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METODOS PARA TRATAR ULCERAS DE PIE DE DIABETICO

Referencia cruzada

Esta solicitud reivindica la prioridad a 1la Solicitud de
Patente Provisional Estadounidense Serie No. 61/438780 presentada
en Febrero 2, 2011, incorporada aqui como referencia en su

totalidad.

Antecedentes

La diabetes es comin, incapacitante y conduce a la muerte.
En los Estados Unidos, la diabetes ha alcanzado proporciones
epidémicas. De acuerdo con la Asoclacién de Diabetes Americana,
aproximadamente 24 millones de personas (8% de la poblacidn
Estadounidense total) tienen diabetes, y se diagnostican casi dos
millones de nuevos casos en personas con edades de 20 afios o mas
cada afic. Si contintan las tendencias actuales, 1 de 3 Americanos
desarrollaran diabetes en algun momento de su vida, y aquellos
con diabetes perderan, en promedio, 10-15 afios de expectativa de
vida. De manera importante, hasta 25% de las personas con
diabetes desarrollardn una Uulcera de pie de diabético, que
resulta en 3 millones de Ulceras de pie de diabético anualmente
solo en los Estados Unidos. Mas de la mitad de todas las ulceras
del pie se llegaradn a infectar, requiriendo asi hospitalizacidn,
y 1 de 5 requerirdn una amputacién que lleva a un alto riesgo de

mortalidad.
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Sin dudas, la diabetes pone una tremenda presidén econdmica
en el sistema de salud Estadounidense. Los costos totales
(directos e indirectos) de diabetes han alcanzado $174 billones
anualmente, y las personas diagnosticadas con diabetes tienen
gastos médicos que son cerca de dos veces mayores que los gastos
médicos para las personas sin diabetes. Los costos de
hospitalizacién solo son de USD$16,000 a USD$20,000 para un
paciente con una Ulcera de pie de diabético, y los costos
directos e indirectos de una amputacién varian de USD$20,000 a
UsDs$60,000 por paciente. Un estudio reciente por los
investigadores en la Universidad de Chicago sugiere que los
costos del tratamiento para la diabetes en los Estados Unidos
alcanzarian USD$336 miles de millones para el afioc 2034. Se
necesitan modalidades de tratamiento efectivas en costo,
avanzadas para la diabetes y su comorbidilidad, gue incluyen
ilceras de pie de diabético, aun escasas, globalmente. De acuerdo
con la Asociacién de Diabetes BAmericana, para el afo 2025 se
espera que la prevalencia de la diabetes se eleve de 72% a 324

millones de personas alrededor del mundo.
Resumen de la Invencidn

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona
métodos para tratar ulceras de pie de diabético, que comprende
administrar a un paciente humano que sufre de una Ulcera de pie
de diabético una cantidad de un péptido de por lo menos 5
aminodcidos contiguos de Nle®A(1-7), o la sal del mismo, efectiva

para tratar la ulcera de pie de diabético. En una realizacidn,

el
000003
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péptido comprende Asp-Arg- Nle-Tyr-Ile-His-Pro (SEQ ID NO: 1), o
la sal del mismo. En otra realizacidén, el péptido consiste de
Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile-His-Pro (SEQ ID NO: 1), o la sal del mismo.
En diversas realizaciones, la uUlcera de pie de diabético es una
provocada, por lo menos en parte, por neuropatia y presidn
resultante; la uUlcera de pie de diabético comprende uno o méas
callos; y la ulcera de pie de diabético es una ulcera crénica. En
una realizacién adicional, la ulcera crénica del pie no ha

respondido a ningun otro tratamiento.

En otra realizacién, el péptido se administra tépicamente.
En una realizacidédn adicional, el péptido se administra como una
formulacién tépica que forma una pelicula continua gue cubre el
drea completa de la ulcera diabética. En todavia una realizaciédn
adicional, el péptido se administra en una formulacidén de
hidrogel. En otra realizacién, el péptido se administra en una
concentracién de aproximadamente 0.03 % a aproximadamente 1%
sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una base de
peso/peso (mg). En una realizacién adicional, el péptido se
administra en una formulacién de gel de aproximadamente 0.5% a
aproximadamente 4% de hidroxietil celulosa (HEC) sobre una base

en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una base de peso/peso (mg).

Todas las realizaciones del primer aspecto de la invencidn

se pueden combinar a menos que el contexto dicte otra cosa.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona

formulaciones farmacéuticas, que comprenden: 000004
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(a) aproximadamente 0.5% a aproximadamente 4% de HEC sobre
una base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una base de peso/peso
(mg); y

(b) un péptido de por lo menos 5 aminodcidos contiguos de
Nle3 A(1l-7), o la sal del mismo; en donde el péptido esta
presente en una concentracidén de aproximadamente 0.03 % a
aproximadamente 1% sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), o

sobre una base de peso/peso (mg).

En una realizacidén, el péptido comprende Asp-Arg-Nle-Tyr-
Ile-His-Pro (SEQ ID NO: 1), o 1la sal del mismo. En otra
realizacién, el péptido consiste de Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile- His-Pro
(SEQ ID NO: 1), o la sal del mismo. En una realizacién adicional,
la formulacién farmacéutica comprende aproximadamente 1% a
aproximadamente 3% de HEC sobre una base en peso (mg)/volumen
(ml), o sobre una base de peso/peso (mg). En todavia una
realizacién adicional, la formulacién farmacéutica comprende
aproximadamente 2% de HEC sobre una base en peso (mg)/volumen
(ml), o sobre una base de peso/peso (mg). En otra realizacidn, la
formulacién comprende una formulacién de hidrogel. Todas las
realizaciones del segundo aspecto de la invencién se pueden

combinar a menos que el contexto dicte otra cosa.

Breve Descripcién de las Figuras

060005



La Figura 1 es una grafica gque muestra las uUlceras curadas
mediante visita en la poblacién de pacientes Por Protocolo (PP)
gue toma NorLeu®-A (1-7).

La Figura 2 es una grafica que muestra el porcentaje de
Ulceras completamente curadas (100 % de cerramiento de la herida)
en la poblacién de pacientes que toma NorLeu®-A (1-7) (también
denominado como "DSC127").

La Figura 3 es una grafica que muestra el tiempo medio para
curar completamente las ulceras (100 % de cerramiento de la
herida) en la poblacidén de pacientes que toma NorLeu®-A (1-7)

(también denominado como "DSC1l27").

Descripcién Detallada de la invencién

Todas las referencias citadas se incorporan aqui como
referencia en su totalidad. Dentro de esta solicitud, a menos que
sé indique otra cosa, las técnicas utilizadas se pueden encontrar
en cualquiera de las varias referencias bien conocidas tales
como: Molecular Cloning: A Laboratoy Manual (Sambrook, et al.,
1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press), Gene Expression
Technology (Methods in Enzymology, Vol. 185, editado por D.
Goeddel, 199 1. Academic Press, San Diego, CA), "Guide to Protein
Purification" in Methods in Enzymology (M.P. Deutshcer, ed.,
(1990) Academic Press, Inc.); PCR Protocols: A Guide to Methods
and Applications (Innis, et al. 1990. Academic Press, San Diego,
CA), Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 2ne
Ed. (R.I. Freshney. 1987. Liss, Inc. New York, NY), Gene Transfer

and Expression Protocols, pp. 109-128, ed. E.J. Murray, The
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Humana Press Inc., Clifton, N.J.), y the Ambion 1998 Catalog
(Ambion, Austin, TX).

"

Como se utiliza aqui, las formas singulares "un "uno" vy
"el" incluyen referentes plurales a menos que el contexto dicte
claramente otra cosa. "Y' como se utiliza aqui se utiliza

intercambiablemente con "o" a menos que se indique expresamente

otra cosa.

Todas las realizaciones de cualquier aspecto de la invencidn
se pueden utilizar en combinacién, a menos que el contexto dicte

claramente otra cosa.

En un primer aspecto, la presente invencidén proporciona
métodos para tratar uUlceras de pie de diabético, que comprende
administrar a un paciente humano que sufre de una UuUlcera de pie
de diabético una cantidad de un péptido de por lo menos O
aminoadcidos contiguos de Nle3 A(l-7), o la sal del mismo,

efectiva para tratar la Ulcera de pie de diabético.

Como se demuestra en los ejemplos que siguen, los inventores
han demostrados que los métodos de la invencidén se pueden
utilizar para tratar ulceras de pie de diabético, y proporcionar

mejora sustancial sobre las terapias estéandar.

Nle3A(1-7) (o NorLeu’-A (1-7); también denominado como
"DSC127") es un péptido que consiste de la secuencia de

aminodcidos Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile-His-Pro (SEQ ID NO

: 1). En
000007
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diversas realizaciones, el ©péptido administrado al paciente
humano puede comprender o consistir de AspArg- Nle-Tyr-Ile (SEQ
ID NO:2), Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile-His (SEQ ID NO:3), o mas
preferiblemente Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile-His-Pro (SEQ ID NO: 1), o
sales de los mismos. Se pueden sintetizar gquimicamente o expresar
recombinantemente el Nle3A (1-7) o las sales del mismo, cada uno
de los cuales se puede llevar a cabo utilizando métodos estandar

en la técnica.

En una realizacién, el péptido, o la sal del mismo, se
administra en una concentracién de aproximadamente 0.03 % a
aproximadamente 1% sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), o
sobre una base de peso/peso (mg). En diversas realizaciones
adicionales, el péptido, o la sal del mismo, se administra en una
concentracién de aproximadamente 0.03% a aproximadamente 0.75%;
aproximadamente 0.03% a aproximadamente 0.5%; aproximadamente
0.03% a aproximadamente 0.25%; aproximadamente 0.03% a
aproximadamente O. 1%; aproximadamente 0.03% a aproximadamente
0.075%; aproximadamente 0.03% a aproximadamente 0.05%; Y

aproximadamente 0.03%; todos sobre una base en peso (mg)/volumen

(ml), o sobre una base de peso/peso (mg).

El paciente humano puede sufrir de diabetes Tipo I o
diabetes Tipo II, y tiene una uUlcera en el pie, definido como
herida abierta en cualquier parte del pie (taldén, pie medio, Yy

parte delantera del pie).
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Como se utiliza aqui, "tratar" wuna Ulcera de pie de

diabético incluye

(a) limitar la evolucidn en el tamafio, area, y/o
profundidad de la uUlcera del pie;

(b) reducir el tamafio, &area, y/o profundidad de la ulcera
del pie;

(c) aumentar el indice de curacién y/o reducir el tiempo de
curacidn;

(d) curar la ulcera del pie (100% de epitelizacidn sin
drenaje); y

(e) reducir la incidencia de la amputacién o ralentizacidn

del tiempo para la amputacidn.

La Uulcera del pie puede ser provocada por cualquier
patologia subyacente, que incluye pero no se limita a neuropatia,
trauma, deformidad, altas presiones plantares, formacién de
callos, edema, y enfermedad arterial periférica. En realizaciones
preferidas, la Ulcera del pie de diabético humanc es una
provocada, por lo menos en parte, por neuropatia y presidn
resultante (peso que se lleva en la extremidad debido a la
carencia de sensibilidad en el pie). Como se sabe por aquellos
expertos en la técnica, las ulceras de pie de diabético humano
tienden a producirse debido a neuropatia y presién, que difiere
significativamente de, por ejemplo, heridas agudas por murinos.
En una realizacidén preferida adicional, la uUlcera de pie de

diabético comprende uno o mas callos.

- 000003



=

10

15

20

25

En una realizacidén adicional, la Ulcera de pie de diabético
es una Ulcera crénica. Como se utiliza aqui, una ulcera de pie
"crénica" es una que estado presente durante por lo menos 7 dias
sin reduccidén en el tamafio; preferiblemente por lo menos 14 dias;
ain méds preferiblemente, presente por lo menos 21 o 28 dias sin
reduccién en el tamarfio. En una realizaciédn preferida adicional
que se puede combinar con cualquiera de estas realizaciones, la
Ulcera crénica del pie no ha respondido (es decir: no hay
reduccién en el tamafio, &rea, y/o profundidad de la ulcera del
pie; no hay curacién de la Ulcera del pie) a ningun otro

tratamiento.

El péptido o la sal del mismo se puede administrar mediante
cualquier ruta adecuada, preferiblemente por medio de
administracién tépica. En una realizacidén, los métodos de la
invencién pueden comprender administrar una formulacidén toépica
tan frecuentemente como sea apropiado, es decir: una vez por dia,
dos veces por dia, etc. Los métodos pueden comprender
adicionalmente la administracién del péptido, o la sal del mismo
durante un largo periodo segun parezca deseable por el médico que
atiende, por ejemplo, hasta la curacidén de la ulcera. Para la
administracién, se prefiere que la formulacién tédpica forme una
pelicula continua que cubra el &area completa de la ulcera, que
incluya los margenes. En una realizacién preferida, la
formulacién tépica se aplica con espesor de aproximadamente 0.25
a 2 mm; preferiblemente 0.5 a 1.5 mm; preferiblemente

aproximadamente 1 mm de espesor.
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En una realizacidén, la administracidén tépica comprende la
administracién en una formulacién. seleccionada del grupo que
consiste de hidrogeles, cremas, unglentos, pastas, y lociones.
Las formulaciones se pueden aplicar en cualquier forma adecuada,
que puede incluir cualesquier vendajes para heridas para sellar
la formulacidén que se considere apropiada por el paciente humano
o cuidador. Dichos vendajes de ejemplo, incluyen, pero no se
limitan a, peliculas semipermeables, espumas, hidrocoloides, e

hisopos de alginato de calcio.

Los métodos pueden comprender adicionalmente desbridamiento
en y alrededor de la herida en combinacidén con la administraciédn
del péptido y las formulaciones del mismo. El1 desbridamiento de
todo el tejido necrético, callo, y tejido fibroso se realiza
tipicamente para el tratamiento de Ulceras de pie de diabético.
El tejido no saludable se desbrida nitidamente de con tejido con
sangre para permitir la visualizacién completa del grado de la
Ulcera y para detectar los senos o abscesos. Se puede utilizar
cualquier técnica de desbridamiento adecuada, como lo determina
el médico que atiende. Posteriormente la herida se puede enjuagar
vigorosamente con solucién salida estéril o un limpiador no

citotdéxico luego de desbridamiento.

En otra realizacién, la formulacién tédpica comprende
aproximadamente 0.5% a aproximadamente 4% de hidroxietil celulosa
(HEC) sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una base
peso/peso (mg) . En diversas realizaciones adicionales, la

formulacién tépica puede comprender aproximadamente 1% a
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aproximadamente 3% de HEC, o aproximadamente 2% de HEC, sobre una
base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una base de peso/peso
(mg). Estas formulaciones que comprenden matrices HEC de bajo
porcentaje (es decir: 2%) proporcionan un aumento 10 veces en la
liberacién de péptido durante un periodo de 24 horas de
formulaciones tales como aquellas que comprenden 10% de
carboximetilcelulosa (CMC), un resultado que no se esperaria por
aquellos expertos en la técnica. Adicionalmente, los datos
muestran que las matrices HEC son més biocompatibles que las

formulaciones HPMC y CMC probadas.

Los péptidos, o la sal de los mismos se pueden administrar
junto con uno o més de (a) un lioprotector; (b) un tensoactivo;
(c) un agente de relleno; (d) un agente que ajusta la tonicidad;
(e) un estabilizante; (f) un conservante (g) un regulador. En
algunas realizaciones, el regulador en la composicién
farmacéutica es un regulador Tris, un regulador histidina, un
regulador de fosfato, un reqgulador de citrato o un regulador de
acetato. Los péptidos se pueden administrar con un lioprotector,
por ejemplo sacarosa, sérbitol o trehalosa. En ciertas
realizaciones, los péptidos se pueden administrar con un
conservante por ejemplo cloruro de Dbenzalconio, benzetonio,
clorohexidina, fenol, m-cresol, alcohol bencilico, metilparabeno,
propilparabeno, clorobutanol, o-cresol, p-cresol, clorocresol,
nitrato fenilmercurico, timerosal, 4&cido benzoico, y diversas
mezclas de los mismos. En otras realizaciones, los péptidos se
pueden administrar con un agente de relleno, como glicina. En

todavia otras realizaciones, los péptidos se pueden administrar
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con un tensoactivo por ejemplo, polisorbato-20, polisorbato-40,
polisorbato- 60, polisorbato-65, polisorbato-80 polisorbato- 10
85, poloxdmero-188, monolaurato de sorbitan, monopalmitato de
sorbitédn, monoestearato de sorbitdn, monooleato de sorbitéan,
trilaurato de sorbitén, tristearato de sorbitdn, trioleasto de
sorbitdn, o una combinacidén de los mismos._Los péptidos se pueden
administrar con un agente que ajusta la tonicidad, por ejemplo,

un compuesto que hace la formulacién sustancialmente isotdnica o

isoosmética con sangre humana. Los agentes que ajustan la
tonicidad de ejemplo incluyen sacarosa, sorbitol, glicina,
metionina, manitol, dextrosa, inositol, cloruro de sodio,

arginina y clorhidrato de arginina. En otras realizaciones, los
péptidos se pueden administrar con un estabilizante, por ejemplo,
una molécula que, cuando se combina con el péptido que evita o
reduce sustancialmente la inestabilidad fisica y/o quimica de la
proteina de interés en forma liofilizada o 1liquida. Los
estabilizantes de ejemplo incluyen sacarosa, sorbitol, glicina,
inositol, cloruro de sodio, metionina, arginina, y clorhidrato de
arginina, parabeno, y combinaciones de metilparabeno \Y%

propllparabeno.

En todos los aspectos y realizaciones de la invencién, los
4cidos adecuados que son capaces de formar sales con los péptidos
incluyen, pero no se limitan a, &cidos inorgéanicos tales como
dcido clorhidrico, &cido bromhidrico, &cido percldrico, é&cido
nitrico, &cido tiocidnico, 4&cido sulfurico, é&cido fosfdérico .y
similares; y los &cidos organicos tales como acido férmico, é&cido

acético, &acido propiénico, &cido glicélico, acido léctico, acido
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piruvico, é&cido oxédlico, &cido maldénico, &cido succinico, &cido
maleico, A&cido fumarico, 4&acido antranilico, 4&cido cinnémico,
dcido naftaleno sulfdénico, &cido sulfanilico y similares. Las
bases adecuadas capaces de formar sales <con los péptidos
incluyen, pero no se limitan a, bases inorgdnicas tales como
hidréxido de sodio, hidréxido de amonio, hidréxido de potasio y
similares; y bases orgdnicas tales como mono-, di- y tri-alquil y
aril aminas (por ejemplo, trietilamina, diisopropil amina, metil
amina, dimetil amina y similares) y etanol-aminas opcionalmente
sustituidas (por ejemplo, etanolamina, dietanolamina y

similares).

Los péptidos o sales de los mismos se pueden derivar
adicionalmente para proporcionar vida uUtil mejorada, por ejemplo,
al unirse a polietilenglicol. Los péptidos o sales de los mismos
pueden comprender L-aminocacido, D-aminoéacidos (que son
resistentes a las proteasas especificas a L-aminodcido in vivo),
una combinacién de D- y L-aminodcidos, y diversos aminoécidos
"diseriadores" (por ejemplo, P-metil aminoacidos, Ca-metil
aminoacidos, y Na-metil aminoéacidos, etc.) para transmitir

propiedades especiales.

Los polipéptidos pueden ser el agente activo unico en la
composicién farmacéutica, o la composicién puede comprender
adicionalmente uno o méds otros agentes activos adecuados para
tratar ulceras de pie de diabético, tales como antibidéticos. Los
métodos se pueden utilizar en conjunto con otras terapias para

Glceras del pie, que incluyen pero no se limitan a terapia de
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herida de presidén negativa, férulas de contacto total,
caminadores de férula removibles, mediozapatos, becaplermina,

control de infeccidn, y terapia de oxigeno hiperbarico.

Los métodos pueden incluir cualesquier otras realizaciones
como se describe en el ejemplo que sigue. Se pueden utilizar
dichas realizaciones en cualquier combinacién en los métodos de

la invencidn, a menos que el contexto dicte claramente otra cosa.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona

formulaciones farmacéuticas, gque comprenden:

(a) aproximadamente 0.5% a aproximadamente 4% de HEC sobre
una base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una base de peso/peso
(mg); vy

(b) un péptido de por lo menos 5 aminodcidos contiguos de

Nle3 A(1-7), o la sal del mismo; en donde el péptido esté

o

presente en una concentracién de aproximadamente 0.03 a
aproximadamente 1% sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), o

sobre una base de peso/peso (mg).

Se demuestra aqui que las formulaciones farmacéuticas son
particularmente efectivas para tratar Gulceras de pie de
diabético, tales como Glceras de pie de diabético crénicas gque no

se tratan efectivamente utilizando terapias estandar.

En una realizacién, el péptido comprende Asp-Arg-Nle-Tyr-

Ile-His-Pro {(SEQ ID 25 NO: 1), o la sal del mismo. En otra
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realizacidén, el péptido consiste de Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile- His-Pro

(SEQ ID NO: 1), o la sal del mismo.

En una realizacién, el péptido, o la sal del mismo, esté
presente en la formulacidn en una concentracién de
aproximadamente 0.03 % a aproximadamente 1% sobre una base en
peso {(mg)/volumen (ml), o sobre una base de peso/peso (mg). En
diversas realizaciones adicionales, el péptido, o la sal del
mismo, estd presente en la formulacién en una concentracién de
aproximadamente 0.03% a aproximadamente 0.75%; aproximadamente
0.03% a aproximadamente 0.5%; aproximadamente 0.03% a
aproximadamente 0.25%; aproximadamente 0.03% a aproximadamente
0.1%; aproximadamente 0.03% a aproximadamente 0.075%;
aproximadamente 0.03% a aproximadamente 0.05%; y aproximadamente
0.03%; todos sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre

una base de peso/peso (mg).

En una realizacién adicional, la formulacidén farmacéutica
comprende aproximadamente 1% a aproximadamente 3% de HEC sobre
una base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una base de peso/peso
(mg). Estas formulaciones que comprende matrices HEC de bajo
porcentaje (es decir: 2%) proporcionado en un aumento de 10 veces
en la liberacién de péptido durante un periodo de 24 horas de
formulaciones tales como aquellas que comprenden 10 % de
carboximetilcelulosa (CMC), un resultado que se esperaria por
aquellos expertos en la técnica. Adicionalmente, los datos
muestran que las matrices HEC son mas biocompatibles que HPMC vy

las formulaciones CMC probadas. En todavia wuna realizacidn
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adicional, la formulacidén farmacéutica comprende aproximadamente
2% de HEC sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), © sobre una
base de peso/peso (mg). En otra realizacidén, la formulaciédn

comprende una formulacidén de hidrogel.

En una realizacién, la formulacién es formulacidn con base
en gel tdpica seleccionada del grupo que consiste de hidrogeles,
cremas, ungilientos, pastas, y lociones. La formulacién se
administra con el fin de formar una pelicula continua que cubre
el &rea completa de la ulcera, que incluye los mdrgenes, sin
escurrir. En una realizacién preferida, la formulacién tédpica se
aplica «con un espesor de aproximadamente 0.25 a 2 mm;
preferiblemente 0.5 a 1.5 mm; preferiblemente aproximadamente 1
mm de espesor. En otra realizacidédn no limitante la formulacidn se

aplica a aproximadamente 0.075 mL por cm? de area de superficie.

En todos los aspectos y realizaciones de la invencidn, los
dcidos adecuados que son capaces de formar sales con los péptidos
incluyen, pero no se limitan a, A&acidos inorgénicos tales como
4cido clorhidrico, &cido bromhidrico, 4&cido perclérico, acido
nitrico, &cido tiocidnico, A&cido sulfurico, &cido fosférico y
similares; y acidos organicos tales como &acido férmico, a&cido
acético, &cido propidénico, &cido glicélico, acido léactico, acido
piruvico, &cido oxdlico, &cido malénico, &cido succinico, é&cido
maleico, &cido fumadrico, 4&cido antranilico, 4&cido cinnéamico,
dcido naftaleno sulfénico, &cido sulfanilico y similares. Las

bases adecuadas capaces de formar sales <con los péptidos

incluyen, pero no se limitan a, bases inorgénicas tales como
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hidréxido de sodio, hidréxido de amonio, hidréxido de potasio y
similares; y bases orgdnicas tales como mono-, di- y tri-alquil y
aril aminas (por ejemplo, trietilamina, diisopropil amina, metil

amina, dimetil amina y similares) y etanol-aminas opcionalmente

sustituidas (por ejemplo, etanolamina, dietanolamina y
similares) .

Las formulaciones farmacéuticas pueden comprender
adicionalmente (a) un lioprotector; (b) un tensoactivo; (c) un

agente de relleno; (d) un agente que ajusta la tonicidad; (e) un
estabilizante; (f) un conservante y/o (g) un regulador. En
algunas realizaciones, el regulador en las formulaciones
farmacéuticas es un regulador Tris, un regulador de histidina, un
regulador de fosfato, un regulador de citrato o un regulador de
acetato. Las formulaciones farmacéuticas también pueden incluir
un lioprotector, por ejemplo sacarosa, sorbitol o trehalosa. En
ciertas realizaciones, las formulaciones farmacéuticas incluyen
un conservante por ejemplo cloruro de benzalconio, benzetonio,
clorohexidina, fenol, m-cresol, alcohol bencilico, metilparabeno,
propilparabeno, clorobutanol, o-cresol, p-cresol, clorocresol,
nitrato fenilmercurico, timerosal, &cido benzoico, y diversas
mezclas de los mismos. En otras realizaciones, las formulaciones
farmacéuticas incluyen un agente de relleno, como glicina. En
todavia otras realizaciones, las formulaciones farmacéuticas
incluyen un tensoactivo por ejemplo, polisorbato-20,
polisorbato-40, polisorbato- 60, polisorbato-65, polisorbato-80
polisorbato- 85, poloxamero-188, monolaurato de sorbitan,

monopalmitato de sorbitédn, monostearato de sorbitéan, monooleato
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de sorbitéan, trilaurato de sorbitdn, tristearato de sorbitén,
trioleasto de sorbitdn, o una combinacién de los mismos. Las
formulaciones farmacéuticas también pueden incluir un agente que
ajusta la tonicidad, por ejemplo, un compuesto que hace a la
formulacidén sustancialmente isotdnica o isocosmdédtica con sangre
humana. Los agentes que ajustan la tonicidad de ejemplo incluyen
sacarosa, sorbitol, glicina, metionina, manitol, dextrosa,
inositol, cloruro de sodio, arginina y clorhidrato de arginina.
En otras realizaciones, las formulaciones farmacéuticas incluyen
adicionalmente un estabilizante, por ejemplo, una molécula que,
cuando se combina con una proteina de interés evita o reduce
sustancialmente y/o la inestabilidad fisica de la proteina de
interés en forma liquida o liofilizada. Los estabilizantes de
ejemplo incluyen sacarosa, sorbitol, glicina, inositol, cloruro

de sodio, metionina, arginina, y clorhidrato de arginina.

Los péptidos o sus sales se pueden derivar adicionalmente
para proporcionar vida util mejorada, por ejemplo, al unirse a
polietilenglicol. Los péptidos o sus sales puede comprender L-
aminoacidos, D-aminoéacidos (que son resistentes a proteasas
especificas de L-aminocadcido in vivo), una combinacién de D- y L-
aminocdcidos, y diversos aminodcidos "diseriador" (por ejemplo, P-
metil aminodcidos, Ca-metil aminodcidos, y Na-metil aminoacidos,

etc.) para transmitir propiedades especiales.

El péptido puede ser el agente activo solo en la composicidn
farmacéutica, o la composicién puede comprender adicionalmente no

o mas otros agentes activos adecuados para tratar uUlceras
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diabéticas. Las formulaciones pueden incluir cualesquier otras
realizaciones como se describe en el ejemplo que sigue. Se pueden
utilizar dichas realizaciones en cualquier combinacidén en las
formulaciones de 1la invencidén, a menos gque el contexto dicte

claramente otra cosa.

Ejemplo: Ensayo Clinico Fase 2 Controlado por Placebo, Doble
Ciego, de Grupo Paralelo, Aleatorio para Evaluar la Seguridad y
Efectividad de NorLeu’-A( 1 - 7 ) en el Tratamiento de Sujetos

con Ulceras Diabéticas

El estudio fue disefiado como un ensayo multicentro,
controlado por placebo, doble ciego, de grupo paralelo,
aleatorio. Después de 1l4-dias del mejor cuidado para evaluar la
curacién de la ulcera y asegurar que las heridas son crodnicas,
cuatro semanas de tratamiento activo luego siguen por ocho
semanas de observacién y evaluacién. El estudio compara los
efectos de las dos concentraciones de NorLeu®-A(1-7) y placebo,
mide la eficacia clinica y seguridad. Se evalua la integridad del
tejido sostenido para todos los sujetos durante un periodo que
finaliza en 12 semanas después del cerramiento completo de la

herida.

Los sujetos se aleatorizan en una relacidén 1: 1 : 1 en uno

de los tres grupos de tratamiento:

Grupo 1l: Control de Vehiculo Placebo sin NorLeu’~ A (1 - 7)

(también denominado como "DSC127") 1 0 (
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hidroxietil celulosa (HEC) con 0.1% de metil parabeno,

0.02% de propil parabeno)

Grupo 2: 0.03 % de NorLeu’-A(1-7) en Vehiculo

Grupo 3: 0.01% de NorLeu®-A(1-7) en Vehiculo 15

El periodo de tratamiento de cuatro semanas requerido para
aplicacién diaria del tratamiento en el sitio de la herida. La
primera aplicacién cada semana es en la clinica y para el resto
de la semana el paciente autoadministra el tratamiento. Si ocurre
la curacidén de la herida durante los periodos de tratamiento o
evaluacién se conduce una visita de evaluacién final y se evalua
la integridad 4 y 12 semanas después (usualmente las semanas 16 y

24 del estudio).

Criterios de Inclusién

Los siguientes pacientes se consideran elegibles para

participacién en el estudio:

1) sujetos ambulatorios masculinos o femeninos quienes tienen
por lo menos 18 afios de edad en selecciédn

2) Al inicio del Periodo de Seleccién y luego de vinculacidn en
el estudio, tienen por lo menos una Ulcera diabética
neuropatica plantar de Wagner no curada crénica Grado 1 o
Grado 2 (uUlceras de espesor completo o parcial y no implican

hueso, tendén o diafisis (palpacién del tenddn o didfisis),
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Yy que no tienen signos de infeccidén o mielitis) entre 1.0-
6.0 cm® en el pie medio o parte delantera del pie, que
incluye los dedos pero que excluye el talén. No curado se
define como presente para un minimo un mes pero no mayor de
diez meses con menos de 30 % de reduccidn en el tamafio en
respuesta al tratamiento (tratamiento sin estudio, pero
incluye descarga) durante el Periodo de Seleccién. Si se
presenta mads de una Ulcera que cumpla con los criterios de
inclusién, se estudia y se trata la mas grande de acuerdo
con el protocolo. Se tratan ulceras sin estudio de acuerdo
con la mejor practica institucional, utilizando descarga por
protocolo.

Tienen un fndice Braquial de Tobillo (ABI) mayor de 0.7 para
neuroisquemia o mayor de 0.8 para DFU neuropatico.

Tienen una Presién de Oxigeno de Tejido (TcPO,) mayor de 40
mm Hg o presidén sistdlica de los dedos mayor de més de 50
mmHg para asegurar el potencial de curacidn.

Tienen diabetes Tipo I o Tipo II bajo control metabdlico
como se confirma por una hemoglobina glucosilada (HbAlc) de
menos de o igual a 12%, y un nivel de creatinina en suero de
no mas de 3mg/dL obtenido dentro de los 3 meses de
vinculacidén en el estudio.

Evalia el nivel inicial de neuropatia del pie utilizando
filamentos Semmes-Weinstein. Se considera que los pacientes
tienen suficiente neuropatia especifica de sitio por pérdida
de sensibilidad protectora (LOPS) si son incapaces de sentir
un monofilamento # 5.07 aplicado a por lo menos 5 de los

siguientes 7 sitios (28) en el pie de estudio: 000022
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o planta hasta los dedos y metatarsos 1, 3 y 5 (3 sitios)
o) planta hasta la parte media del pie y lateral (2
sitios)

5 o) talén de la planta (1 sitio) 0 primer espacio

intermedio distal dorsal (1 sitio)

7) Sujetos femeninos en edad fértil deben tener prueba de
embarazo negativa al momento del inicio de la terapia de

10 estudio.

8) Sujetos femeninos en edad fértil deben haber estado
dispuestos a utilizar un método médicamente aceptable de

control de nacimiento, tal como Essure®, contracepcidn

15 hormonal (pildoras orales, dispositivo implantable o parche
para la piel), dispositivo intrauterino, ligacién de tubo o
barrera doble, durante el periodo de tratamiento y

evaluacidén de la participacién del estudio.

20 9) Capacidad y disposicidén para entender y cumplir con los
procedimientos del estudio y para dar consentimiento
informado por escrito antes de vinculacidén en el estudio o

inicio de los procedimientos de estudio.

25 Criterios de Exclusién

Si un sujeto cumple con cualquiera de los siguientes

criterios, él o ella se excluyen del estudio:
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tiene una hipersensibilidad conocida a cualquiera de los
componentes de medicacidédn del estudio.

Exposicidén a cualquier agente de investigacién dentro 30
dias luego de entrada en el estudio.

Mujeres que estéan embarazadas o lactando.

Mujeres que no desean utilizar un método médicamente

aceptable de control de natalidad, tal como Essure®,
contracepcidn hormonal (pildoras orales, dispositivos
implantables o parches para la piel), dispositivo

intrauterino, ligacidén de tubo o barrera doble, durante el
periodo de tratamiento u evaluacién de la participacidn en
el estudio.

Enfermedad maligna activa de cualquier tipo. Un sujeto,
guien ha tenido una enfermedad maligna en el pasado, que se
trata y estd actualmente libre de enfermedad, se puede
considerar para entrada en el estudio.

Insuficiencia renal crénica (creatinina en suero durante
deteccidén es mayor de 3.0 g/dL obtenida dentro de 3 meses
luego de vinculacién en el estudio).

Disfuncién hepatica crénica evidenciada por niveles de
transaminasa dos veces mayores de lo normal.

Recibe hemodidlisis o terapia de didlisis peritoneal
ampulatoria crénica (CAPD).

Presién sanguinea en reposo (al momento de la visita inicial
del Periodo de Seleccidén) que excede 160 sistdlica y/o 90

diastdélica mmHg en 3 lecturas consecutivas por lo menos 15

minutos aparte. 000024
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15)

le)

17)

18)

24

Antes de terapia de radiacidén del pie con la ulcera bajo
estudio.

Uso actual de <corticosteroides (dentro de 8 semanas
pasadas), inmunosupresores (dentro de 8 semanas pasadas).

Se sabe que es VIH positivo.

Los sujetos cuya uUlcera es principalmente isquémica en
etiologia cuando se diagnostican por un ABI de < 0.7 o
presidén sistdlica del pie mayor < 40mmHg o TcP02 < 40 mmHg
en la posicidén supino y < 40mmHg mientras estd en reposo,
medido en la parte delantera del pie con el grupo de
electrodos a 44 C.

Anemia de células falciformes, enfermedad de Raynaud u otra
enfermedad vascular periférica.

Historia actual de abuso de drogas.

Sujetos que reciben un agente Dbioldgico para incluir
factores de crecimiento y equivalentes de piel (Regranex™™,
Apligraft™, o Dermagraft™) dentro de 30 dias pasados.
Sujetos con diabetes no controlada definida como un nivel de
hemoglobina glucosilada (HbAlc) > 12%, o un nivel de
creatinina en suero de mas de 3 g/dL obtenido dentro de 3
meses de vinculacidén en el estudio determinado en dos
ocasiones separadas por lo menos 3 semanas aparte.

Sujeto con una ulcera que se determina se infecta
clinicamente y requiere antimicrobianos tépicos o agentes
conocidos por afectar la curacidén de la herida o que ha
tomado antibidéticos sistémicos durante més de 7 dias por

cualquier razdn.
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19) Sujeto con Wagner Grado 3 o DFU mayor, absceso profundo o
infeccién de 1la articulacién o tenddn, o gangrena u
osteomielitis.

20) Un EKG con una prolongacién inicial marcada de intervalo
QT/QTc (por ejemplo, demostracidn repetida de intervalo QTc

interval > 450 milisegundos (ms))

Un total de 80 sujetos se involucra en el estudio; 27 se
aleatorizan en 1la dosis de 0.03% de NorLeu’-A(1-7), 25 se
aleatorizan con placebo y 28 se aleatorizan con 0.01% de dosis.
Todos los sujetos también reciben mejor estéandar de cuidado, que
incluyen desbridamiento, limpieza de heridas, aplicacién de un

vendaje oclusivo y descarga apropiado estandarizado.

Resultados

Los resultados recientes de un ensayo clinico Fase 2 con
NorLeu®-A(1-7) en pacientes con ulceras de pie de diabético
muestran que la proporcién de las ulceras de estudio curadas
mediante 12 semanas como se define por 100% epitelializadas sin
drenaje, asi como también como todos los criterios de valoracidn
secundarios. El ensayo clinico multicentro, controlado por
placebo, doble ciego de 80 sujetos que reciben una de dos dosis

de NorLeua—A(l—7> (0.03

o

y 0.01 %) o vehiculo placebo (2% de
hidroxietilcelulosa en regulador de fosfato con control de 0.1%
de metil parabenc y 0.02% de propil parabeno), ademas del mejor

estdndar de cuidado (que incluye desbridamiento). El1 férmaco es
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bien tolerado y no existen eventos adversos significativos

asociados con tratamiento de NorLeu3—A(1—7).

En la poblacién de Intencidén de Tratar (ITT) (todos 1los
sujetos recibieron cualquier medicacidén de estudio y de los que
estan disponibles datos post-iniciales): Los resultados muestran
que 54 3 de las heridas de diabéticos tratados con 0.03 % (alta
dosis) de NorLeu’-A(1-7) lograron 100 % de cerramiento en 12
semanas © menos, comparado con 33 % de los pacientes que
recibieron control de placebo, y 30 % de pacientes que recibieron
la dosis de 0.01 % (baja dosis) de NorLeu®-A(1-7). Con base en
andlisis de cociente de probabilidades, los pacientes tratados
con NorLeu®-A(1-7) 0.03 % tienen 2.3 veces mas probabilidad que
tengan sus heridas completamente curadas cuando se compara con

pacientes con placebo/estandar de cuidado.

En la poblacidén Por Protocolo (PP) (todos los pacientes que
no tienen una violacién de protocolo principal afectan 1la
eficacia): Los resultados muestran que 65 % de las heridas de
diabéticos tratas con dosis de 0.03 % de NorLeu®-A(1-7) logra 100
% de cerramiento en 12 semanas o menos, comparado con 38 % de los
pacientes que recibieron control de placebo, y 28 % de los
pacientes que recibieron la dosis 0.01 % de NorLeu®-A(1-7). Ver
Figuras 1-3. Con base en andlisis de cociente de probabilidades,
los pacientes tratados con NorLeu’-A(1-7) 0.03 % son 3.0 veces

mas probablemente que tengan sus heridas completamente curadas

cuando se compara con pacilentes tratados con placebo/estandar de

cuidado. 0000?7
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La dosis alta-de NorLeu®-A(1-7) excede bien el objetivo de
medicién de los criterios de valoracién primarios del ensayo de
una mejora en los 15 puntos de porcentaje en la curacidn completa
de las heridas dentro de una duracidén de 12 semanas del estudio
para las poblaciones ITT (21 % de aumento) y PP (27 % de aumento)

comparado con placebo.

En ensayo no fue disefiado para significancia estadistica,
sin embargo existe una mejora estadisticamente significativa (p=
0.049) del 50% en el indice de curacidén en la poblacidén PP de
alta dosis a lo largo de 12 semanas de tratamiento comparado con
el brazo de control, como se mide por la profundidad de la ulcera

utilizando andlisis de covarianza.

Los indices de curacién de herida para los pacientes en
NorLeu®-A(1-7) son destacables con el andlisis ITT que muestra un
aumento de 21 % y el andlisis PP muestra un aumento de 27 % sobre

el brazo de placebo.
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REIVINDICACIONES

Reivindicamos:

Un método para tratar uUlceras de pie de diabético, que
comprende administrar a un paciente humano que sufre de una
Ulcera de pie de diabético una cantidad de un péptidoc de por
lo menos 5 aminocdcidos contiguos de Nle3 A(1l-7) efectiva

para tratar la Ulcera de pie de diabético.

El método de 1la reivindicacién 1, en donde el péptido

comprende Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile~-His-Pro (SEQ ID NO: 1).

El método de 1la reivindicacién 1, en donde el péptido

consiste de Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile-His-Pro (SEQ ID NO: 1).

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en
donde la Ulcera de pie de diabético es una provocada, por lo

menos en parte, mediante neuropatia y presidén resultante.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en
donde la Ulcera de pie de diabético comprende uno o més

callos.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en

donde la uUlcera de pie de diabético es una ulcera crénica.

El método de la reivindicacidén 6, en donde la Ulcera crdnica

del pie no ha respondido a ningun otro tratamiento. 000033
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El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en

donde el péptido se administra tdépicamente.

El método de la reivindicacidén 8, en donde el péptido se
administra como una formulacidén tépica que forma una
pelicula continua que cubre el A&rea completa de la uUlcera

diabética.

El método de la reivindicacidén 8 o 9, en donde el péptido se

administra en una formulacidén de hidrogel.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en
donde el péptido se administra en una concentracidén de
aproximadamente 0.03 % a aproximadamente 1% sobre una base
en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una base de peso/peso

(mg) .

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en
donde el péptido se administra en una formulacidén de gel de
aproximadamente 0.5% a aproximadamente 4% de hidroxietil
celulosa (HEC) sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), o

sobre una base de peso/peso (mg).

Una formulacién farmacéutica, que comprende:
(a) aproximadamente 0.5% a aproximadamente 4% de HEC sobre

una base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una Dbase

peso/peso (mg); y | Q00034
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(b) un péptido de por lo menos 5 aminodcidos contiguos de
Nle3 A(1-7); en donde el péptido estd presente en una
concentracidén de aproximadamente 0.03 % a aproximadamente 1%
sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una base

de peso/peso (mg).

La formulacidén farmacéutica de la reivindicacién 13, en
donde el péptido comprende Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile-His-Pro (SEQ

ID NO: 1).

La formulacién farmacéutica de la reivindicacién 13, en
donde el péptido consiste de Asp-Arg-Nle-Tyr-Ile-His-Pro

(SEQ ID NO: 1).

La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las
reivindicaciones 13-15, que comprende aproximadamente 1% a
aproximadamente 3% de HEC sobre una base en peso

(mg) /volumen (ml), o sobre una base de peso/peso (mg).

La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las
reivindicaciones 13-15, que comprende aproximadamente 2% de
HEC sobre una base en peso (mg)/volumen (ml), o sobre una

base de peso/peso (mg) .

La formulacién farmacéutica de una cualquiera de las
reivindicaciones 13- 17, en donde la formulacidén comprende

una formulacién de hidrogel.
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METODOS PARA TRATAR ULCERAS DE PIE DE DIABETICO

Resumen: La presente invencidén proporciona un método y
5 formulaciones farmacéuticas para tratar Glceras de pie de

diabético.
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