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DESCRIPCION
Uso de agonistas peptidicos del receptor de la vasopresina

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de compuestos novedosos para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento, entre otros, de afecciones asociadas a los cuidados intensivos, asi como a un procedimiento de
tratamiento de dichas afecciones en el que se administran dichos compuestos.

Antecedentes

Los agonistas peptidicos del receptor de vasopresina V1a, tales como terlipresina, han recibido ultimamente una
atencion aumentada (véase, p.ej., O'Brian et al., Lancet 359 (9313): 1209-10, 4 de junio de 2002) para uso clinico en
el tratamiento de enfermedades y afecciones de cuidados intensivos, incluyendo choque de origen hipovolémico
(p-€j., hemorragico) o vasodilatador (p.ej., séptico), varices esofagicas sangrantes (VES), sindrome hepatorrenal
(SHR), reanimacioén cardiopulmonar e hipotension inducida por anestesia. Se ha mostrado también que tienen uso
clinico en el tratamiento de hipotension ortostatica, disfuncién circulatoria inducida por paracentesis, pérdida de
sangre intraoperativa y pérdida de sangre asociada al desbridamiento de quemaduras y epistaxia.

En el tratamiento de afecciones de cuidados intensivos, es altamente deseable controlar la presidon sanguinea
arterial, y el farmaco usado se administra tipicamente por via intravenosa. La infusion intravenosa continua a
velocidades crecientes o decrecientes es un medio practico de proporcionar el grado de control deseado. El logro de
las denominadas concentraciones plasmaticas del farmaco “de estado estacionario” depende de la semivida de
eliminaciéon del farmaco infundido. Se reconoce generalmente que se consigue la concentracion plasmatica de
estado estacionario después de un periodo de tiempo equivalente a 3 veces la semivida de eliminacién del farmaco.
Para que sea practico en un entorno clinico, deberia alcanzarse la presién sanguinea arterial deseada en estado
estacionario en aproximadamente 2 horas, preferiblemente en 1 hora o menos. Por lo tanto, los agonistas de V1a
con una semivida de eliminacion mayor de 1 hora habitualmente no son considerados utiles para el tratamiento de
cuidados intensivos.

Es una desventaja de la terlipresina en muchas situaciones de cuidados intensivos su larga duracion de accion, lo
que hace dificil titular su efecto a medida que cambia el estado patolégico. Los metabolitos de terlipresina tienen
actividad agonista en el receptor V1a humano (hV1a).

También el compuesto conocido como F180 (véase el ejemplo 3 de la patente de EE.UU. n°® 5.459.236) tiene una
duracién de accion inconvenientemente larga para ser considerado para el tratamiento de la mayoria de las
afecciones de cuidados intensivos.

La actividad agonista de receptor no especifica es la desventaja principal de otros compuestos existentes, p.ej.
[Phe2,0rn8]OT (véase el Ejemplo 1f de la patente de EE.UU. n°® 3.352.843) y la arginina-vasopresina (AVP). La
actividad en receptores relacionados tales como V1b, V2 y receptores de oxitocina (OT) puede generar
potencialmente efectos secundarios indeseables y problemas de seguridad. Como ejemplo, la activacion del
receptor V2 puede inducir antidiuresis (véase la desmopresina) y liberacién de factores de coagulacién/trombdlisis e
inducir vasodilatacion/hipotension con taquicardia refleja. Este ultimo efecto secundario puede inducirse también por
la actividad agonista del receptor de OT.

Es un objetivo de la presente invencién proporcionar el uso de compuestos especialmente en el tratamiento de
afecciones asociadas a cuidados intensivos, asi como proporcionar usos adicionales de dichos compuestos.

Divulgacién de la invencion

La presente invencion se refiere a un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:
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Phe-Ile-Hgn-Asn-Cys-Pro-0rn(i-Pr)-Gly-NH,

I

H—Cfs—

Phe—Ile"ASHE(CHEJBDH}-Asn—cTs—Pro—Drn-Gly—NHz

Hwas—

Fhe-Ile-Asn-Asn-Cys—-Pro-Dbu-Gly-NH,

H-Cys-

I

PhE*IlE—HSﬂ{CHECH3]"ASH—CFS*PTD-Dbu—Gly—NHE

H-Cys-

Phe-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Orn(i-Pr)-Gly-NH, vy

H-Cys-

Phe-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-0rn(CH,CH3) -Gly-NH,.

H—Crs-

Phe—Ile—Rsn(CHE}E-Asn—cﬁs—Pro—Drn—Gly~NH2

para uso en el tratamiento de hemorragia por gastropatia hipertensiva, sepsis, sepsis grave, choque séptico,
hipotensién prolongada y grave, hipotension intradialitica, parada cardiaca, pérdida de sangre relacionada con un
traumatismo, choque vasodilatador inducido por derivaciéon cardiopulmonar, choque vasodilatador inducido por
milrinona en insuficiencia cardiaca congestiva, sindrome hepatorrenal de tipo |, choque anafilactico, inestabilidad
cardiovascular inducida por muerte cerebral, para el tratamiento de hipotension en sepsis grave, sindrome de
dificultades respiratorias agudas o lesion pulmonar aguda, o para el tratamiento de una oxigenacion de tejido
inadecuada, choque inducido por intoxicacion con metformina, enfermedad mitocéndrica o envenenamiento con
cianuro, sindrome de fuga vascular inducido por interleucina 2 u otras citocinas, denileucina diftitox u otras
inmunotoxinas, o sindrome de hiperestimulacién ovarica, hipertensiéon inducida por enfermedad renal en etapa
terminal, quemaduras graves, lesidon térmica, lesion por reperfusion, ascitis, sincope vasodepresor incluyendo
sincope vasovagal, hipotension postural con sincope o sincope neurocardiogénico, sindrome del choque téxico o

sindrome de fuga capilar sistémica idiopatica (enfermedad de Clarkson).

La presente invencion se refiere también a un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:
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H-Cys-Phe-Ile-Hgn-Asn-Cys-Pro-0Orn{i-Pr)-Gly-NH,

HhCys-Phe-Ile-Asn{[CHEJSDH)-Asn-CTS~PrD—Orn—Gly—NH2

I

H-Cys-Phe-Ile-Asn-Asn-Cys-Pro-Dbu-Gly-NH,

H-Cys-Phe-Ile-Asn (CH,CH;) -Asn-Cys-Pro-Dou-Gly-NH,

H-Cys-Phe-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-0Orn{i-Pr}-Gly-NH, y

H-Cys-Phe-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-0rn(CH,CHy) -Gly-NH,.

chrs—Phe—Ile—Rsn(CH3jzﬂhsn—Cﬁs—Pro—Drn—Gly—NHz

para uso en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de hemorragia por gastropatia hipertensiva,
sepsis, sepsis grave, choque séptico, hipotension prolongada y grave, hipotensioén intradialitica, parada cardiaca,
pérdida de sangre relacionada con un traumatismo, choque vasodilatador inducido por derivacion cardiopulmonar,
choque vasodilatador inducido por milrinona en insuficiencia cardiaca congestiva, sindrome hepatorrenal de tipo I,
choque anafilactico, inestabilidad cardiovascular inducida por muerte cerebral, para uso en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de hipotension en sepsis grave, sindrome de dificultades respiratorias agudas o
lesion pulmonar aguda, o para uso en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una oxigenacion de
tejido inadecuada, choque inducido por intoxicacion con metformina, enfermedad mitocéndrica o envenenamiento
con cianuro, sindrome de fuga vascular inducido por interleucina 2 u otras citocinas, denileucina diftitox u otras
inmunotoxinas, o sindrome de hiperestimulacién ovarica, hipertensiéon inducida por enfermedad renal en etapa
terminal, quemaduras graves, lesidon térmica, lesidon por reperfusion, ascitis, sincope vasodepresor incluyendo
sincope vasovagal, hipotension postural con sincope o sincope neurocardiogénico, sindrome del choque téxico o
sindrome de fuga capilar sistémica idiopatica (enfermedad de Clarkson).

Para mas detalles sobre las indicaciones y afecciones anteriores, véanse p.ej. las referencias Bruha, R. et al.
Hepatogastroenterology 49: 1161-1166, 2002; Landry, D.W. et al. Circulation 95: 1122-1125, 1997; Argenziano, M. et
al. Circulation 96: 11-286-11-290, 1997; Landry, D.W. et al. solicitud de patente de EE.UU. publicada con el n°® 2004-
229798; Wenzel, V. et al. N. Engl. J. Med. 350: 105-113, 2004; Okin, C.R. et al. Obstet. Gynecol. 97: 867-872, 2001;
Gold, J. et al. Am. J. Cardiol. 85: 506-508, 2000; Sharma, R.M. y Setlur, R. Anest. Analg. 101: 833-834, 2005;
Solanik, P. et al. J. Gastroenterol. Hepatol. 18: 152-156, 2000; Yoshioka, T. et al. Neurosurgery 18: 565-567, 1986;
Kill, C. et al. Int. Arch. Allergy Immunol. 134: 260-261, 2004; Westphal, M. et al. “Annual Congress of the Society of
Critical Care Medicine”, resumen n° 196470, 2006; Landry, D.W. y Oliver, J.A. N. Engl. J. Med. 345(8): 588-595,
2001; Baluna, R. y Vitetta, E.S. Immunopharm. 37: 117-132, 1997; Delbaere, A. et al. Endocrine. 26: 285-290, 2005;
Agarwal, R. Cardiol. Clin. 23: 237-248, 2005; Demling, R.H. J. Burn Care Rehabil. 26: 207-227, 2005; Bonder, C.S. y
Kubes, P. Am. J. Physiol. 284: 729-733, 2003; Seal, J.B. y Gewertz, B.L. Ann. Vasc. Surg. 19: 572-584, 2005;
Zoban, P., Cerny, M. Physiol. Res. 52: 507-516, 2003; Bermejo, J.F. y Mufoz-Fernandez, M.A. Viral Immunol. 17:
535-544, 2004; Arroyo, V. Ann. Hepatol. 1: 72-79, 2002; Hainsworth, R. Clin. Auton. Res. 14 Supl 1: 18-24, 2004;
Chuang, Y.Y. et al. Paediatr. Drugs. 7: 11-25, 2005; Cau, C. Minerva Med. 90: 391-396, 1999.

Con los fines de la presente invencion, se usa la siguiente terminologia.

Los sistemas de anillo carbociclico aromatico incluyen fenilo y naftilo.
4
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Un sistema de anillo heteroaromatico de 5 miembros es un sistema de anillo aromatico monociclico que tiene 5
atomos de anillo, en el que 1, 2 o 3 atomos de anillo se seleccionan independientemente de N, O y S. Dichos
sistemas de anillo preferidos se seleccionan del grupo que consiste en tienilo, furilo, pirrolilo, imidazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, pirazolilo, isotiazolilo, isoxazolilo y tetrazolilo.

Un sistema de anillo heteroaromatico de 6 miembros es un sistema de anillo aromatico monociclico que tiene 6
atomos, en el que 1, 2 o 3 atomos de anillo se seleccionan independientemente de N, O y S. Se selecciona
preferiblemente del grupo que consiste en piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, triazinilo y piridazinilo.

Un sistema de anillo heteroaromatico biciclico es un sistema de anillo que tiene dos anillos heteroaromaticos de 5 o
6 miembros, o un fenilo y un anillo heteroaromatico de 5 o 6 miembros, o un fenilo y un anillo heterociclilo, o un anillo
heteroaromatico de 5 o 6 miembros y un anillo heterociclilo; conectados por una fusiéon de anillo, comprendiendo
dicho sistema de anillo heteroaromatico biciclico de 8 a 12 atomos de anillo, en el que 1, 2 o 3 de los atomos de
anillo se seleccionan independientemente de N, O y S. Se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en
indol, quinolina, tetrahidroquinolina, isoquinolina, tetrahidroisoquinolina, 1,4-benzodioxano, cumarina, benzofurano,
1,2-benzoisoxazol, benzotiofeno, benzoxazol, benzotiazol, bencimidazol, benzotriazol, pirolizidina y quinolizidina.

Un resto heterociclilo o heterociclico es un sistema de anillo saturado o parcialmente saturado que tiene de 3 a 7
atomos de anillo, en el que 1, 2 o 3 atomos de anillo se seleccionan independientemente de N, O y S. Los restos
heterociclilo se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en aziridina, oxirano, tiirano, azetidina, oxetano,
tietano, pirrolidina, pirrolina, imidazolidina, pirazolidina, dioxolano, tetrahidrofuranilo, piperidina, piperazina, morfolina,
tetrahidropiranilo, 1,4-dioxanilo, homopiperidinilo, homopiperazinilo y 6xido de hexametileno.

Cabe sefalar que, p.€j., también los grupos isopropilo y 2-n-butilo estan englobados por la expresiéon alquilo C1.¢ de
cadena lineal, ya que dicha expresion no esta relacionada con el sitio de unién de la cadena lineal en cuestion.

Ci designa que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, incluyendo cualquier niumero entre ellos, y se usa esta
nomenclatura analogamente en la presente memoria.

Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables comprenden sales de adicién de acido, p.ej., una sal formada
mediante reaccion con acidos hidrohalogenados tales como acido clorhidrico, y acidos minerales tales como acido
sulfurico, acido fosforico y acido nitrico, asi como acidos sulfénicos o carboxilicos alifaticos, aliciclicos, aromaticos o
heterociclicos tales como acido férmico, acido acético, acido propidnico, acido succinico, acido glicolico, acido
lactico, acido malico, acido tartarico, acido citrico, acido ascoérbico, acido malico, acido tartarico, acido citrico, acido
ascorbico, acido maleico, acido hidroximaleico, acido pirtvico, acido p-hidroxibenzoico, acido embdnico, acido
metanosulfénico, acido etanosulfonico, acido hidroxietanosulfénico, acido halogenobencenosulfonico, acido
toluenosulfonico y acido naftalenosulfénico.

El compuesto de la invencién se selecciona del grupo que consiste en:

H-Cys-Phe-Ile-Hgn-Asn-Cys-Pro-0Orn(i-Pr)-Gly-NH,

L | (1)

H—Cfrs—Phe-I le=Asn{ {CHE}JGH] -hsn-i)(s—PrD-Orn-GlymNHz

(2)
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H-Cys-Phe-Ile-Asn-Asn-Cys-Pro-Dbu-Gly-NH,

| | (3)
H—Cys—Phe—Ile—F—&sn(CEECH3}—Hsn—Cys-PrD-Dbu-—Gly—NH2
| I (4)
H-Cys-Phe-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Orn{i-Pr)-Gly-NH, vy
| (5)
H-Cys-Phe-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-0rn (CH,CH;) -Gly-NH,.
| | (6)

H—Cfs—Phe—Ile—Asn{CH3}E-hsn—CTE—PrG—Drn—Gly—NH2
(7)

El nimero entre paréntesis designa el compuesto como se referencia a continuacion.

La composicion farmacéutica usada cuando se practica la presente invencién puede adaptarse para administracion
oral, intravenosa, topica, intraperitoneal, nasal, bucal, sublingual o subcutanea o para administraciéon por el tracto
respiratorio, p.ej., en forma de un aerosol o un polvo fino suspendido en el aire. La composicion puede estar por
tanto por ejemplo en forma de comprimidos, capsulas, polvos, microparticulas, granulos, jarabes, suspensiones,
soluciones, parches transdérmicos o supositorios.

La composicion farmacéutica usada puede comprender opcionalmente, p.ej., al menos un aditivo adicional
seleccionado de un agente disgregante, aglutinante, lubricante, agente aromatizante, conservante, colorante y
cualquier mezcla de los mismos. Se encuentran ejemplos de dichos y otros aditivos en "Handbook of Pharmaceutical
Excipients"; Ed. A.H. Kibbe, 3? Ed., American Pharmaceutical Association, EE.UU. y Pharmaceutical Press, RU,
2000.

La composicién farmacéutica usada se adapta lo mas preferiblemente para administracion parenteral. Puede
comprender una preparacion acuosa estéril de los compuestos de la invencion, preferiblemente isotdnica con la
sangre del receptor. Esta preparacion acuosa puede formularse segun procedimientos conocidos usando agentes
dispersantes o humectantes adecuados y agentes de suspension. La formulacion acuosa inyectable Remestyp®
(terlipresina) es ejemplar de un tipo de formulaciéon farmacéutica adecuada. La preparacion puede ser también una
solucién o suspension estéril inyectable en un diluyente o disolvente, por ejemplo como en solucién de 1,3-butandiol.
Agua, solucion de Ringer y solucion isotdnica de cloruro de sodio son diluyentes ejemplares aceptables. Pueden
emplearse aceites estériles no volatiles como disolvente o medio de suspension. Pueden usarse también aceites no
volatiles insipidos, incluyendo monoglicéridos o diglicéridos sintéticos, y acidos grasos tales como acido oleico.

La dosificacion tipica de los compuestos usados segun la presente invencion varia dentro de un amplio intervalo y
dependera de diversos factores tales como las necesidades individuales de cada paciente y la via de administracion.
La dosificacion administrada por infusion esta generalmente dentro del intervalo de 0,01-200 ug/kg de peso corporal
por hora. Un médico especialista en la técnica sera capaz de optimizar la dosificacion a la situacion en cuestion.

Las abreviaturas usadas son:

Abu acido 2-aminobutirico

Boc terc-butoxicarbonilo

BOP hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitrisdimetilaminofosfonio
Dbu acido 2,4-diaminobutirico

DCC N, N -diciclohexilcarbodiimida

DCHA diciclohexilamida
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DCM diclorometano

DIAD diazodicarboxilato de diisopropilo
DIC N,N-diisopropilcarbodiimida

DIEA N, N-diisopropil-N-etilamina

DMF N, N-dimetilformamida

Fm 9-fluorenilmetilo

Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonilo

Hgn homoglutamina

Hmp acido 2-hidroxi-3-mercaptopropiénico
HOBt 1-hidroxibenzotriazol

HPLC cromatografia liquida de alta resolucion
i iso

Mmt 4-metoxitritrilo

Mob p-metoxibencilo

MS espectrometria de masas

Orn ornitina

Ph fenilo

Pr propilo

PyBOP hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitrispirrolidinofosfonio
0o-NBS-Cl cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo
oT oxitocina

Tr tiempo de retencién

TFA acido trifluoroaceético

TIS triisopropilsilano

TMOF ortoformiato de trimetilo

TPP trifenilfosfina

Trt tritilo

VT vasotocina, [Ile3] vasopresina

A menos que se especifique otra cosa, se usaron L-aminoacidos y se cumplié la terminologia aminoacidica
convencional.

Parte experimental (sintesis)

Se adquirieron los derivados aminoacidicos y resinas en suministradores comerciales (Novabiochem, Bachem
Peptide International y PepTech Corporation). Se sintetiz6 Fmoc-Hgn-OH segun la bibliografia (Wisniewski, K.,
Kolodziejczyk, A.S. Org. Prep.-Proced. Int. 1997, 29, 338-341). Se proporcionaron otros productos quimicos y
disolventes por Sigma-Aldrich, Fisher Scientific y VWR.

Se sintetizaron los compuestos de la presente memoria mediante procedimientos estandares por quimica de
péptidos en fase solida, utilizando tanto la metodologia de Fmoc como de Boc. A menos que se proporcione otra
cosa, se efectuaron todas las reacciones a temperatura ambiente. Ademas, de las referencias citadas anteriormente,
la siguiente bibliografia de referencia estandar proporciona orientacion adicional sobre la configuracion experimental
general, asi como sobre la disponibilidad de los materiales de partida y reactivos requeridos:

7
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Kates, S.A., Albericio, F., Eds., “Solid Phase Synthesis. A Practical Guide”, Marcel Dekker, Nueva York, Basilea,
2000;

Stewart, J.M., Young, J.D. “Solid Phase Synthesis”, Pierce Chemical Company, 1984;
Bisello, et al., J. Biol. Chem. 1998, 273, 22498-22505; y
Merrifield, . Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149-2154.

La pureza del péptido sintetizado puede determinarse mediante HPLC analitica en fase inversa. La integridad
estructural de los péptidos puede confirmarse usando analisis aminoacidico y espectrometria de masas por
electropulverizacion.

Se escindieron los péptidos sintetizados mediante la metodologia de Fmoc con una solucion de TFA/TIS/H,0 96/2/2
(v/viv), y se logro la escisién con la metodologia de Boc con una solucion de 90 % de HF/10 % de anisol (v/v). Se
consiguio la formacion de puentes disulfuro (anillo) mediante la oxidacion de péptidos lineales disueltos en TFA al
10 % (ac.) con yodo. Se purificaron los péptidos por HPLC preparativa en tampones de fosfato de trietilamonio (ac.).
Se convirtieron finalmente los compuestos en las sales acetato usando metodologia de HPLC convencional. Se
combinaron las fracciones con una pureza superior al 97 % vy se liofilizaron.

Sintesis de péptidos con cadena lateral alquilada en posicion n° 8:

Se ensamblaron los péptidos con la metodologia de Fmoc. Se introdujo el residuo diaminoacidico en la posicion n° 8
con un grupo protector de acido labil (concretamente, retirable con una solucion que contiene TFA al 1-2 %), tal
como metoxitritilo (Mmt; véanse Barlos, K. et al. en Peptides 1992, Schneider, C.H., Eberle, A.N., Eds., ESCOM
Science Publishers B.V., 1993, pag. 283-284). Se traté el péptido unido a resina con una solucion de DCM/TIS/TFA
93/5/2 (v/viv) para la retirada del grupo Mmt. La alquilaciéon reductiva con acetona/NaBH(OAc)s proporciono el N-
isopropilpéptido.

Para evitar una N,N-dialquilacién indeseable en la alquilacién reductiva del procedimiento anterior, que puede
aparecer cuando se usan alquilaldehidos de cadena lineal, se desarrollé una alternativa en la que, después de la
retirada de Mmt, se derivatizaba primero el grupo amino con cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo (0-NBS-ClI; véase
Fukuyama, T.; Jow, C.-K.; Cheung, M. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 6373-6374). Se alquilé entonces la sulfonamida
resultante con un alcohol apropiado en condiciones de reacciéon de Mitsunobu convencionales, tipicamente utilizando
TPP/DIAD en 1,2-dimetoxietano (Mitsunobu, O. Synthesis 1981, 1-28). Se retird posteriormente el grupo o-NBS-CI
con tiofenolato de potasio al 5 % en DMF, después de lo cual se escindi6 el péptido de la resina.

Sintesis de péptidos con cadena lateral N-alquilada en posicion n° 4:

Se ensamblaron los péptidos con la metodologia de Boc. Se introdujo el residuo en la posicion n° 4 en la secuencia
como Boc-Asp(OFm)-OH. Después del ensamblado completo del péptido, se retird la proteccion de la cadena lateral
con piperidina al 30 % en DMF. Se convirti6 el grupo carboxilico libre resultante en la amida deseada por
acoplamiento con una amida apropiada mediado por PyBOP o BOP/DIEA. Se retir6 entonces el grupo Boc N-
terminal, seguido de escision con HF, ciclacion y purificacion por HPLC.

La Tabla 1 enumera los compuestos preparados mediante el procedimiento anterior. Ry es H para todos los
compuestos excepto el n° 7, en que Ry es CHs. Un asterisco "*" sefiala los compuestos de la invencion.

Tabla 1. Compuestos preparados con la formula (1)

Sustituyente Designado

Ar m n R2 p Rs

Ph 2 0 H 2 H 8

Ph 3 0 H 3 H 9

Ph 2 0 OCHa 3 H 10

Ph 3 0 H 2 H 11
4-piridilo 2 0 H 2 H 12
4-tiazolilo 2 H 2 H 13
2-tienilo 2 0 H 2 H 14
3-tienilo 2 0 H 2 H 15
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Sustituyente Designado

Ar m n R2 p Rs

Ph 2 0 OH 3 H 16
2-piridilo 2 0 H 2 H 17
3-piridilo 2 0 H 2 H 18
Ph 2 0 CHa3 3 H 19
Ph 2 1 CHas 3 H 20
Ph 2 1 CH(CHs): 3 H 21
Ph 3 0 H 3 CH(CHs): 1*
Ph 3 H 2 CH(CHs): 22
Ph 1 2 OH 3 H 23
Ph 1 0 OH 3 H 24
2-furilo 2 0 H 3 H 25
Ph 1 3 OH 3 H 2%
2-furilo 2 0 H 2 H 26
Ph 1 0 CH(CH20H)2 3 H 27
Ph 1 1 CH(OH)CHj3 3 H 28
Ph 1 2 OCH.CH:0OH 3 H 29
Ph 1 0 H 3 H 30
Ph 1 0 H 2 H 3*
Ph 1 0 CHas 2 H 31
Ph 1 1 CHa3 2 H 4*
2-furilo 2 0 H 3 H 32
2-tienilo 1 H 3 H 33
Ph 2 0 H 3 CH(CHs): 5*
2-tienilo 2 0 H 3 CH(CHs3)2 34
3-tienilo 1 0 H 3 H 35
2-tienilo 1 0 H 2 H 36
3-tienilo 1 0 H 2 H 37
2-furilo 1 0 H 3 H 38
Ph 2 0 H 3 CHas 39
Ph 2 0 H 3 CH2CH.CHs 40
Ph 1 0 H 3 CH(CHs): 41
2-furilo 1 0 H 3 CH(CHs3): 42
2-tienilo 1 0 H 3 CH(CHs3)2 43
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Sustituyente Designado

Ar m n R2 p Rs

2-furilo 1 0 H 2 H 44
Ph 2 0 H 3 CH.CH3 6*
Ph 2 0 H 3 (CH2)2CH(CHs3)2 45
Ph 1 0 H 3 CHa3 46
Ph 1 0 H 3 CH.CH3 47
Ph 1 0 CHa3 3 H 7*
Ph 1 1 CHa3 3 H 48
Ph 1 0 CHa3 3 H 49
Ph 1 0 H 3 CH2CH,CHjs 50

Se proporcionan los siguientes ejemplos detallados para ilustrar adicionalmente la sintesis:
Compuesto 1; [Phez,Hgn4,Orn(i-Pr)8]VT:

Los derivados aminoacidicos usados fueron Boc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Hgn-OH, Fmoc-
Asn(Trt)OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Orn(Mmt)-OH y Fmoc-Gly-OH. Se sintetiz6 Fmoc-Hgn-OH
como se menciona anteriormente. Se efectud la HPLC analitica en un cromatografo liquido Waters 600 usando una
columna Vydac C18, de 5 ym, 4,6 x 250 mm a un caudal de 2 ml/min. Se efectu6 la HPLC preparativa en un
cromatografo liquido Waters 2000 usando un cartucho Prepak de 47 x 300 mm a un caudal de 100 ml/min. Se
efectud el analisis del compuesto final en un cromatégrafo liquido 1100 Agilent usando una columna Vydac C18, de
5 pm, 2,1 x 250 mm a un caudal de 0,3 ml/min. Se registraron los espectros de masas en un espectrometro Finnigan
MAT.

Se sintetiz6 la resina peptidica totalmente protegida en un sintetizador peptidico Applied Biosystems 9050 partiendo
de 2 g (0,5 mmol) de resina Tentagel-S-RAM (Peptides International). Se efectuaron acoplamientos individuales
mediados por DIC/HOBt con un exceso de 4 veces de los derivados aminoacidicos. Se retird el grupo Fmoc con
piperidina al 20 % en DMF. Tras la terminacion de la sintesis automatizada, se transfiri la resina a un recipiente de
sintesis manual y se traté con solucion de DCM/TIS/TFA 93/5/2 (v/viv) (30 ml) durante 2 x 1,5 horas para la retirada
del grupo MMt. Se lavé concienzudamente la resina con DCM y se suspendié posteriormente en 15 ml de 1,2-
dicloroetano/TMOF1:1 (v/v). Se afiadieron entonces 0,2 ml de acetona seguido de 0,6 g de NaBH(OAc)s. Se agito la
suspension durante una noche, se lavo la resina con metanol, DMF y DCM y se sec6 a vacio. Se traté entonces la
resina con 30 ml de solucion de TFA/TIS/H,O 96/2/2 (v/viv) durante 1,5 horas y se filtr6. Se evaporo el filtrado y se
precipité el péptido lineal bruto con dietiléter. Se disolvié inmediatamente el precipitado en 500 ml de TFA al 10 %
(ac.) y se oxido el péptido afadiendo I> 0,1 M en metanol a la solucidn agitada magnéticamente hasta que persistio
un color amarillo. Se redujo el exceso de yodo con acido ascorbico. Se enfrid entonces la mezcla de reaccion con
hielo triturado y se ajusté el pH a aproximadamente 5 afiadiendo amoniaco concentrado (ac.). Se cargé la mezcla en
una columna de HPLC vy se purificd usando tampén de fosfato de trietilamonio a pH 5,2. Se eluyd el compuesto con
un gradiente de acetonitrilo. Se combinaron las fracciones con una pureza superior al 97 % y se diluyé la solucién
resultante con 2 volumenes de agua. Se recargo la solucion en la columna, que se lavé entonces con 2 | de acetato
de amonio 0,1 M (ac.) y se equilibré con acido acético al 2 % (ac.). Se eluy6 el compuesto con un gradiente rapido
de acetonitrilo (3 %/min). Se combinaron las fracciones que contenian el producto deseado y se liofilizaron. Se
obtuvieron 168 mg (~30 % de rendimiento) de polvo blanco amorfo. HPLC: Tr= 8,5 min, gradiente: 20>40 % de B
durante 20 min, t= 40 °C, disolvente A TFA al 0,01 % (ac.), disolvente B 70 % de CH3CN, 0,01 % de TFA (ac);
pureza: 98,8 %; EM (M+H+): 1048,5 esperada, 1048,5 observada.

Compuesto 4; [Phez,Asn(Et)4,Dbu8]VT :

Los derivados aminoacidicos usados fueron Boc-Cys(Mob)OH, Boc-Phe-OH, Boc-lle-OH, Boc-Asp(OFm)-OH, Boc-
Asn-OH, Boc-Pro-OH, sal de DCHA de Boc-Obu(benciloxicarbonil)}-OH y Boc-Gly-OH, todos adquiridos en
Novabiochem y Bachem. Se efectuaron las operaciones de HPLC y EM como en la sintesis del compuesto 1.

Se sintetizd6 manualmente la resina peptidica totalmente protegida partiendo de 0,6 g (0,4 mmol) de resina de 4-
metilbenzhidrilamina (Novabiochem). Se emplearon acoplamientos individuales mediados por DCC, PyBOP o
DIC/HOBt con un exceso de 2,5 veces de derivados aminoacidicos. Se retird el grupo Boc con TFA al 50 % en DCM
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que contiene 1 % de m-cresol. Tras la terminacion de la sintesis, se retiré el éster de 9-fluorenilmetilo del grupo B-
carboxilico del acido aspartico mediante tratamiento con piperidina al 30 % en DMF durante 2 x 30 min. Se lavo la
resina con solucion HOBt 1 M en DMF durante 30 min y entonces dos veces con solo DMF. Se amidé el grupo
carboxilico libre mediante tratamiento durante una noche con 2 mmol de etilamina/PyBOP/DIEA en DMF. Se lavo la
resina acabada con metanol, DMF y DCM y se seco a vacio. Se escindio el péptido de la resina usando 30 ml de HF
anhidro que contiene 3 ml de anisol a 0 °C durante 90 minutos. Se evaporo el HF y se lavo el péptido lineal bruto con
dietiléter. Se disolvio inmediatamente el péptido en 200 ml de acetonitrilo al 25 %/TFA al 10 % (ac.) y se oxidé como
se describe anteriormente. Se cargé directamente la mezcla resultante en una columna de HPLC y se purificd
usando tampoén de fosfato de trietilamonio a pH 2,3. Las etapas de purificacién posteriores fueron idénticas al
procedimiento del compuesto 1. Se obtuvieron 41 mg (~10 % de rendimiento) de polvo blanco amorfo. HPLC: Tr=
10,0 min, gradiente: 20>40 % de B durante 20 min, t= 40 °C, disolvente A TFA al 0,01 % (ac.), disolvente B CH3:CN
al 70 % con 0,01 % de TFA (ac.); pureza: 100 %; EM (M+H+): 992,5 esperada, 992,2 observada.

Se prepararon los demas compuestos mediante variacion analoga de estos procedimientos sintéticos.

Parte experimental (ensayo bioldgico)

Ensayos de receptor in vitro:

Se determiné la actividad agonista de los compuestos sobre el receptor hV1a en un ensayo indicador transcripcional
mediante la transfeccién transitoria de un ADN de expresion del receptor hV1a en células HEK-293 junto con un
ADN indicador que contiene elementos promotores sensibles al calcio intracelular que regulan la expresion de
luciferasa de luciérnaga. Véase Boss, V., Talpade, D.J., Murphy, T.J. J. Biol. Chem. 3 de mayo de 1996; 271(18),
10429-10432 para orientacion adicional sobre este ensayo. Se expusieron las células a diluciones en serie de los
compuestos diluidos 10 veces por dosis durante 5 horas, seguido de lisis de las células, determinacion de la
actividad de luciferasa y determinacion de las eficacias y valores de CEsy del compuesto mediante regresion no
lineal. Se uso6 arginina-vasopresina (AVP) como control interno en cada experimento, y se ensayaron los
compuestos en al menos tres experimentos independientes. Para determinar la selectividad, se ensayaron los
compuestos en ensayos indicadores transcripcionales basados en luciferasa que expresan el receptor de oxitocina
humana (hOT). Se realizaron también ensayos para otros receptores (hV2, hVib, V1a de rata y V2 de rata).

Con fines comparativos adicionales, otros compuestos de referencia usados fueron [Phez,Orna]OT, terlipresina y
F180.

La estructura de [PheZ,Orna]OT es:

H-Cys—FPhe-Ile-Gln-Asn-Cys—Pro-0Orn—-Gly-NH,

La estructura de F180 es:

Hmp-Phe-Ile-Hgn-Asn-Cys—-Pro-Dbu (Abu) -Gly-NH,

Se representan los resultados de los ensayos in vitro en la Tabla 2 a continuacion. El valor de CEsy dado es la media
geométrica expresada en nanomol/l (nM). Los valores de selectividad se dan como relaciones de CEsq.

Ensayos farmacoldgicos in vivo:

Se ensay6 en los compuestos in vivo la duracion de la accién respecto a una dosis estandar de AVP. Se llevaron a
cabo pruebas de la presién sanguinea en ratas Sprague-Dawley macho anestesiadas (de 270-300 g de peso) con la
vena yugular y la arteria carotida cateterizadas. Se usd la arteria carétida cateterizada para monitorizar
continuamente la presion sanguinea y se usd la vena yugular para la administracion de los compuestos ensayados.
Las ratas recibieron inyecciones intravenosas de dibenamina antes de la dosificacion para potenciar su sensibilidad
a los agonistas de receptor V1a (véase Dekanski, J., Br. J. Pharmacol. 1952, 7, 567-572). El procedimiento de
dosificacion consistia en una inyeccién intravenosa de solucion salina fisiolégica seguida de dos inyecciones
consecutivas de una dosis estandar de AVP (0,1 nmol/kg, = DEzp), y se seleccionaron de 3 a 5 dosis crecientes de
un compuesto dado para dar al menos una respuesta comparable a la dosis estandar de AVP. Los intervalos de
dosificacion se fijaron como el tiempo para que la presion sanguinea se redujera hasta un valor de referencia
estable.

Se baso la determinacion de la duracién de la accién en la velocidad de declive del aumento transitorio de la presién
sanguinea arterial diastolica. Especificamente, para un declive exponencial de la concentracion plasmatica, puede
mostrarse que, sila respuesta se mide mas alla de la fase de distribucion, la velocidad de declive cerca de la CEsg
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es lineal e inversamente proporcional a la semivida de eliminacion (Rowland, M. y Tozer, T. en "Clinical
Pharmacokinetics, Concepts and Applications", 32 ed., Lippincott Williams & Wilkins, Filadelfia, 1995).

Para medir la velocidad de declive de la respuesta para un compuesto dado, se seleccioné una dosis que diera una
amplitud de respuesta lo mas similar posible a la amplitud de respuesta de la segunda inyeccion de dosis estandar
de AVP. Para normalizar la variacién interindividual en la sensibilidad de V1a, se expresé la duracion de la accion
como la velocidad de declive para esta respuesta de AVP de referencia frente a la velocidad de declive para la dosis
equieficaz del compuesto para cada rata ensayada. Los resultados obtenidos para los compuestos ensayados se
exponen en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados del ensayo biolégico

Compuesto ensayado CEsp del receptor hV1a Duracion in vivo respecto a | Selectividad de hOT/hV1a
(nM) AVP

8 0,50 - 11
9 0,68 1,5 +
10 1,15 2,3 11
11 2,96 1,9 +
12 24,96 - +
13 18,77 - +
14 0,54 - 75
15 0,61 2,2 43
16 11,88 - +
17 30,29 - +
18 29,85 - +
19 5,99 1,6 +
20 39,28 - +
21 20,66 - +
1* 2,02 1,7 +
22 18,13 - +
23 7,97 - +
24 4,09 - +
25 1,40 2,0 23
2% 1,18 1,7 +
26 2,24 2,0 28
27 16,21 - +
28 5,17 - +
29 4,77 - +
30 1,45 1,7 +
3* 1,47 1,7 +
31 3,91 - +
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Compuesto ensayado

CEsp del receptor hV1a

Duracioén in vivo respecto a

Selectividad de hOT/hV1a

(nM) AVP
4* 2,36 1,8 +
32 2,64 2,1 35
33 14,61 - +
5* 0,25 1,9 117
34 0,73 2,0 72
35 7,30 - +
36 11,54 - +
37 7,45 - +
38 10,11 - +
39 0,21 1,9 178
40 0,27 2,0 88
41 0,98 2,6 53
42 6,25 - ¥
43 6,25 - +
44 14,48 - +
6* 0,29 1,9 86
45 1,65 - 18
46 2,41 2,1 +
47 0,99 1,6 +
7* 2,84 - +
48 5,70 - +
49 3,58 - +
50 1,52 24 43
[Phe2,0rn8]OT 0,15 1,9 60
Terlipresina 82,08 9.1 +
AVP 0,21 0,9 108
F180 0,56 3,8 +

-=no ensayado

+= agonista selectivo del receptor hV1a; relacion de CEso de hOT/hV1a no determinada debido a la muy baja
eficacia agonista (< 30 % en comparacion con AVP) en el receptor de hOT.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

H-Cys-Phe-Ile-Hgn-Asn-Cys-Pro-0Orn(i-Fr)-Gly-NH,

H—Crs—Phe—I;e—Rsn[[CEz}3OH}TRSH—CTS—PID—OrnhGly—NHE

H-Cys-Phe-Ile-Asn-Asn-Cys-Pro-Dbu-Gly-NH,
I |

H-Cys-Phe-TIle-Asn (CH,CH;) -Asn-Cys-Pro-Dbu-Gly-NH,

H-Cys-Phe-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Orn{i-Pr)-Gly-NH,
[ : [ )

H-Cys-Phe-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-0Orn (CH,CH;) -Gly—-NH,.

y H-Cys—Phe-ile-asn{CHﬂ7—Hsn~C#s-Pro—Orn~G1y-NH?
| o )

para uso en el tratamiento de hemorragia por gastropatia hipertensiva, sepsis, sepsis grave, choque séptico,
hipotensién prolongada y grave, hipotension intradialitica, parada cardiaca, pérdida de sangre relacionada con un
traumatismo, choque vasodilatador inducido por derivaciéon cardiopulmonar, choque vasodilatador inducido por
milrinona en insuficiencia cardiaca congestiva, sindrome hepatorrenal de tipo |, choque anafilactico, inestabilidad
cardiovascular inducida por muerte cerebral,

para uso en el tratamiento de hipotension en sepsis grave, sindrome de dificultades respiratorias agudas o lesion
pulmonar aguda, o

para uso en el tratamiento de una oxigenacion de tejido inadecuada, choque inducido por intoxicacion con
metformina, enfermedad mitocondrica o envenenamiento con cianuro, sindrome de fuga vascular inducido por
interleucina 2 u otras, citocinas, denileucina diftitox u otras inmunotoxinas, o sindrome de hiperestimulacién ovarica,
hipertension inducida por enfermedad renal en etapa terminal, quemaduras graves, lesion térmica, lesion por
reperfusion, ascitis, sincope vasodepresor, incluyendo sincope vasovagal, hipotensién postural con sincope o
sincope neurocardiogénico, sindrome del choque toxico o sindrome de fuga capilar sistémica idiopatica (enfermedad
de Clarkson).

2. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:
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H-Cys-Phe-Ile-Hgn-Asn-Cys—-Pro-Orn(i-Pr)-Gly-NH,
I |

H—Cfs—Phe—Ile—Asn{{CHE:3OH]—ﬁsn—CTs—Pro—Drn—Gly-NHz

H-Cys-Phe-Ile-Asn-Asn-Cys-Pro-Dbu-Gly-NH,

H—CyS“Phe-Ile-hsn(CHECH3J—Asn-?TSwPro—Dbu—GlyHNHz

I

H—Cys—Phe—Ile—Gln—Hsn—Cys—Pro—Drn(i—Pr]—Gly~NH2
1

HmCrSHPte“Ile~Gl1—Esn—Cys—PrU—OrnECHZCHE}—Gly—NHQ.

y H—CFs—Phe—Ile—Asn{CHajE—Asn—C¥s—?ro—Drn—Gly—NH2

para uso en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de hemorragia por gastropatia hipertensiva,
sepsis, sepsis grave, choque séptico, hipotension prolongada y grave, hipotension intradialitica, parada cardiaca,
pérdida de sangre relacionada con un traumatismo, choque vasodilatador inducido por derivacion cardiopulmonar,
choque vasodilatador inducido por milrinona en insuficiencia cardiaca congestiva, sindrome hepatorrenal de tipo I,
choque anafilactico, inestabilidad cardiovascular inducida por muerte cerebral, para uso en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de hipotension en sepsis grave, sindrome de dificultades respiratorias agudas o
lesion pulmonar aguda, o para uso en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una oxigenacion de
tejido inadecuada, choque inducido por intoxicacion con metformina, enfermedad mitocéndrica o envenenamiento
con cianuro, sindrome de fuga vascular inducido por interleucina 2 u otras citocinas, denileucina diftitox u otras
inmunotoxinas, o sindrome de hiperestimulacién ovarica, hipertensiéon inducida por enfermedad renal en etapa
terminal, quemaduras graves, lesidon térmica, lesidon por reperfusion, ascitis, sincope vasodepresor incluyendo
sincope vasovagal, hipotension postural con sincope o sincope neurocardiogénico, sindrome del choque téxico o
sindrome de fuga capilar sistémica idiopatica (enfermedad de Clarkson).
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