sales de acetato, aspartato, benzoato, besilato, bromuro/bromhidrato,
bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, canforsulfonato, cloruro/clorhidrato, clorteofilonato, citrato, etanodisulfonato,
fumarato, gluceptato, gluconato, glucuronato, hipurato, yodhidrato/yoduro, isetionato, lactato, lactobionato, lauril-
sulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metilsulfato, naftoato, napsilato, nicotinato, nitrato,
octadecanoato, oleato, oxalato, palmitato, pamoato, fosfato/fosfato &acido/fosfato diacido, poligalacturonato,
propionato, estearato, succinato, sulfosalicilato, tartrato, tosilato y trifluoroacetato.

Los &cidos inorganicos de los que pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, acido clorhidrico, &cido
bromhidrico, acido sulftrico, acido nitrico, acido fosférico y similares.

Los acidos organicos de los que pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, acido acético, acido propionico,
acido glicolico, acido oxalico, acido maleico, acido maldnico, acido succinico, acido fumarico, acido tartarico, acido
citrico, &cido benzoico, acido mandélico, acido metanosulfonico, 4cido etanosulfénico, acido toluenosulfénico, acido
sulfosalicilico y similares. Las sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables se pueden formar con bases
inorganicas y organicas.

Las bases inorganicas de las que pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, las sales de amonio y de los
metales a partir de las columnas | a Xll de la Tabla Periédica. En ciertas realizaciones, las sales se derivan a partir
de sodio, potasio, amonio, calcio, magnesio, hierro, plata, cinc y cobre; las sales particularmente adecuadas incluyen
las sales de amonio, potasio, sodio, calcio y magnesio.

Las bases organicas de las que pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, aminas primarias, secundarias y
terciarias, aminas sustituidas, incluyendo las aminas sustituidas de origen natural, aminas ciclicas, resinas basicas
de intercambio i6nico y similares. Ciertas aminas organicas incluyen isopropilamina, benzatina, colinato,
dietanolamina, dietilamina, lisina, meglumina, piperazina y trometamina.

Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion se pueden sintetizar a partir de un compuesto
parenteal, un resto basico o acido, mediante los métodos quimicos convencionales. En general, dichas sales se
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pueden preparar mediante la reaccion de las formas de acido libre de estos compuestos con una cantidad
estequiométrica de la base apropiada (tal como hidréxido, carbonato, o bicarbonato de Na, Ca, Mg, o K, o similares),
o0 mediante la reaccién de las formas de base libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica del acido
apropiado. Dichas reacciones normalmente se realizan en agua o en un disolvente organico, o en una mezcla de los
dos. En general, es deseable el uso de medios no acuosos tales como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol, o
acetonitrilo, cuando sea practicable. Pueden encontrarse listas de sales adecuadas adicionales, por ejemplo, en
“Remington's Pharmaceutical Sciences”, 20a Edicion, Mack Publishing Company, Easton, Pa., (1985); y en
“Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use” de Stahl y Wermuth (Wiley-VCH, Weinheim,
Alemania, 2002).

Como se utiliza en el presente documento, la expresién "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y
todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, tensoactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo,
agentes antibacterianos, agentes antifingicos), agentes isotOnicos, agentes retardantes de absorcion, sales,
conservantes, farmacos, estabilizantes de farmacos, aglutinantes, excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes,
agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes y similares y combinaciones de los mismos, como se
conocerian por los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a Edicion,
Mack Printing Company, 1990, paginas 1289-1329). Excepto hasta donde cualquier vehiculo convencional sea
incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

La expresion "una cantidad terapéuticamente eficaz" de un polipéptido de la presente invencion se refiere a una
cantidad del polipéptido de la presente invencidn que provocara la respuesta biolégica o médica de un sujeto, por
ejemplo, la mejora de un sintoma, el alivio de una afeccion, ralentizar o retardar el progreso de la enfermedad, o la
prevencion de una enfermedad, etc. En una realizacién no limitante, la expresion “una cantidad terapéuticamente
eficaz” se refiere a la cantidad del polipéptido de la presente invencién que, cuando se administra a un sujeto, es
eficaz para: (1) al menos parcialmente aliviar, inhibir, impedir y/o mejorar una afeccioén, un trastorno o una
enfermedad o un sintoma de la misma (i) que mejora mediante la activacion del receptor APJ, o (ii) se asocia a la
actividad del receptor APJ, o (iii) caracterizada por una actividad anormal del receptor APJ; o (2) activar el receptor
APJ.

En otra realizacién no limitante, la expresién “una cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad del
polipéptido de la presente invencion que, cuando se administra a una célula, o a un tejido, o a un material biolégico
no celular, o a un medio, es eficaz para al menos parcialmente activar el receptor APJ. Como se apreciara por los
expertos habituales en la materia, la cantidad absoluta de un agente particular que sea eficaz puede variar
dependiendo de factores tales como el criterio de valoracion biolégico deseado, el agente que se vaya a entregar, el
tejido objetivo, etc. Los expertos habituales en la materia entienden que “una cantidad terapéuticamente eficaz” se
puede administrar en una sola dosis o se puede conseguir mediante la administracion de mdultiples dosis. Por
ejemplo, en el caso de un agente para tratar la insuficiencia cardiaca, una cantidad eficaz puede ser una cantidad
suficiente para proporcionar como resultado la mejora clinica del paciente, por ejemplo, una mayor
tolerancia/capacidad al ejercicio, un aumento en la presién sanguinea, una disminucién en la retencion de fluidos,
y/o mejores resultados en una prueba cuantitativa del funcionamiento cardiaco, por ejemplo, la fracciéon de
expulsion, la capacidad de ejercicio (el tiempo hasta quedar exhausto), etc.

Como se utiliza en el presente documento, el término “sujeto” se refiere a un animal. Normalmente, el animal es un
mamifero. Un sujeto también se refiere, por ejemplo, a primates (por ejemplo, a seres humanos), reses, ovejas,
cabras, caballos, perros, gatos, conejos, ratas, ratones, peces, aves y similares. En ciertas realizaciones, el sujeto es
un primate. En otras realizaciones mas, el sujeto es un ser humano.

Como se utiliza en el presente documento, el término “inhibir”, "inhibicién" o "inhibiendo” se refiere a la reduccion o
supresion de una afeccién, sintoma, o trastorno, o enfermedad dada, o a una disminucién significativa en la actividad
de la linea base de una actividad o proceso bioldgico.

Como se utiliza en el presente documento, el término “tratar”, “tratando” o "tratamiento”" de cualquier enfermedad o
trastorno, se refiere, en una realizaciéon, a mejorar la enfermedad o el trastorno (es decir, ralentizar o detener o
reducir el desarrollo de la enfermedad o de al menos uno de los sintomas clinicos de la misma). En otra realizacion,
“tratar”, "tratando" o "tratamiento” se refiere a aliviar o mejorar al menos un parametro fisico, incluyendo los que no
puedan ser discernibles por el paciente. En otra realizacién mas, “tratar”, "tratando” o "tratamiento" se refiere a
modular la enfermedad o el trastorno, ya sea fisicamente (por ejemplo, la estabilizacion de un sintoma discernible),
fisiolégicamente (por ejemplo, la estabilizacion de un parametro fisico), o ambas. En otra realizacion mas, “tratar”,
"tratando” o "tratamiento” se refiere a prevenir o retardar el establecimiento o desarrollo o progreso de la enfermedad
o del trastorno.

Como se utilizan en el presente documento, los términos "prevenir”, "previniendo" y "prevencion” se refieren a la
prevencion de la recurrencia, el establecimiento, o el desarrollo de uno o mas sintomas de un trastorno en un sujeto,
resultante de la administracion de una terapia (por ejemplo, de un agente terapéutico), o de la administracion de una
combinacién de terapias (por ejemplo, de una combinacién de agentes terapéuticos).
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Como se utiliza en el presente documento, un sujeto esta “en necesidad de” un tratamiento si este sujeto se
beneficiaria biolégicamente, médicamente, o en su calidad de vida a partir de dicho tratamiento.

Como se utiliza en el presente documento, el término "un", "uno”, "el” y términos similares utilizados en el contexto
de la presente invencion (en especial en el contexto de las reivindicaciones), se debe interpretar para cubrir tanto el
singular como el plural, a menos que se indique de otra manera en el presente documento o que sea claramente
contradicho por el contexto.

Todos los métodos descritos en el presente documento se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos
que se indique de otra manera en el presente documento o que sea de otra manera claramente contradicho por el
contexto. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o del lenguaje de ejemplo (por ejemplo, "tales como”)
proporcionado en el presente documento, pretende meramente iluminar mejor la invencién y no presenta una
limitacién sobre el alcance de la invencion reivindicada de otra manera.

Los péptidos y polipéptidos de la presente invenciéon se pueden producir mediante los procedimientos conocidos por
si mismos para la sintesis de péptidos. Los métodos para la sintesis de péptidos pueden ser cualquiera de entre una
sintesis en fase sdlida y una sintesis en fase liquida. Por tanto, el péptido y polipéptido de interés se puede producir
mediante la condensacién de un péptido parcial o aminoacido capaz de constituir la proteina con la parte residual del
mismo y, cuando el producto tiene un grupo protector, este grupo protector se desprende, sobre lo cual, se puede
fabricar el péptido deseado. Los métodos conocidos para la condensacion y la desproteccion incluyen los
procedimientos que se describen en la siguiente bibliografia (1) a (5):

(1) M. Bodanszky y M. A. Ondetti, Peptide Synthesis, Interscience Publishers, Nueva York, 1966,

(2) Schroeder y Luebke, The Peptide, Academic Press, Nueva York, 1965,

(3) Nobuo Izumiya et al., Fundamentals and Experiments in Peptide Synthesis, Maruzen, 1975,

(4) Haruaki Yajima y Shumpei Sakakibara, Biochemical Experiment Series 1, Protein Chemistry IV, 205, 1977,y
(5) Haruaki Yajima (Editor), Development of Drugs-Continued, 14, Peptide Synthesis, Hirokawa Shoten.

Después de la reaccion, el péptido se puede purificar y aislar mediante una combinacion de técnicas de purificacion
convencionales, tales como extraccion con disolvente, cromatografia en columna, cromatografia de liquidos y
recristalizacion. Cuando el péptido aislado como anteriormente es un compuesto libre se puede convertir en una sal
adecuada mediante el método conocido. Por el contrario, cuando el producto aislado es una sal, se puede convertir
en el péptido libre mediante el método conocido.

La amida del polipéptido se puede obtener mediante la utilizaciéon de una resina para la sintesis de péptidos, que es
adecuada para la amidacion. La resina incluye resina de clorometilo, resina de hidroximetilo, resina de
benzhidrilamina, resina de aminometilo, resina de 4-benciloxibencil alcohol, resina de 4-metilbenzhidril-amina, resina
de PAM, resina de 4-hidroximetilmetilfenilacetamidometilo, resina de poliacrilamida, resina de 4-(2',4'-dimetoxifenil-
hidroximetil)fenoxi, resina de 4-(2'.4'-dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)fenoxi, resina de cloruro de 2-clorotritilo,
etcétera. Utilizando una resina de este tipo, los aminoacidos cuyos grupos a-amino y grupos funcionales de cadena
lateral se han protegido de una manera adecuada y se condensan sobre la resina de acuerdo con la secuencia del
péptido objetivo mediante diversas técnicas de condensacion que son conocidas por si mismas. Al final de la serie
de reacciones, el péptido o el péptido protegido se retira de la resina y se retiran los grupos protectores y, si es
necesario, se forman enlaces de disulfuro para obtener el polipéptido objetivo.

Para la condensacion de los aminoacidos protegidos mencionados anteriormente, se puede utilizar una diversidad
de reactivos de activacion para la sintesis de péptidos, tales como HATU, HCTU, o, por ejemplo, una carbodiimida.
La carbodiimida incluye DCC, N,N'-di-isopropil-carbodiimida y N-etil-N'-(3-dimetil-amino-propil)-carbodiimida. Para la
activacion con dicho reactivo, se puede utilizar un aditivo inhibidor de la racemizacion, por ejemplo, HOBt u Oxima
Pura. El aminoacido protegido se puede afadir directamente a la resina junto con los reactivos de activacién y el
inhibidor de racemizacion, o se puede activar anteriormente como un anhidrido de acido simétrico, éster de HOBt, o
éster de HOOBLt y entonces se afiade a la resina. El disolvente para la activacion de los aminoacidos protegidos o
para la condensacion con la resina, se puede seleccionar apropiadamente de entre los disolventes que son
conocidos por ser Utiles para las reacciones de condensacion de péptidos. Por ejemplo, se pueden mencionar N,N-
dimetilformamida, N-metilpirrolidona, cloroformo, trifluoroetanol, sulféxido de dimetilo (DMSO), N,N-dimetilformamida
(DMF), piridina, dioxano, cloruro de metileno, THF, acetonitrilo, acetato de etilo, o las mezclas adecuadas de los
mismos.

La temperatura de la reaccion se puede seleccionar de entre el intervalo conocido hasta ahora como util para la
formacion del enlace peptidico y por lo general se selecciona entre el intervalo de aproximadamente -20 °C a 50 °C.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2670832 T3

El derivado de aminoacido activado se utiliza en general en una proporcion de un exceso de 1,5 a 4 veces. Si se
encuentra que la condensacion es insuficiente de acuerdo con un ensayo que utilice la reacciéon de ninhidrina, la
reaccion de condensacion se puede repetir para lograr una condensacion suficiente sin retirar el grupo protector. Si
una condensacion repetida todavia fracasa para proporcionar un grado de condensacion suficiente, el grupo sin
reaccionar se puede acetilar con anhidrido acético o con acetilimidazol.

El grupo protector del grupo amino para el aminoacido de material de partida incluye Z, Boc, amiloxicarbonilo
terciario, isoborniloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, CI-Z, Br-Z, adamantiloxicarbonilo, trifluoroacetilo, ftalilo,
formilo, 2-nitrofenilsulfenilo, difenilfosfinotioilo, 0 Fmoc. El grupo protector de carboxilo que se puede utilizar incluye,
pero no se limita a, los grupos alquilo Ci-s, cicloalquilo Cs-s y aril Ce-10-alquilo Ci-2 anteriormente mencionados, asi
como 2-adamantilo, 4-nitrobencilo, 4-metoxibencilo, 4-clorobencilo, fenacilo, benciloxicarbonilhidrazido,
terbutoxicarbonilhidrazido y tritilhidrazido.

El grupo hidroxilo de serina y treonina se puede proteger mediante una esterificacion o eterificacion. El grupo
adecuado para dicha esterificacion incluye los grupos derivados de carbono, tales como los grupos alcanoilo inferior,
por ejemplo, acetilo etc., los grupos aroilo, por ejemplo, benzoilo etc., benciloxicarbonilo y etoxicarbonilo. El grupo
adecuado para dicha eterificacion incluye bencilo, tetrahidropiranilo y terbutilo. ElI grupo protector para el grupo
hidroxilo fendlico de tirosina incluye Bzl, Cl>-Bzl, 2-nitrobencilo, Br-Z y terbutilo.

El grupo protector de imidazol para la histidina incluye Tos, 4-metoxi-2,3,6-trietilbencensulfonilo, DNP,
benciloximetilo, Bum, Boc, Trt y Fmoc.

El grupo carboxilo activado del aminoacido de partida incluye el anhidrido de &cido correspondiente, azida y los
ésteres activos, por ejemplo, los ésteres con alcoholes, tales como pentaclorofenol, 2,4,5-tricloro-fenol, 2,4-
dinitrofenol, alcohol cianometilico, p-nitrofenol, HONB, N-hidroxisuccinimida, N-hidroxiftalimida, HOBt, etc. El grupo
amino activado del aminoacido de partida incluye la fosforamida correspondiente.

El método para la eliminacién de los grupos protectores incluye la reduccion catalitica utilizando hidrégeno gaseoso
en presencia de un catalizador, tal como negro de paladio o paladio sobre carbono, el tratamiento acido con fluoruro
de hidrégeno anhidro, acido metanosulfénico, acido trifluorometanosulfonico, acido trifluoroacético, o una mezcla de
estos acidos, el tratamiento basico con diisopropiletilamina, trietilamina, piperidina, piperazina, la reduccién con
metal de sodio en amoniaco liquido. La reaccidon de eliminacion mediante el tratamiento acido anteriormente
mencionado se realiza en general a una temperatura de -20 °C a 40 °C y se puede conducir convenientemente con
la adicion de un aceptor de cationes, tal como anisol, fenol, tioanisol, m-cresol, p-cresol, sulfuro de dimetilo, 1,4-
butanditiol, 1,2-etanditiol. El grupo 2,4-dinitrofenilo utilizado para proteger al grupo imidazol de la histidina se puede
eliminar mediante el tratamiento con tiofenol, mientras que el grupo formilo utilizado para proteger al grupo indol del
triptéfano se puede eliminar mediante el tratamiento alcalino con una solucién diluida de hidréxido de sodio o con
amoniaco acuoso diluido, asi como mediante el tratamiento acido anteriormente mencionado, en presencia de 1,2-
etanditiol o 1,4-butanditiol.

El método para proteger los grupos funcionales que no deban tomar parte en la reaccién del material de partida, los
grupos protectores que se pueden utilizar, el método para retirar los grupos protectores y el método para activar los
grupos funcionales que vayan a tomar parte en la reaccion, se pueden seleccionar todos con un buen juicio de entre
los grupos y métodos conocidos.

Otro método para obtener la forma de amida del polipéptido comprende amidar en primer lugar el grupo -carboxilo
del aminoacido C-terminal, después prolongar la cadena del péptido hasta el lado N hasta la longitud deseada de la
cadena y después desproteger selectivamente el grupo a-amino del péptido C-terminal y el grupo a-carboxilo del
aminoéacido o péptido que vaya a formar el resto del polipéptido objetivo y condensar los dos fragmentos cuyos
grupo a-amino y grupos funcionales de cadena lateral se hayan protegido con grupos protectores adecuados
mencionados anteriormente en un disolvente mixto, tal como el mencionado anteriormente en el presente
documento. Los parametros de esta reaccion de condensacion pueden ser los mismos que se describen
anteriormente en el presente documento. A partir del péptido protegido obtenido mediante condensacion, se retiran
todos los grupos protectores mediante el método anteriormente descrito, para proporcionar de esta manera el
péptido en bruto deseado. Este péptido en bruto se puede purificar mediante los procedimientos de purificacion
conocidos y la fraccién principal se puede liofilizar para proporcionar el polipéptido amidado objetivo. Con el fin de
obtener un éster del polipéptido, el grupo a-carboxilo del aminoacido C-terminal se condensa con un alcohol
deseado para proporcionar un éster de aminoacido y después, se sigue el procedimiento descrito anteriormente para
la produccién de la amida.

Los polipéptidos de la presente invencién, o una amida, un éster o una sal de los mismos, se pueden administrar en
cualquiera de una diversidad de formas, incluyendo por via subcutanea, por via intramuscular, por via intravenosa,
por via intraperitoneal, por inhalacién, etc. En las realizaciones particularmente preferidas de la invencion se emplea
la administracion intravenosa continua de los polipéptidos de la presente invencion, o de una amida, un éster, o una
sal de los mismos. Los polipéptidos de la presente invencién se pueden administrar como un bolo o como una
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infusién continua durante un periodo de tiempo. Se puede utilizar una bomba implantable. En ciertas realizaciones
de la invencion, la administracion intermitente o continua de los polipéptidos se contindia durante uno a varios dias
(por ejemplo, 2 a 3 0 mas dias), o durante periodos de tiempo mas largos, por ejemplo, semanas, meses, 0 afios. En
algunas realizaciones, se proporciona la administracion intermitente o continua del polipéptido durante al menos
aproximadamente 3 dias. En otras realizaciones, la administracion intermitente o continua de los polipéptidos se
proporciona durante al menos aproximadamente una semana. En otras realizaciones, la administracién intermitente
0 continua de los polipéptidos se proporciona durante al menos aproximadamente dos semanas. Puede ser
deseable mantener una concentracion promedio del polipéptido en plasma por encima de un valor umbral particular,
ya sea durante la administraciéon o bien entre la administracion de multiples dosis. Una concentracion deseable se
puede determinar, por ejemplo, basandose en la condicion fisiologica del sujeto, la gravedad de la enfermedad, etc.
Dichos valores recomendables se pueden identificar realizando ensayos clinicos convencionales.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica, que comprende un polipéptido de
la presente invencién o una amida, un éster o una sal del mismo y uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables. La composicion farmacéutica se puede formular para vias de administraciéon particulares, tales como
administracion oral, administracion parenteral y administracion rectal, etc. Ademas, las composiciones farmacéuticas
de la presente invencién se pueden configurar en una forma soélida (incluyendo, sin limitacion, capsulas,
comprimidos, pildoras, granulos, liofilizados, polvos o supositorios), o en una forma liquida (incluyendo, sin
limitacion, soluciones, suspensiones o emulsiones). Las composiciones farmacéuticas se pueden someter a las
operaciones farmacéuticas convencionales, tales como elaboracion aséptica, esterilizacion, y/o pueden contener
diluyentes inertes convencionales, agentes formadores de torta, agentes de tonicidad, agentes lubricantes, o
agentes reguladores, asi como adyuvantes, tales como conservantes, estabilizantes, agentes humectantes,
emulsionantes y reguladores del pH, etc.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso inyectable normalmente incluyen soluciones acuosas
estériles (que sean solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de
soluciones o dispersiones inyectables estériles.

Para la administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen suero fisiolégico, agua bacteriostatica,
Cremophor ELTM (BASF, Parsippany, N.J.), o suero tamponado con fosfato (PBS). En todos los casos, la
composicion debe ser estéril y debe ser fluida hasta el grado en que se pueda pasar facilimente por jeringa. Las
formulaciones farmacéuticas preferidas son estables en las condiciones de elaboracién y almacenamiento y se
deben conservar contra la accién contaminante de los microorganismos, tales como bacterias y hongos. En general,
el vehiculo relevante puede ser un disolvente o un medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares) y mezclas adecuadas de los mismos.
La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particulas requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de
tensoactivos. La prevencion de la accién de los microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes, tales como manitol,
aminoacidos, sorbitol y cloruro de sodio en la composicidon. Se puede provocar una absorcion prolongada de las
composiciones inyectables incluyendo en la composicion un agente que retarde la absorcion, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

Ciertas composiciones inyectables son soluciones o suspensiones isotdnicas acuosas y los supositorios
convenientemente se preparan a partir de emulsiones 0 suspensiones grasas. Dichas composiciones se pueden
esterilizar y/o pueden contener adyuvantes, tales como agentes conservantes, estabilizantes, humectantes o
emulsionantes, promotores de solucion, sales para regular la presion osmética y/o tampones. Ademas, también
pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas. Dichas composiciones se preparan de acuerdo con los
métodos convencionales de mezcla, granulacién o recubrimiento, respectivamente y contienen aproximadamente el
0,1-75 %, o contienen aproximadamente el 1-50 %, del ingrediente activo.

Se pueden preparar soluciones inyectables estériles mediante la incorporacion del compuesto activo en la cantidad
requerida en un disolvente apropiado con un ingrediente o con una combinacion de ingredientes anteriormente
enumerados, segun se requieran, seguida de esterilizacion mediante filtracién. En general, las dispersiones se
preparan mediante la incorporacion del compuesto activo en un vehiculo estéril que contenga un medio de
dispersién basico y los otros ingredientes requeridos a partir de los enumerados anteriormente. En el caso de los
polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son
el secado al vacio y el secado por congelacion, lo cual proporciona un polvo del ingrediente activo mas cualquier
ingrediente adicional deseado a partir de una solucién del mismo anteriormente filtrada para esterilizarse.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Para el fin de la
administracion terapéutica oral, el compuesto activo se puede incorporar con excipientes y se puede utilizar en la
forma de comprimidos, trociscos, o capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina. Las composiciones orales también
se pueden preparar utilizando un vehiculo fluido para utilizarse como un enjuague bucal. Se pueden incluir agentes
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aglutinantes y/o materiales adyuvantes farmacéuticamente compatibles como parte de la composicion. Los
comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o
compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante, tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto, o
gelatina; un excipiente, tal como almidén o lactosa, un agente disgregante, tal como acido alginico, Primogel, o
almidon de maiz; un lubricante, tal como estearato de magnesio o Sterotes; una sustancia de deslizamiento, tal
como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante, tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante, tal
como menta, salicilato de metilo, o saborizante de naranja. Las formulaciones para la entrega oral pueden incorporar
convenientemente agentes para mejorar la estabilidad dentro del tracto gastrointestinal y/o para potenciar la
absorcién.

Para la administracion mediante inhalacion, los agentes terapéuticos de la invencién preferentemente se entregan
en forma de una aspersion en aerosol a partir de un recipiente o dosificador presurizado que contenga un propulsor
adecuado, por ejemplo, un gas, tal como diéxido de carbono, o un nebulizador. Se observa que los pulmones
proporcionan una gran area superficial para la entrega sistémica de los agentes terapéuticos.

Los agentes se pueden encapsular, por ejemplo, en microparticulas poliméricas, tales como las descritas en la
Publicacion de los EE.UU. N.° 20040096403, o en asociacién con cualquiera de una amplia diversidad de otros
vehiculos de entrega de farmacos que son conocidos en la materia. En otras realizaciones de la invencion, los
agentes se entregan en asociacion con un lipido cargado como se describe, por ejemplo, en la Publicacion de los
EE.UU. N.° 20040062718. Se observa que este Ultimo sistema se ha utilizado para la administracion de un
polipéptido terapéutico, insulina, demostrando la utilidad de este sistema para la administracion de agentes
peptidicos.

La administracién sistémica también puede ser por medios transmucosos o transdérmicos.

Las composiciones adecuadas para su aplicacion transdérmica incluyen una cantidad eficaz de un polipéptido de la
invencion con un vehiculo adecuado. Los vehiculos adecuados para la entrega transdérmica incluyen disolventes
farmacoldgicamente aceptables absorbibles para ayudar al paso a través de la piel del hospedador. Por ejemplo, los
dispositivos transdérmicos estan en forma de un parche que comprende un miembro de respaldo, un depdésito que
contiene el compuesto opcionalmente con vehiculos, opcionalmente una barrera de control de velocidad para
entregar el compuesto de la piel del hospedador a una velocidad controlada y anteriormente determinada durante un
periodo de tiempo prolongado y elementos para asegurar el dispositivo a la piel.

Las composiciones adecuadas para su aplicacion tépica, por ejemplo, a la piel y a los ojos, incluyen soluciones
acuosas, suspensiones, pomadas, cremas, geles o formulaciones pulverizables, por ejemplo, para su entrega
mediante aerosol o similares. Dichos sistemas de entrega tdpico seran particularmente apropiados para la aplicacion
dérmica. Por tanto, son adecuados en particular para utilizarse en formulaciones tédpicas, incluyendo cosmeéticas,
bien conocidas en la técnica. Estas pueden contener solubilizantes, estabilizantes, agentes potenciadores de la
tonicidad, tampones y conservantes.

Como se utiliza en el presente documento, una aplicacion toépica también puede pertenecer a una inhalaciéon o a una
aplicacién intranasal. Se pueden entregar de una manera conveniente en la forma de un polvo seco (ya sea solos,
como una mezcla, por ejemplo, una mezcla seca con lactosa, o bien como una particula componente mezclada, por
ejemplo, con fosfolipidos) a partir de un inhalador de polvo seco o de una presentacién de aspersion en aerosol a
partir de un recipiente presurizado, bomba, aspersor, atomizador o nebulizador, con o sin el uso de un propulsor
adecuado.

La invencién proporciona adicionalmente composiciones farmacéuticas y formas de dosificacién que comprenden
uno o mas agentes que reducen la velocidad a que se descompondra el compuesto de la presente invencién, como
un ingrediente activo. Dichos agentes, que en el presente documento se denominan "estabilizantes", incluyen, pero
no se limitan a, antioxidantes, tales como acido ascorbico, tampones o tampones de sal, etc.

Método de la Invencién:

La familia de péptidos de apelina es la Unica familia de ligandos naturales conocidos para el receptor APJ acoplado
a proteina G. El gen de apelina codifica un polipéptido de 77 aminoacidos, que se procesa en formas biolégicamente
activas de péptidos de apelina, tales como apelina-36, apelina-17, apelina-16, apelina-13, apelina-12 y la forma de
apelina-13 modificada por piroglutamato (Pyrl-apelina-13). Cualquiera de estos péptidos de apelina, después de
unirse al receptor APJ, transduce la sefial por medio de las proteinas Gi y Gq. En los cardiomiocitos, el acoplamiento
de Gi 0 Gq conduce a cambios en el pH intracelular, en la activacion de PLC y en la produccion de IP3 que potencia
la sensibilidad al calcio de los miofilamentos y por Ultimo dan como resultado un aumento en la contractilidad
cardiaca. El acoplamiento de Gi inhibe la Gs activada, la ciclasa de adenililo y la produccién de AMPc y aumenta los
niveles de pAkt, lo cual conduce a la cardioproteccion. En las células endoteliales vasculares, con la activacion de
APJ por medio de Gi, la pAKT conduce a un aumento en la producciéon de éxido nitrico (NO), que aumenta la
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relajacion del musculo liso, lo que da como resultado una vasodilatacion global.

Los pacientes con insuficiencia cardiaca estable crénica tienen episodios agudos ocasionales de descompensacion,
en los que la contractilidad cardiaca declina adicionalmente y empeoran los sintomas. Dichas exacerbaciones se
denominan insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA). Las terapias actuales para insuficiencia cardiaca
descompensada aguda (ICDA) incluyen diuréticos, vasodilatadores e in6tropos, que aumentan directamente la
contractilidad cardiaca. Los in6tropos intravenosos actuales (dobutamina, dopamina, milrinona, levosimendan) son
bien conocidos por sus eventos adversos, tales como arritmia y un aumento en la mortalidad a largo plazo. Los
analogos de polipéptidos de apelina sintéticos de la presente invencidon proporcionan una terapia para la
insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA) que aumenta la contractilidad cardiaca sin inconvenientes
arritmogenos o de mortalidad y que resuelve la enorme necesidad médica insatisfecha en la insuficiencia cardiaca
cronica.

De hecho, el tratamiento agudo con apelina (5 minutos) en los seres humanos, da como resultado vasodilatacion
coronaria y un mejor gasto cardiaco. Sin embargo, las apelinas nativas presentan un t¥2 muy corto (segundos) y una
duracion de accion muy corta (unos cuantos minutos) in vivo. Los potentes agonistas de péptidos de apelina
sintéticos de la presente invencidn tienen semividas mas largas comparandose con la apelina nativa.

La activacion del receptor APJ en los cardiomiocitos a) mejora la contractilidad cardiaca por medio de Gi/Gq, PLC y
Ca2+ y b) proporciona cardioproteccion por medio de Gi, la activacion de pAkt, pero sin aumentar la AMPc (como se
ve con otros inétropos). Ademas, el agonismo de APJ en las células endoteliales conduce a la vasodilatacion
arterial, que beneficia adicionalmente a la insuficiencia cardiaca mediante la descarga del trabajo del ventriculo
izquierdo. Tomados juntos, los analogos de los polipéptidos de apelina sintéticos pueden mejorar la funcién cardiaca
global, reducir la arritmogénesis y proporcionar el beneficio de la sobrevivencia.

Mas recientemente, ha habido una serie de publicaciones de investigacion preclinica que se enfocan en la
implicacion potencial de la apelina en la diabetes y la resistencia a la insulina. Se ha demostrado que la apelina: 1)
disminuye los niveles de glucosa en sangre mediante el mejoramiento de la captacion de glucosa en el musculo, en
el tejido adiposo y en el corazoén, 2) protege a las células beta pancreaticas del estrés ER y la posterior apoptosis, 3)
disminuye la secrecién de insulina en las células beta y 4) regula la lipdlisis inducida por catecolamina en el tejido
adiposo. La activacioén de la via de pAKT se ha implicado en estos procesos.

Los polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las férmulas 11, 1ll, IV o V, o0 una sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos, en forma libre o en una forma de sal farmacéuticamente aceptable, presentan valiosas propiedades
farmacolégicas, por ejemplo, propiedades de agonismo del receptor APJ, por ejemplo, como se indica en los
ensayos in vitro e in vivo proporcionadas en las siguientes secciones y, en consecuencia, se indican para terapia.

Los polipéptidos de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, pueden ser Utiles en el
tratamiento de una indicacidon seleccionada entre la insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA), la
insuficiencia cardiaca cronica, la hipertension pulmonar, la fibrilacion auricular, el sindrome de Brugada, la
taquicardia ventricular, la ateroesclerosis, la hipertensién, la reestenosis, las enfermedades isquémicas
cardiovasculares, la cardiomiopatia, la fibrosis cardiaca, la arritmia, la retencién de agua, la diabetes (incluyendo la
diabetes gestacional), la obesidad, la arteriopatia periférica, los accidentes cerebrovasculares, los ataques
isquémicos transitorios, los traumatismos craneoencefdlicos, la esclerosis lateral amiotréfica, las lesiones por
guemaduras (incluyendo la quemadura solar) y la preeclampsia.

Por tanto, como una realizacién adicional, la presente invencion proporciona el uso de un polipéptido de una
cualquiera de las férmulas II, 1ll, IV o V, o de una amida, un éster o una sal del mismo, para el tratamiento de una
enfermedad que esté asociada a la actividad del receptor APJ. En una realizacion adicional, la terapia se selecciona
entre una enfermedad que responda al agonismo del receptor APJ. En otra realizacion, la enfermedad se selecciona
entre la lista anteriormente mencionada, de una manera adecuada insuficiencia cardiaca descompensada aguda. En
todavia otro subconjunto de esta realizacion, la presente invenciéon proporciona el uso de un polipéptido de una
cualquiera de las férmulas I, Ill, IV o V, o de una amida, éster o una sal del mismo, en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad que esté asociada a la actividad del receptor APJ.

Por tanto, como una realizacidon adicional, la presente invencion proporciona el uso de un polipéptido de una
cualquiera de las féormulas I, Ill, IV o V, o de una amida, un éster o una sal del mismo, en terapia. En una realizacién
adicional, la terapia se selecciona entre una enfermedad que se pueda tratar mediante la activaciéon (agonismo) del
receptor APJ.

En otra realizacion, la invencién proporciona un método de tratamiento de una enfermedad que responda al
agonismo del receptor APJ, que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente aceptable de un
polipéptido de una cualquiera de las formulas II, lll, IV o V, o de una amida, un éster o una sal del mismo. En una
realizacion adicional, la enfermedad se selecciona entre la lista anteriormente mencionada, de una manera
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adecuada insuficiencia cardiaca descompensada aguda.

En otro subconjunto mas de esta realizacion, la invencién proporciona un método de tratamiento de una enfermedad
gue esté asociada a la actividad del receptor APJ, que comprende la administracion de una cantidad
terapéuticamente aceptable de un polipéptido de una cualquiera de las formulas I, lll, IV o V, o de una amida, un
éster o una sal del mismo.

La cantidad eficaz de una composicion o combinacion farmacéutica de la invencion que se deba emplear
terapéuticamente dependera, por ejemplo, del contexto terapéutico y de los objetivos. Un experto en la materia
apreciara que los niveles de dosificacién apropiados para el tratamiento, en consecuencia, variaran dependiendo, en
parte, de la molécula entregada, de la indicacion para que se esté utilizando la variante de proteina de fusion, de la
via de administracién y del tamafio (peso corporal, superficie corporal o tamafio del 6rgano) y la condicién (la edad y
la salud general) del paciente. En consecuencia, el facultativo puede titular la dosificacion y modificar la via de
administracion para obtener el efecto terapéutico éptimo. Una dosificacion normal puede estar en el intervalo de
aproximadamente 0,1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. En otras realizaciones, la dosificacién puede variar de 0,1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg; o de
1 pg/ kg a aproximadamente 100 mg/kg.

La frecuencia de dosificacion dependera de los parametros farmacocinéticos de la proteina de doble funcién en la
formulacion que se esté utilizando. Normalmente, un facultativo administrara la composicion hasta que se alcance
una dosificaciéon que consiga el efecto deseado. La composicion, en consecuencia, se puede administrar como una
sola dosis, como dos o mas dosis (que pueden o no contener la misma cantidad de la molécula deseada) a través
del tiempo, o como una infusién continua por medio de un dispositivo de implantacién o de un catéter. El
perfeccionamiento adicional de la dosificacion apropiada se hace rutinariamente por los expertos habituales en la
materia y esta dentro del ambito de las tareas que ellos hacen rutinariamente. Las dosificaciones apropiadas pueden
determinarse a través del uso de los datos de respuesta a la dosis apropiados.

La actividad de un polipéptido de acuerdo con la presente invencion se puede evaluar siguiendo los métodos in vitro
que se describen a continuacion.

Ensayo de flujo de calcio de hAPJ:

Se cultivaron en placas células Chem-5 APJ estables (Millipore n.° HTS068C) en un formato de 384 pocillos con
10.000 células/pacillo en 25 pl de medio de crecimiento, después se cultivaron durante 24 horas en una incubadora
de cultivo de tejido a 37 °C. Una hora antes el ensayo, se afadieron 25 pl/pocillo de colorante de Calcio 4 FLIPR
(Molecular Devices R8142) con probenecid 2,5 mM y las células se incubaron durante una hora en una incubadora
de cultivo de tejido a 37 °C. Los péptidos se solubilizaron en regulador de HBSS, HEPES y albimina de suero
bovino (BSA) al 0,1 % y se diluyeron en serie 10 veces, desde 50 uM hasta 5 pM, por triplicado. Se utilizé FLIPR
Tetra para afiadir el péptido a las células con el colorante (1:5, para concentraciones del péptido final que varian de
10 uM a 1 pM). El colorante FLIPR dentro de las células emiti6 fluorescencia después del enlace con calcio,
mientras que la fluorescencia a partir de las células externas se enmascard. La fluorescencia se midié utilizando
longitudes de onda de excitacion de 470-495 y de emision de 515-575 en el FLIPR Tetra. Las lecturas se hicieron
durante 3 minutos en total, empezando 10 segundos antes de la adicion del péptido. Se calcularon los valores
maximo-minimo y se representaron graficamente para cada concentracién de péptido y se utilizd el software
GraphPad Prism para calcular los valores de CEso en los puntos de inflexion de la curva, para determinar la
estimulacion del flujo de calcio por parte de los péptidos.

Ensayo de estabilidad en plasma:

Materiales:

Solucion de trabajo: Se prepara 1 mg/ml del articulo de ensayo en agua Milli-Q.

Solucién de extraccion: Metanol:Acetonitrilo:Agua (1:1:1) con acido férmico al 0,1 % y 400 ng/ml de Gliburida.

Plasma: Plasma de rata Sprague-Dawley macho (con heparina de sodio), adquirido en Bioreclamation LLC
(Liverpool, NY).

Sangre entera: Sangre entera de rata Sprague Dawley macho (con heparina de sodio), adquirida en Bioreclamation
LLC (Liverpool, NY).

Homogenizado de pulmoén: El pulmén de rata Sprague Dawley macho se adquirié en Bioreclamation LLC (Liverpool,
NY). El pulmén se homogeneizé utilizando un homogeneizador Polytron después de la adicion de 5 veces el
volumen de suero tamponado con fosfato (PBS) 1X. El homogenato se centrifugd a 9000 rpm durante 10 minutos a
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4°C. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a 3000 rpm durante 30 min para hacer un sobrenadante
transparente. La concentracion de proteina se determind utilizando un kit comercial (Pierce, Thermo Scientific).

Procedimiento de preparacion de muestras:

El articulo de ensayo se prepar6 en una de las siguientes matrices biol6gicas: plasma de rata heparinizado, sangre
entera de rata heparinizada u homogenizado de pulmén. La muestra de plasma y sangre entera se preparé a
5000 ng/ml mediante la adicién de 5 ul de una solucion de trabajo de 1 mg/ml a 995 ul de plasma de rata o sangre
entera. Las muestras de homogenizado de pulmén se prepararon mediante la dilucién del homogenizado de pulmén
en una concentracién de 1 mg/ml de proteina con suero tamponado con fosfato (PBS), seguida de la adicion de 5 ul
de la solucion de trabajo a 995 pl de homogenizado de pulmén diluido. Las muestras se incubaron a 37 °C con
agitacion suave (65~75 rpm) en una incubadora con un bafio de agua. En los tiempos de 0 min, 5 min, 15 min,
30 min, 60 min, 120 y 240 min, se transfirieron alicuotas de 25 ul de muestras de incubacion a la placa de 96 pocillos
e inmediatamente se precipitd la proteina utilizando 150 ul de la solucion de extraccion. Después de completarse el
experimento de incubacion, la placa de muestra se centrifugé a 4000 rpm a 4 °C durante 10 min. Después, se utilizd
un dispositivo pipeteador (Tecan Temo) para transferir los sobrenadantes a otra placa y afiadir 50 ul de agua a todas
las muestras. La placa se agit6 con formacion de vértice antes del analisis por CL-EM.

CL_EM Anadlisis de muestras de estabilidad

HPLC: HPLC Agilent 1290 con automuestreador.

Columna: MAC-MOD ECA C18, 3 um, 30 ml x 2,1 ml de d.i.
Fase mavil A: Acido férmico al 0,1 % en acetonitrilo.

Fase movil B: Acido férmico al 0,1 % en agua.

Programa de gradiente:

Tiempo (min) Flujo (ml) Fase movil A (%) Fase movil B (%)
0 0,4 95 5

0,5 0,4 95 5

1,5 0,4 5 95

4,1 0,4 5 95

4,2 0,4 95 5

5 0,4 95 5

Espectrometro de masas: Agilent Q-TOF 6530.
Modo de adquisicion de datos: Barrido completo con intervalo de masas de 100-1000 m/z.
Software de adquisicion y analisis de datos: MassHunter.

Andlisis de datos:

Ensayo de estabilidad: Estabilidad semivida, (t %), los valores se determinaron mediante la conversion de las areas
pico en cada punto del tiempo hasta el porcentaje en relacién con el area pico inicial (t = 0).

Porcentaje restante = 100 x (area pico de muestra) + (t = 0 area pico).

El log natural de los valores de porcentaje restante se calculd y se representd graficamente frente al tiempo de
muestreo (Microsoft Excel). La pendiente de esta linea, k, se determiné mediante regresion lineal (Microsoft Excel).

Después se calculd la estabilidad de la semivida mediante la formula, t ¥2 = 0,693 + k.
Ensayo de estabilidad en plasma basada en la activid  ad subrogada:

Se siguio el protocolo de flujo de calcio descrito anteriormente, con los siguientes cambios. Los péptidos también se
incubaron con plasma de rata al 5% (Bioreclamation n.° RATPLNAHP-M, tratado con heparina de sodio). Se
tomaron lecturas en los puntos temporales to y t24 horas, después de la incubacién en una incubadora de cultivo de
tejido a 37 °C. Se estimd la semivida en plasma del péptido mediante el calculo de los siguientes:
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1) LN ((CEso en to)/(CEso en t24 horas)),
2) Calcular la pendiente del valor anterior y
3) tu2 = 0,693/(pendiente”2).

Utilizando el ensayo (como se ha descrito anteriormente) los polipéptidos de la invencion presentaron una eficacia y
una estabilidad de acuerdo con las Tablas 2 y 3, que se proporcionan a continuacion.

Tabla 2: Actividad y Estabilidad de Polipéptidos

péptido [Cr:lllfj’]o de Flujo de Ca 2* hAPJ 5:;)&:23;13252 plasma basada en actividad
[min]
Ejemplo 8 1,04 407
Ejemplo 9 2,16 >1000
Ejemplo 10 2,54 >1000
Ejemplo 11 3,52 >1000
Ejemplo 12 2,07 93,6
Ejemplo 13 2,26 283,6
Ejemplo 14 8,83 85,2
Ejemplo 15 3,53 180,3
Ejemplo 16 1,43 13,4
Ejemplo 17 3,29 14,1
Ejemplo 18 1,62 248,1
Ejemplo 19 8,46 28,4
Ejemplo 20 173,24 490,4
Ejemplo 21 75,81 639,7
Ejemplo 22 42,03 799,9
Ejemplo 23 52,42 >1000
Ejemplo 24 32,65 303,5
Ejemplo 25 24,50 >1000
Ejemplo 26 29,84 >1000
Ejemplo 27 65,55 >1000
Ejemplo 50 1,92 >1000
Ejemplo 51 1,09 655,9
Ejemplo 52 53,88 777,8
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péptido ﬁlﬁ]‘) de Flujo de Ca 2* hAPJ SES;)?(?SSSSEZ plasma basada en actividad
[min]
Ejemplo 53 1,07 >1000
Ejemplo 54 6,70 >1000
Ejemplo 55 8,16 >1000
Ejemplo 56 1,12 >1000
Ejemplo 57 2,01 >1000
Ejemplo 58 13,09 >1000
Ejemplo 59 10,00 >1000
Ejemplo 60 8,15 >1000
Ejemplo 61 89,15 259,9
Ejemplo 62 3,32 >1000
Ejemplo 63 3,18 703,9
Ejemplo
comparativo: 1,79 5,0
Pyrl-apelina-13

Tabla 3: Correlacion entre el ensayo de estabilidad

en plasma y el ensayo de estabilidad en plasma bas

en la actividad subrogada

ada

Péptido Estabjlidad en plasma Est.apilidad en plasma . basada en la
t% [min] actividad subrogada t%2 [min]

Ejemplo 8 163 407

Ejemplo 12 53,9 96,16

Ejemplo 13 183 283,6

Ejemplo 14 63 85,2

Ejemplo 16 10,2 13,4

Ejemplo 17 2,3 14,1

Ejemplo 18 220 248,1

Pyr-1-Apelina 13 6,6 5,0

El polipéptido de la presente invencion puede tener una potencia del receptor APJ similar a la de la apelina-13 o pyr-
1-apelina-13. En una realizacion, el polipéptido de la presente invencion tiene una CEso de menos de 100 nM. En
otra realizacion, el polipéptido de la invencidn tiene una CEso de menos de 50 nM, preferentemente de menos de
25 nM y mas preferentemente menos de 15 nM. En otra realizacion mas, el polipéptido de la presente invencién
tiene una CEso de menos de 10 nM.

El polipéptido de la presente invencion puede tener una estabilidad en plasma superior a la de la apelina-13 o pyr-1-
apelina-13. En una realizacién, la mejora en la estabilidad en plasma es de al menos 2 veces. En una realizacion, el
polipéptido de la invencién tiene una estabilidad en plasma de al menos 30 minutos. En otra realizacién, el
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polipéptido de la invencién tiene una estabilidad en plasma de al menos 10 minutos, de al menos 40 min y mas
preferentemente al menos 60 minutos.

El polipéptido de la presente invencion se puede administrar ya sea simultdaneamente con, o antes o después de,
uno o mas agentes terapéuticos diferentes. El polipéptido de la presente invencion se puede administrar por
separado, por la misma o diferente via de administracion, o juntos en la misma composiciéon farmacéutica que los
otros agentes.

En una realizacion, la invencién proporciona un producto que comprende un polipéptido de una cualquiera de las
férmulas 11, 1ll, IV o V, o una amida, un éster o una sal del mismo y al menos otro agente terapéutico, como una
preparacion combinada para su uso simultaneo, por separado o secuencial, en terapia. En una realizacion, la terapia
es el tratamiento de una enfermedad o afeccién que responde a la activacién del receptor APJ.

Los productos proporcionados como una preparacion combinada incluyen una composicién que comprende un
polipéptido de una cualquiera de las férmulas Il, lll, IV 0 V, o una amida, un éster o una sal del mismo y otro u otros
agentes terapéuticos juntos en la misma composicion farmacéutica, o un polipéptido de una cualquiera de las
férmulas II, 11, IV o V, o una amida, un éster o una sal del mismo y el otro u otros agentes terapéuticos en forma
separada, por ejemplo, en la forma de un kit.

En una realizacion, la invencion proporciona una composicion farmacéutica, que comprende un polipéptido de una
cualquiera de las formulas II, Ill, IV o V, o una amida, un éster o una sal del mismo y otro u otros agentes
terapéuticos. Opcionalmente, la composicion farmacéutica puede comprender un excipiente farmacéuticamente
aceptable, como se ha descrito anteriormente.

En una realizacién, la invencién proporciona un kit, que comprende dos o mas composiciones farmacéuticas
separadas, de las que al menos una contiene un polipéptido de una cualquiera de las férmulas II, 1ll, IV 0 V, 0 una
amida, un éster o una sal del mismo. En una realizacion, el kit comprende elementos para contener por separado
dichas composiciones, tales como un recipiente, un frasco dividido, o un paquete de papel de aluminio dividido. Un
ejemplo de este kit es un envase blister, como se utiliza normalmente para el envasado de comprimidos, capsulas y
similares.

El kit de la invencion se puede utilizar para administrar formas de dosificacion diferentes, por ejemplo, orales y
parenterales, para administrar las composiciones separadas en diferentes intervalos de dosificacion, o para titular las
composiciones separadas una frente a la otra. Para ayudar al cumplimiento, el kit de la invencién normalmente
comprende instrucciones para la administracion.

En las terapias de combinacion de la invencién, el compuesto de la invencién y el otro agente terapéutico pueden
fabricarse y/o formularse por el mismo o por diferentes fabricantes. Ademas, el compuesto de la invencion y el otro
agente terapéutico, se pueden reunir en una terapia de combinacion: (i) antes de liberar el producto de combinacién
a los médicos (por ejemplo, en el caso de un kit que comprenda el compuesto de la invencion y el otro agente
terapéutico); (ii) por los médicos mismos (0 bajo la guia del médico) poco antes de la administracion; (iii) en los
pacientes mismos, por ejemplo, durante la administracién en secuencia de un polipéptido de la invencion y el otro
agente terapéutico.

En consecuencia, la invencién proporciona el uso de un polipéptido de una cualquiera de las férmulas 11, Ill, IV o V, o
de una amida, un éster o una sal del mismo, para el tratamiento de una enfermedad o afeccién que responde al
agonismo del receptor APJ, en el que el medicamento se prepara para su administracion con otro agente
terapéutico. La invencion también proporciona el uso de otro agente terapéutico para el tratamiento de una
enfermedad o afeccién que responde al agonismo del receptor de apelina, en el que el medicamento se administra
con un polipéptido de una cualquiera de las formulas II, I, IV 0 V, 0 con una amida, un éster o una sal del mismo.

La invencién también proporciona un polipéptido de una cualquiera de las féormulas I, IIl, IV o V, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad o afeccion
gue responde al agonismo del receptor APJ, en el que el polipéptido de una cualquiera de las formulas II, llI, IV o V,
0 una amida, un éster o una sal del mismo, se prepara para su administracion con otro agente terapéutico. La
invencion también proporciona otro agente terapéutico para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad
o afeccion que responde al agonismo del receptor APJ, en el que el otro agente terapéutico se prepara para su
administracion con un polipéptido de una cualquiera de las férmulas II, Ill, IV 0 V, 0 con una amida, un éster o0 una
sal del mismo. La invencidn también proporciona un polipéptido de una cualquiera de las formulas II, Ill, IV o V, o
una amida, un éster o una sal del mismo, para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad o afeccién
que responde al agonismo del receptor APJ, en el que el polipéptido de una cualquiera de las formulas II, lll, IV o V,
0 una amida, un éster o una sal del mismo, se administra con otro agente terapéutico. La invencion también
proporciona otro agente terapéutico para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad o afecciéon que
responde al agonismo del receptor APJ, en el que el otro agente terapéutico se administra con un polipéptido de una
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cualquiera de las formulas II, I, IV 0 V, o con una amida, un éster o una sal del mismo.

La invencién también proporciona el uso de un polipéptido de una cualquiera de las formulas Il, Ill, IV o V, o de una
amida, un éster o una sal del mismo, para el tratamiento de una enfermedad o afeccién que responde al agonismo
del receptor APJ, en el que el paciente ha sido tratado anteriormente (por ejemplo, dentro de 24 horas) con otro
agente terapéutico. La invencion también proporciona el uso de otro agente terapéutico para el tratamiento de una
enfermedad o afeccién que responde al agonismo del receptor APJ, en el que el paciente ha sido tratado
anteriormente (por ejemplo, dentro de 24 horas) con un polipéptido de una cualquiera de las formulas II, 1ll, IV o V, o
con una amida, un éster o una sal del mismo.

En una realizacion, el otro agente terapéutico se selecciona entre inétropos, bloqueantes de los receptores beta-
adrenérgicos, inhibidores de HMG-Co-A-reductasa, antagonistas de los receptores de angiotensina I, inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina (ECA), bloqueantes del canal de calcio (BCC), antagonistas de endotelina,
inhibidores de renina, diuréticos, miméticos de ApoA-l, agentes antidiabéticos, agentes reductores de la obesidad,
blogueantes de los receptores de aldosterona, bloqueantes de los receptores de endotelina, inhibidores de la
aldosterona sintasa (IAS), un inhibidor de CETP, anticoagulantes, relaxina, BNP (nesiritida) y un inhibidor de NEP.

La expresion “en combinacion con” un segundo agente o tratamiento incluye la coadministracion del polipéptido de la
invencioén (por ejemplo, un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las férmulas II, Ill, IV o V, o un polipéptido
descrito de otra manera en el presente documento) con el segundo agente o tratamiento; en primer lugar la
administracion del compuesto de la invencion, seguido del segundo agente o tratamiento y en primer lugar la
administracion del segundo agente o tratamiento, seguido del compuesto de la invencion.

La expresion “segundo agente” incluye cualquier agente que sea conocido en la materia para tratar, prevenir, o
reducir los sintomas de una enfermedad o de un trastorno descrito en el presente documento, por ejemplo, un
trastorno o enfermedad que responda a la activacion del receptor APJ, tal como, por ejemplo, la insuficiencia
cardiaca descompensada aguda (ICDA), la insuficiencia cardiaca crénica, la hipertension pulmonar, la fibrilacién
auricular, el sindrome de Brugada, la taquicardia ventricular, la ateroesclerosis, la hipertensién, la reestenosis, las
enfermedades isquémicas cardiovasculares, la cardiomiopatia, la fibrosis cardiaca, la arritmia, la retencion de agua,
la diabetes (incluyendo la diabetes gestacional), la obesidad, la arteriopatia periférica, los accidentes
cerebrovasculares, los ataques isquémicos transitorios, los traumatismos craneoencefalicos, la esclerosis lateral
amiotrdfica, las lesiones por quemaduras (incluyendo la quemadura solar) y la preeclampsia.

Los ejemplos de los segundos agentes incluyen inétropos, bloqueantes de los receptores beta-adrenérgicos,
inhibidores de HMG-Co-A-reductasa, antagonistas de los receptores de angiotensina Il, inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), bloqueantes del canal de calcio (BCC), antagonistas de endotelina, inhibidores
de renina, diuréticos, miméticos de ApoA-l, agentes antidiabéticos, agentes reductores de la obesidad, bloqueantes
de los receptores de aldosterona, bloqueantes de los receptores de endotelina, inhibidores de la aldosterona sintasa
(IAS), un inhibidor de CETP, anticoagulantes, relaxina, BNP (nesiritida) y/o un inhibidor de NEP.

Los inotropos, como se utilizan en el presente documento, incluyen, por ejemplo, dobutamina, isoproterenol,
milrinona, amirinona, levosimendan, epinefrina, norepinefrina, isoproterenol y digoxina.

Los bloqueantes de los receptores beta-adrenérgicos, como se utilizan en el presente documento, incluyen, por
ejemplo, acebutolol, atenolol, betaxolol, bisoprolol, carteolol, metoprolol, nadolol, propranolol, sotalol y timolol.

Los anticoagulantes, como se utilizan en el presente documento, incluyen Dalteparina, Danaparoid, Enoxaparina,
Heparina, Tinzaparina, Warfarina.

La expresion “inhibidor de HMG-Co-A-reductasa” (también denominados como inhibidores de beta-hidroxi-beta-
metil-glutaril-co-enzima-A-reductasa) incluye los agentes activos que se pueden utilizar para disminuir los niveles de
lipidos, incluyendo el colesterol en sangre. Los ejemplos incluyen atorvastatina, cerivastatina, compactina,
dalvastatina, dihidrocompactina, fluindostatina, fluvastatina, lovastatina, pitavastatina, mevastatina, pravastatina,
rosuvastatina, rivastatina, simvastatina y velostatina, o las sales farmacéuticamente aceptables de las mismas.

La expresion “inhibidor de la ECA” (también denominados como inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina) incluye las moléculas que interrumpen la degradacion enzimatica de la angiotensina | hasta la
angiotensina Il. Dichos compuestos se pueden utilizar para la regulacion de la presién sanguinea y para el
tratamiento de insuficiencia cardiaca congestiva. Los ejemplos incluyen alacepril, benazepril, benazeprilato,
captopril, ceronapril, cilazapril, delapril, enalapril, enaprilato, fosinopril, imidapril, lisinopril, moexipril, moveltopril,
perindopril, quinapril, ramipril, spirapril, temocapril y trandolapril, o las sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos.
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La expresion “antagonista de endotelina” incluye bosentan (véase el documento EP 526708 A), tezosentan (véase el
documento WO 96/19459), o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La expresion “inhibidor de renina” incluye ditekirén (nombre quimico: [1S-[1R*2R* 4R*(1R*,2R*)]]-1-[(1,1-dimetil-
etoxi)-carbonil]-L-prolil-L-fenilalanil-N-[2-hidroxi-5-metil-1-(2-metil-propil)-4-[[[2-metil-1-[[(2-piridinil-metil)-amino]-
carbonil]-butil]-amino]-carbonil]-hexil]-N-alfa-metil-L-histidinamida); terlakirén (nombre quimico: [R-(R*S*)]-N-(4-
morfolinil-carbonil)-1-fenilalanil-N-[1-(ciclohexil-metil)-2-hidroxi-3-(1-metil-etoxi)-3-oxo-propil]-S-metil-L-cisteina-
amida); Aliskirén (nombre quimico: (2S,4S,5S,7S)-5-amino-N-(2-carbamoil-2,2-dimetil-etil)-4-hidroxi-7-{[4-metoxi-3-
(3-metoxi-propoxi)-fenil]-metil}-8-metil-2-(propan-2-il)-nonanamida) y  zankirén  (nombre  quimico: [1S-
[IR*[R*(R*)],2S*,3R*]]-N-[1-(ciclohexil-metil)-2,3-dihidroxi-5-metil-hexil]-alfa-[[2-[[ (4-metil-1-piperazinil)-sulfonil]-metil]-
1-oxo0-3-fenil-propil]-amino]-4-tiazol-propanamida), o las sales de clorhidrato de los mismos, o0 SPP630, SPP635 y
SPP800 como son desarrollados por Speedel, 0 RO 66-1132 y RO 66-1168 de las férmulas (A) y (B):

(A) B)

o0 las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El término “aliskirén”, si no se define de una manera especifica, se debe entender tanto como la base libre y como
una sal del mismo, en especial una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, mas preferentemente una sal de
hemi-fumarato del mismo.

La expresion “bloqueante del canal de calcio (BCC)” incluye dihidropiridinas (DHP) y no dihidropiridinas (no DHP)
(por ejemplo, los bloqueantes del canal de calcio (BCC) de tipo diltiazem y de tipo verapamilo). Los ejemplos
incluyen amlodipino, Bepridil, Diltiazem, felodipino, riosidina, isradipino, lacidipino, nicardipino, nifedipino, niguldipino,
niludipino, nimodipino, nisoldipino, nitrendipino, Verapamilo y nivaldipino y es preferentemente un representante de
no dihidropiridina (no-DHP) seleccionado entre el grupo que consiste en flunarizina, prenilamina, diltiazem, fendilina,
galopamilo, mibefradilo, anipamilo, tiapamilo y verapamilo, o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
Los bloqueantes del canal de calcio (BCC) se pueden utilizar como farmacos antihipertensivos, antianginosos o
antiarritmicos.

El término “diurético” incluye derivados de tiazida (por ejemplo, clorotiazida, hidroclorotiazida, metilclotiazida y
clorotalidona).

El término “mimético de ApoA-I" incluye los péptidos D4F (por ejemplo, de Férmula D-W-F-K-A-F-Y-D-K-V-A-E-K-F-
K-E-A-F).

Se entiende que un antagonista del receptor de angiotensina Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo es
un ingrediente activo que se une al subtipo de receptor AT1 del receptor de angiotensina Il, pero que no da como
resultado la activacion del receptor. Como una consecuencia de la inhibicién del receptor AT1, estos antagonistas se
pueden emplear, por ejemplo, como antihipertensivos, o para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva.

La clase de antagonistas del receptor AT1 comprende los compuestos que tienen diferentes caracteristicas
estructurales y se prefieren esencialmente los no peptidicos. Por ejemplo, se puede hacer mencién de los
compuestos que se seleccionan a partir del grupo que consiste en valsartan, losartan, candesartan, eprosartan,
irbesartan, saprisartan, tasosartan, telmisartan, el compuesto con la designacion E-1477 de la siguiente formula:
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el compuesto con la designacién SC-52458 de la siguiente férmula:

y el compuesto con la designacion ZD-8731 de la siguiente férmula:

0, en cada caso, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Son antagonistas del receptor AT1 preferidos candesartan, eprosartan, irbesartan, losartan, telmisartan, valsartan.
También se prefieren los agentes que han sido comercializados, mas preferentemente valsartan, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

La expresion “agente antidiabético” incluye la secrecion de potenciadores de insulina que promuevan la secrecion de
insulina a partir de las células B pancreéaticas. Los ejemplos incluyen derivados de biguanida (por ejemplo,
metformina), sulfonilureas (SU) (por ejemplo, tolbutamida, clorpropamida, tolazamida, acetohexamida, 4-cloro-N-[(1-
pirrolidinil-amino)-carbonil]-bencenosulfonamida (glicopiramida), glibenclamida (gliburida), gliclazida, 1-butil-3-
metanililurea, carbutamida, glibonurida, glipizida, gliquidona, glisoxepida, glibutiazol, glibuzol, glihexamida, glimidina,
glipinamida, fenbutamida vy tolil-ciclamida), o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Otros ejemplos
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incluyen los derivados de fenilalanina (por ejemplo, nateglinida [N-(trans-4-isopropil-ciclohexil-carbonil)-D-
fenilalanina] (véanse el documento EP 196222 y el documento EP 526171) de férmula:

OO

repaglinida [acido (S)-2-etoxi-4-{2-[[3-metil-1-[2-(1-piperidinil)-fenil]-butil]-amino]-2-oxo-etil}-benzoico] (véanse el
documento EP 589874, el documento EP 147850 A2, en particular el Ejemplo 11 en la pagina 61 y el documento EP
207331 Al); dihidrato de (2S)-2-bencil-3-(cis-hexahidro-2-isoindolinil-carbonil)-propionato de calcio (por ejemplo,
mitiglinida (véase el documento EP 507534)); y glimepirida (véase el documento EP 31058).

Otros ejemplos de segundos agentes con los que se pueden utilizar el péptido y el polipéptido de la invencion en
combinacién incluyen inhibidores de DPP-IV, GLP-1 y agonistas de GLP-1.

DPP-IV es responsable de inactivar el GLP-1. De una manera mas particular, la DPP-IV genera un antagonista de
los receptores de GLP-1 y de esta manera, reduce la respuesta fisioldgica al GLP-1. GLP-1 es un estimulante mayor
de la secrecion de la insulina pancreatica y tiene efectos beneficiosos directos sobre la eliminacién de la glucosa.

El inhibidor de DPP-1V (dipeptidil-peptidasa 1) puede ser peptidico o, preferentemente, no peptidico. Se desvelan
inhibidores de DPP-IV en cada caso genéricamente y especificamente, por ejemplo, en el documento WO 98/19998,
el documento DE 196 16 486 Al, el documento WO 00/34241 y el documento WO 95/15309, en cada caso en
particular en las reivindicaciones del compuesto y los productos finales de los ejemplos de trabajo. Se prefieren los
compuestos que se desvelan especificamente en el Ejemplo 3 del documento WO 98/19998 y en el Ejemplo 1 del
documento WO 00/34241, respectivamente.

GLP-1 (péptido tipo glucagon-1) es una proteina insulinotrépica que es descrita, por ejemplo, por W.E. Schmidt et
al., en Diabetologia, 28, 1985, 704-707 y en el documento US 5.705.483.

La expresion “agonistas de GLP-1" incluye las variantes y los analogos de GLP-1(7-36)NH2 que se desvelan en
particular en el documento US 5.120.712, el documento US 5.118.666, el documento US 5.512.549, el documento
WO 91/11457 y por C. Orskov et al. en J. Biol. Chem. 264 (1989) 12826. Otros ejemplos incluyen GLP-1(7-37), en
cuyo compuesto, la funcionalidad amida carboxi-terminal de Arg3® se desplaza con Gly en la 37a posicion de la
molécula de GLP-1(7-36)NHz y las variantes y los analogos del mismo, incluyendo GLN®-GLP-1(7-37), D-GLN®-GLP-
1(7-37), acetilo LYS®-GLP-1(7-37), LYS*®-GLP-1(7-37) y, en particular, GLP-1(7-37)OH, VAL8®-GLP-1(7-37), GLY?®-
GLP-4(7-37), THR8-GLP-1(7-37), MET®-GLP-1(7-37) y 4-imidazopropionil-GLP-1. También se da una preferencia
especial al analogo de agonista de GLP exendina-4, descrito por Greig et al., en Diabetologia 1999, 42, 45-50.

También se incluye en la definicion de “agente antidiabético”, la sensibilidad a los potenciadores de insulina que
restablecen la funciéon deteriorada de los receptores de insulina para reducir la resistencia a la insulina y, en
consecuencia, para mejorar la sensibilidad a la insulina. Los ejemplos incluyen los derivados hipoglicémicos de
tiazolidinadiona (por ejemplo, glitazona, (S)((3,4-dihidro-2-(fenil-metil)-2H-1-benzopiran-6-il)-metil-tiazolidina-2,4-
diona (englitazona), 5-{[4-(3-(5-metil-2-fenil-4-oxazolil)-1-oxo-propil)-fenil]-metil}-tiazolidina-2,4-diona (darglitazona),
5-{[4-(1-metil-ciclohexil)-metoxi)-fenil]-metil}-tiazolidina-2,4-diona (ciglitazona), 5-{[4-(2-(1-indolil)-etoxi)-fenil]-metil}-
tiazolidina-2,4-diona (DRF2189), 5-{4-[2-(5-metil-2-fenil-4-oxazolil)-etoxi)]-bencil}-tiazolidina-2,4-diona (BM-13.1246),
5-(2-naftil-sulfonil)-tiazolidina-2,4-diona (AY-31637), bis-{4-[(2,4-dioxo-5-tiazolidinil)-metil]-fenil}-metano (YM268), 5-
{4-[2-(5-metil-2-fenil-4-oxazolil)-2-hidroxi-etoxi]-bencil}-tiazolidina-2,4-diona  (AD-5075), 5-[4-(1-fenil-1-ciclopropan-
carbonil-amino)-bencil]-tiazolidina-2,4-diona  (DN-108) 5-{[4-(2-(2,3-dihidro-indol-1-il)-etoxi)-fenil]-metil}-tiazolidina-
2,4-diona, 5-[3-(4-cloro-fenil])-2-propinil]-5-fenil-sulfonil)-tiazolidina-2,4-diona,  5-[3-(4-cloro-fenil])-2-propinil]-5-(4-
fluoro-fenil-sulfonil)-tiazolidina-2,4-diona, 5-{[4-(2-(metil-2-piridinil-amino)-etoxi)-fenil]-metil}-tiazolidina-2,4-diona
(rosiglitazona), 5-{[4-(2-(5-etil-2-piridil)-etoxi)-fenil]-metil}-tiazolidina-2,4-diona  (pioglitazona), 5-{[4-((3,4-dihidro-6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2H-1-benzopiran-2-il)-metoxi)-fenil]-metil}-tiazolidina-2,4-diona (troglitazona), 5-[6-(2-fluoro-
benciloxi)-naftalen-2-il-metil]-tiazolidina-2,4-diona (MCC555), 5-{[2-(2-naftil)-benzoxazol-5-il]-metil}-tiazolidina-2,4-
diona (T-174) y 5-(2,4-dioxo-tiazolidin-5-il-metil)-2-metoxi-N-(4-trifluoro-metil-bencil)-benzamida (KRP297)).

Agentes antidiabéticos adicionales incluyen, moduladores de la via de sefializacién de insulina, como los inhibidores
de fosfatasas de proteina tirosina (PTPasas), compuestos miméticos de molécula no pequefia antidiabéticos e
inhibidores de amido-transferasa de glutamina-fructosa-6-fosfato (GFAT); compuestos que tienen influencia sobre la
produccién de glucosa hepatica mal regulada, como inhibidores de glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), inhibidores de
fructosa-1,6-bisfosfatasa (F-1,6-Bpasa), inhibidores de fosforilasa de glicégeno (GP), antagonistas del receptor de
glucagon e inhibidores de carboxicinasa de fosfoenolpiruvato (PEPCK); inhibidores de cinasa de deshidrogenasa de
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piruvato (PDHK); inhibidores del vaciado gastrico; insulina; inhibidores de GSK-3; agonistas del receptor de retinoide
X (RXR); agonistas de Beta-3 AR; agonistas de las proteinas de desacoplamiento (UCP); agonistas de PPARy no de
tipo glitazona; agonistas dobles de PPARa/PPARY; compuestos antidiabéticos que contienen vanadio; hormonas de
incretina, como péptido tipo glucagon-1 (GLP-1) y agonistas de GLP-1; antagonistas de los receptores de
imidazolina de células-beta; miglitol; antagonistas az-adrenérgicos; y las sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos.

En una realizacion, la invencion proporciona una combinacion, en particular una combinacion farmacéutica, que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido de acuerdo con la definicion de una cualquiera de
las férmulas I, Ill, IV o V, o de una amida, un éster o una sal del mismo y uno o mas agentes terapéuticamente
activos seleccionados a partir de bloqueantes del receptor B-adrenérgico, tales como acebutolol, atenolol, betaxolol,
bisoprolol, metoprolol, nadolol, propranolol, sotalol y timolol; antagonistas de los receptores de angiotensina Il tales
como bloqueantes de AT1; agentes antidiabéticos, tales como inhibidor de DPPIV (por ejemplo, vildagliptina) y
agonista del péptido GLP1.

La expresion “agente reductor de la obesidad” incluye inhibidores de lipasa (por ejemplo, orlistat) y supresores del
apetito (por ejemplo, sibutramina y fentermina).

Se entiende que un inhibidor de la aldosterona sintasa o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo es un
ingrediente activo que tiene la propiedad para inhibir la produccién de aldosterona. La aldosterona sintasa
(CYP11B2) es una enzima del citocromo mitocondrial P450 que cataliza el Gltimo paso de la produccion de
aldosterona en la corteza suprarrenal, es decir, la conversién de la 11-desoxicorticosterona hasta la aldosterona. La
inhibicion de la produccion de aldosterona con los denominados inhibidores de la aldosterona sintasa se conoce
como una variante satisfactoria para el tratamiento de la hipocalemia, la hipertension, la insuficiencia cardiaca
congestiva, la fibrilacion auricular o la insuficiencia renal. Esta actividad de inhibicién de la aldosterona sintasa es
facilmente determinada por los expertos en la materia de acuerdo con los ensayos convencionales (por ejemplo, el
documento US 2007/0049616).

La clase de inhibidores de la aldosterona sintasa comprende los inhibidores tanto esteroideos como no esteroideos
de la aldosterona sintasa y son mas preferidos éstos ultimos.

Se da preferencia a los inhibidores de la aldosterona sintasa disponibles en el mercado o a los inhibidores de la
aldosterona sintasa que han sido aprobados por las autoridades de salud.

La clase de inhibidores de la aldosterona sintasa comprende los compuestos que tienen diferentes caracteristicas
estructurales. Un ejemplo de un inhibidor no esteroideo de la aldosterona sintasa es el (+)-enantiomero del
clorhidrato de fadrozol (Patentes de los EE.UU. 4617307 y 4889861) de formula

N—

41 \
HCI N

0, si es apropiado, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los inhibidores de la aldosterona sintasa Utiles en combinacion son los compuestos y analogos genéricamente y
especificamente desvelados, por ejemplo, en el documento US2007/0049616, en particular en las reivindicaciones
del compuesto y los productos finales de los ejemplos de trabajo. Los inhibidores de la aldosterona sintasa
adecuados preferidos para su uso en el presente documento invencion incluyen, sin limitacion, 4-(6,7-dihidro-5H-
pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-il)-3-metil-benzonitrilo; (4-metoxi-bencil)-metil-amida del acido 5-(2-cloro-4-ciano-fenil)-6,7-
dihidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-carboxilico; 4’-fluoro-6-(6,7,8,9-tetrahidro-5H-imidazo-[1,5-a]-azepin-5-il)-bifenil-
3-carbonitrilo; butil-éster del acido 5-(4-ciano-2-metoxi-fenil)-6,7-dihidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-carboxilico; 4-
(6,7-di-hidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-il)-2-metoxi-benzonitrilo; 4-fluoro-bencil-éster del acido 5-(2-cloro-4-ciano-
fenil)-6,7-dihidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-carboxilico; metil-éster del acido 5-(4-ciano-2-trifluoro-metoxi-fenil)-6,7-
dihidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-carboxilico; 2-isopropoxi-etil-éster del &cido 5-(4-ciano-2-metoxi-fenil)-6,7-
dihidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-carboxilico; 4-(6,7-di-hidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-il)-2-metil-benzonitrilo; 4-
(6,7-di-hidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-il)-3-fluoro-benzonitrilo; 4-(6,7-di-hidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-il)-2-
metoxi-benzonitrilo; 3-fluoro-4-(7-metilen-6,7-dihidro-5H-pirrolo-[1,2-c]-imidazol-5-il)-benzonitrilo; cis-3-fluoro-4-[7-(4-
fluoro-bencil)-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo-[1,5-a]-piridin-5-il]-benzonitrilo; 4’-fluoro-6-(9-metil-6,7,8,9-tetrahidro-5H-
imidazo-[1,5-a]-azepin-5-il)-bifenil-3-carbonitrilo; 4’-fluoro-6-(9-metil-6,7,8,9-tetrahidro-5H-imidazo-[1,5-a]-azepin-5-il)-
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bifenil-3-carbonitrilo o, en cada caso, el enantiémero (R) o (S) de los mismos; o si es apropiado, una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

La expresion inhibidores de la aldosterona sintasa también incluye los compuestos y analogos que se desvelan en el
documento WO02008/076860, el documento WO2008/ 076336, el documento W0O2008/076862, el documento
W02008/027284, el documento W0O2004/046145, el documento W02004/014914 y el documento W02001/076574.

Adicionalmente, los inhibidores de la aldosterona sintasa también incluyen los compuestos y andlogos que se
desvelan en las Solicitudes de Patente de los EE.UU. N.° US2007/0225232, US2007/0208035, US2008/0318978,
US2008/0076794, US2009/0012068, US20090048241 y en las Solicitudes segin el TCP WO2006/005726,
W02006/128853, WO02006128851, WO2006/128852, WO2007065942, WO2007/116099, WO2007/116908,
W02008/119744 y en la Solicitud de Patente Europea EP 1886695. Los inhibidores de la aldosterona sintasa
adecuados preferidos para su uso en el presente documento invencion incluyen, sin limitacion, 8-(4-fluoro-fenil)-5,6-
dihidro-8H-imidazo-[5,1-c][1,4]-oxazina; 4-(5,6-dihidro-8H-imidazo-[5,1-c][1,4]-oxazin-8-il)-2-fluoro-benzonitrilo;  4-
(5,6-dihidro-8H-imidazo-[5,1-c][1,4]-oxazin-8-il)-2,6-difluoro-benzonitrilo; 4-(5,6-di-hidro-8H-imidazo-[5,1-c][1,4]-
oxazin-8-il)-2-metoxi-benzonitrilo;  3-(5,6-dihidro-8H-imidazo-[5,1-c][1,4]-oxazin-8-il)-benzonitrilo;  4-(5,6-dihidro-8H-
imidazo-[5,1-c][1,4]-oxazin-8-il)-ftalonitrilo; 4-(8-(4-ciano-fenil)-5,6-dihidro-8H-imidazo-[5,1-c][1,4]-oxazin-8-il)-
benzonitrilo;  4-(5,6-dihidro-8H-imidazo-[5,1-c][1,4]-oxazin-8-il)-benzonitrilo;  4-(5,6-dihidro-8H-imidazo-[5,1-c][1,4]-
oxazin-8-il)-naftalen-1-carbonitrilo; 8-[4-(1H-tetrazol-5-il)-fenil1-5,6-dihidro-8H-imidazo-[5,1-c][1,4]-0xazina, como son
desarrollados por Speedel o, en cada caso, el enantiémero (R) o (S) de los mismos; o si es apropiado, una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Los inhibidores de la aldosterona sintasa utiles en dicha combinacién son los compuestos y andlogos genéricamente
y especificamente desvelados, por ejemplo, en el documento WO 2009/156462 y el documento WO 2010/130796,
en particular en las reivindicaciones del compuesto y los productos finales de los ejemplos de trabajo. Los
inhibidores de la aldosterona sintasa adecuados preferidos para la combinacién de la presente invencion incluyen
clorhidrato de 3-(6-fluoro-3-metil-2-piridin-3-il-1H-indol-1-il-metil)-benzonitrilo, 1-(4-metanosulfonil-bencil)-3-metil-2-
piridin-3-il-1H-indol, 2-(5-benciloxi-piridin-3-il)-6-cloro-1-metil-1H-indol, etil-éster del acido 5-(3-ciano-1-metil-1H-indol-
2-il)-nicotinico, N-[5-(6-cloro-3-ciano-1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-il-metil]-etanosulfonamida, 5-(6-cloro-3-ciano-1-
metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-il-éster del &cido pirrolidin-1-sulfénico, N-metil-N-[5-(1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-il-
metil]-metanosulfonamida, 6-cloro-1-metil-2-{5-[(2-pirrolidin-1-il-etil-amino)-metil]-piridin-3-il}- 1H-indol-3-carbonitrilo,
6-cloro-2-[5-(4-metanosulfonil-piperazin-1-il-metil)-piridin-3-il]-1-metil-1H-indol-3-carbonitrilo, 6-cloro-1-metil-2-{5-[(1-
metil-piperidin-4-il-amino)-metil]-piridin-3-il}-1H-indol-3-carbonitrilo, [5-(6-cloro-3-ciano-1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-
il-metil]-amida del acido morfolin-4-carboxilico, N-[5-(6-cloro-1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-il-metil]-etanosulfonamida,
C,C,C-trifluoro-N-[5-(1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-il-metil]-metanosulfonamida, N-[5-(3-cloro-4-ciano-fenil)-piridin-3-
il]-4-trifluoro-metil-bencenosulfonamida, N-[5-(3-cloro-4-ciano-fenil)-piridin-3-il]-1-fenil-metanosulfonamida, N-(5-(3-
cloro-4-ciano-fenil)-piridin-3-il)-butan-1-sulfonamida, N-(1-(5-(4-ciano-3-metoxi-fenil)-piridin-3-il)-etil)-
etanosulfonamida, N-((5-(3-cloro-4-ciano-fenil)-piridin-3-il)(ciclopropil)-metil)-etanosulfonamida, N-(ciclopropil-(5-(1H-
indol-5-il)-piridin-3-il)-metil)-etanosulfonamida, N-(ciclopropil-(5-naftalen-1-il-piridin-3-il)-metil)-etanosulfonamida, [5-
(6-cloro-1-metil-1H-pirrolo-[2,3-b]-piridin-2-il)-piridin-3-il-metil]-amida del acido etanosulfonico y {[5-(3-cloro-4-ciano-
fenil)-piridin-3-il]-ciclopropil-metil}-etil-amida del acido etanosulfénico.

La expresion “blogueante de los receptores de endotelina” incluye bosentan y ambrisentan.

La expresién “inhibidor de CETP” se refiere a un compuesto que inhibe el transporte mediado por la proteina de
transferencia de éster de colesterilo (CETP) de diversos ésteres de colesterilo y triglicéridos desde HDL hasta LDL y
VLDL. Dicha actividad de inhibiciéon de la proteina de transferencia de éster de colesterilo (CETP) realmente es
determinada por los expertos en la materia de acuerdo con los ensayos convencionales (por ejemplo, la Patente de
los EE.UU. N.° 6.140.343). Los ejemplos incluyen los compuestos que se desvelan en las Patentes de de los EE.UU.
N.° 6.140.343 y 6.197.786 (por ejemplo, el éster etilico del acido [2R,4S]4-[(3,5-bis-trifluoro-metil-bencil)-metoxi-
carbonil-amino]-2-etil-6-trifluoro-metil-3,4-dihidro-2H-quinolin-1-carboxilico  (torcetrapib); los compuestos que se
desvelan en la Patente de los EE.UU. N.° 6.723.752 (por ejemplo, (2R)-3-{[3-(4-cloro-3-etil-fenoxi)-fenil]-[[3-(1,1,2,2-
tetrafluoro-etoxi)-fenil]-metil]-amino}-1,1,1-trifluoro-2-propanol); los compuestos que se desvelan en la Solicitud de
Patente de los EE.UU. N.° de Serie 10/807,838; los derivados de polipéptidos que se desvelan en la Patente de los
EE.UU. N.° 5.512.548; los derivados de rosenonolactona y los analogos de éster de colesterilo que contienen fosfato
que se desvelan en J. Antibiot.,, 49(8): 815- 816 (1996) y Bioorg. Med. Chem. Lett.; 6: 1951-1954 (1996),
respectivamente. Adicionalmente, los inhibidores de la proteina de transferencia de éster de colesterilo (CETP)
también incluyen aquellos que se desvelan en el documento W0O2000/017165, el documento W0O2005/095409, el
documento W0O2005/097806, el documento WO 2007/128568, el documento W02008/009435, el documento WO
2009/059943 y el documento W0O2009/071509.

La expresion “inhibidor de NEP” se refiere a un compuesto que inhibe la endopeptidasa neutra (NEP) EC 3,4.24,11.
Los ejemplos incluyen Candoxatrilo, Candoxatrilat, Dexecadotrilo, Ecadotrilo, Racecadotrilo, Sampatrilato,
Fasidotrilo, Omapatrilat, Gemopatrilat, Daglutrilo, SCH-42495, SCH-32615, UK-447841, AVE-0848, PL-37 y el éster
etilico del &cido (2R,4S)-5-bifenil-4-il-4-(3-carboxi-propionil-amino)-2-metil-pentanoico, o una sal farmacéuticamente
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aceptable de los mismos. Los inhibidores de la endopeptidasa neutra (NEP) también incluyen los derivados
dipeptidicos sustituidos por fosfono/biarilo, como se desvelan en la Patente de los EE.UU. N.° US 5.155.100. Los
inhibidores de la endopeptidasa neutra (NEP) también incluyen al derivado de N-mercaptoacil-fenilalanina, como se
desvela en la Solicitud segin el TCP Numero WO 2003/104200. Los inhibidores de la endopeptidasa neutra (NEP)
también incluyen agentes de doble accién contra la hipertension, como se desvelan en las Solicitudes segin el TCP
Numeros WO 2008/133896, WO 2009/035543 o WO 2009/134741. Otros ejemplos incluyen los compuestos que se
desvelan en las Solicitudes de los EE.UU. N.° 12/788,794; 12/788,766 y 12/947,029. Los inhibidores de
endopeptidasa neutra (NEP) también incluyen los compuestos que se desvelan en el documento WO 2010/136474,
el documento WO 2010/136493, el documento WO 2011/061271 y en las Solicitudes Provisionales de los EE.UU.
N.©61/414171y 61/414163.

En una realizacion, la invenciéon proporciona un método para activar el receptor APJ en un sujeto, en el que el
método comprende administrar al sujeto, una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido de acuerdo con la
definicion de una cualquiera de las férmulas Il, 11, IV o V, o de una amida, un éster o una sal del mismo.

En una realizacion, la invencion proporciona un método de tratamiento de un trastorno o de una enfermedad que
responda a la activacion del receptor APJ, en un sujeto, en el que el método comprende administrar al sujeto, una
cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido de acuerdo con la definicidon de una cualquiera de las féormulas 1, III,
IV oV, o de una amida, un éster o una sal del mismo.

En una realizacién, la invencion proporciona un método de tratamiento de un trastorno o de una enfermedad que
responda a la activacion (agonismo) del receptor APJ, en un sujeto, en el que el trastorno o la enfermedad se
selecciona entre la insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA), la insuficiencia cardiaca croénica, la
hipertensién pulmonar, la fibrilacion auricular, el sindrome de Brugada, la taquicardia ventricular, la ateroesclerosis,
la hipertension, la reestenosis, las enfermedades isquémicas cardiovasculares, la cardiomiopatia, la fibrosis
cardiaca, la arritmia, la retencion de agua, la diabetes (incluyendo la diabetes gestacional), la obesidad, la
arteriopatia periférica, los accidentes cerebrovasculares, los ataques isquémicos transitorios, los traumatismos
craneoencefalicos, la esclerosis lateral amiotréfica, las lesiones por quemaduras (incluyendo la quemadura solar) y
la preeclampsia.

En una realizacién, la invencion proporciona un polipéptido de acuerdo con la definicion de una cualquiera de las
férmulas II, 1lI, IV 0 V, para su uso como un medicamento.

En una realizacion, la invencién proporciona el uso de un polipéptido de acuerdo con la definicion de una cualquiera
de las féormulas 11, 11, IV o V, o de una amida, un éster o una sal del mismo, en la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento de un trastorno o de una enfermedad que responda a la activacion del receptor APJ. En otra
realizacién, la invencion proporciona el uso de un polipéptido de acuerdo con la definicién de una cualquiera de las
férmulas II, lll, IV o V, o de una amida, un éster o una sal del mismo, en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de un trastorno o de una enfermedad que responda a la activacion del receptor APJ, en el que este
trastorno o enfermedad se selecciona en particular entre la insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA), la
insuficiencia cardiaca cronica, la hipertension pulmonar, la fibrilacién auricular, el sindrome de Brugada, la
taquicardia ventricular, la ateroesclerosis, la hipertension, la reestenosis, las enfermedades isquémicas
cardiovasculares, la cardiomiopatia, la fibrosis cardiaca, la arritmia, la retencién de agua, la diabetes (incluyendo la
diabetes gestacional), la obesidad, la arteriopatia periférica, los accidentes cerebrovasculares, los ataques
isquémicos transitorios, los traumatismos craneoencefalicos, la esclerosis lateral amiotrofica, las lesiones por
guemaduras (incluyendo la quemadura solar) y la preeclampsia.

Ejemplificacion de la invencién: Sintesis de péptidos y polipéptidos:

Abreviatura | Definicion

AA Aminoécido

Ac Acetilo

Acm Acetamidometilo

ACN Acetonitrilo

AcOH Acido acético

Ac20 Anhidrido acético

AM Aminometilo

BAL Enlazador de amida de la estructura base
BSA Albumina de suero bovino
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Abreviatura | Definicion

Boc terc-butiloxicarbonilo

DCM Dicloro-metano

DIC N,N’-diisopropilcarbodiimida

DIPEA N,N’-diisopropiletilamina

DMA N,N’-dimetilacetamida

DMF N,N’-dimetilformamida

DMSO Sulféxido de dimetilo

DVB Divinilbenceno

EDT Etanditiol

FA Acido formico

Fmoc 9-Fluorenilmetiloxicarbonilo

HATU Hexafluorofosfato de 2-(1H-9-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio
HBSS Solucion de sal regulada de Hank

HCTU Hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-1H-benzo-triazol-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio
HEPES Acido 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazina-etanosulfonico
HFIP Hexafluoroisopropanol

HOAt 1-hidroxi-7-azabenzotriazol

HPLC Cromatografia de liquidos de alto rendimiento
ivDde (4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-iliden)-3-metilbutilo
LN Logarithmus naturali (logaritmo natural)

MeOH Metanol

EM Espectrometria de masas

Nal 2-Naftilalanina

Nle Norleucina

NMP N-metilpirrolidina

Oxima Pura | 2-ciano-2-(hidroxi-imino)-acetato de etilo

Pbf 2,2,4,6,7-Pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonilo
pE Piroglutamato

PG Grupo protector

Ph Fenilo

PS Poliestireno

POL Soporte de polimero

ta Temperatura ambiente

SPPS Sintesis de péptidos en fase sélida

tBuOH terc-butanol

TFA Acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

TIS Triisopropilsilano

R Tiempo de retencién
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Abreviatura | Definicién

Trt Tritilo
UPLC Cromatografia de liquidos de ultra-alto rendimiento
uv Ultravioleta

Los péptidos se sintetizaron mediante la quimica Fmoc en fase sélida convencional. Los péptidos se ensamblaron
en el sintetizador de péptidos Prelude™ (Protein Technologies, Inc., Tucson, EE.UU.). Los péptidos con un &cido
carboxilico libre sobre el extremo C se sintetizaron a partir de resina de cloruro de 2-clorotritilo-PS (ABCR, Karlsruhe,
Alemania). Los péptidos con una carboxamida no sustituida sobre el extremo C se sintetizaron a partir de la resina
Rink-Amida-AM-PS protegida por Fmoc (Merck, Darmstadt, Alemania). Los péptidos con una carboxamida N-mono-
sustituida sobre el extremo C se sintetizaron a partir de la resina BAL-AM-PS cargada con aminas (EMC
Microcollections, Tubingen, Alemania).

Los péptidos se purificaron mediante HPLC preparativa en fase inversa. Se utilizaron las siguientes columnas:

* Columna Waters SunFire Prep C18 OBD, 5 um, 30 x 100 ml, Pieza N.° 186002572 (una columna o dos columnas
en serie).

e Columna Waters SunFire Prep C18 OBD, 5 um, 30 x 150 ml, Pieza N.° 186002797.
e Columna Waters Atlantis Prep OBD T3, 5 um, 30 x 150 ml, Pieza N.° 186003703.
e Columna Waters XBridge Prep C8 OBD, 5 pm, 30 x 150 ml, Pieza N.° 186003083
« Machery-Nagel Nucleosil® 100-5 C18, 5 um, 250 x 40 ml, Pieza N.° 715340,400.

Las fases moviles consistieron en el eluyente A (TFA al 0,1 % en Hz20) y el eluyente B (ACN). Los gradientes se
disefiaron basandose en los requerimientos especificos del problema de la separacion. Los productos puros se
liofilizaron a partir de ACN/H20.

Los productos se analizaron mediante HPLC analitica utilizando deteccion UV a A = 214 nm (Columna: Bischoff
UHC-640, 53 x 4,0 ml, ProntoSil 120-3-C18-H, 3 um, Pieza N.° 0604F185PS030). Las fases moviles consistieron en
el eluyente A (TFA al 0,07 % en H20) y el eluyente B (TFA al 0,1 % en ACN). La caracterizacion adicional de los
productos se hizo mediante UPLC_EM (Columna: Waters Acquity UPLC® BEH C18, 1,7 um, 2,1 x 50 ml, Pieza N.°
186002350), utilizando ionizacion por electronebulizacién.

Los péptidos que se ejemplifican en la Tabla 4 se sintetizaron utilizando los procedimientos generales que se
describen a continuacion. Los extremos N o C no sustituidos se indican mediante H- u -OH en cursiva pequefios,
respectivamente.

Tabla 4:

Ejemplo Secuencia Tipo de Anillo

Ejemplo 8 pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 9 PE-R-P-R-L-C-Aib-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 10 pE-R-P-R-L-C-Aib-K-G-P-Nle-C-f-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 11 H-Isn-R-P-R-L-C-Aib-K-G-P-Nle-C-f-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 12 PE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-fenetil-amina Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 13 pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-f-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 14 pE-R-P-R-Cha-C-H-K-G-P-Cha-C-F-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 15 pE-R-P-R-L-C-F-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 16 H-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C5-C1?
Ejemplo 17 H-R-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 18 H-Isn-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C1?

32




ES 2670832 T3

Ejemplo Secuencia Tipo de Anillo

Ejemplo 19 pE-R-P-R-L-C-H-F-G-P-Nle-C-fenetil-amina Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 20 pE-R-P-R-L-C-H-K-Aib-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 21 pE-R-P-R-L-C-H-(4-NH-Isn)-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 22 PE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-K(Palmitoil)-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 23 pE-R-P-R-L-C-K(Palmitoil)-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 24 Palmitoil-O20c¢-Q-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 25 Lauroil-O20c¢-Q-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 26 PE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-K(Lauroilo)-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 27 PE-R-P-R-L-C-K(Lauroilo)-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 50 pPE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 51 pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-hC-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 52 pE-R-P-R-L-hC-H-K-G-P-Nle-hC-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 53 pE-R-P-R-L-c-H-K-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 54 pPE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-(D-hC)-F-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 55 PE-R-P-R-L-(D-hC)-H-K-G-P-Nle-(D-hC)-F-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 56 pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-c-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 57 pE-R-P-R-L-c-H-K-G-P-Nle-c-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 58 Miristoil-020c¢c-020c¢-Q-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-f-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 59 Miristoil-020¢c-020¢-020c¢-Q-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-f-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 60 Miristoil-020¢-020¢-020¢-020¢-Q-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-f-OH Disulfuro C8-C*?
Ejemplo 61 pE-R-P-R-L-C-H-K(Miristoil)-G-P-Nle-C-F-OH Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 62 PE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-NH: Disulfuro C8-C1?
Ejemplo 63 PE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-NH2 Disulfuro C8-C*?

Métodos analiticos

1) HPLC - Método analitico A

¢ Columna: Bischoff UHC-640 (53 x 4,0 ml) con ProntoSil 120-3-C18-H, 3 um; Pieza n.° 0604F185PS030.

¢ Eluyente A: TFA al 0,07 % en agua/Eluyente B: TFA al 0,1 % en ACN.

¢ Flujo: 1,5 ml/minuto.
e Temperatura: 40 °C.

¢ Gradiente:

Tiempo [min] | A [%] | B [%]
0,0 90 10
9,5 0 100
12,0 0 100
12,2 90 10

2a) UPLC_EM - Método analitico B
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* Waters Acquity UPLC® BEH C18, 1,7 um, 2,1 x 50 ml; Pieza n.° 186002350.
« Eluyente A: TFA al 0,1 % en agua; Eluyente B: TFA al 0,1 % en ACN.

¢ Flujo: 0,7 ml/minuto.

e Temperatura: 40 °C.

¢ Gradiente:

Tiempo [min] | A [%] | B [%]
0,0 80 20
1,0 75 25
4,2 10 90
43 0 100
4,6 80 20

2b) UPLC_EM - Método analitico C

« Waters Acquity UPLC® BEH C18, 1,7 um, 2,1 x 50 ml; Pieza n.° 186002350.
« Eluyente A: TFA al 0,1 % en agua; Eluyente B: TFA al 0,1 % en ACN.

¢ Flujo: 0,7 ml/minuto.

e Temperatura: 40 °C.

¢ Gradiente:

Tiempo [min] | A[%] | B [%]
0,0 99 1

1,0 97 3

3,5 50 50
4,0 10 90
4,3 0 100
4,6 80 20

Los datos analiticos para los péptidos de los Ejemplos 8-27 y 50 a 63 se resumen en la Tabla 5 y se generaron
empleando los métodos analiticos descritos anteriormente.

Tabla 5
HPLC Espectrometria de masas

Péptido tr [min] Método | [M+2H]?* [M+3H]3* Método | [M+2H]?* | [M+3H]%*

(medido) (medido) (calc.) (calc.)
Ejemplo 8 3,43 A 768,1 512,4 C 768,4 512,6
Ejemplo 9 3,77 A 495,2 C 742,4 495,3
Ejemplo 10 | 3,74 A 742,5 495,1 C 742,4 495,3
Ejemplo 11 | 3,61 A 742,9 495,2 C 742,4 495,3
Ejemplo 12 | 3,62 A 497.,8 C 746,4 497,9
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HPLC Espectrometria de masas
Péptido tr [min] Método | [M+2H]?* [M+3H]3* Método | [M+2H]?* | [M+3H]3*
(medido) (medido) (calc.) (calc.)
Ejemplo 13 | 3,49 A 768,3 512,5 C 768,4 512,6
Ejemplo 14 | 4,14 A 808,5 539,2 C 808,4 539,3
Ejemplo 15 | 3,99 A 773,4 515,8 C 773,4 515,9
Ejemplo 16 | 3,36 A 475,5 C 712,9 475,6
Ejemplo 17 | 3,28 A 527,5 C 790,9 527,6
Ejemplo 18 | 3,36 A 512,5 C 768,4 512,6
Ejemplo 19 | 4,38 A 756,0 504,2 C 755,9 504,3
Ejemplo 20 | 3,17 A 782,6 522,0 C 782,4 521,9
Ejemplo 21 | 3,45 A 512,0 C 767,4 511,9
Ejemplo 22 | 6,12 A 585,6 B 878,0 585,7
Ejemplo 23 | 6,46 A 883,2 588,9 B 883,0 589,0
Ejemplo 24 | 5,20 A 646,0 B 968,6 646,0
Ejemplo 25 | 5,18 A 627,3 B 940,5 627,3
Ejemplo 26 | 5,11 A 567,0 B 850,0 567,0
Ejemplo 27 | 5,44 A 570,0 B 855,0 570,3
Ejemplo 50 | 2,72 A 694,5 C 694,8 463,6
Ejemplo 51 | 3,38 A 517,1 C 775,4 517,3
Ejemplo 52 | 3,45 A 521,9 C 7824 521,9
Ejemplo 53 | 3,52 A 768,4 512,5 C 768,4 512,6
Ejemplo 54 | 3,43 A 775,3 517,1 C 775,4 517,3
Ejemplo 55 | 3,83 A 782,3 521,8 C 782,4 521,9
Ejemplo 56 | 3,42 A 768,1 512,4 C 768,4 512,6
Ejemplo 57 | 3,66 A 768,3 512,4 C 768,4 512,6
Ejemplo 58 | 5,68 A 685,0 B 1027,1 685,0
Ejemplo 59 | 5,58 A 733,4 B 1099,6 733,4
Ejemplo 60 | 5,55 A 781,8 B 11721 781,8
Ejemplo 61 | 3,18 D 874,5 582,9 D 873,5 585,7
Ejemplo 62 | 3,22 A 512,3 C 767,9 512,3
Ejemplo 63 | 2,71 A 694,3 463,1 C 694,4 463,2

Procedimientos generales de sintesis
1) Carga del primer aminoacido sobre la resinade ¢ loruro de 2-clorotritilo y remocion de Fmoc

Se lavo resina de cloruro de 2-clorotritilo (1 eq., 1,0-1,6 mmol/g) minuciosamente con DCM. El aminoacido deseado
(normalmente 0,5-2 eq. en relacién con la resina, considerando una carga de 1,6 mmol/g) se disolvi6 en DCM
(aproximadamente 10 ml por gramo de resina) y DIPEA (4 eqg. en relacion con la resina, considerando una carga de
1,6 mmol/g). La solucién se afiadié a la resina y la suspension se agité a temperatura ambiente durante 19 horas. La
resina se drené y después se lavé minuciosamente secuencialmente con DCM/MeOH/ DIPEA (17:2:1), DCM, DMA,
DCM.
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Para la retirada de Fmoc y la determinacién de la carga, la resina se agité repetidamente con piperidina/DMA (1:4) o
con 4-metilpiperidina/DMA (1:4) (12 x 10 ml por gramo de la resina inicial) y se lavé con DMA (10 ml, 2 veces por
gramo de la resina inicial). Las soluciones combinadas se diluyeron con metanol hasta un volumen V de 250 ml por
gramo de la resina inicial. Una alicuota de 2 ml (Va) de esta solucion se diluy6 adicionalmente hasta 250 ml (Vi) con
metanol. La absorcion UV se midié a 299,8 nm contra una referencia de MeOH, dando la absorciéon A. La resina se
lavd minuciosamente secuencialmente con DMA, DCM, DMA, DCM y se sec6 en un alto vacio a 40 °C,
proporcionando m g de resina.

La carga de la resina se calcula de acuerdo con la formula:
Carga [moles/gramo] = (A x Vi x V) / d x € Xx Va x m)
(con d: ancho de cubeta; € = 7800 L mol* cm™)
2) Sintesis de péptidos en fase solida en el sinteti  zador Prelude ™
2a) Ciclo de sintesis A

La resina se lavo con DMA. El Fmoc se retir6 mediante el tratamiento repetitivo con 4-metilpiperidina/DMA (1:4). La
resina se lavd con DMA. El acoplamiento se hizo mediante la adicién del Fmoc-aminoécido (3 eq.; solucién 0,2 M en
NMP), HCTU (3 eq.; solucion 0,3 M en NMP) y DIPEA (3,3 eq.; solucién 0,66 M en NMP), seguida de la mezcla de la
suspension con nitrégeno a temperatura ambiente durante normalmente 15 min a 4 h, dependiendo de los requisitos
especificos. Después de lavar con DMA, normalmente se repiti6 el paso de acoplamiento de 1 a 3 veces,
dependiendo de los requisitos especificos. Después de lavar con DMA se realizé el tapado mediante la adicion de
una mezcla de Ac2O/piridina/DMA (1:1:8) y la mezcla posterior de la suspension a temperatura ambiente. La resina
se lavo con DMA.

2b) Ciclo de sintesis B

La resina se lavo con DMA. El Fmoc se retiré mediante el tratamiento repetitivo con piperidina/DMA (1:4). La resina
se lavo con DMA. El acoplamiento se hizo mediante la adicion del Fmoc-aminoacido (3 eq.; solucién 0,3 M en NMP),
HCTU (3 eq.; solucién 0,3 M en NMP) y DIPEA (4,5 eq.; soluciéon 0,9 M en NMP), seguida de la mezcla de la
suspension con nitrégeno a temperatura ambiente durante normalmente 15 min a 4 h, dependiendo de los requisitos
especificos. Después de lavar con DMA, normalmente se repiti6 el paso de acoplamiento de 1 a 3 veces,
dependiendo de los requisitos especificos. Después de lavar con DMA, se realizé el tapado mediante la adicién de
una mezcla de Ac2O/piridina/DMA (1:1:8) y la mezcla posterior de la suspension a temperatura ambiente. La resina
se lavo con DMA.

2c) Ciclo de sintesis C

La resina se lavo con DMA. El Fmoc se retiré mediante el tratamiento repetitivo con piperidina/DMA (1:4). La resina
se lavd con DMA. El acoplamiento se hizo mediante la adicién del Fmoc-aminoécido (3 eq.; solucion 0,3 M en NMP),
HCTU (3 eq.; solucién 0,3 M en NMP) y DIPEA (6 eq.; solucion 0,9 M en NMP), seguida de la mezcla de la
suspension con nitrégeno a temperatura ambiente durante normalmente 15 min a 4 h, dependiendo de los requisitos
especificos. Después de lavar con DMA, normalmente se repiti6 el paso de acoplamiento de 1 a 3 veces,
dependiendo de los requisitos especificos. Después de lavar con DMA, se realiz6 el tapado mediante la adicion de
una mezcla de Ac2O/piridina/DMA (1:1:8) y la mezcla posterior de la suspension a temperatura ambiente. La resina
se lavo con DMA.

2d) Ciclo de sintesis D

La resina se lavé con DMA. ElI Fmoc se retiré mediante el tratamiento repetitivo con 4-metilpiperidina/DMA (1:4). La
resina se lavd con DMA. El acoplamiento se hizo mediante la adiciéon de una mezcla del Fmoc-aminoéacido y Oxima
Pura (3 eq. de cada uno; 0,2 M de ambos en NMP) y DIC (3 eq.; solucién 0,3 M en NMP), seguida de la mezcla de la
suspension con nitrégeno a temperatura ambiente durante normalmente 15 min a 4 h, dependiendo de los requisitos
especificos. Después de lavar con DMA, normalmente se repiti6 el paso de acoplamiento de 1 a 3 veces,
dependiendo de los requisitos especificos. Después de lavar con DMA, se realiz6 el tapado mediante la adicion de
una mezcla de Ac2O/piridina/DMA (1:1:8) y la mezcla posterior de la suspension a temperatura ambiente. La resina
se lavo con DMA.
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3) Disociacién de la resina con o sin laretiradac  oncomitante de los grupos protectores
3a) Método de disociacion A

La resina (0,1 mmol) se agité a temperatura ambiente durante 2 h con el 95 % de TFA acuoso/EDT/TES (95:2,5:2,5)
(3 ml). La solucién de disociacion se filtrd y se afiadio solucion fresca (3 ml). La suspension se agité a temperatura
ambiente durante 1 h, después la solucion de disociacion se filtr6. Se afiadio solucién fresca (3 ml) y la suspensién
se agitdé a temperatura ambiente durante 1 h. La soluciéon de disociacion se filtr6. Las soluciones de disociacion
combinadas se vertieron lentamente sobre una mezcla de heptano/dietil éter frios (1:1) (35 ml), proporcionando un
precipitado. La suspensién se centrifugd y el sobrenadante se vertié. El resto se lavé con heptano/dietil éter frios
(2:1) (10 ml), la suspensidn se centrifugd y el sobrenadante se vertié. El sélido se sec6 en un alto vacio.

3b) Método de disociacion B

La resina (0,1 mmol) se traté con el 95 % de TFA acuoso/EDT (4:1) (0,75 ml) y la suspension se agitd a temperatura
ambiente durante 1 h. Se afiadié una mezcla del 95 % de TFA acuoso (2,18 ml) y TES (75 pl) y se reanudé la
agitacion a temperatura ambiente durante 1 h. La soluciéon de disociacién se filtré después, se afiadio a la resina el
95 % de TFA acuoso/EDT/TES (95:2,5:2,5) (3 ml) y la suspension se agit6 a temperatura ambiente durante 1 h. La
solucién de disociacion se filtrd y se recogio y se afiadié solucion fresca (3 ml). La suspension se agité a temperatura
ambiente durante 1 h, después la solucién de disociacion se filtr6. Las soluciones de disociacion combinadas se
vertieron sobre heptano/dietil éter frios (1:1) (35 ml). El precipitado formado de esta manera se dej6é asentarse, se
centrifugd y después el sobrenadante se vertié cuidadosamente. El precipitado se lavé una vez con heptano/dietil
éter frios (1:1) (10 ml), la suspension se centrifugé y el sobrenadante se vertio. El resto se secé en un alto vacio.

3c) Método de disociacion C

Se afiadieron HFIP/DCM (30:70) (5 ml) a la resina (0,1 mmol) y la suspensién se agit6 a temperatura ambiente
durante 1,5 h. La solucion de disociacion se filtro y se recogi6 y se afiadieron HFIP/DCM frescos (30:70) (5 ml). La
suspension se agitd a temperatura ambiente durante 30 min. La soluciéon de disociacién se filtré y se recogi6. La
resina se lavo con DCM (5 ml, 2 veces), que también se recogid. Las soluciones de disociacion y lavado combinadas
se concentraron a sequedad en alto vacio. El resto se liofilizo a partir de tBuOH/H20 (1:1).

4) Métodos de ciclacion
4a) Método de ciclacién A (Formacion de disulfuro)

El péptido precursor lineal completamente desprotegido se disolvié6 en H2O0/DMSO (9:1) o (4:1), para proporcionar
normalmente una concentracion de 1-15 mg/ml. La mezcla de reaccién se agitd después a temperatura ambiente
durante normalmente 40 h, dependiendo de los requisitos y después se concentr6 a sequedad en un alto vacio.

4b) Método de ciclacion B (Formacién de disulfuro)

El péptido precursor lineal completamente desprotegido (1 eq.) se disolvido en H20 para proporcionar normalmente
una concentracion de 10 mg/ml. Se afiadié una solucién de 12 50 mM en AcOH (1,2 eq.) en una porcion a la solucion
agitada y la reaccion se agité durante 10 min a temperatura ambiente. se afiadié acido ascérbico 0,5M en H20
(1,5 eq.) para inactivar el exceso de l2. La solucién se concentrd hasta casi sequedad al vacio.

A continuacion, se describen las sintesis de ejemplos representativos.
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Ejemplo 8 Sintesis de pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-OH (disulfuro C8-C1?).

CI-POL

Carga de resina

H-F-O-POL (8a)
SPPS
PE-R(Pbf}-P-R(Pbf)-L-C(Trt}-H(Trt)-K(Boc)-G-P-Nle-C(Trt)-F-O-PS (8b)

Disociacion / Retirada del GP

pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-OH (8¢)

1. Ciclacion
2. Purificacion

pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-OH

Ejemplo 8

e Preparacion del Intermedio 8a

(Carga de resina de cloruro de 2-clorotritilo con Fmoc-F-OH, retirada de Fmoc y determinacion de la carga de la
resina)

Se lavo resina de cloruro de 2-clorotritilo (40,0 g, 64,0 mmol) con DCM (3 veces). Se afiadio una solucién de Fmoc-
F-OH (24,8 g, 64,0 mmol) en DCM (400 ml) y DIPEA (44,7 ml, 256 mmol) y la suspensién se agitd durante 22 h a
temperatura ambiente. La resina se lavé minuciosamente con DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1) (3 veces), DCM (3 veces),
DMA (3 veces), DCM (3 veces).

La resina después se traté cuatro veces durante 10 min con una mezcla de piperidina/DMA (1:4) (400 ml), seguida
de lavado con DMA (180 ml, 2 veces). Las soluciones de piperidina/DMA y las soluciones de lavado con DMA se
recogieron para la determinacion de la carga de la resina. 1 ml de las soluciones combinadas se diluy6 hasta 500 ml
con metanol y se midid la absorcién UV a 299,8 nm como A = 0,368. Esto corresponde a una cantidad de Fmoc de
46,2 mmol.

La resina se lavé minuciosamente con DCM (3 veces), DMA (3 veces), DCM (3 veces) y se sec6 al vacio, para
proporcionar el Intermedio 8a (50,7 g; carga = 0,91 mmol/g).

e Preparacion del Intermedio 8b

(Ensamblaje del péptido lineal)
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El Intermedio 8a (2,64 g, 2,40 mmol) se sometié a sintesis de péptidos en fase sélida en el sintetizador de péptidos
Prelude™. El acoplamiento se realizé como se indica a continuacién:

Acoplamiento AA NUmero de acoplamientos x Tiempo de reaccién | Ciclo de sintesis
1 C(Trt) 2 x 30 min D
2 Nle 2 x 15 min A
3 P 2 x 15 min A
4 G 2 x30 min A
5 K(Boc) 2 x 15 min A
6 H(Trt) 2 x 15 min A
7 C(Trt) 2 x60 min D
8 L 2 x 15 min A
9 R(Pbf) 4x1h A
10 P 2 x 15 min A
11 R(Pbf) 4x1h A
12 pE 2 x 15 min A

e Preparacion del Intermedio 8c
(Disociacion de la resina con la retirada concomitante del grupo protector)

El Intermedio 8b (2,40 mmol) se lavé cuidadosamente con DCM (4 veces). Se afadié una mezcla del 95 % de TFA
acuoso/EDT/TES (95:2,5:2,5) (50 ml) y la suspension se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. La solucion de
disociacién se filtr6 y se afiadié solucion de disociacién fresca (35 ml). La suspension se agitd a temperatura
ambiente durante 1h y después la solucién de disociacion se filtr6. Se afiadié solucién fresca (35 ml) y la
suspension se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La solucion de disociacion se filtr6. Las soluciones de
disociacién combinadas se vertieron lentamente sobre una mezcla agitada de heptano/dietil éter frios (1:1) (500 ml),
proporcionando un precipitado. La suspensién se agité a temperatura ambiente durante 2 h y después el precipitado
se dejo asentarse. El sobrenadante se succion6 con una frita. El resto se lavo con heptano/dietil éter frios (1:1)
(100 ml, 2 veces) y el sobrenadante se succion6 con una frita. El sélido se sec6 en un alto vacio, para proporcionar
el intermedio 8c en forma de un sélido de color grisaceo (3,75 g, 1,88 mmol).

» Preparacion del Ejemplo 8
(Ciclacién y purificacion)

El Intermedio 8c (3,75 g, 1,88 mmol) se disolvié en H20 (375 ml). Se afadié una solucion de I 50 mM en AcOH
(45,1 ml, 2,26 mmol) en una porcién a la solucion agitada y la soluciéon se agitdé durante 10 min a temperatura
ambiente. Se afiadié acido ascorbico 0,5 M en H20 (5,64 ml, 2,82 mmol), para inactivar el exceso de I2. La solucién
se concentr6 hasta casi sequedad. La reaccién se realizé en dos porciones: escala de 0,188 mmol y escala de
1,69 mmol. Los productos en bruto se combinaron para la purificaciéon. El producto en bruto se purificé mediante
HPLC preparativa y se liofiliz6 en ACN/H20, para proporcionar el Ejemplo 8, en forma de un sélido de color blanco
(2,53 g, 0,767 mmol).

El producto puro se analiz6 mediante HPLC analitica (Método analitico C: tr = 3,43 min) y UPLC_EM (Método
analitico B; medido: [M+3]3* = 512,4; calculado: [M+3]3* = 512,6).

Como alternativa, el polipéptido en bruto del Ejemplo 8 se disolvié en agua (500 ml de agua/mmol de polipéptido) y
se convirtié en la sal de acetato con la ayuda de una resina de intercambio idnico (es decir, Amberlite IRA-67 (forma
de acetato) (200 g/mmol de polipéptido) y se purific6 mediante HPLC preparativa (C8 gel de silice en fase inversa
modificada de Daisogel, gradiente: ACN/H20: 3 % de ACN y 97 % de [mezcla de acido acético al 0,3 %/agua] hasta
el 12 % de ACN y 88 % de [mezcla de acido acético al 0,3 %/agua]) y se liofilizé, para proporcionar una sal de
acetato del Ejemplo 8 en forma de un sélido de color blanco (rendimiento del 60 al 100 %).

La estequiometria de la sal se evalu6 basandose en el analisis del contenido de acido acético (cromatografia de
iones) y el contenido de agua y se determin6 que variaba entre 1:3 y 1:4 (polipéptido: acetato).
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Ejemplo 26 Sintesis de pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-K(Lauroilo)-OH (disulfuro C8-C*?)
CI-POL

i Carga de resina

H-K(ivDde)-O-POL

l SPPS

PE-R(Pbf)-P-R(Pbf)-L-C(Trt)-H(Trt)-K(Boc)-G-P-Nle-C(Trt)-K(ivDde)-O-POL  (26b)

(26a)

1. Retirada de ivDde
2. Acoplamiento de acido laurico

PE-R(Pbf)-P-R(Pbf)-L-C(Trt)-H(Trt)-K(Boc)-G-P-Nle-C(Trt)-K(Lauroilg-O-POL (26c)

1. Disociacion / Retirada del GP
2. Purificacion
pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-K(Lauroilg-OH (26d)

1. Ciclacidan
2. Purificacion

PE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-KLauroilg-OH

Ejemplo 26

Preparacion del Intermedio 26a

(Carga de resina de cloruro de 2-clorotritilo con Fmoc-K(ivDde)-OH, retirada de Fmoc y determinacioén de la carga de
5 la resina)

La resina de cloruro de 2-clorotritilo (1,00 g, 1,60 mmol) se hizo reaccionar con una solucién de Fmoc-K(ivDde)-OH
(1,84 g, 3,20 mmol) en DCM (10 ml) y DIPEA (1,12 ml, 6,40 mmol), andlogamente al procedimiento general descrito
anteriormente, para proporcionar el Intermedio 26a (1,39 g; carga = 0,75 mmol/g).

e Preparacion del Intermedio 26b

10 (Ensamblaje del péptido lineal)
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El Intermedio 26a (134 mg, 0,100 mmol) se sometidé a sintesis de péptidos en fase soélida en el sintetizador de
péptidos Prelude™. El acoplamiento se realizé como se indica a continuacién:

Acoplamiento AA NUmero de acoplamientos x Tiempo de reaccién Ciclo de sintesis
1 C(Trt) 2 x 30 min B
2 Nle 2 x30 min B
3 P 2 x30 min B
4 G 2 x90 min B
5 K(Boc) 2 x30 min B
6 H(Trt) 2 x 30 min B
7 C(Trt) 2 x30 min B
8 L 2 x30 min B
9 R(Pbf) 4x1h B
10 P 2 x 90 min B
11 R(Pbf) 4x1h B
12 pE 2 x90 min B

» Preparacion del Intermedio 26¢
(Retirada de ivDde y acoplamiento de acido laurico)

El Intermedio 26b (0,100 mmol) se lavé con THF (3 veces). Se afiadié una solucién de monohidrato de hidrazina
(0,245 ml, 5,00 mmol) en THF (12 ml) y la suspensién se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La solucién se
filtré. Este paso se hizo dos veces mas. La resina se lavé con DMA (3 veces), DCM (3 veces), DMA (2 veces), DCM
(5 veces) y DMA (3 veces). Se disolvieron acido laurico (100 mg, 0,500 mmol) y HCTU (207 mg, 0,500 mmol) en
NMP (3 ml) y DIPEA (0,087 ml, 0,500 mmol). Después de 5 min de activacion, la solucion se afiadi6 a la resina y la
suspension se agité a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccién se filir6 y la resina se lavé con
DMA (3 veces), DCM (3 veces), DMA (3 veces), DCM (5 veces), para proporcionar el intermedio 26c.

e Preparacion del Intermedio 26d
(Disociacion de la resina con la retirada concomitante del grupo protector y después la purificacion)

Una mezcla del 95 % de TFA acuoso/EDT/TES (95:2,5:2,5) (3 ml), se afiadio al intermedio 26c (0,100 mmol) y la
suspension se agitdé a temperatura ambiente durante 2 h. La solucién de disociacion se filtré y se afiadio solucion de
disociacién fresca (3 ml). La suspension se agitd a temperatura ambiente durante 1 h, después la solucion de
disociacion se filtr6. Se afiadi6 solucion fresca (3 ml) y la suspension se agité a temperatura ambiente durante 1 h.
La solucién de disociacion se filtrd. Las soluciones de disociaciéon combinadas se vertieron sobre una mezcla de
heptano/dietil éter frios (1:1) (35 ml), proporcionando un precipitado. La suspensién se centrifugd y el sobrenadante
se vertid. El resto se lavd con heptano/dietil éter frios (1:1) (10 ml), la suspension se centrifugé y el sobrenadante se
vertio. El sélido se sec6 en un alto vacio.

El producto en bruto se purific6 mediante HPLC preparativa y se liofilizd a partir de ACN/H20, para proporcionar el
intermedio 26d en forma de un sélido de color blanco (74,1 mg, 0,034 mmol).

« Preparacion del Ejemplo 26
(Ciclacién y purificacion)

El Intermedio 2d (74,1 mg, 0,034 mmol) se disolvié en H2O/DMSO (9:1) (74 ml). La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 40 h; después se concentr6 a sequedad al vacio. El producto en bruto se purificd
mediante HPLC preparativa y se liofilizé a partir de ACN/H20, para proporcionar el Ejemplo 26 en forma de un sélido
de color blanco (60,0 mg; 0,028 mmol).
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El producto puro se analizé mediante HPLC analitica (Método analitico A: tr = 5,11 min) y UPLC_EM (Método
analitico B; medido: [M+3]3* = 567,0; calculado: [M+3]3* = 567,0).

Ejemplo 62 Sintesis de pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-NH: (disulfuro C5-C*?)

Frmoc-NH-POL

SPPS

PE-R(Pbf)-P-R(Pbf}-L-C(Trt)-H(Trt)-K(Boc)-G-P-Nle-C(Trt)-F-NH-POL (62a)

Disociacion / Retirada del GP

pE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-NH, (62b)

1. Ciclacidn
2. Purificacion

PE-R-P-R-L-C-H-K-G-P-Nle-C-F-NH.,

Ejemplo 62

e Preparacion del Intermedio 62a
(Ensamblaje del péptido lineal)

La resina de Rink-Amida-AM-PS protegida por Fmoc (217 mg, 0,100 mmol) se sometié a sintesis de péptidos en
fase sdlida en el sintetizador de péptidos Prelude™. El acoplamiento se realizé como se indica a continuacion:

Acoplamiento AA NUmero de acoplamientos x Tiempo de reacciéon | Ciclo de sintesis
1 F 2 x 15 min A
2 C(Trt) 2 x30 min D
3 Nle 2 x 15 min A
4 P 2 x 15 min A
5 G 2 x30 min A
6 K(Boc) 2 x 15 min A
7 H(Trt) 2 x 15 min A
8 C(Trt) 2x1h D
9 L 2 x 15 min A
10 R(Pbf) 4x1h A
11 P 2 x 15 min A
12 R(Pbf) 4x1h A
13 pE 2 x 15 min A
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e Preparacion del Intermedio 62b
(Disociacion de la resina con la retirada concomitante del grupo protector)

Una mezcla del 95 % de TFA acuoso/EDT/TES (95:2,5:2,5) (3 ml) se afiadi6é al intermedio 62a (0,1 mmol) y la
suspension se agité a temperatura ambiente durante 1,5 h. La solucion de disociacién se filtr6 y se afiadié solucién
de disociacion fresca (2 ml). La suspension se agitd a temperatura ambiente durante 45 min y después la solucién
de disociacion se filtr6. Se afiadio solucién fresca (2 ml) y la suspension se agité a temperatura ambiente durante
45 min. Las soluciones de disociacién combinadas se vertieron sobre una mezcla de heptano/dietil éter frios (1:1)
(35 ml), proporcionando un precipitado. La suspension se centrifugo y el sobrenadante se vertid. El resto se lavé con
heptano/dietil éter frios (1:1) (10 ml), la suspensién se centrifugd y el sobrenadante se vertio. El sélido se sec6 en un
alto vacio. El producto en bruto del Intermedio 62b se utilizé en el siguiente paso sin purificacion.

e Preparacion del Ejemplo 62
(Ciclacion y purificacion)

El Intermedio 62b (0,100 mmol) se disolvié en H20 (20 ml). Se afiadié una solucion de 12 50 mM en AcOH (2,4 ml,
0,120 mmol) en una porcion a la solucién agitada y la solucion se agité durante 30 min a temperatura ambiente. Se
afadid acido ascérbico 0,5 M en H20 (0,30 ml, 0,300 mmol), para inactivar el exceso de 2. La solucién se concentrd
a casi sequedad. El producto en bruto se purific6 mediante HPLC preparativa y se liofilizé a partir de ACN/H20, para
proporcionar el Ejemplo 62 , en forma de un sélido de color blanco (50,5 mg, 0,025 mmol).

El producto puro se analiz6 mediante HPLC analitica (Método analitico C: tr = 3,22 min) y UPLC_EM (Método
analitico C; medido: [M+3]3* = 512,3; calculado: [M+3]®* = 512,3).

Los otros ejemplos se sintetizaron analogamente:

¢ Los Ejemplos 9 a 25y 27 se sintetizaron analogamente al Ejemplo 26.
¢ Los Ejemplos 50 a 61 se sintetizaron analogamente al Ejemplo 8.

¢ Los Ejemplos 63 se sintetizaron analogamente al Ejemplo 62.

Los polipéptidos de los Ejemplos 8-27 y 50-63 se pueden purificar y aislar como se ha descrito anteriormente y/o
mediante una combinacion de técnicas de purificacion convencionales, tales como extraccion con disolvente,
cromatografia en columna, cromatografia de liquidos y recristalizacion. Cuando el polipéptido aislado en los
ejemplos anteriores es un compuesto libre, se puede convertir en una sal adecuada mediante el método conocido.
Por tanto, los péptidos de los Ejemplos 8-27 y 50-63 se pueden convertir en su sal correspondiente (por ejemplo,
clorhidrato, bromhidrato, sulfato, fosfato, citrato, acetato, lactato u otra sal farmacéutica adecuada para inyeccion)
con una relacion de polipéptido:sal que varia de 1:1 a 1:4. Por ejemplo, los polipéptidos de los Ejemplos 8-27 y 50-
63 se pueden disolver en agua y se pueden convertir en una sal utilizando resinas de intercambio i6nico. Por el
contrario, cuando el péptido aislado es una sal, se puede convertir en el péptido libre mediante un método conocido,
o directamente en una sal diferente con la ayuda de resinas de intercambio iénico.

Se ha encontrado que los polipéptidos de los ejemplos a continuacion tienen valores CEso en el intervalo de
aproximadamente 0,01 nM a aproximadamente 1100 nM para la potencia del receptor APJ. Se ha encontrado que
los polipéptidos de los ejemplos a continuacion tienen una estabilidad en plasma mayor de 2 minutos, mayor de 5
minutos, mayor de 10 minutos, mayor de 20 minutos, mayor de 50 minutos y mayor de 60 minutos.

Se puede ver que los polipéptidos de la invencion son Utiles como agonistas del receptor APJ y, por tanto, son Utiles
en el tratamiento de enfermedades y afecciones que responden a la activaciéon del receptor APJ, tales como las
enfermedades que se desvelan en el presente documento.

Habiendo descrito de esta manera las realizaciones de ejemplo de la presente invencion, debe sefialarse por los
expertos habituales en la materia que las divulgaciones de la presente son solamente de ejemplo y que se pueden
hacer otras diversas alternativas, adaptaciones y modificaciones dentro del alcance de la presente invencion. En
consecuencia, la presente invencién no se limita a las realizaciones especificas como se ilustran en la misma.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene la siguiente férmula Il

X1 -R-P-R-X5-)I(6—X7—X8-X9-P-X1 1 —XI‘I 2-X13

X1 esta ausente o es pE, R, Q o Isn;

X5 es L o Cha;

X7 es H, Aib, F, K (Lauroilo) o K (Palmitoilo);

X8 es K, F 0 4-amino-Isn;

X9 es G o0 Aib;

X11 es Nle o Cha;

X13 esta ausente o es F, f, K (Lauroilo), K (Palmitoilo);

X6 y X12 son independientemente un aminoacido natural o no natural seleccionado entre C, c, hC, D-hC, en los que
las cadenas laterales de X6 y X12 estan unidas entre si a través de un enlace covalente formando un disulfuro; y en
la que el extremo N y el extremo C forman opcionalmente un anillo junto con 1, 2, 3 0 4 aminoacidos glicina; o una
amida, un éster o una sal del polipéptido; en la que

Nle es L-norleucina; D-hC es D-homocisteina;
hC es L-homocisteina;

Aib es el &cido a-aminoisobultirico;

Cha es (S)-B-ciclohexilalanina;

Isn es isonipecotinoilo; y

pE es acido L-piroglutamico.

2. El polipéptido de la reivindicacién 1 que tiene la Férmula Il1:

X1-R- F’—R—X5—(i‘,—X7—X8—X9—P—X1 1 —(i‘,—X1 3

11,
0 una amida, un éster o una sal del polipéptido.

3. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 que tiene la Férmula IV:

X1 —R—P—R—X5—)I(6—X7—K—G—P—X1 1 —)|(1 2-X13

0 una amida, un éster o una sal del polipéptido.

4. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que tiene la Férmula V:

X1 —R—P-R-XS-(F—X?—K—G-P—X1 1 -(i‘,—X1 3
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0 una amida, un éster o una sal del polipéptido.

5. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que X1 es pE; o una amida,
éster, o una sal del polipéptido.

6. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que X13 es F; o una amida,
éster o una sal del polipéptido.

7. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en el que X5 es L; o una amida,
éster 0 una sal del polipéptido.

8. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en el que X7 es H; o una amida,
éster 0 una sal del polipéptido.

9. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en el que X11 es Nle, o una amida,
éster o una sal del polipéptido.

10. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 seleccionado entre:
PE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
PE-R-P-R-L-C*-Aib-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
PE-R-P-R-L-C*-Aib-K-G-P-Nle-C*-f-OH,
H-Isn-R-P-R-L-C*-Aib-K-G-P-Nle-C*-f-OH,
PE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-Fenetilamina,
pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-f-OH,
pE-R-P-R-Cha-C*-H-K-G-P-Cha-C*-F-OH,
pE-R-P-R-L-C*-F-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
H-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
H-R-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
H-Isn-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
pPE-R-P-R-L-C*-H-F-G-P-Nle-C*- Fenetilamina,
pE-R-P-R-L-C*-H-K-Aib-P-Nle-C*-F-OH,
PE-R-P-R-L-C*-H-(4-NH-Isn)-G-P-Nle-C*-F-OH,
pPE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-K(Palmitoilo)-OH,
pE-R-P-R-L-C*-K(Palmitoilo)-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
Palmitoilo-O20c-Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
Lauroilo-O20c-Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-K(Lauroilo)-OH,
pE-R-P-R-L-C*-K(Lauroilo)-K-G-P-Nle-C*-F-OH,

PE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-NHz;
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pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-NHz;
pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-OH;
PE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-hC*-F-OH;
PE-R-P-R-L-hC*-H-K-G-P-Nle-hC*-F-OH;
PE-R-P-R-L-c*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH;
PE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-(D-hC)*-F-OH;
PE-R-P-R-L-(D-hC)*-H-K-G-P-Nle-(D-hC)*-F-OH;
Miristoilo020c020cQ-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-f-OH;
Miristoilo020c020c020cQ-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-f-OH;
Miristoilo020c020c020c020cQ-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C-f-OH;
PE-R-P-R-L-C*H-K-G-P-Nle-c*-F-OH;
pE-R-P-R-L-c*-H-K-G-P-Nle-c*-F-OH; y
PE-R-P-R-L-C*-H-K(Myr)-G-P-Nle-C*-F-OH.

en los que los dos aminoacidos marcados con “*” representan los aminoacidos que forman un disulfuro a través de
su cadena lateral; o una amida, un éster o una sal del polipéptido.

11. El polipéptido de la reivindicacién 10 seleccionado entre:
pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
pE-R-P-R-L-C*-Aib-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
pE-R-P-R-L-C*-Aib-K-G-P-Nle-C*-f-OH,
H-Isn-R-P-R-L-C*-Aib-K-G-P-Nle-C*-f-OH,
pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-Fenetilamina,
PE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-f-OH,
pE-R-P-R-Cha-C*-H-K-G-P-Cha-C*-F-OH,
pE-R-P-R-L-C*-F-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
H-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
H-R-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH,
H-Isn-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH, y

pE-R-P-R-L-C*-H-F-G-P-Nle-C*-Fenetilamina; en los que las cadenas laterales de los 2 aminoacidos cisteina C*
forman juntas un enlace disulfuro; o una amida, un éster o una sal del polipéptido.

12. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 11 que es pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH; en el que las
cadenas laterales de los 2 aminoécidos cisteina C* forman juntos un enlace disulfuro; o una amida, un éster o una
sal del polipéptido.

13. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 12 o una sal del polipéptido.
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14. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 12 en forma de sal de acetato.
15. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso como un medicamento.

16. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en el tratamiento o la
prevencion de una enfermedad o trastorno que responde al agonismo del receptor APJ.

17. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca descompensada aguda (ICDA), la insuficiencia cardiaca cronica, la hipertensién pulmonar, la
fibrilacion auricular, el sindrome de Brugada, la taquicardia ventricular, la ateroesclerosis, la hipertensién, la
reestenosis, las enfermedades isquémicas cardiovasculares, la cardiomiopatia, la fibrosis cardiaca, la arritmia, la
retencién de agua, la diabetes (incluyendo la diabetes gestacional), la obesidad, la arteriopatia periférica, los
accidentes cerebrovasculares, los ataques isquémicos transitorios, los traumatismos craneoencefalicos, la esclerosis
lateral amiotrofica, las lesiones por quemaduras (incluyendo la quemadura solar) o la preeclampsia.

18. Una combinacién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y uno 0 mas coagentes terapéuticamente activos.

19. Una combinacién de acuerdo con la reivindicaciéon 18 en la que el coagente se selecciona entre inétropos,
bloqueantes de los receptores beta adrenérgicos, inhibidores de la HMG-Co-A-reductasa, antagonistas de los
receptores de angiotensina lIl, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), bloqueantes del canal
de calcio (BCC), antagonistas de la endotelina, inhibidores de la renina, diuréticos, miméticos de ApoA-l, agentes
antidiabéticos, agentes reductores de la obesidad, bloqueantes de los receptores de aldosterona, bloqueantes de los
receptores de endotelina, inhibidores de la aldosterona sintasa (IAS), un inhibidor de CETP, anticoagulantes,
relaxina, BNP (nesiritida) y/o un inhibidor de NEP.

20. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.
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