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ES 2271723 T3

DESCRIPCION

Utilizacién de derivados de tiazolidina como agentes antihiperglicémicos.

El presente invento se refiere a compuestos dipéptidos o bien a compuestos andlogos a compuestos dipéptidos,
que se forman a partir de un aminodcido y de un grupo de tiazolidina, y a sus sales, que en lo sucesivo se denominan
compuestos dipéptidos, y a la utilizacién de los compuestos para el tratamiento de una tolerancia perjudicada a la
glucosa, de glucosuria, de hiperlipidemia, de acidosis metabdlicas, de diabetes mellitus, de neuropatia y de nefropatia
diabéticas, asi como de enfermedades secuelas de mamiferos, causadas por una diabetes mellitus.

El invento se refiere, por lo tanto, también a un procedimiento sencillo para disminuir la concentracién de aztcar
en sangre de mamiferos con ayuda de compuestos dipéptidos como efectores aminoradores de la actividad (substratos,
pseudosubstratos, inhibidores, proteinas de fijacion, anticuerpos, y otros) para enzimas con una actividad comparable
con la actividad enzimatica de la enzima dipeptidil peptidasa IV, o idéntica a ella.

Una actividad de 1la DP IV o bien andloga a la de la DP IV (p.ej. la DP II citosdlica tiene una especificidad para
substratos que es casi idéntica a la de la DP IV) se presenta en la circulacidn sanguinea, donde disocia de una manera
muy especifica dipéptidos desde el extremo terminal de N de péptidos biolégicamente activos, cuando la prolina o la
alanina constituyen los radicales contiguos del aminoécido terminal de N en su secuencia.

Los polipéptidos insulinotropos dependientes de glucosa: polipéptidos inhibidores géastricos 1-42 (GIP,_4, de Gas-
tric Inhibitory Polypeptide) y las amidas de péptidos similares a glucagén-1 (GLP-1,_3, de Glucagon Like Peptide
Amide-1), es decir hormonas, que estimulan la secrecién de insulina, inducida por glucosa, por el pancreas (también
denominadas incretinas), son substratos de la DP IV, puesto que ésta puede separar in vitro e in vivo los dipéptidos
tirosinil-alanina o bien histidil-alanina desde las secuencias terminales de N de estos péptidos.

La reduccién de tal actividad enzimética de la DP IV o bien andloga a la de la DP 1V para el desdoblamiento in
vivo de tales substratos, puede servir para reprimir eficazmente una actividad enzimética indeseada en condiciones
de laboratorio, asi como también en el caso de estados patoldgicos de organismos de mamiferos. P.ej. la diabetes
mellitus del tipo II (también denominada diabetes senil) se basa en una secrecién disminuida de insulina o bien en
trastornos en la funcién de receptores, que estdn fundamentados, entre otras cosas, en anomalias de la concentracién
de las incretinas, debidas a causas proteoliticas.

La hiperglucemia y las causas o bien los fendmenos secuelas vinculados con ellas, (que también se conocen como
diabetes mellitus) se tratan, de acuerdo con el estado actual de la técnica, mediante la administracion de una insulina
(p-ej. procedente de un material aislado desde pancreas de bovinos o también de un material obtenido por tecnologia
genética) a organismos enfermos en diferentes formas de presentacidon. Todos los procedimientos hasta ahora cono-
cidos, asi como también los procedimientos mas modernos, se distinguen por un elevado consumo de material, altos
costos y, con frecuencia, por decisivos perjuicios para la calidad de vida de los pacientes. El método clésico (inyeccién
diaria i.v. (por via intravenosa) de insulina, que es usual desde los afios treinta del siglo pasado) trata los sintomas
agudos de la enfermedad pero, después de una prolongada utilizacién, conduce entre otras cosas a graves alteraciones
vasculares (arterioesclerosis) y a dafios nerviosos.

Ultimamente, se ha propuesto la instalacién de implantes subcutaneos de depésito (la entrega de insulina se efectiia
de una manera dosificada, y se suprimen las inyecciones diarias) asi como la implantacién (el trasplante) de células
de Langerhans intactas en la glandula pancredtica perturbada en su funcidn, o en otros érganos y tejidos. Tales tras-
plantes son técnicamente costosos. Ademds, ellos constituyen una intervencion quirdrgica, vinculada con riesgos, en
el organismo receptor, y exigen, también en el caso de trasplantes de células, métodos para la supresién o la evitacién
del sistema inmunitario.

La utilizacién de la alanil-pirrolidida y de la isoleucil-tiazolidida como inhibidores de la actividad enzimética de
la DP IV o bien andloga a la de la DP IV ya se conoce a partir del documento de solicitud de patente internacional
PCT/DE 97/00820, y la utilizacién de la isoleucil-pirrolidida y del hidrocloruro de la isoleucil-tiazolidida ya se cono-
cen a partir del documento de patente de la Repiblica Democritica Alemana DD 296.075. En el caso de la isoleucil-
tiazolidida, empleada en este estado de la técnica, se trata de un compuesto natural, a saber la L-treo-isoleucil-tiazo-
lidida: En la fecha de prioridad y todavia en el dia de solicitud de ambos documentos estaba a disposicién solamente
ésta, es decir la forma natural de la isoleucil-tiazolidida.

Se ha comprobado que estos compuestos, en particular la L-treo-isoleucil-tiazolidida, son buenos efectores para
actividades enzimadticas de la DP IV y andlogas a la de la DP IV. En el caso de la utilizacién de este compuesto pueden
aparecer, sin embargo, ciertos problemas en el caso de algunos pacientes o bien de algunas formas de enfermedad.

Dependiendo de los sintomas y de la gravedad, p.ej., de una diabetes mellitus, seria p.ej. deseable tener a disposi-
cion efectores que presentasen un efecto distinto del de los compuestos conocidos: Asi, es conocido que los pacientes
de diabetes mellitus se tienen que “ajustar” individualmente, para hacer posible un tratamiento 6ptimo de su enferme-
dad. Asi, en algunos casos, deberia ser suficiente p.ej. una actividad disminuida de efectores de la DP IV. También,
una actividad inhibidora demasiado alta y la administracién permanente del mismo medicamento podria tener como
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consecuencia efectos colaterales indeseados, en particular a causa de la duracién del tratamiento por toda la vida del
paciente. Ademds, podria ser deseable también mejorar in vivo determinadas propiedades de transporte, con el fin de
aumentar la velocidad de resorcion de los efectores.

Por lo tanto, es mision del invento poner a disposicion nuevos efectores (que en particular disminuyan la actividad)
para el tratamiento, p.ej., de una tolerancia perjudicada a la glucosa, de glucosuria, de hiperlipidemia, de acidosis
metabdlicas, de diabetes mellitus, de neuropatia y de nefropatia diabéticas, asi como de enfermedades secuelas de
mamiferos, causadas por la diabetes mellitus, asi como un procedimiento sencillo para el tratamiento de estas enfer-
medades.

El problema planteado por esta misién se resuelve conforme al invento mediante la puesta a disposicién de com-
puestos dipéptidos o bien de compuestos andlogos a dipéptidos, que se forman a partir de un aminoécido y de una
tiazolidina, y sus sales.

En el caso de la administracion -preferiblemente por via oral- de estos efectores a un organismo de mamifero,
los péptidos insulinotropos endégenos (o adicionalmente administrados por una via exégena) GIP;_4, y GLP-1,_3 (0
también GLP-1,_3; o sus compuestos andlogos) son descompuestos de manera disminuida por la DP-IV o enzimas
similares a la DP-IV, y por consiguiente se disminuye o retrasa la disminucién de concentracién de estas hormonas
peptidicas o bien de sus compuestos andlogos. El invento se basa, por lo tanto, en el hallazgo de que una reduccién de
la actividad enzimadtica de la DP IV o similar a la de la DP 1V, que actia en la circulacién sanguinea, conduce a una
influencia sobre el nivel de aziicar en sangre. Se encontrd, que

1. la disminucién de la actividad de la DP-IV o bien andloga a la de la DP IV conduce a un aumento relativo
de la estabilidad de las incretinas (o de sus compuestos andlogos) estimuladas por glucosa, o aportadas por
via externa, es decir que, por aplicacién de efectores de la DP IV o bien de proteinas andlogas a la DP IV,
se puede controlar la descomposicion de las incretinas en la sangre;

2. la estabilidad biol6gica aumentada frente a la descomposicion de las incretinas (o de sus compuestos and-
logos) tiene como consecuencia una modificacion del efecto de una insulina endégena;

3. el aumento de la estabilidad de las incretinas, que se ha conseguido por reduccién de la actividad enzimatica
de la DP IV o bien andloga a la de la DP IV en la sangre, da como resultado una subsiguiente alteracién
del efecto de la insulina, inducido por glucosa, y por consiguiente conduce a una modulacién del nivel de
glucosa en sangre, que es controlable mediante efectores de la DP IV.

En particular, son apropiados para esto compuestos dipéptidos conformes al invento, en los cuales el aminoacido
se selecciona entre un aminoécido natural, tal como p.ej. leucina, glutamina, prolina, asparagina o dcido aspdrtico.

La aplicacién, en lo posible por via oral, de los inhibidores de enzimas de bajo peso molecular, muy afines, con-
formes al invento, es una alternativa mas barata p.ej. con respecto a técnicas quirdrgicas invasivas en el tratamiento
de fenémenos patoldgicos. Mediante un disefio quimico de las propiedades de estabilidad, transporte y aclaramiento
(clearancia), su modo de accién se puede modificar y adaptar a propiedades individuales.

Tal como se ha mencionado precedentemente, p.ej. en el caso del tratamiento permanente de la diabetes mellitus
puede ser necesario poner a disposicion efectores con una actividad definida, con los cuales se puedan satisfacer
necesidades individuales de los pacientes o bien se puedan tratar sus sintomas. Los compuestos dipéptidos conformes
al invento tienen por lo tanto, en el caso de una concentracién (de los compuestos dipéptidos) de 10 uM, en particular
en las condiciones que se indican en la Tabla 1, una disminucién de la actividad de la dipeptidil peptidasa IV o bien
de actividades de enzimas andlogas a la DP IV, de por lo menos 10%, preferiblemente de por lo menos 40%. Con
frecuencia se necesita también una disminucién de la actividad de por lo menos 60% o bien de por lo menos 70%.
Los efectores preferidos pueden tener también una disminucién de la actividad de como maximo 20% o bien 30%.
Ademds, las propiedades de transporte de los presentes compuestos son mejoradas manifiestamente, en particular, por
el transportador de péptidos Pep T1.

Los compuestos dipéptidos L-alo-isoleucil-tiazolidida y sus sales presentan, en relacién con la L-treo-isoleucil-
tiazolidida, al mismo tiempo que un efecto aproximadamente de igual magnitud en lo que se refiere a la modulacién
de la glucosa, sorprendentemente un transporte aproximadamente cinco veces mejor mediante el transportador de
péptidos Pep T1.

Otros compuestos se indican en la Tabla 1.

Las sales de los compuestos dipéptidos conformes al invento pueden ser p.ej. sales orgédnicas, tales como acetatos,
succinatos, tartratos o fumaratos, o radicales de 4cidos inorgédnicos, tales como fosfatos o sulfatos. Se prefieren espe-
cialmente los fumaratos, que tienen un efecto sobresaliente junto con una estabilidad sorprendentemente alta frente a
la hidrélisis, y son esencialmente menos solubles que los hidrocloruros. Estas propiedades son ventajosas también en
la galénica.
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Las sales de los compuestos dipéptidos pueden presentarse en una relacién molar del componente (compuesto
andlogo a) dipéptido al componente sal de 1:1 6 de 2:1. Una sal de este tipo es p.ej. (Ile-Thia), 4cido fumadrico.

El invento se refiere por consiguiente a efectores de la actividad enzimatica de la dipeptidil peptidasa IV (DP IV)
o bien andloga a la de la DP IV y a su utilizacién para la disminucién del nivel de azicar en sangre, por debajo de
la concentracion de glucosa, que es caracteristica de hiperglucemias, en el suero de un organismo de mamifero. En
particular, el invento se refiere a la utilizacién de los efectores conformes al invento de la actividad enzimética de 1a DP
IV o bien andloga a la de 1a DP IV con el fin de evitar o aliviar anomalias patolégicas del metabolismo de organismos
de mamiferos, tales como p.ej. de una tolerancia perjudicada a la glucosa, de glucosuria, hiperlipidemia, de acidosis
metabdlicas, de diabetes mellitus, de neuropatia y de nefropatia diabéticas, asi como de enfermedades secuelas de
mamiferos, causadas por la diabetes mellitus. En una forma de realizacién preferida adicional, el invento se refiere a
un procedimiento para la disminucién del nivel de azicar en sangre por debajo de la concentracién de glucosa que es
caracteristica para hiperglucemias, en el suero de un organismo de mamifero, el cual estd caracterizado porque a un
organismo de mamifero se le administra una cantidad eficaz terapéuticamente de por lo menos un efector conforme al
invento de la actividad enzimética de 1a DP IV o bien andloga a la de 1a DP IV.

En otra forma preferida adicional de realizacion, el invento se refiere a composiciones farmacéuticas, es decir a me-
dicamentos, que contienen por lo menos un compuesto conforme al invento o sus sales, eventualmente en combinacién
con uno o varios vehiculos y/o disolventes farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas se pueden presentar p.ej. en forma de formulaciones parenterales o enterales
y pueden contener vehiculos correspondientes, o bien se pueden presentar como formulaciones orales, que pueden
contener vehiculos correspondientes, apropiados para la administracion por via oral. Preferiblemente, se presentan
como formulaciones orales.

Adicionalmente, las composiciones farmacéuticas pueden contener una o varias sustancias activas con accién hi-
poglucémica, que pueden ser sustancias activas de por si conocidas.

Los efectores conformes al invento de la actividad enzimética de la DP IV o bien andloga a la de la DP IV se
pueden utilizar para la disminucién del nivel de azicar en sangre por debajo de la concentracién de glucosa que
es caracteristica para hiperglucemias, en el suero de un organismo de mamifero, o bien para la preparaciéon de un
correspondiente medicamento.

Los efectores, aplicados conforme al invento, de las enzimas DP IV o bien andlogas a la DP IV pueden pasar a
emplearse en formulaciones, o complejos de formulaciones utilizables farmacéuticamente, como inhibidores, subs-
tratos, pseudosubstratos, inhibidores de la expresiéon de DP IV, proteinas de fijacioén o anticuerpos de estas proteinas
enzimdticas o en combinaciones de estas diferentes sustancias, que reducen la concentracién de la proteina DP IV o
bien andloga a la DP IV en el organismo de un mamifero. Son efectores conformes al invento p.ej. inhibidores de la
DP 1V, tales como los derivados dipéptidos o bien los compuestos miméticos de dipéptidos L-alo-isoleucil-tiazolidida
y los efectores indicados en la Tabla 1 y sus sales de 4cido fumarico. Los efectores conformes al invento hacen po-
sible un tratamiento ajustable individualmente de pacientes o bien de enfermedades, pudiéndose evitar en particular
incompatibilidades, alergias y efectos colaterales que aparezcan individualmente.

También los compuestos presentan diferentes evoluciones en el tiempo de la actividad. Con esto se pone a dispo-
sicién del médico, que efectia el tratamiento, la posibilidad de reaccionar de una manera diferenciada a la situacion
individual de un paciente: Este puede ajustar con exactitud, por una parte, la velocidad de la iniciacién del efecto vy,
por otra parte, la duracién del efecto y en particular la intensidad del efecto.

El procedimiento conforme al invento constituye un nuevo modo de aproximarse a la disminucién de una concen-
tracién elevada de glucosa en sangre en el suero de mamiferos. Es sencillo, comercialmente util y apropiado para la
utilizacion en la terapia, en particular de enfermedades, que se basan en unos valores de glucosa en sangre superiores
a los promedios, en el caso de mamiferos y en particular en la medicina humana.

Los efectores se administran p.ej. en forma de formulaciones farmacéuticas, que contienen la sustancia activa en
combinacién con materiales de vehiculo usuales, conocidos por el estado de la técnica. Por ejemplo, se aplican por
via parenteral (p.ej. i.v. (intravenosa) en una solucion fisioldgica de cloruro de sodio) o enteral (p.ej. por via oral,
formulados con materiales de vehiculo usuales, tales como p.ej. glucosa).

Dependiendo de su estabilidad endégena y de su biodisponibilidad, se deben efectuar por cada dia tomas tnicas o
también multiples de los efectores, a fin de conseguir la deseada normalizacién de los valores de glucosa en sangre.
P.ej. un intervalo de dosis de este tipo puede estar situado, en el caso de seres humanos, en el intervalo de 0,01 mg a
30,0 mg por dia, preferiblemente en el intervalo de 0,01 a 10 mg de sustancia efectora por kilogramo de peso corporal.

Se encontré que, por administracién de efectores de las actividades enzimdticas de dipeptidil peptidasa IV o bien
andlogas a las de DP IV en la sangre de un mamifero, mediante cuya reduccién provisional de la actividad, vinculada
con ella, en una secuencia causal los péptidos insulinétropos endégenos (o adicionalmente administrados por via
exdgena), polipéptidos inhibidores gastricos 1-42 (GIP,_4,) o amidas de péptidos similares a glucagén-1 7-36 (GLP-
1;_36) (0 también GLP-1,_;; o sus compuestos andlogos) son descompuestos de una manera disminuida por la DP IV y
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enzimas similares ala DP IV, y con esto se disminuyen o retrasan las reducciones de concentraciones de estas hormonas
peptidicas o bien de sus compuestos andlogos. La estabilidad aumentada, conseguida por la accién de efectores de la
DP 1V, de las incretinas (presentes por via endégena o aportadas por via exdgena) o de sus compuestos andlogos,
que por consiguiente estdn a disposicién de manera aumentada para la estimulacion insulinotropa de los receptores de
incretinas de las células de Langerhans en el pancreas, modifica, entre otras cosas, la actividad de la insulina propia
del cuerpo, lo cual trae consigo una estimulacién del metabolismo de hidratos de carbono del organismo tratado.

Como resultado, el nivel de azicar en sangre disminuye por debajo de la concentracién de glucosa, que es ca-
racteristica para hiperglucemias, en el suero del organismo tratado. Con esto se pueden evitar o aliviar anomalias del
metabolismo, tales como tolerancia perjudicada a la glucosa, glucosuria, hiperlipidemia asi como posibles acidosis
metabdlicas graves y diabetes mellitus, cuadros morbosos que son la secuela de una concentracién de glucosa en
sangre aumentada durante un periodo de tiempo prolongado.

En la serie de los agentes antidiabéticos, eficaces por via oral, conocidos a partir del estado de la técnica, no se
conoce hasta ahora ninguna clase de sustancias de bajo peso molecular, que sean eficaces de este modo (con excepcioén
de la biguanida metformina: peso molecular 130). Los pesos moleculares de las aminoacil tiazolididas fluctian entre
146 (de la glicil tiazolidida), 203 (de la isoleucil tiazolidida) y 275 (de la triptofanoil tiazolidida). En comparacién
con esto, los pesos moleculares de las sulfonilureas (de la glibenclamida: 494), de los sacaridos (de la acarbosa:
630) asi como de las tiazolidinadionas (de la pioglitazona: 586), fluctian en el intervalo situado en torno a 500 hasta
700 Da. Fisiolégicamente, las aminoacil tiazolididas son hidrolizadas mediante aminopeptidasas, asi como mediante
hidrélisis en condiciones dcidas, en sustancias propias del cuerpo, tales como aminodcidos y cisteamina, por lo que la
utilizacién de los compuestos conformes al invento como agentes antidiabéticos disponibles por via oral constituye un
enriquecimiento de la farmacia.

En el caso de ratas y ratones, una hiperglucemia inducida experimentalmente se puede tratar bien de una manera
superior al promedio mediante una administracién por via oral con los compuestos utilizados conformes al invento
(Tablas 2 y 3). La administracién de una dosis de 500 a 1.000 veces mayor que la dosis eficaz no conduciria a ninguna
alteracion patoldgica detectable en experimentos toxicoldgicos realizados durante tres semanas en ratas y ratones.

El ventajoso efecto de compuestos conformes al invento sobre la DP IV se demuestra a modo de ejemplo en la
Tabla 1.

TABLA 1

Accion de diferentes efectores sobre la hidrdlisis catalizada por la dipeptidil peptidasa IV de 0,4 mM del substrato
H-Gly-Pro-pNA a 30°C, a un pH de 7,6 y con una fuerza iénica de 0,125

Efector Afinidad del efector % de actividad restante de la
parala DP IV: DP IV en presencia de 10 uM
Ki[nM] del efector
Metformina ~ 1.000.000 100
Glibenclamida ~ 1.000.000 100
Acarbosa ~ 1.000.000 100
H-Asn-pirrolidida 12.000 83,1
H-Asn-tiazolidida * 3.500 472
H-Asp-pirrolidida 14.000 81,6
H-Asp-tiazolidida * 2.900 45,6
H-Asp(NHOH)-pirrolidida 13.000 88,2
H-Asp(NHOH)-tiazolidida 8.800 54,5
H-Glu-pirrolidida 2.200 38,5
H-Glu-tiazolidida * 610 25,0
H-Glu(NHOH)-pirrolidida 2.800 449
H-Glu(NHOH)-tiazolidida 1.700 36,5
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TABLA 1 (continuacién)

Efector Afinidad del efector % de actividad restante de la
parala DP IV: DP IV en presencia de 10 uM
Ki[nM] del efector
H-His-pirrolidida 3.500 49,7
H-His-tiazolidida 1.800 35,2
H-Pro-pirrolidida 4.100 50,2
H-Pro-tiazolidida * 1.200 27,2
H-Ile-azidida 3.100 43.8
H-Ile-pirrolidida 210 12,3
H-L-alo-Ile-tiazolidida 190 10,0
H-Val-pirrolidida 480 23,3
H-Val-tiazolidida 270 13,6
* Efectores conformes al invento

Es conocido que las aminoacil pirrolididas y aminoacil tiazolididas pueden ser descompuestas por las enzimas
prolina aminopeptidasa y prolidasa, que estan presentes en las células mucosales del intestino delgado, en el suero y
en las células hepaticas, y que el anillo de tiazolidina tiene tendencia a la apertura en presencia de dcidos (por ejemplo
en el estdmago) mediando formacién del adecuado derivado de cisteamina [compdrese el documento de patente de
los EE.UU US 458.407]. Por lo tanto, resulté sorprendente encontrar una actividad dependiente de la dosis de las
sustancias activas después de una administracién por via oral. La dependencia de la dosis con respecto del efecto de
la L-alo-Ile-tiazolidida sobre la actividad de la DP IV en el suero, después de una aplicacién por via oral de L-alo-
isoleucil-tiazolidida en ratas Wistar sanas, se demuestra con la siguiente Tabla:

TABLA 2

Actividad restante de la DP 1V en el suero frente a 0,4 mM del substrato H-Gly-Pro-pNA a 30°C, a un pH de 7,6 y
con una fuerza ionica de 0,125, después de una administracion por via oral y en funcion de la dosis de L-alo-
isoleucil-tiazolidida, determinada a los 30 min después de la aplicacion del inhibidor

Dosis por animal sometido a ensayo Actividad restante de la DP IV en %
0 mg 100
2,5 mg 52
5,0 mg 40
10 mg 28
20 mg 29

Es manifiestamente sorprendente y deseable el efecto reductor de la cantidad de glucosa, conseguido en un modelo
de animal diabético, de la sustancia activa conforme al invento L-alo-isoleucil-tiazolidida después de su administracién
por via oral, en el caso de una simultidnea estimulacion oral con glucosa (Tabla 3).

Con el fin de reforzar el efecto de disminucion del azicar en sangre de diferentes agentes antidiabéticos, se emplean
con frecuencia combinaciones de diferentes agentes antidiabéticos eficaces por via oral. Puesto que el efecto anti-hi-
perglucémico de los efectores conformes al invento se desarrolla de una manera independiente de la de otros conocidos
agentes antidiabéticos aplicables por via oral, las sustancias activas conformes al invento son apropiadas andlogamente
en una correspondiente forma galénica, para conseguir el deseado efecto normoglucémico, para el empleo en el caso
de terapias combinadas.
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Por consiguiente, los compuestos utilizados conforme al invento se pueden transformar de una manera en si co-
nocida en las usuales formulaciones, tales como p.ej. tabletas, capsulas, grageas, pildoras, supositorios, granulados,
aerosoles, jarabes emulsiones y suspensiones y soluciones liquidas, sélidas y a modo de cremas, mediando utilizacién
de sustancias de vehiculo y aditivas o disolventes, inertes, no toxicas y farmacéuticamente apropiadas. En este caso,
los compuestos eficaces terapéuticamente estan situados, en cada caso de modo preferido, en una concentracién de
aproximadamente 0,1 a 80, de modo mas preferido de 1 a 50 por ciento en masa de la mezcla total, es decir en unas
cantidades que sean suficientes a fin de conseguir el indicado margen de maniobra de dosificacion.

TABLA 3

Reduccion de la glucosa circulante en sangre en el transcurso de 60 min después de una administracion por via oral
de 20 uM de L-alo-1le-tiazolidida en ratas de diferentes modelos de animales con un simultdneo ensayo de tolerancia
a la glucosa (datos en % referidos a valores normoglucémicos)

Modelo de animal Concentracién de glucosa Concentracién de glucosa en %
en % del testigo de tratados con L-alo-Ile-tiazolidida

Rata Wistar, normal 100 82

Rata Wistar (modelo 100 73

de diabetes 2b, gruesa)

La buena resorcién de los compuestos utilizados conforme al invento a través de las mucosas del tracto gastroin-
testinal, hace posible la utilizacién de muchas formulaciones galénicas:

Las sustancias se pueden utilizar como un medicamento en forma de grageas, cdpsulas, cdpsulas masticables,
tabletas, gotas, jarabes, pero también como supositorios o como proyecciones nasales.

Las formulaciones se preparan por ejemplo por extension o dilucion de la sustancia activa con disolventes y/o
sustancias de vehiculo, eventualmente mediando utilizacién de emulsionantes y/o agentes dispersantes, pudiéndose
utilizar como disolventes auxiliares, p.ej. en el caso del empleo de agua como agente diluyente, eventualmente disol-
ventes organicos.

Como sustancias coadyuvantes se han de sefialar a modo de ejemplo: agua, disolventes organicos no téxicos, tales
como parafinas (p.ej. fracciones del petrdleo), aceites vegetales (p.ej. aceite de colza, aceite de cacahuete, aceite de
sésamo), alcoholes (p.ej. alcohol etilico, glicerol), glicoles (p.ej. propilenglicol, polietilenglicol); sustancias de vehi-
culo sélidas, tales como p.ej. polvos finos de piedra natural (p.ej. 4cido silicico muy disperso, silicatos), azicares (p.€j.
azucar en bruto, lactosa y glucosa); agentes emulsionantes, tales como emulsionantes no ionégenos y aniénicos (p.ej.
polioxietilen - ésteres de 4cidos grasos, polioxietilen - éteres de alcoholes grasos, alquilsulfonatos y arilsulfonatos),
agentes dispersantes (p.ej. lignina, lejias residuales del procedimiento al sulfito, metilcelulosa, almidones y poli(vinil-
pirrolidonas) y agentes de deslizamiento (p. €j. estearato de magnesio, talco, dcido estedrico y laurilsulfato de sodio)
y eventualmente sustancias aromatizantes.

La aplicacioén se efectida de un modo usual, preferiblemente por via enteral o parenteral, en particular por via oral.
En el caso de la aplicacion por via enteral, las tabletas, aparte de las sustancias de vehiculo mencionadas, pueden conte-
ner otros aditivos tales como citrato de sodio, carbonato de calcio y fosfato de calcio, juntamente con diferentes sustan-
cias aditivas suplementarias, tales como un almidén, preferiblemente almidén de patata, gelatina y productos similares.
Ademéds, se pueden utilizar conjuntamente agentes de deslizamiento o lubricantes, tales como estearato de magnesio,
laurilsulfato de sodio y talco, para la compresién de tabletas. En el caso de suspensiones acuosas y/o elixires, que
estdn concebidos para administraciones por via oral, las sustancias activas se pueden mezclar, aparte de con las sustan-
cias coadyuvantes antes mencionadas, de modo adicional con diferentes agentes mejoradores del sabor o colorantes.

En el caso de una administracién por via parenteral, se pueden emplear soluciones de las sustancias activas me-
diando utilizacién de apropiados materiales de vehiculo liquidos. Por lo general, se ha manifestado como ventajoso,
en el caso de una aplicacién por via intravenosa, administrar unas cantidades de aproximadamente 0,01 a 2,0 mg/kg,
de modo preferido de aproximadamente 0,01 a 1,0 mg/kg de peso corporal por dia, a fin de conseguir unos resultados
eficaces, y en el caso de una administracién por via enteral, la dosificacion es de aproximadamente 0,01 a 2 mg/kg, de
modo preferido de aproximadamente 0,01 a 1 mg/kg de peso corporal por dia.

A pesar de todo, puede ser eventualmente necesario apartarse de las cantidades mencionadas, y concretamente en
funcion del peso corporal del animal sometido a ensayo o del paciente o bien del tipo de la via de aplicacion, pero
también basandose en el tipo de animal y en su comportamiento individual frente al medicamento o bien en el intervalo
durante el que se efectia la administracidn. Asi, en algunos casos, puede ser suficiente contentarse con menos que la
cantidad minima antes mencionada, mientras que en otros casos se tiene sobrepasar el limite superior mencionado. En
el caso de la aplicacién de grandes cantidades, puede ser recomendable distribuir éstas en varias tomas individuales a
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lo largo del dia. Para la aplicacién en la medicina humana, esta previsto el mismo margen de maniobra de dosificacién.
Convenientemente, son validas en este caso también las manifestaciones anteriores.

Ejemplos de formulaciones farmacéuticas
1. Cdpsulas con 100 mg de L-alo-isoleucil tiazolidida por cdpsula

Para aproximadamente 10.000 capsulas se prepara una solucidn con la siguiente composicion:

Hidrocloruro de L-alo-isoleucil tiazolidida 1,0 kg
Glicerol 0,5 kg
Polietilen-glicol 3,0 kg
Agua 0,5 kg

5,0kg

La solucién se envasa de una manera de por si conocida dentro de cdpsulas de gelatina blanda. Las cdpsulas son
apropiadas para masticar y para tragar.

2. Tabletas o bien tabletas barnizadas o grageas con 100 mg de L-alo-isoleucil tiazolidida

Las siguientes cantidades se refieren a la produccién de 100.000 tabletas:

Hidrocloruro de L-alo-isoleucil tiazolidida, finamente molido 10,0 kg
Glucosa 4,35kg
Lactosa 4,35kg
Almidén 4,50 kg
Celulosa, finamente molida 4,50 kg

Los ingredientes anteriores se mezclan y a continuacién se proveen de una solucion, preparada a partir de

Poli(vinil-pirrolidona) 2,0 kg
Polisorbato 0,1 kg
y agua aproximadamente 5,0 kg

y se granulan de una manera en si conocida, siendo la masa hiimeda raspada y, después de la adicién de 0,2 kg de
estearato de magnesio, secada. La mezcla terminada para tabletas, de 30,0 kg, se transforma en tabletas abombadas
con un peso de 300 mg. Las tabletas se pueden barnizar o gragear de una manera de por si conocida.

Los datos técnicos de compuestos preferidos se indican seguidamente:

Investigaciones acerca de Ille-Thia*Fumarato (isomeros) y otras sales

Sustancia K p.f. (°C) | CE (min) MS [o]H,O
L-treo-IT*F 8*10° 150°%° 160 203 -10,7
(405 nm)
D-treo-IT*F ninguna inhibicion 147 158 203 no determinado
L-alo-IT*F 2*107 145-6 154 203 -4,58
(380 nm)
D-alo-IT*F ninguna inhibicion | 144-6 150 203 4,5
(380 nm)
IT*F = fumarato de isoleucil tiazolidida
Los datos de RMN y HPLC confirman que se trataba de las correspondientes
sustancias
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Condiciones de medicion para la determinacion de las K, de las sustancias

Enzima DP IV i50n de porcinos 0,75 mg/ml, 18 U/ml (GPpNA)
en Tris 25 mM de pH 7,6, sulfato de amonio 30%
EDTA 0,5 mM, DTE 0,5 mM

Solucion original: diluida a 1:250 en un tamp6n de medicién

Tampodn 40 mM de HEPES de pH 7,6, 1 = 0,125 (en KCI)

Substrato GPpNA*HCI

Solucion original: 2,1 mM

Aparato de mediciéon Lector de bioanalisis Perkin-Elmer, HTS 7000 Plus

T =30°C
A =405 nm
Tanda de medicién 100 pl de un tampén

100 w1 de un substrato (3 diferentes concentraciones 0,8 mM-0,2 mM))
50 ul de una mezcla de agua y un inhibidor
(7 diferentes concentraciones 2,1 uM-32,8 nM)

10 ul de una enzima

El tamp6n, la mezcla de agua y un inhibidor y la enzima se atemperaron previamente a 30°C y se comenzé la
reaccioén por medio de la adicién de un substrato, asimismo atemperado previamente.

Se llevaron a cabo determinaciones cuddruples.

El tiempo de medicién fue de 10 min.
Determinacion del punto de fusion

Los puntos de fusién se determinaron en un microscopio de mesa con calefaccién de Kofler de la sociedad Leica
Aktiengesellschaft, los valores no estan corregidos, o se determinan en un aparato para DSC (calorimetria con barrido
diferencial) (de Heumann-Pharma).
Rotacion optica

Los valores de rotacién se registraron a diferentes longitudes de onda en un “Polarimeter 341” o més alto, de la
entidad Perkin Elmer.

Condiciones de medicion para la espectrometria de masas

Los espectros de masas (MS) se registraron en un aparato “API 165” o bien “API 365” de la entidad PE Sciex
mediante ionizacién por proyeccién de electrones (ESI).

Se trabaja con una concentracién aproximada de ¢ = 10 ug/ml, la sustancia se recoge en una mezcla de MeOH
y H,0 50:50, con 0,1% de HCO,H, la infusién se efectiia con una bomba de jeringa (20 ul/min). Las mediciones se
efectuaron en una modalidad positiva [M+H]", la tensién de la EST es U = 5.600 V.
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Las sales tienen los siguientes datos:

Sal de IT* K, M (g-mol™) Pf. (°C)
Succinato 5,1e-8 522,73 116
Tartrato 8,3 e-8 352,41 122
Fumarato 8,3e-8 520,71 156
Hidrocloruro 7,2 e-8 238,77 169
Fosfato 1,3e-7 300,32 105

Investigacion de las solubilidades de las sales de Ile-Thia
lle-Thia*Fum
Cantidad pesada introducida 10,55 mg
corresponde a 0,02 mmol (520,72 g/mol)

Adicién de 100 ul de HyOgegiitagas

100 pl ninguna disolucién, 6pticamente: ninguna mojadura superficial
a partir de 200 ul, comienzo sucesivo de la solubilidad

con 400 ul se puede observar una disolucién total

2,63%.

En el caso de esta sal se comprob6 también que es apenas humectable y no se descompone.

Ile-Thia*Succ
Cantidad pesada introducida 16,6 mg
corresponde a 0,031 mmol (522,73 g/mol)

Adicién de 16 /J] de Hzodesmada

16 ul ninguna disolucién, épticamente “aspiracion” de la humedad

desde 66 ul-1,5 ul no se puede observar una disolucion total de la sustancia

Ile-Thia*Tartrato
Cantidad pesada introducida 17,3 mg
corresponde a 0,049 mmol (352,41 g/mol)
Adicion de 100 ul de HyOgegitaga
con 100 ul disolucién total

17,3%.

Ile-Thia*Phos
Cantidad pesada introducida 15,5 mg
corresponde a 0,051 mmol (300,32 g/mol)

10
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Adicién de 100 ul de HyOgegitada

con 100 ul se puede observar una disolucién incipiente
Adicién sucesiva de 100 ul de H,O

con 400 ul disolucién total

3,87%

lle-Thia*HC1
Cantidad pesada introducida 16,1 mg
corresponde a 0,067 mmol (238,77 g/mol)
Adicién de 100 ul de HyOgegitada
con 100 ul disolucién total
16,1%
Sintesis general de una Ile-Thia*Sal
El aminoécido protegido con Boc, Boc-Ile-OH, se dispone previamente en éster etilico de 4cido acético, la tanda se
enfria a aproximadamente -5°C. Se afiade gota a gota N-metil-morfolina, se aflade gota a gota a temperatura constante
cloruro de dcido pivélico (de calidad de laboratorio) o cloruro de neo-hexanoilo (de calidad técnica). La mezcla de
reaccion se agita durante unos pocos minutos para la activacién. Se afladen gota a gota consecutivamente N-metil-
morfolina (de calidad de laboratorio) e hidrocloruro de tiazolidina (de calidad de laboratorio), y se afade tiazolidina
(de calidad técnica). El tratamiento a escala de laboratorio se efectiia de una manera cldsica con soluciones de sales, a

escala técnica la tanda se purifica con soluciones de NaOH y de CH;COOH.

La separacién del grupo protector Boc se consigue mediante una mezcla de HC1 y dioxano (de calidad de labora-
torio) o bien mediante H,SO, (de calidad técnica).

A escala de laboratorio el hidrocloruro se cristaliza a partir de una mezcla de EtOH y un éter.

A escala técnica la amina libre se prepara por adicion de una mezcla de NaOH y NH;. El 4cido fumadrico se disuelve
en etanol caliente, la amina libre se afiade gota a gota, y precipita el fumarato de (Ile-Thia), (PM = 520,71 g.mol ™).

El examen analitico de isémeros o bien enantidomeros se efectda mediante electroforesis.

11
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de por lo menos un compuesto mimético de dipéptido, que se forma a partir de un aminoécido y
de un grupo de tiazolidina, siendo seleccionado el medicamento entre leucina, glutamina, prolina, asparagina y acido
aspdrtico, para la preparacién de un medicamento destinado a disminuir el nivel de aziicar en sangre por debajo de la
concentracion de glucosa que es caracteristica de hiperglucemias, en el suero de un mamifero.

2. Utilizacién segun la reivindicacion 1, para la preparacién de un medicamento destinado al tratamiento por via
oral de enfermedades del metabolismo, que estdn en conexién con la diabetes mellitus.

3. Utilizacién segin una de las reivindicaciones 1 o 2, para la preparacion de un medicamento destinado al tra-
tamiento de una tolerancia perjudicada a la glucosa, de glucosuria, de hiperlipidemia, de acidosis metabdlicas, de
diabetes mellitus, de neuropatia y de nefropatia diabéticas, asi como de enfermedades secuelas de mamiferos, causa-
das por la diabetes mellitus.

12
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Separacion por electroforesis en zonas capilares (CE) de los isémeros de la isolencil Tiazolididas

Sensibilidad (yA)

Fig. 1:
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Separacién por CE de una mezcla 1:1:1:1- de L-treo-lle-Thia*Fum, L-alo-lle-
Thia*Fum, D-treo-lle-Thia*Fum, D-alo-lle-Thia*Fum

13
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Método y condiciones de medicidn:

Investigacion por CE efectuadas en “Sistema P/ACE™  MDQ”
de la entidad Beckman:

Sustancia CE (min)
L- treo -IT*F 160
D- treo -IT*F 158
L-alo -IT*F 154
D- alo-IT*F 150

Condiciones de funcionamiento:

Tampon: Fosfato 20mM, pH 7,0, B-Hidroxi-propil-ciclodextrina 100mM
Capilares: 50/60,2 cm, diametro interno 25ym, revestidos con acrilamida
Tension 10 kV

Deteccion: Detector de agrupaciones de foto-diodos a 214 nm

Temperatura: 7°C

Separacién por CE de lle-Thia*Funarato
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Fig. 2:Separacién por CE de una mezcla de 1:1000 de L-treo-lle-Thia*Funarato por D-alo-lle-
Thia*Funarato
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Actividad de DP IV en suero (administracién por via oral de los inhibidores) n=2
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Fig. 3:  Actividad de DP IV en suero después de aplicacion por via oral de diferentes esterecisémeros
(5 yM/ rata de 300 g). El influenciamiento sobre la actividad enzimatica se efecttia solamente

mediante L-alo-lle-Thia y L-treo-ile-Thia.

Fig. 4. Efecto de diferentes aminoacil-tiazolididas sobre la tolerancia a la glucosa de una rata
(ensayo oral de tolerancia a la glucosa con 2g / rata Wistar de 300g en el momento 0,
administracién de los inhibidores de DP IV a los 10 min antes de la estimulacién de glucosa

por via oral)
Efecto sobre [a glucosa en sangre (0-120 min)
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Testigo Leu-Thia
Inhibidor de DP IV (5yM/ 300 g)
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