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Luz Clemencia DE PAEZ, en mi condicién de apoderada de la sociedad solicitante de la
patente de la referencia, me refiero al oficio No. 2863 notificado por fijacion en lista el 24
de Marzo de 2015, cuyo plazo de respuesta fue prorrogado mediante memorial del 17 de
Junio de 2015.

1. Mediante oficio No. 2863 se puso en conocimiento del solicitante el informe que
contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solicitud de
patente. Las observaciones realizadas en el oficio se refieren a la supuesta presencia de
reivindicaciones referentes a un uso o segundo uso, a la presencia de excepciones de
patentabilidad, a la claridad de! pliego reivindicatorio, a la ¢laridad del capitulo descriptivo,
a la falta de unidad de invencion, y al nivel inventivo de las reivindicaciones 1-11, 15-26 en
vista de los documentos D1; W02006005268 y D2: Ruckle T et al., 1999.

2. Respuesta a las objeciones

De este modo y con el objeto de atender las objeciones arriba mencionadas, se
desea presentar las siguientes modificaciones, aclaraciones y argumentos:

“EXCELENCIA LEGAL EN UN MUNDO SIN FRONTERAS”
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21. Modificacion de una solicitud en tramite

De acuerdo con el articulo 34 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, donde se establece que la modificacién de una solicitud es posible en cualquier
momento del tramite mientras no implique una ampliacion de la solicitud inicial, me

permito presentar un nuevo pliego reivindicatorio conformado por 28 reivindicaciones.

Se han introducido ias siguientes modificaciones al capitulo reivindicatorio:

¢ Se modifico la reivindicacion 1 con el objetivo de especificar la secuencia de amino
acidos que caracteriza los péptidos ciclicos con actividad antineoplasica y
antiangiogénica y brindar mayor claridad frente el alcance la misma. De tal manera
que la objecion formulada al pliego reivindicatorio en relacidn con la falta de
claridad se debe tener por superada. Asi mismo, todos los péptidos ciclicos se
encuentran caracterizado por la secuencia de amino acidos que lo constituye.

e Se modificaron las reivindicaciones 22 a 26 con el objetivo de caracterizar
correctamente un kit de partes.

e La reivindicacion 21 fue modificada al indicar cual es el agente paramagnético o
sUper-magneético y el radioisétopo.

o Se eliminaron las reivindicaciones 12, 13y 14.

e Se eliminaron los términos: “opcional”, “al menos”, “preferentemente” que no
permitian dar claridad al pliego reivindicatorio.

o Queremos poner de presente que las SEQ ID NO: 1-76 se encuentran
debidamente soportadas en el capitulo descriptivo como se puede observar en la
Tabla 5 y en los ejemplos del mismo.

o El capitulo descriptivo fue modificado al especificar las secuencias de amino

acidos a los que se hace referencia en la ciclizacion de los péptidos (Pagina 31).

Por lo anterior, las objeciones formuladas por el Examinador en cuanto a la
presencia de excepciones de patentabilidad, la presencia de usos o segundos usos y la

claridad y concisién del pliego reivindicatorio se ven superadas. En consecuencia, se



solicita atentamente tener en cuenta este nuevo pliego reivindicatorio para el nuevo

analisis de patentabilidad.

2.2, Argumentos con respecto a la falta de claridad del Capitulo Descriptivo

Al especificar las secuencias amino acidas de los péptidos en el nuevo pliego
reivindicatorio, es claro que se ve superada la objecidn formulada a este respecto ya que
los péptidos ciclicos objeto de protecciéon se encuentran debidamente soportados en la
descripcién, tal y como se puede evidenciar en los Ejemplos de la descripcién tal y como

fue originalmente presentada.
Por consiguiente, se considera que la descripcién de la presente solicitud cumple
con los requerimientos establecidos en el Articulo 28 de la Decisién 486 y que la objecién

formulada por el Examinador se ve superada.

23. Argumentos con respecto a la falta de Unidad de Invencién

El articulo 25 de la Decisién 486, hace referencia a:

‘Articulo 25.-La solicitud de patente s6lo podré comprender una invencién o un
grupo de invenciones relacionadas entre si, de manera que conformen un tnico

concepto inventivo”.

Con respecto a las objeciones hechas por el examinador frente a la unidad de
invencion, se pone de presente que el concepto comin inventivo de [a presente solicitud
son los péptidos ciclicos que presentan actividad contra el cancer. Estos péptidos se
encuentran unidos, ademas, por la similitud en su estructura pues aquellos que presentan
las SEQ ID NO: 1-4, qué contienen cisteinas que forman los puentes disulfuros, son muy
similares al grupo de péptidos con enlaces amidas. Por ejemplo, todos los péptidos del 5-
16, del 19-22, 41- 44 son péptidos simitares a los péptidos del 2 al 5, s6lo que en los
primeros se sustituye el puente de disulfuro por un enlace amida entre los dos
aminoacidos (Lys y Asp/Glu) introducidos en las posiciones de las cisteinas.



Por lo anterior, las objeciones formuladas por el Examinador en cuanto a la falta
de Unidad de Invencidén del pliego reivindicatorio se deben tener por superadas. En
consecuencia, se solicita atentamente tener en cuenta este nuevo pliego reivindicatorio

para el nuevo analisis de patentabilidad.

24. Argumentos con respecto a la falta de Nivel Inventivo
El articulo 18 de la Decisién 486 sefiala lo siguiente:

“Articulo 18.- Se considerara que una invencién tiene nivel inventivo, si para una
persona del oficio normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa
invencién no hubiese resuftado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente

del estado de la tecnica”.

Una invencion se considerara inventiva si la misma no hubiese resultado obvia a
partir del arte previo para una persona del oficio normalmente versada en |la materia. Esto
a su vez implica que el Examinador a cargo de esta evaluacion debe colocarse en el
momento exacto en el que el inventor buscaba resolver el problema técnico contemplado
en la solicitud y para el cual poseia la literatura y el conocimiento disponibles en dicho

momento.

Siguiendo entonces los lineamientos de la Jurisprudencia aplicable al andlisis del
nivel inventivo de una solicitud de patente, se considera que una anterioridad o una
combinacioén de dos anterioridades puede afectar dicho requerimiento de patentabilidad, si
una persona medianamente versada en la materia encuentra ensefianzas o sugerencias
claras que, a partir de un conocimiento medio en dicho campo, le permitan llegar de
manera obvia a la invencion reivindicada. Adicionalmente se considera que una mejora

sustancial, un efecto inesperado o una ventaja con respecto al arie previo es un indicio de

nivel inventivo, por cuanto aporta un salto tecnolégico en la regla técnica.



A este respecto, respetuosamente manifestamos solicitamos atentamente la
reconsideracion de las razones por las cuales se objeta el nivel inventivo, con base en

la siguiente informacién:

La racionalidad de los 76 péptidos esta perfectamente descrita en los Ejemplos
7-11. En el Ejemplo 7 se describen los tres segmentos/regiones funcionales de los
péptidos y en el Ejemplo 11 se describe la estructura quimica de los péptidos de la
invencion. La base de todos los péptidos es una sola, la presencia del segmento
primario, es el lazo comprendido entre las dos cisteinas de la secuencia del péptido
SEQ ID NO: 1, que es comln a todos los péptidos. Los péptidos 2-4 contienen,
ademas, los segmentos N- y C-terminales descritos en el Ejemplo 7 y los cuatro
péptidos SEQ ID NO: 1-4 son activos. El resto de los péptidos son analogos a estos
cuatro, compartiendo con unos de estos la localizacidon de los constrefiimientos
estructurales y diferenciandose sélo en algunos casos en la naturaleza quimica del
constrefiimiento (Ejemplo 7). En algunos casos se incluye la sustitucion entre uno y
cuatro residuos cuya racionalidad es descrita en los Ejemplos 8-10. En el Ejemplo 8 se
describen en detalle los constrefiimientos estructurales, o sea los enlaces que
introducen la ciclizaciéon en los péptidos bien sea mediante puentes disulfuro entre
cisteinas o enlaces amida entre cadenas laterales de Lys con Glu/Asp y/o grupos de la
cadena principal. También se describe la introduccion de aminoacidos no naturales
analogos de Lys, Glu y Asp, para ser enlazados de igual menara por enlaces amida. Es
decir, que en los Ejemplos sélo aparece fundamentacion experimental para las SEQ ID
NO: 1-4, los cuales contienen cisteinas que forman los puentes disulfuros. Sin
embargo, el grupo de péptidos con enlaces amidas son similares a estos 4 péptidos
mencionados. Por ejemplo, todos los péptidos del 5-16, del 19-22, 41- 44 son péptidos
similares a los péptidos del 2 al 5, sélo que en los primeros se sustituye el puente de
disulfuro por un enlace amida entre los dos aminoacidos (Lys y Asp/Glu) introducidos
en las posiciones de las cisteinas. Los residuos funcionales que son descritos en el
Ejemplo 7 se mantienen, el porcentaje de similitud es muy elevado (90%), excepio para
los péptidos 41 y 42 que contienen una modificaciéon adicional, pero aun asi mantiene
una similitud del 85%.



Es ampliamente conocido por una persona versada en la materia que en el
disefio de péptidos sintéticos ciclicos es factible sustituir residuos de cisteinas que
forman puente de disulfuro por residuos Lys y Glu/Asp estableciendo un enlace amida
entre las cadenas laterales correspondientes. Ambas estrategias son ampliamente
utilizadas para la ciclizacién de péptidos y conocidas en el estado del arte. La
factibilidad de dicha sustitucion en los péptidos de la invencion, se encuentra descrita

en la pagina 37 de la presente solicitud.

Las secuencias de la lista SEQ ID NO: 1-76, no son péptidos lineales, todos son
péptidos ciclicos con una estructura espacial predefinida. La racionalidad de estas
estructuras espaciales estan representadas en las Figuras 9-15 y son descritas en los

Ejemplos 7-11 del capitulo descriptivo.

Los estudios de relacién estructura-funcion descritos en los Ejemplos 1-7 de la
presente invencién, permitieron identificar una region de unién primaria (lazo central
SEQ ID NO: 1) que constituye el nlcleo activo del péptido NO6P87, esencial en la
actividad bioldgica correspondiente al segmento Gly 266-Asp268 (pag. 30, lineas 1-
29).

Este lazo se conserva en todos los péptidos descritos en la lista 1-76, y forma
parte indisoluble del caracter innovador de la presente invencion; ya que se describe la
potencialidad terapéutica de esta estructura ciclica peptidica conteniendo un nucleo
activo conservado.

Justamente, el hecho de que el péptido NO6P87 no presente actividad
antineoplasica constituye la base del caracter innovador de la presente invencion,
donde Ia ciclizacion de la simple secuencia lineal del péptido NO6P87 no es capaz de
presentar actividad antineoplasica ( ver pag.6 lineas 6 — 10 y Ejemplo 4). Es necesario
que la ciclizacion cumpla con determinada estructura espacial descrita en los ejemplos
7-11, para lograr la actividad antineoplasica deseada. Todos los péptidos de Ia lista 1-
76 cumplen con la estructura espacial definida en la presente invencion,

independientemente de |a posicion de insercion de la Cys.



Ademas, la insercién o delecion de aminoacidos a las secuencias de la region
de unién secundaria C-terminal, y a la regién secundaria N-terminal, de unién y/o
apoyo estructural (Figura 9, Ejemplo 7), no es aleatoria. Cada uno de los aminoacidos
que pueden hacer variar las secuencias de estas dos regiones tienen caracteristicas

fisico-quimicas definidas en las tablas 6-8 del Ejemplo 8.

Los ejemplos de los péptidos ciclicos de la lista SEQ ID NOs: 1-4 (codificados
como: A08P25s-s, AO8BP28s-s, JO8BP46s-s y J08P48s-s) ilustran el caracter innovador
de la lista SEQ ID NOs: 1-76 ya que:

1) Presentan conservada la region de union primaria (lazo central), como nucleo de la
actividad biolégica.

2) Varian la longitud de la cadena peptidica, pero conservan la estructura espacial, y
presentan actividad biolégica.

3) Varian las posiciones de la Cys en la region de unién secundaria C-terminal y
presentan actividad biologica.

4) Varian las posiciones de fa Cys en la regién de unién secundaria N-terminal y
presentan actividad biolagica.

5) Presentan el extremo C-terminal como parte integra del lazo ciclico y presentan

actividad biolégica.

El hecho de que la potencia de la actividad sea diferente entre ellos se debe a
la regién flaquneante, la cual puede caracterizar la intensidad de las interacciones
moleculares y, por consiguiente, ello se puede modular mediante la optimizacion de los
esquemas y dosis de tratamiento, segun la patologia de interés, como se muestra en la
Figura 19 de la presente invencién y se aporta en el presente documento mediante las
Figuras 1-7.

Asi mismo, en Anexos es posible encontrar otros ejemplos de evaluaciones de
actividad biolégica de los péptidos descritos en |la Tabla 5 (Tabla 5. Disefio de péptidos
ciclicos analogos al péptido lineal NOBP87). Las mismas muestran las curvas dosis



respuesta de cada uno de los péptidos modelos a modo de ejemplos, sobre un panel.
de lineas de células tumorales humanas: Melanoma (A375), cancer de pancreas
(PANC-1), céncer de ovario (SKOV-3), leucemia linfoblastica aguda (MOLT-4), cancer
de pulmén de células no pequefias (A549), cancer de laringe (HEp-2), y cancer de

colon.

El método que se empled para la evaluacién de la actividad de los novedosos
péptidos ciclicos fue el método del MTT con la determinacién del -TO, donde se
sembraron las células y a las 24 h (T0) se afiadieron diferentes dosis de cada uno de

los péptidos que, a modo de ejemplos, se muestran en las Figuras 1-7.

El- tratamiento se realizé durante 48 horas con punto final. La proliferacion se
determiné referida al TO, por lo que los valores menores que cero indican que en ese
rango de dosis ocurrio muerte celular respecto al T0O, para el resto de las dosis ocurrié
inhibicién de la proliferacion celular, Las curvas dosis-respuesta demuestran et perfil de
actividad apropiado para el tratamiento de estas patologias oncolégicas humanas para
todos los péptidos modelos ejemplos. Los numeros de la leyenda representan la
secuencia de amino acidos correspondiente a la Tabla 5, secuencias SEQ ID NO: 1 -
76.

Asi, en los argumentos arriba presentados se pueden identificar claramente un
indicio de presencia de nivel inventivo de acuerdo con el numeral 2.13.5.3.1 de la
“GUIA PARA EXAMEN DE SOLICITUDES DE PATENTE DE INVENCION Y MODELO
DE UTILIDAD” de su despacho:

» Efecto técnico sorprendente y mejorado, ya que los péptidos ciclicos con actividad
antineoplasica y antiangiogénica obtenidos en la presente invencién, presentan
conservada la regidn de unién primaria, como nucleo de la actividad biolégica,
varian la longitud de la cadena peptidica, conservando la estructura espacial, asi
como [as posiciones de la Cys en las regiones de union secundaria C- y N-
terminal, présentan el extremo C-terminal como parte integra del lazo ciclico y

ademas presentan actividad biol6gica.



Por lo tanto, se le debe otorgar una compensacién a mi representada que
demuestra nuevos hechos (efectos sorprendentes e inesperados) a las ensefianzas
descritas en el estado de la técnica y contribuyen con el desarrollo de la tecnolog‘ia.
Por consiguiente, la presente solicitud posee la altura inventiva necesaria para que se

le conceda el privilegio solicitado.
2.5 Conclusion

Por todo lo anterior, el documento D1, el documento D2, o su combinacion, no
resultan anterioridades validas capaces de afectar el nivel inventivo de la invencion de la
presente solicitud. Por lo tanto, consideramos que el Examinador estd excluyendo el
hecho de que el inventor en el momento de solucionar el problema técnico de la solicitud
tuvo que emplear habilidad inventiva, pues la presente invencion no resulta de la mera
extrapolacién de las ensefianzas del arte previo, como se afirma. Se estd desconociendo

el mérito investigativo empleado y que esta aportando una ventaja al arte previo.

3. Puesto que se ha dado respuesta a todas las objeciones formuladas por el
Examinador, se solicita atentamente proceder al otorgamiento de la solicitud de patente.
En este sentido, respetuosamente recordamos al Examinador que la patente no podra ser
negada con base en objeciones diferentes a las expuestas en la accion oficial No. 2863,
toda vez que al no haber sido trasladadas a mi representada, dicha decision violaria tanto
el tenor literal del articulo 45 de la Decisién 486 como el derecho constitucional al debido
proceso. En este evento, y con base en el inciso 2 del articulo 45, respetuosamente
solicitamos al Examinador expedir una nueva accidn oficial que permita a mi representada
contra argumentar las mismas o modificar [a solicitud con el fin de cumplir los requisitos

de patentabilidad.
4. Anexos

* Nuevo pliego reivindicatorio conformado por 28 reivindicaciones.



* Nuevo capitulo descriptivo.

o FEvaluaciones de actividad biolégica de los péptidos.

« Comprobante de pago por 2 reivindicaciones adicionales después de las veintiséis
(26) originalmente presentada cuyas 16 reivindicaciones adicionales a la décima

fueron pagadas en la presentacion de la presente solicitud por valor de $ 64.000.
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PEPTIDOS CICLICOS CON ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA'Y
ANTIANGIOGENICA

Campo de la técnica

La presente invencion estd relacionada con el campo de la biotecnologia y la.

industria farmacéutica, en particular con el disefio y obtencion de péptidos ciclicos
destinados al diagnéstico y terapia de enfermedades oncologicas, u otras

patologias con proliferacion celular no deseada.
Estado de la técnica anterior

E] cancer es una enfermedad que se caracteriza por la division y el crecimiento
descontrolado de las células. Dichas células poseen la capacidad de invadir el
organo donde se originaron, de viajar por la sangre y el liquido linfatico hasta otros
6rganos mas alejados y crecer en ellos. Es un proceso muy heterogéneo, que
engloba a mas de 200 tipos de cancer, de evolucién muy diferente. Para que esta
enfermedad se desarrolle es necesaria la alteracion de varios genes
simultaneamente. Estas caracteristicas incrementan la complejidad del estudio y
comprension de estas patologias malignas, por lo que el tema del cancer es muy
amplio, multidisciplinario e involucra a numerosas lineas de investigacién. Esta
enfermedad constituye la segunda causa de muerte a nivel mundial y se espera
que para el 2020 se convierta en la causa mas frecuente de muerte en el mundo,
porque habra sobrepasado a las enfermedades cardiovasculares (Forteza F
(2004) Avances médicos de Cuba. 40:33).

El cancer es la causa principal de muerte en los paises econdémicamente
desarrollados y la segunda causa principal de muerte en paises en vias de
desarrollo (World" Health Organization. The Global Burden of Disease: 2004
Update. Geneva: World Health Organization; 2008). La incidencia de cancer esta
aumentando en paises econémicamente en vias de desarrollo como resultado del
crecimiento de la poblacién que envejece, asi como, cada vez mas, una adopcion
de estilos de vida asociado al desarrollo del cancer- inactividad fisica, habito de
fumar, y “occidentalizacién” de las dietas.

En GLOBOCAN 2008 se estimé una incidencia de 12.7 millones de pacientes con
cancer y 7.6 millones de muertes de cancer en el 2008; de éstos, 56% de los
casos y 64% de las muertes ocurrieron en el mundo econémicamente en vias de
desarrollo (Ferlay J, Shin HR, Bray F, Forman D, Mathers CD, Parkin D.
GLOBOCAN 2008, Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC Cancer Base



No. 10. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer; Disponible en:
hitp://globocan.iarc.fr. 2010. Revisado 8/1 7/2010).

La supervivencia de cancer tiende a ser mas pobre en los paises en vias de

desarrollo, probablemente debido a una combinacién del diagndstico tardio y el
acceso limitado al tratamiento oportuno y normal. Aunque muchos medicamentos
citotéxicos han sido desarrollados y perfeccionados para el tratamiento del cancer,
nuevas moléculas biolégicas son necesarias para crear una nueva generacién de
medicamentos anti-cancer mas efectivos y selectivos en el futuro, que penetraran
una gran porcién del mercado de terapéuticos del cancer.

La concepcion actualmente aceptada es que un tratamiento efectivo contra el
cancer es aquel que combina principios de accion diferentes, tales como: accion
directa sobre células tumorales y accién sobre el ambiente tumoral. Ello se puede
lograr mediante la combinacién de moléculas que posean cada una de estas
propiedades de manera independiente 0 mediante moléculas que posean ambas
propiedades a la vez. Este ultimo tipo de moleculas, i6gicamente es mas
ventajosa desde el punto de vista farmacolégico y econdémico. Ensayos
preclinicos usando inhibidores de angiogenesis (con el objetivo de interrumpir el
suministro de oxigeno y nutrientes al tumor) han sido muy promisorios,
frecuentemente han mostrado regresion tumoral completa o parcial, sin ninguna
resistencia al medicamento. Hasta ahora, el logro mayor en los estudios clinicos
ha sido estabilizar la enfermedad para un periodo sostenido de tiempo. Para ello,
actualmente se han empleado agentes anti-angiogénicos como terapia adyuvante
en la combinacién con otros tratamientos antitumorales.

Resultados de estudios clinicos han mostrado que la inhibicién de moduladores
individuales de la angiogénesis no son suficientes para sostener esta respuesta.
Existe la necesidad de agentes antiangiogénicos mas efectivos que sean capaces
tanto de arrestar como de revertir el crecimiento del tumor, de manera tal que se
logre un incremento significativo de la sobrevida y calidad de vida, con respecto a
los tratamientos actuales.

Aunque los péptidos existentes en la actualidad son una parte pequefa de todos
los agentes de las terapéuticas actuales, su potencial esta mejorandose por
nuevas tecnologias que modifican su estructura, farmacocinética, biodistribucion,
estabilidad y su aplicacion en las escenas preclinicas. En'particular,' ellos han
cobrado relevancia en la terapia del cancer, ya que existen novedosas

metodologias para modificarlos e incrementar su eficacia anticancer (Li, Zhi



J.: Cho, Chi H. Current Pharmaceutical Design, 16 (10), Abril 2010 , pp. 1180-

1189).
Se han realizado varios estudios donde se demuestra la factibilidad del empleo de

péptidos en el diagnostico y terapia del cancer. Algunos de ellos se encuentran en
fase avanzada de desarrollo clinico y otras nuevas generaciones estan surgiendo
en los tltimos afios, con resultados preclinicos alentadores.

La actividad citotéxica de un péptido litico disefiado para unirse al receptor del
factor de crecimiento epidérmico fue demostrada sobre varias lineas de cancer
humano. Se demostré que los cambios conformacionales en el nuevo péptido
litico, producto de esta union, incrementd su selectividad de unién a la membrana
de las células cancerosas, y debido a la accion sinérgica adquirida demostrd la
destruccion selectiva de las células tumorales. El tratamiento con el péptido litico
del receptor del factor de crecimiento epidérmico exhibié una suficiente actividad
citotéxica in vitro contra células de cancer resistentes a TKI con mutaciones K-ras
(Kohno, Masayuki. European Journal of Cancer 47(5), p.773, Mar 2011).

Para incrementar la terapia del cancer basada en la union a oligonucledtidos,
frecuentemente se acoplan péptidos que facilitan la entrada dentro de las células.
Con este objetivo, se han disefiado peptidos penetradores de células consistentes
de un péptido glutamato acoplado al extremo N-terminal del Oct6 NLS, que han
demostrado colocalizacién nuclear, asi como su captacién por lineas celulares de
cancer pancreatico y de prostata (Lewis, H Dan. BMC Biotechnology,10(1), p.79,
Oct 2010).

Un péptido perteneciente a un fragmento de la proteina inhibidora de la via del
factor de tejido (TFP!), una proteina anti-coagulante que existe en la naturaleza,
bloqued el crecimiento del tumor y la angiogénesis en modelos in vivo. Ademas,
inhibié la metastasis del tumor y el crecimiento de los vasos sanguineos, y no
parecid afectar los vasos normales (HEMBROUGH Todd A.; RUIZJose F;
SWERDLOW Bonnie M.; SWARTZ Glenn M., HAMMERS Hans J.; ZHANG Li;
PLUM Stacy M.; WILLIAMS Mark S.; STRICKLAND Dudley K.; PRIBLUDA Victor
S.:iBlood A. 2004, vol. 103, n° 9, pp. 3374-3380).

El desarrollo de agentes mas selectivos dirigidos a pruebas de imagenes y

tratamiento de diferentes tumores es la tendencia actual en el diagnostico y terapia
del cancer. Los péptidos son pequefias secuencias de aminoacidos que pueden
ser obtenidos o disefiados para unirse a un predeterminado blanco molecular y

son potencialmente capaces de interferir con su funcion. Estos peéptidos



especificos pueden inhibir componentes de sefiales individuales, los cuales son
esenciales en el desarrollo del cancer y su progresion.

La serralisina es la proteina mayoritaria extracelular de la bacteria Serratia
marcescens CMIB4202, y esta asociada a la patogenicidad de este
microorganismo en humanos, y también se le han asignado propiedades
antitumorales dependientes de su actividad catalitica (Wu Jun, Akaike T,
Hayashida K, y col., (2001) Japanese J. Cancer Res. 92:439-451). En dicha cepa
(S. marcescens CMIB4202) la proteina mayoritaria extracelular es la proteina p50
perteneciente a la familia de las serralisinas (SERMA). Se conoce que el
polipéptido perteneciente al dominio C-terminal no catalitico de esta serralisina
(denominado p25) es un potente inhibidor de la proliferacién endotelial y del
crecimiento de tumores primarios y metastasis in vivo (Abrahantes-Pérez MC vy
col., “Pharmaceutical composition containing serralisine pelypeptide fragments”.
Solicitud de patente con No. de publicacion internacional WO 2006/005268).
Cuando dicho polipéptido se expreso por via recombinante en Escherichia coli se
le denominé CIGB370r. _

A pesar de la existencia de multiples farmacos que se emplean en la terapéutica
del cancer, debido a la creciente incidencia de esta enfermedad continta siendo
de gran interés la identificacion y obtencion de agentes antitumorales mas
potentes que puedan sustituir o complementar la terapia de esta patologia en los
individuos que lo necesitan.

Explicacién de la invencion

La presente invencién contribuye a resolver el problema antes mencionado, al
proveer péptidos ciclicos con propiedades antitumorales y antiangiogénicas. En la
misma se aborda el disefio y obtencidén de estos compuestos peptidicos, y se
demuestra su eficacia en varios modelos animales de cancer.

Sorpresivamente, la actividad antitumorai del polipéptido p25 de S. marcescens
fue reproducida por un fragmento peptidico constrefiido estructuralmente, que se
encontraba pobremente expuesto en la interfase del dominio N y C-terminal de la
Serralisina, sugiriendo que la conformacion estructural de esta region del
polipéptido era la minima unidad estructural funcionalmente activa del polipeptido
p25, oculta en la Serralisina y probablemente expuesta durante la autocatalisis de
la misma, o en el medio ambiente proteolitico tumoral. Los datos presentados
demuestran que los péptidos constrefidos de la presente invencion tienen

actividad citotoxica directa sobre células tumorales y actividad antiangiogénica, y



sugiere un posible mecanismo y un nuevo paradigma de la regresion tumoral
mediada por infeccién.

Los péptidos son moléculas propiamente flexibles y, como tal, pueden adoptar
diferentes estructuras. Una o0 mas de una de sus estructuras posibles pueden
tener relevancia biologica especifica. Para determinar cuales conformaciones son
importantes, es necesario confinar los péptidos a una simple regién de espacio
conformacional, y entonces determinar si esta es su forma atil. Examinando
muchas de estas conformaciones, es posible determinar cual es bioldgicamente
importante.

Existen novedosas metodologias para crear estructuras sintéticas mas precisas.
Debe tenerse en cuenta que ellas deben mantener cierta flexibilidad. Es decir, sila
estructura disefiada es demasiado rigida, no puede asumir otra estructura con las
propiedades deseadas para su actividad biolégica in vivo, considerando que una
estructura ligeramente flexible es capaz de realizar este ajuste. Con las técnicas y
metodologias propias para el disefio de péptidos sinteticos, se obtiene el valioso
conocimiento sobre los requisitos para los receptores del péptido, los sitios activos
de enzimas, y una amplia variedad de otros procesos bioldgicos.

Las propiedades de un péptido en sistemas biologicos son dependientes de su
estructura. Asi, la habilidad de usar el disefio racional para la generacion de
péptidos Utiles es dependiente de la correspondiente habilidad para determinar las
relaciones especificas de estructura molecular con la actividad biologica. La
habilidad de reconocer estas relaciones esta determinada por una variedad de
incertidumbres, tanto en los sistemas del ensayo biolégico como en la
interpretacién de datos. El factor de mayor complicacién es la dificultad en
determinar la estructura tridimensional del propio péptido. Muchos péptidos son
inherentemente flexibles y por eso asumen muchas conformaciones en solucion.
El problema radica en determinar cual de estas conformaciones es responsable de
la actividad observada del péptido, y muchos péptidos pueden ser activos en mas
de una conformacion. El uso de constrefiimientos conformacionales ha sido Util
para elucidar estas relaciones de estructura-funcidn. Si el péptido se restringe a
una conformacién particular o estrechamente relacionada a la famila de
conformaciones activas, entonces la actividad medida refleja esa estructura.
Aunque una molécula absolutamente rigida es imposible, creando los anaiogos,
con los motivos estructurales prescritos, se puede empezar a atribuir ciertas

actividades biolégicas a sus estructuras causales.



En la presente invencion el mapeo peptidico de los sitios- funcionales de la
secuencia de p50/p25, utilizando péptidos sintéticos de 20 aa solapados en 10y
ensayando la actividad citotoxica sobre células tumorales in vitro (ver Ejemplo 2},
indicd que el péptido Gly255-Ser274 (NO6P87) es activo. No obstante, la actividad
de este péptido in vivo fue inferior a la observada para la proteina p25.
Adicionalmente, la sustitucién en el polipéptido recombinante idéntico a p25
(CIGB370r) y también en el péptido sintetico NO6P87, de! segmento Gly266-
Asp268 por el tripéptido Ala-Ala-Ala abolid la actividad bioldgica de ambas
moléculas, indicando que este segmento es esencial para la actvidad
anticancerigena. Ese resultado sugiere ademas, que una o ambas cadenas
laterales de los residuos Arg267 y Asp268 son esenciales en la interaccion con el
(o los) receptor(es), aun no identificado(s), aunque un efecto negativo de la
mutacion triple sobre la conformacion del péptido y de la proteina biologicamente
activa también es 'concebible. En este sentido, si se asume que la estructura local
biologicamente relevante del tripéptido es similar a la adoptada en la estructura
cristalografica de p50, entonces la sustitucion de Gly266 por Ala es altamente
desfavorable; ya que la cadena principal de este residuo adopta angulos positivos
de torsion prohibitivos para el aa alanina (Figura 14). Adicionalmente, los
resultados del Ejemplo 2 también muestran, que la presencia del segmento
Gly266-Asp268 per se no es suficiente para lograr el efecto bioldgico y otros
residuos son también necesarios. Como se observa en la Tabla 2, el péptido
sintético FO7P16 correspondiente a la secuencia Thr265-Trp284 y solapado en 10
residuos con el péptido lineal NO6P87 (Gly255-Ser274), no es activo a pesar de
contener la secuencia Gly266-Asp268.

En la presente invencion, la identificacion del segmento Gly255-Ser274 como
parte de un sitio funcional responsable de la actividad anticancerigena de la
proteina p50/p25 es sorprendente, dado el caracter criptico del segmento en la
estructura 3D de la proteina p50. La mayoria de los aa del segmento Gly255-
Ser274 se encuentran total o parcialmente ocultos en el interior de la estructura 3D
de p50, incluyendo a los residuos Thr257, Tyr258, Gly259, Phe260, Thr265,
Arg267, Phe269, Leu270 y Thr272. El giro Arg267-Leu270 forma parte de la
superficie de interfase entre los dominios N y C-terminal de la proteina. Los
residuos Arg267 y Asp268 forman puentes salinos (doble puentes de hidrogenos
cada uno) con los residuos del dominio N-terminal Asp98 y Arg171
respectivamente. La interfase incluye también interacciones interdominios de

caracter hidrofébico, gue involucran al residuo Phe269 del dominio C-terminal y los
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residuos Ala232 y Ala233 del dominio N-terminal. Adicionalmente, el caracter
criptico del sitio es consistente con la mayor potencia observada de la proteina
p25 con respecto a p50, ya que p25 no contiene el dominio N-terminal y presenta
una mayor exposicion del segmento Gly255-Ser274 (ver Ejemplo 3, Figura 5,
Tabla 3).

En la presente invencién se evidencio que la conformacion del péptido NO6P87 es
esencial en su actividad biolégica. La importancia de la conformacion del péptido
NO3P87 en su actividad antitumoral es apoyada por los resultados del Ejemplo 4,
que muestran que su actividad depende de sus regiones flanqueantes que
garantizan el plegamiento correcto de la molécula. Por otra parte, cuando el
polipéptido p25 se expres6 por via recombinante, y no se le adicioné calcio
durante su renaturalizaciéon, éste no presentd actividad biolégica. Por ende, las
preparaciones no plegadas correspondientes a los polipéptidos carentes de
Atomos de calcio no son activas (la union de calcio es necesario para el
plegamiento correcto y estabilidad de la proteina). Adicionaimente, el Ejemplo 4
muestra que la introduccion de un puente disulfuro en el péptido NO6P87 -
mediante la adicion de una cisteina en el extremo N-terminal y otra en el extremo
C-terminal - provoca la pérdida de la actividad biolégica del péptido (péptido
NOBP89 de la Tabla 4, Figura 7). La ciclizacién introducida por este medio reduce
el espacio conformacional accesible al péptido en solucion, sin embargo esta es
incompatible con la conformacion que el segmento Gly255-Ser274 adopta en la
estructura plegada de p50. La distancia entre los extremos amino y carboxilo
terminales del segmento Gly255-Ser274 en la estructura cristalografica de la
proteina es de 24.4 A (Figura 10E), lo cual es incompatible con la estereoquimica
de los puentes disulfuros (distancia carbono aifa- carbono alfa entre cisteinas
enlazadas no mayor a 7 A). Esta modificacion, por tanto, presupone una alteracion
significativa de las propiedades estructurales de la cadena peptidica de NOBP87.
Estos resultados y su andlisis correspondiente sugieren que la conformacion
activa de NO6P87 pudiera ser similar a la adoptada por el segmento Gly255-
Ser274 del polipéptido p25 nativo.

Como se muestra en los Ejemplos 2, 4 y 6, es factible el disefio de analogos
peptidicos de la actividad biologica del polipéptido p25. En la presente invencion
se presenta el disefio de una familia de péptidos cortos y medianos (9-25
residuos) potentes, basados en la estructura del péptido NO6P87, y modificados

mediante la introduccién/sustitucion de determinados grupos quimicos yfo



restricciones estructurales (Tabla 5) que permiten que estos péptidos muestren
valores de eficacia y potencia cercanos o mejores que el polipéptido p25.

Ademas de su alta eficacia y potencia, los péptidos cortos y medianos de la
presente invencién presentan varias ventajas como agentes anticancerigenos, con
respecto a las proteinas originales completas. Generaimente, el tamario de la
molécula influye en las propiedades farmacocinéticas (tales como la
biodistribucion) de los agentes anticancerigenos. Ejemplos bien documentados
son los fragmentos de anticuerpos de cadena Unica recombinantes (r-sc-Fv)
comparados con los anticuerpos, los primeros tienen mejor acceso a tejidos y
tumores poco accesibles a los anticuerpos completos (Cortez-Retamozo V,
Backmann N, Senter PD, Wernery U, De Baetselier P, Muyldermans S, Revets H;
(2004). Cancer Res. 64(8):2853-7). Particularmente limitado ha sido el alcance de
la terapias de anticuerpos en el tratamiento de tumores sélidos (Stern M,
Herrmann R; (2005). Crit Rev Oncol Hematol.54(1):11-29). En general, las
evidencias experimentales indican que las propiedades farmacocinéticas mejoran
con el uso de ligandos mas pequefos (Reilly R. M., Sandhu J., Alvarez-Diez T. M.,
et al. (1995). Clin. Pharmacokinet. 28: 126142). Los péptidos cortos y medianos
(tipicamente 1-3 kDa) pueden en parte sortear las complicaciones asociadas a la
terapia anticancerigena basada en anticuerpos (Ladner R. C., Sato A. K,
Gorzelany J., de Souza M. (2004). Drug Discov. Today 9: 525529). En particular,
los péptidos pueden mostrar una mayor penetracién del tumor, menor adquisicion
inespecifica y elicitar una respuesta inmunoldgica menor. Por tanto, los peptidos
de la presente invencion ademas de estar disefiados para optimizar la interaccion
con su receptor, también deben garantizar una biodistribucion eficiente.
Usualmente los péptidos cortos y medianos de hasta 20-25 residuocs, son poco
inmunogénicos, a diferencia de las proteinas heterdlogas, y especialmente los
antigenos de microorganismos, como es el caso de p25. El empleo de tales
proteinas como agentes terapéuticos puede generar una respuesta inmunoldgica
en los pacientes, provocando la aparicion de anticuerpos que pueden neutralizar el
efecto terapéutico de la proteina. Este efecto es especialmente relevante en el
tratamiento de padecimientos crénicos, que requieren el uso continuado de los
agentes terapéuticos. Por otra parte, si el microorganismo es un patdégeno de
humanos puede suceder que un determinado porcentaje de las personas posean
ciertos niveles preexistentes de anticuerpos neutralizantes, lo cual pudiera elevar
las dosis terapéuticas necesarias. Como una parte significativa de la superficie

molecular del segmento Gly255-Ser274 se encuentra comprometida en la
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interfase entre los dominios N- y C- terminal de la proteina p30, y por tanto es
criptica en la estructura nativa de la proteina, en consecuencia el péptido NOGP87
es potencialmente poco antigénico, o sea que los anticuerpos anti-proteina p30 no
son eficientes en reconocer (neutralizar) el péptido NO6P87. Por tanto, desde el
punto de vista de la antigenicidad/inmunogenicidad potencial de la molécula
terapéutica es mas favorable el uso de los péptidos en lugar de las proteinas
completas, especialmente cuando los péptidos son capaces de provocar un efecto
biolégico similar a la proteina natural.

Un elemento esencial del disefio de los agentes anticancerigenos potentes de la
presente invencion consiste en que los peptidos disefiados son ciclicos, o sea
contienen aa que se encuentran enlazados por medio de enlaces covalentes que
involucran grupos quimicos de las cadenas laterales y/o los grupos de los
extremos amino y carboxilo terminales. Por tanto los péptidos aqui disefiados son
constrefidos estructuralmente por medio de la ciclizacién, la cual reduce
significativamente la flexibilidad estructural de estas moléculas. Generalmente, el
empleo de péptidos como agentes terapéuticos presenta un namero de
desventajas. Tal es el caso de la flexibilidad intrinseca de los péptidos;
especialmente los cortos y medianos son mucho mas flexibles que las proteinas
plegadas, por lo que el proceso de union de estos a proteinas u otras
macromoléculas receptoras va habitualmente acompafiado de una mayor pérdida
de entropia conformacional. Este hecho contribuye a que estas moléculas posean
como regla una afinidad de union inferior al de la unién proteina-proteina. La
menor afinidad exhibida por los péptidos (consecuentemente también su potencia)
puede ademas estar asociada al hecho que la superficie de contacto péptido-
receptor suele ser menor comparada con las interfases proteina-receptor,
especialmente cuando los péptidos son un segmento de la proteina nativa. Por
esta razén, generalmente se hace necesario el redisefio y la modificacion quimica
de los péptidos para incrementar la afinidad de la union al receptor (y
consecuentemente su potencia).

Anteriormente se habla identificado un polipéptido derivado de regresion tumoral
mediada por infeccion denominado p25, con efecto antiangiogénico y efecto
directo sobre células tumorales (Solicitud de patente con No. de publicacion
internacional WO 2006/005268). En la presente invencion, se desarrolla una
plataforma basada en péptidos que mimetizan estructuralmente el motivo activo
del polipéptido p25, y que muestran ventajas con respecto a la molécula que le

dio origen. El polipéptido, al ser de origen bacteriano, limita los ciclos de
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tratamiento del cancer; ya que puede generar respuesta del sistema inmune que
neutralice la actividad del mismo, e impida el tratamiento prolongado de una
enfermedad crénica como es el cancer. Es por ello, que en la presente invencion
se dirigié la investigacion en el campo de la obtencion de moléculas derivadas de
la regresién tumoral mediada por infeccion, Utiles para la terapia del cancer, al
identificar la minima unidad funcionalmente activa del polipéptido p25 que
reprodujera su actividad contra el cancer, sin originar respuesta negativa del
sistema inmune durante la terapia prolongada de patologias oncolégicas o de
proliferacion celular no deseada.
Un aporte de la presente invencion es que es posible desarrollar moléculas
peptidicas de 25 aa 0 menos, que mimetizan desde el punto de vista estructural la
unidad minima funcionalmente activa de proteinas antitumorales derivadas de la
regresion tumoral mediada por infeccion, y que sorprendentemente estas
pequefias moléculas no ejercen su actividad contra el tumor mediada por el
sistema inmune, tal como estaba establecido hasta el momento en el paradigma
de regresion tumoral mediada por infeccion (Paglia P, y Guzman CA. Cancer
Immunol. immunother. 1998. 46:88-92). Ademas, otro aspecto novedoso de Ia
presente invencion, es que estas pequefas regiones activas no se encuentran en
la superficie de exposicion de las proteinas bacterianas, sino que cambian su
superficie de exposicion producto de la digestion enzimatica de las mismas. Ello
puede ocurrir en el ambiente fumoral rico en metaloproteasas, originando un
potente efecto citotéxico contra las células tumorales y contra la angiogénesis
propia del tumor, contribuyendo a la potente actividad antitumoral adjudicada a la
regresion tumoral mediada por infeccion, que ha sido un campo de investigacion
por mas de un siglo, sin llegar a obtener moléculas Utiles para la terapia del
cancer, que puedan convertirse en productos biotecnologicos novedosos en el
campo de la terapéutica oncologica. En el presente documento se demuestra que
esta hipotesis es valida; ya que los péptidos de la presente invencion mostraron
eficacia antitumoral in vitro e in vivo, con tratamientos prolongados, sin evidencias
de la presencia de anticuerpos neutralizantes que limitaran su tratamiento
continuado. Su tecnologia de obtencion es escalable Las bondades de estos
peptidos son:

e Presentan amplio espectro de accidn sobre células tumorales de diferente

origen histolég'ico.
e Accién directa sobre la angiogénesis tumoral y accién directa contra

células tumorales.
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¢ Sumecanismo de accion es independiente de p53.
» Tiene efecto citotoxico sobre células aisladas de metastasis humanas y su
consiguiente efecto antimetastasico.
e Inducen apoptosis sobre células tumorales y son especificos para células
activadas para proliferar.
e Tienen accion antitumoral, tanto por via sistémica como por via
intratumoral. Reducen la velocidad de crecimiento de tumores xenografos
y prolongan la sobrevida de animales portadores de tumor.
« En un grupo de tumores, causan regresién completa del tumor.
e No presentan toxicidad después de inyecciones repetidas en animales por
un periodo prolongado.
e Presentan mayor volumen de distribucién que la molécula que le dio
origen.
¢  Su perfil de biodistribucién permite el tratamiento de tumores malignos de
diferentes patologias.
¢ Sus tecnologias de obtencién son econdmicas.
e Su desarrollo farmacéutico es mas factible y rapido que el de moleculas
obtenidas por via recombinante.
Son objeto de la presente invencion, péptidos ciclicos con actividad antineoplasica
y antiangiogénica que se caracterizan porque su secuencia aminoacidica
comprende:
a) Un segmento cuya secuencia aminoacidica es:
X'-Asn-Thr-X?-Arg-Asp-Phe-X>-X*
Donde,
X' es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Ser, Cys,
Lys, Asp, Glu y un aminoadcido no natural cuya cadena lateral
comprende el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo: 0 una secuencia seleccionada entre el grupo combuesto por
un tetrapéptido, un pentapéptido, y un hexapéptido
X? es el aminoacido Gly o D-Ala
X% es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Leu, Cys,
Lys, Asp, Glu y un aminoacido no natural cuya cadena lateral
comprende el grupo funciona!l sulfhidrilo, el grupe amino o el grupo
carboxilo
X* es opcional y es un aminoacido seleccionado entre el grupo

compuesto por Ser, Cys, Lys, Asp, Glu y un aminoacido no natural cuya
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cadena lateral comprende el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o
el grupo carboxilo;
Un segmento N-terminal, opcional y anterior al segmento descrito en a),
cuya secuencia aminoacidica es:

X3-Asp-Thr-Val-X*-X3-X2.X
Donde,
X' es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Asn, D-
Asp, D-Glu, D-GIn y D-Ala, y se encuentra enlazado por un enlace
peptidico al residuo X' del segmento descrito en a), y dicho enlace
peptidico comprende al grupo carbonilo de la cadena principal del
residuo X' y al grupo amino de la cadena principal del residuo X' del
segmento descrito en a);
X2 es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Phe, Cys,
Lys, Asp, Glu y un aminoécido no natural cuya cadena lateral
comprende el grUpo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo
X2 es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Gly y D-Ala
X* es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Tyr, Cys,
Lys, Asp, Glu y un aminodcido no natural cuya cadena lateral
comprende el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo
X es un aminodacido seleccionado del grupo compuesto por Gly y D-Ala
Un segmento C-terminal opcional y posterior al segmento descrito en a)
cuya secuencia aminoacidica es seleccionada del grupo compuesto por
The-X"'X*2, The-X*1-X2-X* y The-XH X2 xR
Donde,
el residuo N-terminal Thr de dicho segmento C-terminal se encuentra
enlazado al segmento descrito en a) por un enlace peptidico que
comprende el grupo amino de la cadena principal de dicho residuo N-
terminal Thr y el grupo carbonilo de la cadena principal del residuo x*
del segmento descrito en a)
X*' es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Thr, Gly y
Ala
X*? es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Ser, Asn,

Cys, Lys, Asp, Glu y un aminoacido no natural que comprenda en la
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d)

cadena lateral el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo

X*® es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Cys, Gln,
Arg, Asn, Lys, Asp, Glu y un aminoacido no natural que comprenda en fa
cadena lateral el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo

X** es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por GIn, Arg,
Asny Lys

Al menos un enlace covalente seleccionado del grupo compuesto por un
enlace peptidico que comprende los grupos amino y carbonilo de los
extremos N- y C-terminal del péptido que esta presente si la secuencia
X' del segmento descrito en a) es la secuencia de un tetrapéptido, un
pentapéptido o un hexapéptido; un enlace covalente disulfuro que
comprende los grupos sulfhidrilo de la cadena lateral de los residuos X'
y X0 X*y X o X2y X0 X%y X" si dichos residuos X'y X* o X4y X
o X2y X*2 0 X2 y X" son Cisteinas o un aminoacido no natural cuya
cadena lateral comprende el grupo sulfhidrilo; un enlace amida que
comprende un grupo carbonilo y un grupo amino de las cadenas
laterales de los residuos X'y X* o X* y X3 0 X2y X*Z 0 X?y X si
dichos residuos X' y X* 0 X*y X> 0 X2y X" 0 X2y X" son Lys (o un
aminoacido no natural cuya cadena lateral comprende un grupo amino)
y Glu (o Asp o un aminoacido no natural cuya cadena lateral comprende
un grupo carbonilo), o dichos residuos X'y X*o X*y X® 0 X?y X720
X? y X' son respectivamente Glu (o Asp o un aminoacido no natural

cuya cadena lateral comprende un grupo carbonilo} y Lys (0 un

aminodcido no natural cuya cadena lateral comprende un grupo amino);’

y un enlace amida que comprende el grupo carbonilo terminal del
péptido y un grupo amino de la cadena lateral del residuo X2y dicho
enlace amida esta presente si el residuo X*? es: el residuo del extremo
carboxilo terminal del péptido, el aminoacido Asn y X2 es el aminoacido
Lys o un aminoacido no natural cuya cadena lateral comprende un

grupo amino.

En una materializacion de la invencion, los péptidos ciclicos comprenden un
enlace peptidico entre los grupos amino y carbonilo de los extremos N-y C-
terminal del péptido y la secuencia X' de dichos péptidos tienen la secuencia

aminoacidica de un tetrapéptido, preferentemente de secuencia gue se selecciona
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del grupo compuesto por (D-Ser)-Pro-Thr-Pro, (D-Ala)-Pro-Thr-Pro y Gly-Pro-Thr-
Pro.

En otra materializacion de la invencion, los péptidos ciclicos comprenden un
enlace peptidico entre los grupos amino y carbonilo de los extremos N-y C-
terminal del péptido y la secuencia X' de dichos péptidos tienen la secuencia
aminoacidica de un pentapéptido, preferentemente de secuencia que se
selecciona entre el grupo compuesto por Arg-Arg-Pro-Asn-Ser, Arg-Arg-Pro-(D-
Ala)-Ser, Lys-Lys-Pro-Asn-Ser y Lys-Lys-Pro-(D-Ala)-Ser.

En otra materializacion adicional de la invencion, los péptidos ciclicos comprenden
un eniace peptidico entre los grupos amino y carbonilo de los extremos N- y C-
terminal del péptido y la secuencia X' de dichos péptidos tienen la secuencia
aminoacidica de un hexapéptido, preferentemente de secuencia que se selecciona
entre el grupo compuesto por Thr-Pro-(D-Ala)-Gln-Asn-Ser, Arg-Pro-(D-Ala)-Gin-
Asn-Ser, Thr-Pro-(D-Ala)-(gnGIn)-(nmAsn)-Ser y Arg-Pro-(D-Ala)-(gmGin)-(nmAsn)-
Ser, donde gnGIn es el aminoacido L-b-metilglutamina y nmAsn es el aminoacido L-
N-metilasparagina.

En la invencion los péptidos ciclicos pueden tener su extremo N-terminal enlazado
covalentemente al grupo acetilo, al aminoacido piroglutamico, a un lipido 0 a un
polimero, preferentemente el polietilén glicol, y el enlace se puede establecer
directamente, o por medio de un grupo espaciador, preferentemente el aminoacido
Gly. Ademas, los péptidos ciclicos de la invencién pueden tener su extremo C-
terminal en forma amida, o enlazado covalentemente a un lipido 0 a un polimero,
preferentemente el polietilén glicol, y el enlace se establece directamente, o por
medio de un grupo espaciador, preferentemente el aminoacido Gly.

En una materializacién de la invencion, los péptidos ciclicos pueden comprender
un enlace covalente entre el péptido y un lipido o un polimero, preferentemente el
polietilén glicol, y dicho enlace covalente comprender el grupo sulfhidrilo, el grupo
amino o el grupo carboxilo de la cadena lateral del residuo X', X3, X*, X2, X* X*?0
X*3, y dicho residuo X', X3, X4 X? X* X" o0 X** es el aminoacido Cys, Lys, Asp,
Glu o un aminoacido no natural cuya cadena lateral comprende el grupo funcional
sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo carboxilo.

En una realizacién de la invencion, los péptidos ciclicos se pueden caracterizar
porque X', X3, X* X2 X* X*2 0 X" son seleccionados del grupo compuesto por el
aminoacido cisteina, el acido (2R)-2-amino-3-sulfanilbutanoico, el acido (2R)-2-
amino-3-methyl-3-sulfanilbutanoico, el acido (2S5)-2-amino-4-sulfanilbutanoico,

acido 2-amino-5-sulfanil-pentanoico, el acido 2-amino-3-sulfanil-pentanoico, el
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acido  2-amino-4-metil-3-sulfanilpentanoico, el  acido 2-amino-3-metil-4-
sulfanilpentanoico, el acido 2-amino-3,4-dimetil-3-sulfanil-pentanoico, el acido 2-
amino-3-etil-3-sulfanilpentanoico, el acido (2R)-2-amino-3-metil-3-
sulfanilpentanoico, el &cido (4S)-4-amino-2-metil-5-sulfanilpentanoico, el acido
(4R)-4-amino-2-metil-5-sulfanilpentanoico, el acido (4R)-4-amino-5-
sulfanilpentanoico y el acido (4S)-4-amino~5—s-uIfanilpentanoico.

En ofra realizacién de la invencién, los péptidos ciclicos se pueden caracterizar
porque X', X3, X* X2, X*, X2 X** son seleccionados del grupo compuesto por el
aminoacido Lys, el acido 2-[bis(3-aminopropil)aminolacético, el acido (2S)-2,5-
diaminopentanoico, el acido 2,2-diaminoacético, el acido (35)-3,4-
diaminobutanoico, el &cido (2R)-2,4-diaminobutanoic, el acido (25)-2,4-
diaminobutanoico, el acido (28)-2,3-diaminopropanoico, el &cide (2R)-2,3-
diaminopropanoico, el &cido 2-[(2-aminoetil)amino]acético, el acido 2-{(3-
aminopropil)aminolacético, el acido 2-{(4-aminobutiljamino]acético, el acido (45)-
4 8-diaminooctanoico, el acido (28)-2-amino-3-(4-aminofenil)propanoico, el acido
(2S)-2-amino-3-[4-(2-aminoetoxi)feniljpropanoico, el  acido 2-(piperidin-4-
ilamino)acético, el acido (2S)-2-amino-4-[(5R)-2,2-dimetil-1,3-oxazolidin-5-
yllbutanoico, el acido (2S)-2-amino-6-(metilamino)hexanoico, el acido (2R, 4R)-4-
aminopirrolidine-2-carboxilico o el acido (2R,48)-4-aminopirrolidine-2-carboxilico,
el acido 2-(4-aminopiperidin-4-yl)acético, el acido 4-aminopiperidine-4-carboxilico,
el acido (25,4R)-4-aminopirrolidine-2-carboxilico y el acido imidazolidine-2-
carboxilico.

En una materializacion de la invencidn, los péptidos ciclicos se pueden
caracterizar porque X', X3, X% X2 X* X' o X" son seleccionados del grupo
compuesto por el aminoacido Glu, Asp, el acido 3-
[(carboximetil)aminolpropanoico, el acido 2-[(carboximetil)amino]acetico, el acido
3-[(2-carboxietil)amino]propanoico, el acido (3R)-3-aminohexanedioico, el acido 4-
aminoheptanedioico, el acido 4-aminopiperidine-1,4-dicarboxilico, el &cido (2S,45)-
4-aminopirrolidine-2-carboxilico, el acido 2-[(carboximetiljaminojacético, el acido
(28)-2-amino-6-[(carboximetil)amino]hexanoico, el acido 3-(2-
carboxietil)Jamino]propanoico, el acido (2S)-2-aminoheptanedioico, el acido (2S)-2-
aminooctanedioico, el acido (2R)-2-amino-3-[(2-carboxietil)sulfanillpropanoico, el
acido (2R)-2-amino-3-[(carboximetil)sulfanil]propanoico, el acido 4-{[(2R}-2-amino-
2-carboxietil] sulfanillbutanoico, y el acido (2S)-2-amino-3-[4-(carboximethoxi)
fenil]propanoico.

En una realizacion particular de la invencion, los péptidos ciclicos con efecto
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antitumoral y antiangiogénico tienen una secuencia aminoacidica seleccionada
entre las SEQ ID 1-76.

Es también objeto de la presente invencion el uso de los péeptidos ciclicos ya
referidos para preparar un medicamento para la terapia del cancer o el tratamiento
de desdrdenes de la proliferacion celular no deseada, o un medicamenio
antiangiogeénico.

Otro aspecto de la invencion lo constituye un método para el tratamiento del
cancer, de los desordenes de la proliferacion celular y la angiogénesis no
deseada, en el que se administra una composicién farmaceutica que comprende
una cantidad efectiva de al menos uno de los péptidos ciclicos de la invencion a
un individuo que lo necesita. Las composiciones farmacéuticas que comprenden al
menos uno de los péptidos de la invencion y excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables también son objeto de la presente invencion.

La invencion también provee compuestos para el diagnéstico del cancer que
comprenden al menos uno de los péptidos de la invencion y un agente para
imagen seleccionado dentro del grupo compuesto por un grupo fluorescente, un
grupo no fluorescente, una particula semiconductora fluorescente, un agente
paramagnético o siperparamagnético, y un radioisétopo.

Otro aspecto de la presente invencion es una combinacion farmacéutica que
comprenda al menos uno de los péptidos de la invencion con al menos un agente
de tratamiento, como los medicamentos anticancerigenos y las hormonas. En una
realizacién de la invencion, en dicha combinacion el péptido estd conjugado
directamente al agente de tratamiento mediante enlaces covalentes. En otros
casos, el péptido esta conjugado al agente de tratamiento por un elemento
acoplador.

La invencion también comprende las combinaciones farmacéuticas donde al
menos uno de los péptidos de invencién se combina con prodigiosinas o derivados
de estas. Los elementos que forman estas combinaciones pueden ser
administrados, a los individuos gue lo necesitan, en el curso de un tratamiento

médico, de forma secuencial 0 simultanea.

Un numero grande de medicamentos debe ser administrado por via parenteral, por
ejemplo; inyeccién intravenosa, intramuscular, o subcutanea, para lograr su
efectividad terapéutica. Para algunos terapéuticos, el uso de vehicuios de
liberacién controlada puede incrementar la eficacia del medicamento y el grado de
satisfaccion del paciente. El autoensamblaje molecular ha sido explorado

recientemente para ingenieria de materiales de encapsulacion y liberacion
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controlada de terapéuticos. Actualmente, existe gran progreso en el disefio de
plataformas de materiales autoensamblados basadas en péptidos y polimeros
(Monica C. Branco a,b, Joel P. Schneider. Acta Biomaterialia 5 (2008) 817-831).
Algunos de los péptidos de la presente invencion, tales como el JO8P48, tienen
propiedades anfipaticas que le permiten autoensamblarse, y por ende formar parte
de sistemas de liberacion controlada de moléculas terapéuticas o en el campo de
la nanotecnologia. Por tanto, también son objetos de la presente invencién las
formulaciones novedosas encapsuladas en forma de liposomas o microesferas
para la liberacion controlada de estos péptidos como medicamento para las
terapias combinadas del cancer. Asi como los complejos nanoparticulados con
sistemas de direccionamiento controlados hacia sitios de interés diagnostico-

terapéuticos o que por si mismo de manera especifica ejerzan estas actividades.
Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Actividad citotoxica del péptido NOBP87 sobre células tumorales de
diferente origen histolégico. A: células Colo 205; B: células HEp-2. El polipeptido
CIGB370r y el Cisplatino se emplearon como controles positivos de agentes
antitumorales.

Figura 2. Actividad citotoxica del péptido NOBP87 sobre la linea de cancer de
pulmén de células no pequefias A549 (A) y sobre la linea de cancer de colon
Ls174T (B). Otros péptidos de la libreria no mostraron actividad cuando se
evaluaron sobre la proliferacién de A549.

Figura 3. Ensayos de evaluacion de la actividad de varios péptidos de la libreria
objeto de estudio sobre las células tumorales humanas M14 (A) y Ls174T (B). El
polipéptido CIGB370r se empleé como control positivo de ambos ensayos.

Figura 4. Actividad citotdxica del péptido E07P04 sobre la linea de melanoma
M14. El polipéptido CIGB370r se empled como control positivo de! ensayo.

Figura 5. Calculos de accesibilidad de las superficies del N-terminal (1srpN) y C-
terminal (1srpC) de la proteasa mayoritaria de Serratia, con respecto a la proteina
integra (1srp).

Figura 6. Secuencias flanqueantes al péptido lider de 20 aminoacidos (aa)
NO6P87.

Figura 7. Actividad citotoxica sobre células de Melanoma humano. El péptido lider
NO6P87 es el tinico capaz de inhibir la proliferacion celular para una concentracion
de 50 pM.

Figura 8. Evaluacién de fa actividad antitumoral del péptido lineal NOGP87,

derivado del polipéptido p25, con respecto a la molécula que le dio origen.
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Esquema de administracion (A); Efecto antitumoral evaluado a través de la
medicion del volumen del tumor (B); y Efecto antitumoral evaluado a traves de la
sobrevida de los ratones inoculados (C). Modelo empleado: céancer de colon
humano Ls174T implantado en ratones atimicos NIH.

Figura 9. Definicion de regiones funcionales del segmento Glyzss-Serzzs (péptido
lineal NO6P87). Ei segmento primario del péptido es la region central, limitada por
los segmentos secundarios N- y C-terminales.

Figura 10. Modelos de los péptidos ciclicos J08P48s-s, AQ8P28s-s, A0OBP25s-s,
JO8P46s-s y del péptido lineal NO6P87 de la presente invencion, disefiados a partir
del segmento Glyzss-Serazs de la proteina p5S0. Los modelos fueron obtenidos con
el programa MODELLER, utilizando la estructura cristalografica de p50 como
molde. Los puentes disulfuros fueron introducidos en las posiciones identificadas
previamente utilizando el método MODIP. A: modelo de NO6P87 (péptido lineal)
de acuerdo a la estructura tridimensional (3D) del segmento Glyzss-Serzz4 en p30;
B: modelo del péptido JO8P48s-s; C: modelo del péptido A08P28s-s; D: modelo
del péptido AG8P25s-s; E: modelo del péptido JO8P46s-s con la sefializacion de la
distancia entre los extremos N- y C-terminales del péptido.

Figura 11. Modelo de la estructura del péptido ciclico 33 de la Tabla 5. La lisina 7
forma un enlace amida con el grupo carbonilo terminal.

Figura 12. Figura estereoscopica del modelo de la estructura del péptido ciclico
69 de la Tabla 5. El segmento primario Asn264-Ser271 es ciclizado mediante el
hexapéptido conector Arg-Pro-(dAla)-GIn-Asn-Ser. El residuo dAla es el
esterecisémero D-Ala.

Figura 13. Figura estereoscopica del modelo de la estructura del péptido ciclico 76
de la Tabla 5. El segmento primario Asn264-Ser271 es ciclizado mediante el
pentapéptido conector Arg-Arg-Pro-Asn-Ser, cuyos residuos son subrayados.
Figura 14. Mapa de Ramachandran correspondiente a la estructura 3D del
segmento Gly255-Ser274 de p30.

Figura 15. Esquema general de la estructura quimica de los peptidos ciclicos
disefiados en la presente invencién. Las lineas indican presencia de un enlace
covalente. Cuando conectan dos residuos del péptido, las lineas indican que estos
residuos son ciclizados, o sea enlazados covalentemente. Las lineas ubicadas por
encima de ia secuencia del péptido corresponden a la ciclizacién de la cadena
principal, por debajo se muestran los enlaces correspondientes a ciclizaciones que
involucran al menos una cadena lateral. Si una linea apunta a un residuo X

significa que el enlace covalente se produce por la cadena lateral de dicho residuo
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X. Si la linea parte de un guién entre dos residuos significa que el enlace
covalente involucra el grupo amino o carbonilo del residuo posterior y anterior al
guion respectivamente. La linea que apunta al guién delante de X' significa un
enlace covalente amida que comprende al grupo amino de X', en este caso el
péptido no posee segmento secundario N-terminal. Las lineas detras de X*y X*?
indican un enlace covalente que comprende el grupo carbonilo de X* y X'
respectivamente, detrés de X* significa ademés ausencia de segmento secundario
C-terminal y detras de X*? que este residuo es el residuo carboxilo terminal del
péptido. Entre llaves se sefialan los grupos involucrados en el enlace covalente y
el tipo de enlace: enlace amida o puente disulfuro, tambien se muestran
secuencias preferidas de los péptidos conectores. Las zonas sombreadas sobre la
secuencia del péptido indican en orden del N- al C-terminal los segmentos
funcionales definidos en la invencion: (a) segmento secundario N-terminal, (b)
segmenfo primario y (c) segmento secundario C-terminal. Con el triangulo P se
sefala los sitios factibles de ser modificados mediante la union covalente a
polimeros u otros grupos quimicos, tales modificaciones son factibles si el residuo
o grupo de la cadena principal en cuestion no participa de un enlace de ciclizacion.
El péptido puede incluir uno o méas enlaces de ciclizacion, asi como una o mas
modificaciones con polimeros y/o grupos quimicos. Los aa analogos mencionados
en la figura, como posibles ocupantes de las posiciones de reemplazo X, x2 x,
X3, X* X*? y X*® son aa cuya cadena lateral comprende el grupo amino o el grupo
carboxilo o el grupo sulfhidrilo.

Figura 16. Péptidos ciclicos optimizados, derivados del polipéptido p25
incrementan la sobrevida de los animales tratados. Animales portadores del tumor
subcutaneo TC-1 se inyectaron con una dosis de 80 M por via intratumoral (i.t.).
Cada grupo recibié un péptido diferente, o el polipéptido CIGB-370r o el vehiculo.
Se muestra la sobrevida de todos los grupos.

Figura 17. Péptidos ciclicos optimizados, derivados del polipéptido p25
incrementan la sobrevida de los animales tratados independientemente de la via
de administracion. Animales portadores del tumor subcutaneo TC-1 se inyectaron
con una dosis de 80 uM por via i.t o intraperitoneal (i.p). Cada grupo recibié un
péptido diferente, o el polipéptido CIGB-370r o el vehiculo. Se muestra la
sobrevida de todos los grupos.

Figura 18. Actividad biologica in vitro del péptido JO8P48s-s, sobre lineas de

células tumorales humanas de diferente origen histolégico.
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Figura 19. Péptidos ciclicos optimizados, derivados del polipéptido p25 superan la
actividad antitumoral y la sobrevida de los animales tratados con el péptido lineal y
su actividad es analoga a la del polipéptido CIGB-370r. (A) Esquema de
administracion; (B) Efecto antitumoral evaluado a través de la medicion del
volumen del tumor (B); y Efecto antitumoral evaluado a través de la sobrevida de
los ratones inoculados (C). Modelo: cancer de colon humano Ls174T implantado
en ratones atimicos NIH.

Figura 20. Efecto de dos péptidos ciclicos de la presente invencion sobre la
diferenciacién de células endoteliales en matrigel. Las células HMEC se cultivaron
en condiciones de activacion (10 ng.mL-1 EGF, 1 pg.mL-1 de hidrocortisona) en
presencia de dos péptidos ciclicos de la presente invencion o del vehiculo. Los
péptidos fueron capaces de inhibir la formacién de estructuras tubulares por
células endoteliales activadas para su proliferacion, evidenciando la actividad
antiangiogénica de los mismos, mientras que el vehiculo permitié la formacion de
las estructuras tubulares.

Figura 21. Microfotografia de péptidos ciclicos de la presente invencion en

condiciones que favorecen el autoensamblaje de los mismaos.

Exposicion detallada de modos de realizacion / Ejemplos de realizacion

Los ejemplos y datos siguientes muestran varios aspectos y caracteristicas
relacionadas con la obtencién de péptidos ciclicos, a partir de una libreria de
péptidos sintéticos lineales y de la estructura terciaria de un polipéptido,
perteneciente al C-terminal de la serralisina PRZN_SERMA (Braunagel SC, y
Benedik MJ (1980). Mol. Gen. Genet. 222:446-451), denominado p25, con
demostradas potencialidades farmacéuticas (Abrahantes-Pérez MC y col,
“Pharmaceutical composition containing serralisine polypeptide fragments”.
Solicitud de patente con No. de publicacién internacional WO 2006/005268).

En los ejemplos que se exponen a continuacion se relacionan los compuestos y/o
métodos de la presente invencion, incluyendo el uso de moléculas derivadas de
estos péptidos, optimizados y/o derivado de estos. Comparado con el estado de la
técnica anterior, los compuestos y los métodos relacionados en la presente
invencion, proporcionan resultados que son sorprendentes y contrarios a lo
esperado. La utilidad de esta invencion se ilustra a través del uso de estos
compuestos en el campo farmacéutico. Dichos compuestos poseen ventajas con
respecto a otros compuestos que se conocen por los versados en este campo de
la técnica.
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Ejemplo 1. Disefio y sintesis de una libreria de péptidos lineales derivados
del polipéptido p25.

Con el objetivo de identificar la minima unidad funcionalmente activa del
polipéptido p25 (Abrahantes-Pérez MC y col., “Pharmaceutical composition
containing serralisine polipeptide fragments”. Solicitud de patente con No. de
publicacién internacional WO 2006/005268), y generar nuevas moléculas a partir
de esta region, que posean mejores cualidades farmacolégicas vy
farmacodinamicas en la terapia del cancer que la propia p25 se disefiaron
péptidos lineales de 20 aminoacidos (aa) solapados en 10 aa. Ello implicaria la
identificacion de regiones activas comprendidas en una secuencia primaria entre
10 y 20 aa. La Tabla 1 muestra la secuencia primaria de cada uno de estos
péptidos, el codigo en el proceso de obtencion, y la masa del mismo una vez
sintetizado y purificado. La masa molecular de las preparaciones finales de los

péptidos se verifico por espectrometria de masas.

Tabla 1. Disefio y sintesis de una libreria de péptidos lineales a partir de la

secuencia primaria del polipéptido p25.

Masa
Péptido Secuencia de aminoacidos Cadigo Molecular
(Da)

MJO1 SYWSETNTGGDNGGHYAAAP-amida | DO6P91 2052.85
MJ02 DNGGHYAARAPLLDDIARIQH-amida | EQ7P01 2060.00
MJO3 LLDDIAAIQHLYGANPSTRT-amida | EQ7P05 2167.10
MJ04 LYGANPSTRTGDTVYGFNSN-amida | EQ7P06 2131.98
MJO5 GDTVYGFNSNTGRDFLSTTS-amida ! JO7P73/NO6P87 | 2137.10
MJO6 TGRDFLITTSNSQKVIFARW-amida | FO7P186 2227014
MJO7 NSQKVIFARWDAGGNDTFDF-amida | MO7P38 2192.50
MJOB DAGGNDTFDFSGYTANQRIN-amida | MO7P39 2160.97
MJO9 SGYTANQRINLNEKSFSDVG-amida | AO7P42 2198.08
MJ10 | LNEKSFSDVGGLKGNVSIAA-amida | AQ7P47 2004.06
MJ11 GLKGNVSIAAGVTIENAIGG-amida | AQ7P44 1839.01

MJ12 GVTIENAIGGSGNDVIVGNA-amida | AD7P45 1854.96
MJ13 SGNDVIVGNAANNVLKGGAG-amida | YO7P48 1824.92
MJ14 ANNVLKGGAGNDVLFGGGGA-amida | AO7P43 1785.95
MJ15 NDVLFGGGGADELWGGAGKD-amida | AQ7P46 1932.87
MJ16 DELWGGAGKDIFVFSAASDS-amida | O07P102 2070.08
MJ17 IFVFSARSDSAPGASDWIRD-amida | O07P103 2110.13
MJ18 APGASDWIRDFQKGIDKIDL-amida | O07P104 2243019
MJ19 FQKGIDKIDLSFFNKEANSS-amida | O07P105 2286.19
MJ20 SFFNKEANSSDFIHFVDHFS-amida | O07P106 2373.20
MJ21 DFIHFVDHFSGTAGEALLSY-amida | QO7P107 2224.07
MJ22 GTAGEALLSYNASSNVTDLS-amida | Q07P108 1967.99
MJ23 NASSNVTDLSVNIGGHQAPC-amida | EQ2P04 1993.95
MJ24 VNIGGHQOAPDFLVKIVGQVD-amida | EQ7P02 2104.14
MJ25 FLVKIVGQVDVATDFIV-amida EQ7PO3 1861.11
MJ26 DVATDFIV-amida UQ7P78 877.46
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La sintesis de los péptidos se realizd en fase solida sobre la resina Fmoc-AM-
MBHA, utilizando la estrategia Fmoc/tBu (Barany, G. and Merifield, R. B. J Am
Chem Soc. 99 (1977) 7363-7365). Los amino4cidos se acoplaron utilizando el
método de activacion con DIC/HOBt, y el completamiento de la reaccién de
acoplamiento se verificd empleando el ensayo de ninhidrina (Kaiser, E., Colescott,
R. L., Bossinger, C. D., Cook, P. I. Anal Biochem. 34 (1970) 595-598). Los
péptidos se separaron de la resina por tratamiento con una disolucion de
TFA/EDT/H,O/TIS (94%/2.5%/2.5%/1%), precipitados con éter y liofilizados
durante 72 h. Se ciclizaron por formacién de un puente disulfuro con la oxidacion
con dimetil sulféxido (DMSQ) (Andreu, D., Albericio, F., Solé, N. A., Munson, M.
C., Ferrer, M. and Barany, G., Pennington, M. W. and Dunn, B. M. (Eds), Peptide
Synthesis Protocols, Methods in Molecular Biology, Totowa, NJ, 1994, pp. 91-169)
y purificaron por RP-HPLC. Las fracciones colectadas se analizaron
independientemente en RP-HPLC analitico, y la preparacion final de cada péptido

se conformé por la unién de las fracciones con mas de 99% de pureza.

Ejemplo 2. Selecciéon de estructuras primarias de la libreria de péptidos
sintéticos derivados del polipéptido p25, basado en su actividad citotoxica in
vitro sobre células tumorales.

Para determinar la actividad citotoxica de la libreria de péptidos sintéticos
derivados del polipéptido p25, sobre células tumorales humanas, se empled el
método de sulforrodamina B (SRB) (Skehan P, Storeng R, Scudiero D, y col,
(1990) J. Natl. Cancer Inst. 82: 1107-1112; Monks A, Scudiero D, Skehan P, y
col., (1991). J Nati Cancer Inst. 83:757-66; Tesei A, Ulivi P, Fabbri F, y col., (2005).
J Trans! Med. 3:7). Las células control negativo se cultivaron con un volumen del
vehiculo igual al de las muestras experimentales. Una curva “x-y" (dosis-
respuesta) se generd con el porciento de células sobrevivientes, con relacién a las
células control negativo, y se estimaron los parametros siguientes: Inhibicién del
50% del crecimiento (GI50), Inhibicion total del crecimiento (TGl), o la
concentracion que causa el 50% de la muerte celular (LC50) (Boyd MR, Paull KD,
y Rubinstein LR (1992) “Data display and analysis strategies for the NCI Disease
Oriented In-Vitro Antitumor Drug Screen, in Cytotoxic Anticancer Drugs: Models
and Concept for Drug Discovery and Development” (Baleriote FA, Corbett TH and
Baker LH eds) pp 11-34, Kluwer Academia Publishers, Boston). Se consideraron
péptidos con actividad citotoxica, aquellos que fueron capaces de inhibir el 50% de
la proliferacién celular, de manera dosis dependiente, y cuyo valor de GI50 fuese

inferior a 100 uM, al menos en una linea celular de todas las empleadas en este
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estudio. Las lineas de células tumorales humanas que se emplearon fueron: HEp-
2 (carcinoma de laringe), A549 (adenocarcinoma epitelial de pulmén), M14
(melanoma), Colo 205 (adenocarcinoma de colon), Ls174T (adenocarcinoma de
colon), LnCAP (carcinoma de préstata), PC-3 (carcinoma de préstata), H 125
(adenocarcinoma de pulmén de células no pequenas). En la Tabla 2 se muestran
los resultados de este tamizaje peptidico. La misma muestra fa secuencia primaria
de los péptidos disefiados, el codigo en su proceso de obtencion, y su capacidad

citotoxica sobre células tumorales humanas.

Tabla 2. Tamiz peptidico basado en la actividad citotéxica sobre células

tumorales humanas in vitro, mediante el método de SRB.

Actividad
Secuencia de aminoacidos Cadigo citotoxica in
vitro
SYWSETNTGGDNGGHYAAAP-amida | DOBP91 -
DNGGHYAAAPLLDDIAAIQH-amida | EQ7PO1 -
LLDDIAAIQHLYGANPSTRT-amida | EQ7P05 -
LYGANPSTRTGDTVYGENSN-amida | EQ7P06 -
GDTVYGFNSNTGRDFLSTTS-amida | JO7P73/NO6P87* +/+
TGRDFLSTTSNSQKVIFAAW-amida | FO7P16 -
NSQKVIFAAWDAGGNDTFDF-amida | MO7P38 -
DAGGNDTFDFSGYTANQRIN-amida | MO7P39 -
SGYTANQRINLNEKSFSDVG-amida | AD7P42 -
LNEKSFSDVGGLKGNVSIAA-amida | AO7P47 -
GLKGNVSIAAGVTIENAIGG-amida | AO7P44 -
GVTIENAIGGSGNDVIVGNA-amida | AQ7P45 -
SGNDVIVGNAANNVLKGGAG-amida | YO7P48 -
ANNVLKGGAGNDVLFGGGGA-amida | AQ7P43 -
NDVLFCGGGADELWGGAGKD-amida | AO7P46 -
DELWGGAGKDIFVFSAASDS-amida | O07P102 -
IFVFSALSDSAPGASDWIRD-amida | Q07P103 -
APGASDWIRDFQKGIDKIDL-amida | Q07P104 -
FOKGIDKIDLSFFNKEANSS-amida | O07P105 -
SFFNKEANSSDFIHFVDHES-amida | O07P106 -
DFEIHFVDHFSGTAGEALLSY-amida | O07P107 -
GTAGEALLSYNASSNVTDLS-amida | Q07P108 -
NASSNVTDLSVNIGGHQAPD-amida | EQ2P04 +
VNIGGHQAPDFLVKIVGQVD-amida | EQ7P02 -
FLVKIVGQVDVATDFIV-amida EQ7PO3 -
DVATDFIV-amida UO7P78 -

El simboio + indica que presentd actividad citotoxica y el simbolo - indica que no presento
actividad citotéxica segtn los criterios definidos en el texto del Ejemplo 2. *Este péptido se
sintetizd dos veces, con el objetivo de garantizar la reproducibilidad de los resultados
obtenidos.

23



E! péptido GDTVYGFNSNTGRDFLSTTS-amida (Codigo NO6P87/J07P73) resulté
positivo (+) para varias lineas de células tumorales, mientras que el péptido
NASSNVTDLSVNIGGHQAPD-amida (Cédigo E02P04) solamente mostrd actividad

sobre el melanoma humano M14. El resto de los péptidos se consideraron

negativos (-).

En las Figuras 1y 2 se muestra |a potencialidad del péptido NOGP87 para inhibir la
proliferaciéon de células tumorales de diferente origen histolégico, de las lineas
Colo 205, HEp-2, A549, y Ls174T. En todos los casos la GI50 fue menor que
100 M. En el caso del carcinoma de laringe HEp-2 también se emplearon como
control positivo del ensayo dos lotes de Cisplatino. Este es un producto
comerciablemente disponible para el tratamiento del cancer de laringe, en primera
linea. Se demuestra una vez més su utilidad para este tipo de patologia, y la
validez del ensayo.

En la Figura 3 se muestran los resultados de la evaluacién del efecto de varios
péptidos de la libreria de la Tabla 1, sobre las lineas de células tumorales
humanas M14 y Ls174T. Este panel de péptidos no fue capaz de inhibir la
proliferacion celular de las lineas de células evaluadas.

Ademas de la region comprendida en el péptido NOBP87, la region de 20 aa
codificada por EQ7P04 (Tabla 1), mostré actividad citotoxica, pero solamente
sobre la linea M14 y su GI50 no fue menor que 100 uM, lo cual se observa en la
Figura 4.

La Tabla 2, que resume todos los resultados del pesquizaje peptidico con
actividad citotéxica sobre células tumorales, evidencia que el péptido
GDTVYGFNSNTGRDFLSTTS-amida, que comprende la region Gly255-Ser274 del
dominio C-terminal de la proteina Serralisina PRZN_SERMA vy perteneciente a la
regién N-terminal del polipéptido p25, es activo sobre lineas de células tumorales
de diferente origen histolégico, reproduciendo el amplio espectro de accion
citotéxica de la molécula p25 que le dio origen. Ello sugirié que este péptido puede
ser considerado como la minima regidn estructuralmente activa del polipéptido
p25, para su posterior optimizacion para su empleo con fines farmacologicos
contra el cancer.

Ejemplo 3. Impacto de la remocion del domino N-terminal en la exposicién al
solvente de los residuos de la proteina p50.

Se conoce que la region C-terminal de las serralisinas (Ej. Serralisina
PRZN_SERMA) presenta mayor actividad citotéxica sobre células tumorales,

cuando se separa de la region N-terminal de dicha proteina, mediante
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autocatalisis, digestion quimica con bromuro de ciandgeno, 0 cuando se expresoé
en Escherichia coli (Solicitud de patente con No. de publicacién internacional WO
2006/005268). Ello sugeria que la minima unidad funcionalmente activa de la
regic'm C-terminal de las serralisinas incrementaba su accesibilidad a las celulas
tumorales cuando se separaba del dominio N-terminal. Por tanto, se decidio
identificar los residuos de la proteina que incrementan su superficie de
accesibilidad al solvente cuando los dominios N- y C-terminal de la proteina
integra son separados y corroborar si el segmento Glyzss-Serars (péptido NO6P87)
contiene tales residuos. Para probar esta hipotesis se realizaron los calculos de
accesibilidad de las superficies del N-terminal y C-terminal de la proteasa
mayoritaria de Serratia (Hamada K, Hata Y, Katsuya Y, Hiramatsu H, Fujiwara T,
Katsube Y. (1996) J. Biochem. 119:844-851).

Se identificaron las regiones de aa que se convierten en accesibles dentro de los
dominios del N-terminal y C-terminal, cuando la digestion proteolitica de proteasas
de Serratia produce ambas moléculas. El calculo de superficie de accesibilidad de
los residuos se realizd con el programa DSSP (Kabsch W, Sander C. 1983.
Biopolymers 22:2577-2637). Los valores de accesibilidad de los residuos son
expresados en angstrom (A?). La Figura 5 muestra que las principales diferencias
en los valores de accesibilidad corresponden a los aminoacidos locatizados en la
region C-terminal del dominio proteolitico N-terminal (GIn210, Phe211, Asn226,
His229. Leu236, 11e239, Ser251) y en la region N-terminal del dominio C-terminal
no-proteolitico (Thr252, Phe269, [le280, Trp284, Arg302, and Phe310) de la
proteasa mayoritaria de Serratia. La Tabla 3 presenta a los residuos que muestran

los cambios mas significativos en los valores de accesibilidad.

Tabla 3. Residuos de aminoacidos (aa) que muestran los cambios mas
significativos en los valores de accesibilidad.
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Residuo 1srp 1srpC Orden

267 47 117 10
268 79 137 14
269 26 110 8
278 63 87 42
280 15 117 4
281 3 15 55
282 11 68 15
284 15 119 3
286 35 56 43
302 59 152 6
304 4 45 22
306 54 66 56
308 94 135 23
310 4 134 1

312 16 27 58
316 15 57 20
317 104 190 7

318 2 29 38
319 5 14 63

aa Residuo 1srp 1srpN Orden

20 159 173 51
22 39 80 21
24 76 85 60
29 7 20 53
31 32 51 46
32 11 70 13
91 43 58 50
94 71 111 25
98 14 109 5
99 8 28 45
210 6 78 9
211 3 49 19
222 19 33 52
223 43 70 37
224 4 13 61
225 59 121 11
226 5 66 12
227 43 54 57
229 70 121 17

231 2 26 41 321 3 19 49
232 15 34 47 323 1 31 34
233 9 39 33 324 36 57 44
234 6 15 62 339 17 59 27
235 5 37 30 341 0 40 26
236 0 106 2 357 18 46 36
239 3 52 18 359 15 46 32
243 34 65 31 375 38 49 59
248 27 35 64 379 20 33 54
249 25 53 35 403 0 27 39
250 126 163 28 405 16 43 40

NrZPO—rrro>r>PPIOZ0004TO<TOrZ2Z00——Z

251 o7 152 16 406 40 81 24 ,
409 120 155 29  Calcul

470 42 60 48 os de

X TMOON—T<<<PIPPOZOR-ONXZZAPE>PNI—ATOD b

accesibilidad de las superficies del N-terminal (1srpN) y C-terminal (1srpC) de la proteasa -

mayoritaria de Serratia, con respecto a la proteina integra (1rp). Los residuos son
ordenados de acuerdo al valor de la diferencia en exposicion (columna orden). Se
muestran los 64 residuos de mayor incremento en exposicion.

La Asp98 y Arg267, y Asp225 y Lys317 establecen dos puentes de hidrogeno
entre los dominios N-terminal y C-terminal. Ademas, estos residuos muestran una
diferencia promedio en los valores de accesibilidad de 78.2 A2 La diferencia
promedio en los valores de accesibilidad para el dominio proteclitico N-terminal y
para el dominio no proteolitico C-terminal de la proteasa mayoritaria de Serratia
son 5.1+15.4 A% y 7.1£20.1 A%, respectivamente. Otras posiciones significativas
corresponden a: lle22, Asn32, GIn94, y Arg171. Hasta donde se conoce, estos

residuos no estan relacionados a ninguna funcién biologica.
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En contraste, ni los residuos del sitio activo (His176, Glu177, y His180) localizados
en la a-helix E del dominio proteolitico N-terminal ni la Gly183 y His186, incluidos
en el motivo de unién al zinc HEXXHXXGXXH cambiaron sus valores de
accesibilidad. Estos datos son congruentes con los resultados experimentales que
demuestran, de manera eficiente, que la actividad citotéxica de la proteina p50,
perteneciente a la familia de las serralisinas no se debe a su actividad proteolitica,
y si a su regién C-terminal no proteolitica la cual incrementa significativamente su
accesibilidad al solvente al ser separada del dominio proteolitico. Por otra parte el
segmento Gly255-Ser274 (péptido NO6P87) contiene tres residuos (Arg267,
Asp268 y Phe269) dentro de los de mayor aumento en exposicion (Tabla 3),
especificamente entre los primeros catorce valores, apoyando asi el rol aparente
de este segmento como parte de una regién estructuralmente funcional de p25

asociado a la actividad antitumoral.

Ejemplo 4. Modificaciones al segmento Gly255-Ser274 del péptido NO6P87.

La libreria de péptidos mostrada en el Ejemplo 1 comprende segmentos de 20 aa
solapados en 10 aa, partiendo desde el extremo N-terminal del polipéptido p25.
Este disefio se realizd con el objetivo de identificar una region lineal de 10 aa
relacionada con la actividad citotoxica objeto del pesquizaje. Sin embargo, los 10
aa solapados comprendidos en el péptido NOG6P87 no presentan actividad
citotoxica (Tabla 2) en otro contexto (Fig. 6: péptidos E07P06 y FO7P16). Ello
sugiere que el segmento de 20 aa comprendido en la region Gly255-Ser274
(péptido NOBP87) es necesario para establecer la correcta exposicion del motivo
de interaccion de este péptido con las células tumorales o los puntos adecuados
de interaccion secundarias que flanquean al sitio activo, incrementando su afinidad
ylo especificidad por su potencial receptor. Partiendo de este criterio, se disefiaron
y sintetizaron péptidos con modificaciones, para evaluar sus posibles influencias
sobre la actividad citotdxica sobre células tumorales y realizar una caracterizacion
parcial del péptido NOBP87 con vistas a su posterior optimizacién. Estas
modificaciones comprendieron la sustitucion del grupo amida en el extremo C-
terminal del péptido NOBP87, por un grupo carboxilo, y la ciclizacion del péptido
NO6P87 mediante la insercion de una cisteina en ambos extremos del péptido Los

péptidos obtenidos y su masa molecular se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Modificaciones al péptido lider de 20 aa NO6P87.

Péptido Secuencia de aa Cédigo Masa Molecular
(Da)
MJ27 GDTVYGFNSNTGRDFLSTTS-amida NO6P87 2136.94

27



MJ28 GDTVYGFNSNTGRDFLSTTS-CH Uo7P79 2137.91
MJ29 ciclo [GDTVYGFNSNTGRDFLSTTS] NO6P89 2340.97

La Figura 7 muestra la incapacidad del péptido NO6P89 (ciclisado mediante
cisteinas ubicadas en el N y C-terminal), de inhibir la proliferacion de las células
tumorales humanas melanoma M14. Ello sugiere la necesidad de realizar
constrefiimientos por otros sitios de la secuencia del péptido NO6P87, sobre Ia
racionalidad de mimetizar la estructura terciaria que esta regioén presenta en la
estructura asumida para el polipéptido p25. En esta misma Figura tambien se
demuestra la necesidad del bloqueo del C-terminal {por ejemplo: un grupo amida u
otras modificaciones) para lograr la capacidad citotoxica de la region peptidica de

interés.

Ejemplo 5. Formulaciones del péptido lider no incrementan su actividad
citotoxica.

Se realizd un estudio para evaluar la influencia de las condiciones de los
tampones, pH y aditivos en varias formulaciones parenterales del péptido lider
sobre la actividad citotéxica sobre células tumorales. Entre los tampones
evaluados se encontraban: glicina, fosfatos, citratos y otros que abarcaron una
amplia gama de pH, desde acidicos hasta muy basicos. También se evaluaron
diferentes aditivos en el rango de su uso para formulaciones parenterales tales
como: glicina, sacarosa, dextrana, glutamato de sodio, sorbitol, ciclodextrina, PEG,
EDTA, detergentes no iénicos y otros. El péptido NO6P87 formulado con estos
aditivos no incremento su actividad citotdxica sobre células tumorales de diferente

origen histolégico.

Ejemplo 6. Actividad in vivo del péptido lineal NO6P87.

Para evaluar la potencialidad del segmento lineal Gly255-Ser274 (péptido
NO6P87), con respecto al polipéptido CIGB-370r, sobre modelos tumorales de
origen humano, se emple6 el modelo de cancer de colon Ls174T en ratones NIH
atimicos. Las células tumorales humanas fueron administradas por via
subcutanea, las moléculas de interés o el vehiculo fueron administrados por via
intratumoral (100 pL). Después de 13 dias, cuando los tumores estaban
establecidos y palpables, comenzaron los esquemas de administracion de las
moléculas de interés (Figura 8A). El péptido NOBP87 se administré con dosis
escalonadas: dos administraciones de 600 pM cada 48 h, luego 4
administraciones de 330 uM cada 48 h, y por Ultimo 4 administraciones de 90 uM
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cada 72 h. El polipéptido CIGB-370r se administré una vez por semana durante 4
semanas.

Transcurridos 35 dias del inicio del tratamiento, existieron diferencias significativas
en el volumen tumoral (p<0.001) entre los grupos tratados con el péptido NO6P87
y el vehiculo (Fig. 8B). Ademas, existieron diferencias muy significativas
(p<0.0001) entre los grupos tratados con el polipéptido CIGB-370r y el vehiculo,
cuando se empled un andlisis de varianza de una via con post test de Bonferroni.
También existieron diferencias muy significativas entre los grupos tratados con
ambas biomolécuias (p<0.0001).

La Figura 8C muestra la sobrevida de los animales tratados con estas
biomoléculas o con el vehiculo. Ambas biomoléculas fueron capaces de
incrementar |a sobrevida de manera significativa (prueba de “Logrank™: p<0.05) de
los animales tratados, con respecto al grupo que recibio el vehiculo. Sin embargo,
para el caso del péptido NO6P87, la relacion T/C (donde T es la sobrevida media
de los animales tratados y C es la sobrevida media de los animales que recibieron
solamente el vehiculo) fue 117%. Ello indico que este péptido lineal no valida
como molécula potencialmente Gtil para la terapia del cancer en humanos, ya que
la relacién T/C es menor que 120%. En el caso de la proteina CIGB-370r la
relacién de T/C fue 142%, por lo que tuvo el comportamiento esperado para una
molécula potencialmente Util para la terapia del cancer en humanos.

El péptido tampoco validé cuando se calculd la relacién T/C referido al volumen
tumoral en el dia 35 (Ultimo dia en el que todos los animales se encontraban
vivos), ya que el mismo fue de 72%, mientras que para el caso del polipéptido
CIGB-370r fue de 35%. En este caso, cuando T/C<40-50%: es considerado
compuesto significativo activo (Marie Suggitt and Michael C. Bibby. 50 Years of
Preclinical Anticancer Drug Screening: Empirical to Target-Driven Approaches
Clinical Cancer Research. 2005. Vol. 11, 971-881.). Elio indicd que la secuencia
peptidica seleccionada debia ser optimizada, para lograr una sobrevida media

similar al del polipéptido CIGB-370r, para su posterior uso terapéutico.

Ejemplo 7. Definicion de residuos / regiones funcionales del péptido NO6P87.
Los resultados experimentales expuestos en los Ejemplos 2 y 4, junto al analisis
de la estructura tridimensional de la proteina p50 (Ejemplo 3 y el acapite de
Descripcién de la Invencion), permiten la definicion en la estructura quimica del
péptido NOBP87 de tres segmentos o regiones distintivas de acuerdo al impacto en
la relacién estructura-funcién del mismo: a) region - de union - primaria (lazo

central), b) regién - de unién - secundaria C-terminal y c¢) region secundaria N-
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terminal, de unién y/o apoyo estructural. Esto se muestra esqguematicamente en la
Figura 9.

El lazo central contiene el segmento Gly266-Asp268 esencial en la actividad
biologica, asi como los residuos Phe269 y Leu270 que incrementan su exposicion
en p25 con respecto a p50. La region C-terminal es un lazo que adopta una
conformacion extendida en la proteina p50. Residuos de este segmento
aparentemente también participan en la interaccion con el receptor, como muestra
el Ejempio 4, en el cual el grupo amida del extremo (C-) terminal del péptido
NO6P87 es sustituido por un grupo carboxilico resultando en la pérdida de la
actividad bioldgica. Dicha modificacién significa la introduccion de una nueva
carga negativa local, asi como la pérdida de un grupo donante de puentes de
hidrégeno del péptido. Presumiblemente, esta region también juega un rol
estructural: a) Leu270 establece interacciones hidrofobicas con Phe269, Tyr259 y
la cadena lateral alifatica de Arg267 del lazo central; b) Thr272 establece
contactos hidrofébicos con Phe261 de la region N-terminal y ¢) Ser271 forma tres
puentes de hidrégenos con residuos del lazo central, el grupo amino de Ser271 es
donante de puente de hidrogeno del grupo carbonilo de Arg267 y el grupo 0OG de
la cadena lateral de Ser271 es también donante del carbonilo de Arg267 y aceptor
del grupo OH de la cadena lateral de Thr265. El segmento N-terminal juega un rol
estructural: puentes de hidrégenos de cadena principal de los residuos Asp256
(grupo carbonilo) y Val258 (grupo amino) con los atomos de la cadena lateral ND2
y OD1 del residuo Asn264, el grupo carbonilo (aceptor) del residuo Val258 como el
donante amino (cadena principal) de la Asn264 y el atomo OG de Ser263.

Ejemplo 8. Introduccién de constrefiimientos estructurales, ciclizacion,
enlaces de cadenas laterales y/o aminoacidos no naturales.

Un elemento esencial del disefio de los agentes anticancerigenos potentes de la
presente invencion consiste en que los péptidos disefiados son ciclicos, o sea
contienen aminoacidos que se encuentran enlazados por medio de enlaces
covalentes que involucran grupos quimicos de las cadenas laterales y/o los grupos
de los extremos amino y carboxilo terminales. Por tanto los péptidos aqui
disefiados son constrefiidos estructuralmente por medio de la ciclizacién, la cual
reduce significativamente la flexibilidad estructural de estas moléculas.

Generalmente, el empleo de péptidos como agentes terapéuticos presenta un

numero de desventajas. Tal es el caso de la flexibilidad intrinseca de los péptidos; |

especialmente los cortos y medianos son mucho mas flexibles que las proteinas

plegadas, por lo que el proceso de union de estos a proteinas u otras
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macromoléculas receptoras va habitualmente acompariado de una mayor pérdida
de entropia conformacional. Este hecho contribuye a que estas moléculas posean,
como regla, una afinidad de unién inferior al de la union proteina-proteina. La
menor afinidad exhibida por los péptidos (consecuentemente también su potencia)
puede ademas estar asociada al hecho que la superficie de contacto péptido-
receptor suele ser menor, comparada con las interfaces proteina-receptor,
especialmente cuando los péptidos son un segmento de la proteina nativa. Por
esta razén, generalmente se hace necesario el redisefo y la modificacién quimica
de los péptidos para incrementar la afinidad de Ja union al receptor (y
consecuentemente su potencia).

En la presente invencion, la ciclizacion de los péptidos es introducida
preferentemente mediante: a) enlaces amida entre las cadenas laterales de los
aminoacidos Lys y Asp/Glu (péptidos 5-16, 19-22, 41-44 de la Tabla 5) o entre la
cadena lateral de Lys y el grupo carboxilo terminal (péptidos 32 y 33) y b)
mediante la introduccién de puentes disulfuros (péptidos 1-4, 17-18, 23-31, 34-40,
45-63 y 67). La Tabla 5 muestra la secuencia de péptidos representativos.

Tabla 5. Disefio de péptidos ciclicos analogos al péptido lineal NO6P87.

Numero

Secuencia Aminoacidica*/Estructura Tipo de Ciclo/Enlace

1. CNTGRDFLC disulfuro

2. GDTVYGENCNTGRDFLCTTS disul furo

3. GDTVCGFNSNTGRDECSTTS disulfuro

4. GDTVYGCNSNTCRDFLSTGC disulfuro

5. GDTVYGFNKNTGRDFLATTS amida/cadena
lateral

6. CDTVYGFNKNTGRDFLeTTS amida/cadena
lateral

7. - GDTVYGFNANTGRDFLkITS amida/cadena
lateral

8. GDTVYGFNeNTGRDFLKTTS amida/cadena
lateral

9. GDTVKGENSNTGRDFASTTS amida/cadena
lateral

10. GDTVKGEFNSNTGRDFeSTTS amida/cadena
lateral

11. GDTVAGFNSNTGRDFKSTTS amida/cadena
lateral

12. GDTVeGFNSNTGRDFKSTTS amida/cadena
lateral

13. GDTVYGKNSNTGRDFLSTGA amida/cadena
lateral

14. GDTVYGKNSNTGRDFLSTGe amida/cadena
lateral

15. GDTVYGANSNTGRDFLSTGk amida/cadena
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l6.

17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.

31.

32.

33.

34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

41.

42.

43.

44,
45.
46.

47,

48.

49,

50.

GDTVYGeNSNTGRDFLSTGk

GDTVYGCNSNT=- (dA) ~RDFLSTGC
GDTVYGCNSNTGRDFLSTTSC

GDTVYGKNSNTGRDFLSTTSd
GDTVYGkKNSNTGRDFLSTTSe
GDTVYGANSNTGRDFLSTTSk

GDTVYGeNSNTGRDFLSTTSk

GDTVYGCNSNT=- (dA) -RDFLSTTSC
GDTVYGCNSNTGRDELSTGCK
GDTVYGCNSNT=- (dA) ~-RDFLSTGCK
GDTVYGCNSNTGRDFLSTTSCK
GDTVYGCNSNT=-{dA) -RDFLSTTSCK
GDTVY~- (dA) -CNSNT- (dA) ~RDFLSTGC
GDTVY~-(dA) -CNSNT- (dA) ~-RDFLSTGCK
GDTVY~- (dA) ~CNSNT- (dA) -RDFLSTTSC
GDTVY- (dA) -CNSNT- (dA) -
RDFLSTTSCK

GDTVYGkNSNTGRDELSTTN=-co-

GDTVYGkNSNTGRDFLSTTS=¢co-

(PEG) -GDTVYGCNSNTGRDFLSTGC
GDTVYGCNSNTGRDFLSTGCQ
GDTVYGCNSNTGRDFLSTGCN
GDTVYGCNSNTGRDFLSTGCR
GDTVYGCNSNTGRDFLSTTSCQ
GDTVYGCNSNTGRDFLSTTSCN
GDTVYGCNSNTGRDFLSTTSCR

GDTVYGkKNSNTGRDFLSTTSeK
GDTVYGkNSNTGRDFLSTTSeQ
GDTVYGkNSNTGRDFLSTTSeN

GDTVYGkNSNTGRDFLSTTSeR

CNT- (dA) ~RDFLC

GDTVY - {(dA) -C- (dQ) -SNT- (dA) -
RDFLSTGC

GDTVY~- (dA) -C- (dQ) -SNT- (dA) -

_ RDFLSTGCK

GDTVY - (dA) -C- (dQ) ~SNT- (dA) -
RDFLSTTSC

GDTVY- (dA) -C- (dQ) -SNT- (8A) -
RDFLSTTSCK

GDTVY- (dA) -F- (dQ) -CNT- (dA) -
RDFLCTTSK

lateral
amida/cadena
lateral
disulfuro
disulfuro
amida/cadena
lateral
amida/cadena
lateral
amida/cadena
lateral
amida/cadena
lateral
disulfuroc
disulfuro
disulfuro
disulfuro
disulfuro
disulfuro
disulfurc
disulfuro

disulfuro

amida/carboxilo
terminal-cadena
lateral
amida/carboxilo
terminal-cadena
lateral
disulfuro
disulfuro
disulfuro
disulfuro
disulfuro
disulfuro
disulfuro
amida/cadena
lateral
amida/cadena
lateral
amida/cadena
lateral
amida/cadena
lateral
disulfuro

disulfuro
disulfuro
disulfuro
disulfuro

disulfuro
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GDTVC- (dA) -F- (dQ) -SNT~ (dA) -

51. | RDFCSTTS disulfuro
52. Lip~G-CNTGRDFLC disulfuro
53. CNTGRDFLC-G-1lip disulfuro
54. GDTVYGCNSNTGRDFLSTAC disulfuro
55. GDTVYGCNSNTGRDFLSTACQ disulfuro
56. GDTVYGCNSNTGRDFLSTACN disulfurc
57. GDTVYGCNSNTGRDFLSTACR disulfuro
58. GDTVYGCNSNTGRDFLSTACK disulfuro
59. GDTVYGCNSNTGRDFLSTTC disulfuro
60. pGLu-GDTVYGCNSNTGRDFLSTGC disulfuro
61. Acetil-GDTVYGCNSNTGRDFLSTGC disulfuro
- (PEG) - GDTVYGCNSNTGRDFLSTGC - 4isulfuro
(PEC)
63. GDTVYGCNSNTGRDFLSTGC - (PEG) disulfuro
' d
64. ~X:X,NTGRDFLZ, 22~ amida/cadena
principal
65. ~1- (dS) - PTPNTGRDF~ amida/cadena
principal
66. ~1.- (dS) -PTENT - (dA) -RDF- amida/cadena
principal
67. (dA) -DTVYGCNSNTGRDFLSTGC disulfuro
68. ~DFLST-P- (dA) -Q-NSNTGR- amida/cadena
principal
69. ~DFLSR-P- (dA) -Q-NSNTGR- amida/cadena
principal
70. ~1- (dA) -PTPNTGRDF- amida/cadena
principal
71. -L-GPTPNTGRDF- amida/cadena
principal
72. ~DFLST-P-G-Q-NSNTGR- amida/cadena
principal
73. —DFLSR-P-G-Q-NSNTGR- amida/cadena
principal
74.  —DFLSR-P- (dA) - (uQ) - () ~SNTGR- anida/cadena
principal
75.  ~DFLST-P- (dA) - (5Q) - (xaN) ~SNTGR- amida/cadena
principal
76. ~DFLS-R-R-P-NSNTGR- amida/cadena
principal
77. ~DFLS-K-K-P-NSNTGR- amida/cadena
principal

* i no se especifica alguna modificacion el extremo C-terminal es amidado y el N-
terminal es libre; —, enlace covalente, (a) si el guién aparece en los extremos de la
secuencia significa que el grupo terminal se encuentra modificado por medio de un enlace
covalente a un sustituyente o polimero , (b) dos guiones uno en el extremo N-terminal y
otro en el C-terminal significa que el péptido es ciclico por formacién de un enlace amida
entre los grupos amino y carboxilo de la cadena principal de los residuos extremo-
terminales y (c) en medio de la secuencia es un enlace peptidico; k, residuo de lisina cuya
cadena lateral forma un enlace amida intramolecular; d, residuc de acido aspartico cuya

cadena lateral forma un enlace amida intramolecular; e, residuo de &cido glutamico cuya
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cadena lateral forma un enlace amida intramolecular; -co-, extremo carboxilo terminal
enlazado covalentemente mediante enlace amida intramolecular a una cadena lateral de
lisina; dA, el esterecisémero D-alanina; dQ, el esterecisomero D-glutamina; dS, el
estereoisémero D-serina; (PEG)- y -(PEG), pegilacion por el extremo amino terminal y
carboxilo terminal respectivamente; pGlu, acido piroglutamico; XsXs ¥ Z1Zz, dipéptidos;
emQ, L-b-metilglutamina (L-glutamina metilada en carbono beta); nmN, asparagina N-

metilada

Opcionalmente, la ciclizacién de los péptidos puede involucrar aminoacidos no
naturales, en lugar de los residuos Lys, Asp/Glu y Cys ya mencionados (Tablas By
7).

Tabla 6. Aminoacidos especiales susceptibles de ser utilizados de manera
analoga a los residuos Lys y Asp/Glu en la ciclizacién de cadenas laterales
ylo para la modificacién quimica del péptido por unién covalente de un

polimero a la cadena lateral.

P Grupo
No Aminoacido _ Funcional
1. Acido 2-[bis(3-aminopropil)Jamino]acético NH2
2. Acido (28)-2,5-diaminopentanoico NH2
3. Acido 2,2-diaminoacético : NH2
4. Acido (3S)-3 4-diaminobutanoico NH2
5. Acido (ZR)-2,4-diamincbutanoico NHZ2
6. Acido (29)-2,4-diaminchutanoico NH2
7. Acido (2S)-2,3-diaminopropanoico NH2
8. Acido (2R)-2,3-diaminopropanoico NH2
9. Acido 2-[(2-aminoetil)amino]acético NH2
10. Acido 2-[(3-aminopropil)aminolacético NH2
11. Acido 2-[(4-aminobutil)amino]acético NH2
12. Acido (45)-4,8-diaminococtanoico NH2
13. ﬁ:\cido (28)-2-amino-3-(4-aminofenil}propanoico NH2
14. Acido (2S)-2-amino-3-[4-(2-aminoetoxi)fenilJpropanoico NH2
15.  Acido 2-(piperidin-4-ilamino)acético NH
16. Acido (285)-2-amino-4-{(5R)-2,2-dimetil-1,3-oxazolidin-5-il]butanoico NH
17. Acido (25)-2-amino-6-(metilamino)hexanoico NH
18. Acido (2R,4R)-4-aminopirrolidina-2-carboxilico NH
19. /}cido (2R,48)-4-aminopirrolidina-2-carboxilico NH
20. Acido 2-(4-aminopiperidina-4-iljacético NH
21. Acido 4-aminopiperidina-4-carboxilico NH
22. Acido (2S,4R)-4-aminopirrolidina-2-carboxilico NH
23. Acido imidazolidina-2-carboxilico NH
24. Acido 3-[(carboximetilyamino]propanoico COOH
25. Acido 2-[(carboximetil)amino]acético COOH
26. Acido 3-[(2-carboxietil)amino]propanoico COOH
27. Acido (3R)-3-aminchexanodioico COOH
28. Acido 4-aminoheptanodioico COOH
29. Acido 4-aminopiperidina-1,4-dicarboxilico COOH
30. Acido (28S,4S8)-4-aminopirrolidina-2-carboxilico COOH
31. Acido 2-[(carboximetil)amino]acético COOH
32. Acido (28)-2-amino-6-[(carboximetil)amino]hexanoico COCH
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33. Acido 3-[(2-carboxietil)aminojpropanoico COOH
34. Acido (2S)-2-aminoheptanodioico COOH
35.  Acido (28)-2-aminooctanodioico COOH
36. Acido (2R)-2-amino-3-[(2-carboxietil)sulfanil]propanocico COOH
37. Acido (2R)-2-amino-3-[(carboximetil)sulfanil]propanoico COOH
38. Acido 4-{[(2R)-2-amino-2-carboxietiljsulfanil}butanoico COOH
39. Acido (2S)-2-amino-3-[4-(carboximetoxi)fenillpropanoico - COOH

Tabla 7. Aminoacidos especiales susceptibles de ser utilizados de manera
analoga a la Cisteina en la ciclizacién de los péptidos por medio de enlaces
por puente disulfuro y/o para la modificacién quimica del péptido por unién

de un polimero a la cadena lateral.

Aminoacido
acido (2R)-2-amino-3-sulfanilbutanoico
acido (2R)-2-amino-3-metill-3-sulfanilbutanoico
acido (28)-2-amino-4-sulfanilbutanoico
acido 2-amino-5-sulfanil-pentanoico
acido 2-amino-3-sulfanil-pentanoico
acido 2-amino-4-metil-3-sulfanilpentanocico
acido 2-amino-3-metil-4-sulfanilipentanoico
acido 2-amino-3,4-dimetil-3-sulfanil-pentanoico
acido 2-amino-3-etil-3-sulfanilpentanoico
10. acido (2R)-2-amino-3-metil-3-sulfanilpentanoico
11. acido (4S)-4-amino-2-metil-5-sulfanilpentanoico
12. acido (4R)-4-amino-2-metil-5-sulfanilpentanoico
13. acido (4R)-4-amino-5-sulfanilpentanoico
14, acido (48)-4-amino-5-sulfanilpentanoico

(o]

OO WN = Z

En todos los casos los constrefiimientos estructurales introducidos en la estructura
de! péptido disefiado, tienen que ser compatibles con la conformacion
biologicamente activa de la molécula. Por tanto, el disefio de las ciclizaciones de
la presente invencion incluye fa seleccion tanto de las posiciones potenciales de la
secuencia donde se sustituiran/introduciran los aminoacidos que quedaran
enlazados por las cadenas laterales (posiciones de reemplazo) como el (los)
tipo(s) de aminoacido(s) a introducir (residuos de enlace). Las distancias inter-
residuos correspondientes a las posiciones de reemplazo del péptido tienen que
ser compatibles con la naturaleza estereo-quimica de los residuos de enlace

seleccionados. En el caso especifico de la introduccion de puentes disulfuros por

ejemplo, no se consideran como posiciones de reemplazo potenciales aquellos .

residuos cuyas distancias entre los carbono alfa es superior a 7 A oinferiora 3.8 A
en la conformacién activa (Vardhan S. Dani, C. Ramakrishnan and Raghavan
Varadarajan. Protein Engineering vol.16 no.3 pp.187-193, 2003). De manera
similar se consideran preferidas posiciones con distancias entre los carbono beta

entre 3.6 A y 47 A Los descriptores estereoquimicos de las posiciones de
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reemplazo, tales como las posiciones de los atomos carbono alfa y carbono beta
deben permitir que los angulos de torsidn de las cadenas laterales de los residuos
de enlace puedan adoptar valores favorables una vez establecido el enlace
covalente entre los residuos, lo cual es indicativo de la existencia de interacciones
no covalentes (van der Waals) favorables.

Para el disefio de los péptidos ciclizados por puentes disulfuros (mediante cistinas)
de la presente invencién se siguieron los pasos siguientes: a) seleccion de pares
de posiciones de reemplazo potenciales del péptido NO6P87 factibles de ser
sustituidas por cisteinas enlazadas por puentes disulfuros, b) modelacion de la
estructura tridimensional de los péptidos modificados/minimizacion de energia de
los modelos y c) evaluacion de la energia y/o de parametros de calidad
estereoquimica de los modelos. Las posiciones de reemplazo por cisteinas del
péptido NOBP87 fueron seleccionadas utilizando el programa MODIP (Vardhan S.
Dani, C. Ramakrishnan and Raghavan Varadarajan. Protein Engineering vol.16
no.3 pp.187-193, 2003), el cual ha sido desarrollado para el disefio de puentes
disulfuros en proteinas. EI método asigna una puntuacion a los puentes disulfuros
potenciales, utilizando una funcién de energia empirica que depende de las
distancias interatémicas entre los atomos carbono alfa y carbono beta, asi como
de los valores de los angulos de torsion %', 3% x5, 7 v ¥ (R. Sowdhamini, N.
Srinivasan, B. Shoichet, D.V. Santi, C. Ramakrishnan and P. Balaram (1989). Prot.
Engng., 3, 95-103). En dependencia de los valores de energia calculados para los
puentes disulfuros potenciales, MODIP asigna un grado de calidad A
(estereoquimica ideal), B (de geometria apropiada pero con distorsién
estereoquimica) o C (sitios suficientemente cercanos para permitir la formacion de
puentes disulfuros), donde A representa la maxima calidad y C la menor. Los
modelos de las estructuras 3D de los péptidos disefiados son obtenidos utilizando
un software de modelaje molecular y (preferentemente) pueden ser determinados
experimentalmente mediante Resonancia Magnética Nuclear. En la presente
invencion se han utlizado para el modelaje de los péptidos los programas
MODELLER (Sali A, Blundell TL, 1993, J Mol Biol 234:779-815) y WHATIF (Vriend
G, 1990, J Mol Graph. 8(1):52-6, 29).

Como punto de partida para este andlisis, se tomé la estructura cristalografica de
p50 - fichero PDB 1SRP. Como se discutié en acépite de Descripcion de la
invencion, los datos experimentales sugieren que la conformacién biologicamente

activa del péptido NO6P87 es similar a la adoptada por el fragmento Gly255-
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Ser274 en la proteina p50/p25. La Tabla 8 muestra los resultados de la prediccion

de posiciones de reemplazo potenciales en este segmento.

Tabla 8. Prediccion, con MODIP, de posiciones de reemplazo por cisteinas

enlazadas por puentes disulfuro en el péptido NO6P87.

No. Residuo i Residuo j Grado®
1* PHE 7 SER 20 c
2 THR 11 LEU 16 A
3 SER 9 SER 17 A
4 TYR 5 LEU 16 B

* |a prediccion se realizd para un modelo del péptido NOBP87 modificado mediante la
sustitucion Thris—Gly; §, grado de calidad estereoquimica del puente disulfuro predicho,
A la mejor, C la peor.

Los pares 2-4 son predichos a partir de la estructura nativa y poseen grados de
calidad A y B, mientras que el par 1 requiere de un ligero cambio conformacional
del residuo Ty y el puente asi predicho es de menor calidad. La presente
invencién incluye por tanto péptidos que contienen la sustitucion T1g—>G 0 Tyg—A
para favorecer la adopcion de una conformacion favorable con la formacioén del
puente disulfuro. La sustitucion por Gly permite que se incremente la flexibilidad
local, facilitando cambios estructurales en la regiéon carboxilo terminal que
favorezcan la formacion del puente. La susfitucion por Ala es adecuada,
considerando la propensidad favorable de este residuo a adoptar conformaciones
tipo helicoidales, como la predicha para el residuo 19 de acuerdo a los modelos
obtenidos para la estructura del péptido 4 de la Tabla 5 (los angulos de torsion phi-
psi del modelo son -69, -38). En comparacion con la sustitucion Tig—G, la
introduccion de Ala se caracteriza por una pérdida menor de entropia
configuracional del péptido durante el plegamiento y/o union al receptor. La Figura
10 muestra los modelos de un grupo de péptidos ciclicos disefiados a partir de la
prediccion MODIP de la Tabla 8.

Las mismas posiciones de reemplazo utilizadas para el disefio de puentes
disulfuros son también factibles para el disefio de los péptidos ciclicos cuyos
residuos de enlace forman enlaces amida, como los aminoécidos Lys y Asp/Glu.
Como el nimero de atomos que enlazan los carbonos alfa de los residuos de

enlace en este caso es mayor que los existentes en los puentes disulfuros, las
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restricciones estereoquimicas que determinan su introduccion en el disefio de los

péptidos son menos estrictas y por tanto las posiciones de reemplazo predichas

con MODIP son también adecuadas como primera aproximacion. Luego de
seleccionado un par de residuos de enlace determinado, el péptido resultante es

modelado y evaluado energéticamente (y/o evaluada la calidad de acuerdo a

parametros estéreo-quimicos). Siguiendo un protocolo similar se disefié el péptido

ciclico 33 de la Tabla 5, que contiene un enlace amida entre la lisina 7 y el grupo

carbonilo terminal (Figura 11).

Otro método de ciclizacion preferido en la presente invencion, consiste en la

introduccion de un enlace covalente entre los grupos amino y carbonilo de los

extremos N- y C-terminales de los péptidos. Las restricciones estereoquimicas del
enlace peptidico hacen necesario la introduccion de aa conectores, que faciliten la
adopcion de una estructura compatible con la actividad biologica de los péptidos.

Por ejemplo, cuanto mayor sea en la estructura 3D de p25/p50 la distancia entre

los carbono alfa de los residuos “anclas” que seran enlazados (dca-ca) con

respecto a la distancia de 3.9 A existente entre los CA de una unidad peptidica,
mayor serd el numero de residuos conectores (Ncon) necesarios. La no
introduccion del nimero de residucs conectores adecuados entre dos residuos
anclas, para satisfacer las restricciones de distancia correspondientes, implica
necesariamente que el péptido no podra adoptar la conformacién observada
experimentalmente, lo cual muy probablemente influya negativamente en la
actividad biologica. El disefio de los residuos conectores se realiza de acuerdo al
siguiente protocolo:
|. seleccién de los residuos del péptido NO6P87 que serdn conectados:
residuos cercanos en la estructura 3D, preferentemente no incluidos en el
segmento de unién primaria o segmento primario;

ll. identificacién del numero minimo de residuos conectores necesarios: Neon >
dca-ca/3.9;

lll. seleccidon de residuos anclas: residuos de NO6P87 que seran conectados y
los contiguos a estos, se seleccionan 2-3 residuos en ambos extremos
terminales;

IV. busqueda de segmentos de N residuos (Neon + 4 > N > Neon + 6) en una base
de datos no redundantes de estructuras 3D de proteinas, tal que la estructura
de la cadena principal de los 2-3 residuos de los extremos de los fragmentos

sea similar a la estructura de los residuos anclas;
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V. eleccién de la secuencia y estructura del segmento conector: se selecciona la
estructura del segmento conector mas cominmente observado en el inciso IV
y se calculan los parametros de preferencia de cada aminoacido en cada
posicion, o sea la relacién entre el nimero de apariciones del aminoacido y el
valor esperado de acuerdo a la abundancia relativa del aminoacido en la
base de datos. En cada posicion se seleccionan los aminoacidos (uno o
varios) con mayor parametro de preferencia. Se permite modificar los
residuos adyacentes al segmento conector segin el criterio de mayor valor
del parametro de preferencia. En casos de posiciones con angulos de torsidn
positivos se permiten la introduccion de D-estéreo-isomeros. También es
factible la introduccion de otros aminoacidos no naturales (tales como los
aminoacidos beta- y N-metilados) con el objetivo de incrementar la
propensidad estructural del residuo a adoptar la conformacion de la cadena
principal acorde con la estructura requerida.
Como estos péptidos son ciclizados por enlaces amidas entre los extremos N-y C-
terminales, las permutaciones ciclicas de la secuencia constituyen péptidos
idénticos. En una ejemplificacién de la presente invencién los péptidos son
disefiados basados en el segmento de union primaria definido para NO6P87, y
dicho segmento es conectado por un tetrapéptido (dos dipéptidos) de secuencia
general Z1Z-X3X4 (0 X3X4 y Z1Z, respectivamente, péptido 64 de la Tabla 5). Estos
péptidos contienen en total 11 aa. La secuencia de los conectores de la presente
invencién puede incluir también D-aa en aquellas posiciones cuyos residuos
asuman angulos positivos de torsion (péptidos 65 y 66 de la Tabla 5). La
secuencia del tetrapéptido conector es preferentemente, aunque no
exclusivamente, dSer-Pro-Thr-Pro (péptido 65 de la Tabla 5 dS es el
estereoisémero D-Ser), aunque también puede ser Gly-Pro-Thr-Pro (péptido 71 de
la Tabla 5) o dAla-Pro-Thr-Pro (péptido 70 de la Tabla 5, dAla es el
estereoisomero D-Ala). |
En otra ejemplificacion los péptidos de la presente invencion consisten en la
secuencia correspondiente al segmento Asn262-Ser271 de p50 conectado por un
tetrapéptido. Los péptidos resultantes contienen 14 residuos. La secuencia
preferida del tetrapéptido conector puede ser - aunque no exclusivamente - Thr-
Pro-Gly-Gin (péptido 72 de la Tabla 5), alternativamente - aunque no
exclusivamente - Arg-Pro-(dAla)-GIn (péptido 69, ver Figura 12) o Arg-Pro-Gly-GIn
(péptido 73 de la Tabla 5), o Thr—Pro-(dAIa)-GIn (péptido 68 de la Tabla 5). Por

tanto, la secuencia de estos péptidos puede describirse como el segmento
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Asn264-Ser271 ciclizado mediante un hexapéptido conector cuya secuencia
aminoacidica es preferiblemente: (Thr o Arg)-Pro-(Gly o dAla)-GIn-Asn-Ser.
Alternativamente, los residuos cuarto y quinto del hexapéptido conector pueden
ser respectivamente los aminoacidos gmGIn y nmAsn, donde emGIn ¥ nmAsn son los
aa L-b-metilglutamina (L-glutamina metilada en carbono beta) y L-n-metil
asparagina (L-asparagina N-metilada), respectivamente. Los aminoacidos
betametilados presentan mayor propensidad a adoptar conformaciones extendidas
(tipo estructura beta) y los N-metilados a adoptar conformaciones poliprolina, las
cuales son las conformaciones adoptadas por los residuos cuarto y quinto en los
modelos de estructura de péptido obtenidos segun el protocolo descrito (puntos |-
V) para el disefio de segmentos conectores.

Otra ejemplificacion de la presente invencion consiste en péptidos cuya secuencia
corresponde al segmento Asn262-Ser271 de p50 conectado por un tripéptido (o de
manera analoga el segmento Asn264-Ser271 conectado por un pentapéptido). El
tripéptido conector tiene preferentemente — aunque no exclusivamente — la
secuencia (Arg o Lys)-(Arg o Lys)-Pro (péptidos 76-77 de la Tabla 5, Figura 13), el
pentapéptido conector correspondiente tiene secuencia (Arg o Lys)-(Arg o Lys)-
Pro-Asn-Ser.

Ejemplo 9. Estéreoisémeros

Con el objetivo de incrementar la estabilidad estructural y, en consecuencia, la
afinidad/potencia de los péptidos, una modificacion considerada en la presente
invencion es la sustitucion de los L-aminoacidos naturales de la secuencia original
de NO6P87 por sus estéreo-isdmeros (D-aminoacidos, D-aa). Como los D-aa
adoptan favorablemente angulos positivos de torsion, los residuos de NO&P8/7
candidatos a ser sustituidos, son aquellos que adoptan tales angulos de torsion en
la estructura de la proteina nativa (y/o en los modelos de la estructura de los
péptidos). La Figura 14 muestra el mapa de Ramachandran correspondiente a la
estructura 3D del segmento Glysss-Serazs de p50. Utilizando la definicion de
regiones del mapa de Ramachandran de Rooman y Wodak (Rooman MJ, Kocher
JP, Wodak SJ. 1991. J Mol Biol. 221(3):961-79), los residuos Ng y Gy se localizan
en la region L (region helicoidal con rotacion de mano-izquierda) y Ge en la region
de conformacion extendida E (los valores de phi y psi de Gg son ademas
prohibitivos para el resto de los L-aminoacidos). Por tanto, la sustitucion de Ng, Gi2
y Ggs por D-Ala es favorable considerando la propensidad de este residuo a
adoptar dichas conformaciones de la cadena principal y/o a disminuir la pérdida de

entropia configuracional asociada al plegamiento/unién. Como los residuos L-Glu,
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L-GIn y L-Asp tienen elevada propensidad a adoptar conformaciones helicoidales
(de rotacién de mano derecha) cuando estos residuos forman parte de los lazos
de las proteinas (Swindells MB, MacArthur MW, Thornton JM. 1995. Nat Struct
Biol. 2(7):596-603), por analogia la D-Glu, D-GIn y D-Asp es favorable a adoptar
conformaciones helicoidales de rotacién de la mano izquierda (como es el caso de
la posicion del residuo Ng). Los péptides 17, 23, 25, 27-31, 45-51 (Tabla 5)
contienen entre uno y tres D-aa disefiados de acuerdo a los criterios expuestos. La
introduccién de D-aa en la esfructura de los péptidos de la presente invencion
ademas de tener un efecto favorabie sobre la conformacion, y por ende sobre la
afinidad, también contribuye positivamente sobre las propiedades
farmacocinéticas de los péptidos al incrementar la resistencia a proteolisis in vivo
por dos razones fundamentales: a) un efecto directo, ya que las endoproteasas del
suero digieren sustratos estéreo- especificos y b) la menor flexibilidad de los

péptidos los hace menos susceptibles a la digestion proteoiitica.

Ejemplo 10. Bloqueo de extremos terminales y/o conjugacion a polimeros.
Los péptidos se caracterizan por poseer un menor tiempo de vida media in vivo
(menor talla, exclusion renal), la mayor flexibilidad también implica mayor
susceptibilidad a proteolisis, y por tanto menor biodisponibilidad. Por tanto, [a
introduccion de modificaciones quimicas en los péptidos para mejorar la
biodisponibilidad in vivo puede ser recomendable. La presente invencion incluye el
disefio de péptidos modificados covalentemente con cadena(s) de polietilén glicol
(PEGS), preferiblemente mediante la modificacion de los extremos terminales del
péptido, aunque no excluye otras modificaciones, como por ejemplo de las
cadenas laterales. Ejemplo de péptidos pegilados de la presente invencion se
muestran en la Tabla 5 (péptidos 62 y 63). Los péptidos pegilados de la presente
invencion, por tanto, presentan un mejor perfil de resistencia a proteolisis, menor
filtrado renal, menor probabilidad de interaccion con- anticuerpos y neutralizacion
de su actividad, menor antigenicidad e inmunogenicidad.

La pegilacion incrementa e! tiempo de circulacion de las moléculas pequeiias, los
péptidos pequefios son excretados rapidamente, en los casos de ser
radiomarcados frecuentemente se ha descrito toxicidad renal (Blumenthal R. D.,
Sharkey R. M., Goldenberg D. M. Goldenberg D. M. eds. Cancer Therapy with
Radiolabeled Antibodies, 295-314, CRC Press Boca Raton, FL 1995) La
pegilacién se ha usado para la modificacién de drogas proteicas, como

interferones y anticuerpos. La presente invencién incluye la presentacion de los
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péptidos mediante el disefio de estructuras multiméricas, utilizando PEGS lineales
o ramificadas, que permiten una mayor avidez en la union péeptido receptor.

La pegilacién incrementa la talla molecular aparente de los péptidos, reduciendo la
velocidad de 1a filtracién rena!l (Knauf M. J., Bell D. P., Hirtzer P, Luo Z. P, Young
J. D., Katre N. V. J. Biol. Chem., 263: 15064-15070, 1988; Behr T. M., Goldenberg
D. M., Becker W. Eur. J. Nucl. Med., 25: 201-212, 1998). Los péptidos de la
presente invencion son modificados preferiblemente con PEGs que incrementan la
talla molecular a valores iguales o superiores de 50 kDa, para reducir
drasticamente la filtracién glomeruiar de la molécula.

La pegilacion, ademas de incrementar el tiempo de circulacion, reduce la
antigenicidad y la sensibilidad a proteolisis de las moléculas terapéuticas (Delgado
C.. Francis G. E., Fischer D. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 9: 249-304,
1992.), induce un incremento de solubilidad y permeabilidad vascular de estas
(Francis G. E., Delgado C., Fisher D., Malik F., Agrawal A. K. J. Drug Target., 3:
321-340, 1996), propiedad favorable para las drogas antineoplasicas.

Varias exopeptidasas existen en la sangre, el rifién y el higado (Werle M, Bernkop-
Schnrch A. Amino Acids. 2006 Jun;30(4):351-67), por lo que la modificacion en los
extremos N- y C-terminales de los péptidos pueden incrementar significativamente
su estabilidad proteolitica. N-acetilacion es una modificacién recomendada en la
presente invencion, como también la introduccion de piroglutamato en el N-
terminal, 0 un aminoacido estéreo-isdbmero D, etc

Los péptidos de la presente invencion son en su mayoria C-amidados (amida en el
extremo C-terminal), fo que les proporciona mas resistencia a carboxipeptidasas.
La modificacion de los extremos N y/o C-terminales puede ser tambieén la
pegilacién, que ademas de las propiedades relacionadas con el aumento de
tamario y disminucién de antigenicidad/inmunogenicidad, aumenta la resistencia a
proteasas y en particular a las exopeptidasas, al modificarse los ‘extremos
terminales. Ademas, la adicién de PEGs provoca un incremento de la resistencia a
proteolisis en general (endo y exo) por impedimentos estéricos de las enzimas
proteoliticas. Con este objetivo los PEGs utilizados pueden ser lineales o
ramificados.

La proteccion de los péptidos a la protedlisis por exopeptidasas tambien se logra
gracias a la ciclizacién mediada por la formacién de un enlace covalente entre los
extremos N- y C- terminales descritos anteriormente (péptidos 64-66, 68-69 de la
Tabla 5) o mediante el enlace covalente de un extremo con una cadena lateral

(péptidos 32-33 de la Tabla 5). También se logra incrementar la resistencia a
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exopeptidasas mediante la sustitucion de aminoacidos terminales por D-aa
(péptido 67 de la Tabla 5).
Como alternativa a la modificacién con PEGs, también es posible la conjugacion a

acido N-acetilneuraminico (acido sialico), este polimetro ocurre naturalmente, es

muy hidréfilo, biodegradable, no tiene receptor en humanos, puede incrementar

resistencia a proteasas (estabilidad en plasma) y el tiempo de vida media
(Gregoriadis G, Fernandes A, Mital M, McCormack B (2000) Cell Mol Life Sci 57:
1964-1969; Fernandes Al, Gregoriadis G (1997) Biochim Biophys Acta 1341. 26-
34)

Otra modificacién plausibie de los péptidos de la presente invencion es la
substitucion N-terminal por acidos grasos o lipidacion (péptidos 52-53 de la Tabla
5). Esta estrategia incrementa la resistencia de los péptidos a protedlisis por
exopeptidasas, y faciita la interaccion de los péptidos con membranas. En
dependencia de la naturaleza del lipido se puede favorecer la interaccion con
determinados dominios de membranas, facilitando la acumulacién del peptido en
los dominios ricos en el receptor diana de la accion farmacolégica de los péptidos.
La lipidacién también favorece la formacién de estructuras supramoleculares con
mejores propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas (miscelas, agregados,

particulas, vesiculas).

Ejemplo 11. Descripcién de la estructura quimica de los péptidos de la
presente invencion.

La Figura 15 muestra una representacion general de la estructura quimica de los
péptidos de la presente invencion. El disefio estd basado, en primer lugar, en el
segmento primario definido en el Ejemplo de realizacion 7. En general, la
secuencia peptidica Asn264-Leu270 es expuesta en diferentes contextos
estructurales, todos incluyendo diferentes grados de constrefiimientos, por medio
de ciclizaciones que involucran la cadena principal y/o las cadenas laterales de los
péptidos. Las ciclizaciones son realizadas por medio de enlaces de diferente
naturaleza quimica: enlaces amida o disulfuros, pero las posiciones de reemplazo
que son ocupadas por los residuos de cadenas laterales ciclicas y dichas cadenas
laterales en si, son seleccionados cuidadosamente para reproducir la estructura y
topografia del sitio funcional de fa proteina p50/p25 identificado en la presente
invencién. Una solucién particular consiste en la ciclizacién de la cadena principal,
que se realiza mediante la seleccion de sitios de anclaje y de secuencias
conectoras con una alta propensidad estructural para adoptar una conformacion

compatible con la estructura del segmento primario. Los segmentos secundarios
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son también utilizados opcionalmente, fundamentalmente como soporte de
posiciones de reemplazo por cadenas laterales ciclicas. Ademas, los segmentos
secundarios pueden aportar superficie adicional de contacto con los receptores
potenciales, de acuerdo a la topografia del sitio funcional de p50/p25. Un ejemplo
es la inclusion de residuos portadores de carga positiva y/o donantes de puente de
hidrégeno en las posiciones Xy X* del segmento secundario C-terminal. Los
péptidos pueden incluir uno o mas ciclos de los mostrados en la Figura 15, aunque
a modo de ejemplo solo se han incluido monociclos para mostrar en la Tabla 5.
Los péptidos de la presente invencion pueden incluir aa no naturales o especiales,
cuyas cadenas laterales comprenden el grupo amino, carboxilo o sulfhidrilo, con el
objetivo de ocupar posiciones de reemplazo para la ciclizacién u otra modificacion
quimica. También pueden incluir aa esterecisémeros D en posiciones de la
cadena polipeptidica que adoptan angulos positivos de torsion, tanto del segmento
primario como de los secundarios. Adicionalmente, los péptidos de la presente
invencién pueden ser modificados mediante la unién covalente a polimeros, tales
como el PEG y/o a otros grupos quimicos. Estas modificaciones pueden ser
realizadas en los extremos terminales y/o en las cadenas laterales de las
posiciones de reemplazo, siempre que estas no estén ocupadas por cadenas
laterales ciclizadas.

Los péptidos 1, 2, 3 y 4 de la Tabla 5 (codificados durante su sintesis y purificacion
como: A08P25s-s, A08P28s-s, J08P46s-s, y JO0BP48s-s, respectivamente),
constituyen ejemplos de realizacion que cubren los aspectos esenciales de los
péptidos de la invencion, incluyendo: diferentes tamarios, con y sin segmentos
secundarios y ias posiciones de reemplazo fundamentales. Estos péptidos se
seleccionaron para la demostracion de su efecto en modelos tumorales in vivo: la
simulacion estructural del fragmento peptidico criptico con actividad citotoxica de
la p25 genera moléculas de 20 aa o menos, que logran reproducir la actividad
antitumoral de la p25, de manera ventajosa, para ser empleadas en la terapia del
cancer.

Ejemplo 12. Evaluacién de la actividad antitumoral de péptidos ciclicos
optimizados en modelos de tumores singénicos y xenografos.

Para evaluar la actividad antitumoral de la nueva familia de péptidos ciclicos de la
presente invencion, que mimetizan la estructura de la region activa de p25, se
seleccionaron 4 péptidos modelos que comprenden diferentes variantes de las
ciclizaciones e inserciones de esta familia. Ellos fueron los péptidos 1, 2, 3y 4 de
la Tabla 5 (codificados para los ensayos de actividad como: AO8P25s-s, AO8P28s-

44



s, JOBP46s-s, JO8P48s-s, respectivamente). Como grupo control positivo se
empled un grupo tratado con el polipéptido CIGB370r.

Los ratones C57BL/6 de 6-8 semanas de edad, hembras con 22 g de peso,
aproximadamente, fueron suministrados por el Centro Nacional de Produccién de
Animales de Laboratorio (CENPALAB, Habana, Cuba), y se mantuvieron bajo
condiciones libres de patégenos en el Bioterio del Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB). Los experimentos se realizaron de acuerdo con las
recomendaciones para el uso apropiado y cuidado de animales de laboratorio. El
volumen tumoral se midié en cada caso [mediante la férmula: volumen = ax (b/2),
donde a es el ancho y b es el largo del tumor] y se evaluo la sobrevida de los
animales. La sobrevida de los grupos se comparé mediante la prueba “Log-rank”.
Los estadigrafos se obtuvieron mediante el programa GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Los ratones C57BL/6 se inyectaron en el flanco derecho por via subcutanea (s.c.)
con 50 000 células TC-1. Cuando los tumores fueron detectables, se aleatorizaron
y se formaron los grupos de tratamiento con los péptidos objeto de estudio,
evaluando diferentes vias de administracion. Los animales portadores de tumor
recibieron 6 administraciones en dias alternos, con 80 pM del péptido en cuestion,
o recibieron sclamente el vehiculo como control. En cada grupo se emplearon 5
ratones. Los animales se mantuvieron en condiciones libres de patégenos, y los
procedimientos se realizaron en correspondencia con las buenas practicas del
trabajo con animales de laboratorio.

La sobrevida de todos los grupos tratados fue estadisticamente diferente al grupo
que recibio el vehiculo. La Figura 16 muestra 3 bloques: 1) el de mayor sobrevida,

que fueron los grupos tratados con el péptido JO8P48s-s y con el CIGB-370r, entre

los que no existen diferencias significativas; 2) el de sobrevida intermedia, que

comprende los grupos tratados con los péptidos A08P28s-s, A08P25s-s, y
J08P46s-s, entre los que no existen diferencias significativas, y que se diferencian
del bloque 1; y 3) el grupo control negativo. Estos resultados demuestran que la
nueva familia de péptidos descrita en esta invencion, representada por los
péptidos evaluados en este modelo, es capaz de incrementar significativamente la
sobrevida de los animales tratados, hasta alcanzar la actividad descrita por el
polipéptido que le dio origen.

Ademas, de la via intratumoral, en este modelo TC-1 se evaluaron otras vias de
administracion de los péptidos, tales como la intraperitoneal. La Figura 17 muestra

que en ambas vias de administracion los péptidos ciclicos tales como el péptido
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JO8P48s-s, reproducen los efectos observados en este modelo para el polipéptido
CIGB-370r. Ello evidencia, la efectividad de los péptidos ciclicos de la presente
invencién para el tratamiento de tumores solidos a distancia.

Se combaré el efecto del segmento lineal Gly255-Ser274 (péptido NO6P87) y de

dos péptidos ciclicos modelo de la presente invencién, con respecto al polipéptido

CIGB370r, sobre el modelo de cancer de colon humano Ls174T, en ratones '

atimicos NIH, con las dosis y esquema de administracion de la Figura 19 Despues
de 13 dias, cuando los tumores estaban establecidos y palpables, comenzaron los
esquemas de administracion de las biomoléculas (Figura 19 A). Los péptidos se
administraron con dosis escalonadas: dos administraciones de 600 UM cada 48 h,
luego 4 administraciones de 330 uM cada 48 h, y por ultimo 4 administraciones de
90 uM cada 72 h. El polipéptido CIGB-370r se administré una vez por semana
durante 4 semanas.

En este caso, a diferencia del péptido lineal, los péptidos ciclicos mostrados en |a
Figura 19, fueron capaces de incrementar la sobrevida, de manera significativa
(prueba de “Logrank™ p<0.05), de los animales tratados, con respecto al grupo
que recibid el vehiculo, y con respecto al péptido lineal NO6P87. Los valores de
T/C referidos al volumen medio tumoral (Figura 19B) fueron: 35%, 35%, 37%, y
72%, para A08P25s-s, JOBP48s-s, CIGB-370r y NO6P87, respectivamente. Los
valores de T/C referidos a la sobrevida media (Figura 19C) fueron: 144%, 161%,
142%, y 117%, para A08P25s-s, JO8P48s-s, CIGB-370r y NO6P87,
respectivamente. Estos resultados demuestran que los péptidos ciclicos de la
presente invencion, que mimetizan la estructura tridimensional del sitio activo
antitumoral de la p25, son Utiles para el desarrollo de terapias antineoplasicas. Los
péptidos de la presente invencion presentan, con respecto a las proteinas
originales, ventajas en sus propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas.

Ejemplo 13. Amplio espectro de accién de los péptidos ciclicos de la
presente invencion, sobre lineas de células tumorales humanas de diferente
origen histoldgico.

Los péptidos de la presente invencion fueron evaluados sobre varias lineas de
células tumorales humanas, de diferente origen histolégico, usando el método de
sulforrodamina B (Skehan P, Storeng R, Scudiero D, y col, (1990) “New
colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug screening”. J. Natl. Cancer Inst.
82: 1107-1112). La Figura 18 muestra, como ejemplo, un péptido con amplio
espectro de accion sobre las lineas evaluadas, mostrando efecto dosis-respuesta.

Eilo evidencia que estas novedosas moléculas son utiles para tratar tumores
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malignos de diferente origen histolégico, tales como: carcinoma de laringe (HEp-
2), cancer de pulmén de céiulas pequefias (H82), cancer de pulmén de celulas no
pequefias (H125), cancer cérvico-uterinos (Hela, Caski), y gliomas (U87), entre

ofros.

Ejemplo 14. Inhibicién de la formacién de estructuras tubulares en matrigel.

Actualmente, la comunidad cientifica internacional tiene bien establecido que la
combinacion es la clave de la terapia del cancer, especialmente cuando se
combina la accion directa sobre células tumorales (inhibiendo su proliferacion u
originando su muerte) con la accion sobre el medio ambiente tumoral, inhibiendo
la angiogénesis. Es por ello que se evalud la actividad antiangiogénica de los
péptidos de la presente invencién, mediante el método de formacion de cordones
endoteliales por las células endoteliales humanas derivadas de microvasculatura
(HMEC) sobre matrige! (Crum R, Szabo S, Folkman J. (1985). Science. 230:1375-
8). La Figura 20 muestra la capacidad de los péptidos ciclicos de la presente
invencion para inhibir la formacion de estructuras tubulares, en dependencia de la

concentracién empleada, demostrando su actividad antiangiogénica.

Ejemplo 15. Estructuras peptidicas con propiedades de autoensamblaje,
basadas en péptidos ciclicos derivados de Serratia marcescens.

Los péptidos de la presente invencion poseen caracter anfipatico, aportado por
segregacion de parches hidrofobicos e hidrofilicos en la superficie de los péptidos.
El parche hidrofébico fundamental es conformado por las cadenas laterales de los
residuos Tyr259, Phe269 y Leu270, que se encuentran cercanos en la estructura
3D de la proteina p50. E! resto de la superficie estd conformada,
fundamentalmente, por residuos polares o cargados. Este caracter anfipatico de
los péptidos hace que estos tengan propensidad a formar agregados
supramoleculares nanométricos y/o micrométricos, tal como se muestra en la
fotografia de la Figura 21. La agregacion de los péptidos puede, ademas, ser
mediada por la formacion de puentes de hidrogeno intermoleculares, que
involucran segmentos de la cadena principal y cadenas laterales. Las estructuras
extendidas de los segmentos secundarios N- y C- terminales de los péptidos de la
presente invencion pheden favorecer un tipo de agregacion en condiciones de
formulacion determinadas, para aplicaciones novedosas en la terapia del cancer,
tales como terapia combinada y en el campo de la nanobiotecnologia y sistemas
de liberacion controlada (Monica C. Branco, Joel P. Schneider. Acta Biomaterialia
5 (2009) 817-831).
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Ejemplo 16. Péptidos ciclicos antitumorales y antiangiogénicos combinados
con prodigiosina, presentan efecto citotoxico sinérgico sobre células
tumorales.

Prodigiosinas aisladas de Serratia marcescens CMIB4202 (Abrahantes-Pérez MC,
Reyes-Gonzalez J, Véliz Rios G, y col., (2006) Cytotoxic proteins combined with
prodigiosin obtained from Serratia marcescens have both broad and selective
cytotoxic activity on tumor cells. J Chemother. 18: 172-81) fueron combinadas con
péptidos ciclicos de la presente invencion, mediante formulaciones apropiadas o
por enlaces covalentes, ya sea directamente por sintesis quimica o por reacciones
quimicas entre las moléculas simples. Péptidos ciclicos tales como AQ8P25s-s,
A08P28s-s, JO8P46s-s, J08P48s-s potenciaron la actividad citotoxica de la
prodigiosina sobre las diferentes lineas de células tumorales humanas evaluadas
(como A549, A375, PC-3, U87, etc.) por el método de SRB (Skehan P, Storeng R,
Scudiero D, y col., (1990) “New colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug
screening”. J. Natl. Cancer Inst. 82: 1107-1112), con GI50 en el rango de nM, y
disminuyeron la actividad citotoxica producto de la accién de la prodigiosina sobre
fibroblastos primarios en al menos un orden de magnitud. Ello infiere que los
mecanismos de accion de ambas moléculas son diferentes y que pueden ser

combinadas con resultados ventajosos para la terapia del cancer.

Ejemplo 17. Obtencién de la composicion farmacéutica de péptidos ciclicos
antitumorales y antiangiogénicos encapsulados con polimeros de la familia
de acido polilactico-co-glicolico (PLGA).

Con el objetivo de modificar la farmacocinética y biodistribucion de los péptidos de
la presente invencion, acorde a la indicacion terapéutica oncolbgica deseada para
cada caso en particular, se exploré la encapsulacién de estos péptidos ciclicos con
polimeros en microesferas de PLGA. Para ello se prepard una solucion de
copolimere de acido lactico y acido glicolico 50:50 al 10% (w/v) mediante la
disolucion de 1g del polimero en diclorometano. A 1 ml de la solucién polimérica
se le afiadié 200 pl de una solucién acuosa conteniendo al menos uno de los
péptidos de la presente invencion, tales como A08P25s-s, AO8P28s-s, JOBP46s-s,
JO8P48s-s a concentraciones entre 20 y 40 mg/ml. Esta mezcla fue sonicada
durante 30 segundos por medio de un ultrasonido de sonda. La emulsion
resultante se vertié en 40 ml de alcoho! polivinilico al 1% y se obtuvo la segunda
emulsion (w/o/w), mediante agitacion de las dos fases, a 14 000 rpm, en un
homogeneizador Ultraturrax T8. La doble emulsion se vertié en 140 ml de alcohol
polivinilico 30 000-70 000 al 0,1% y se agité en un homogeneizador a 300 rpm
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durante 1 h para evaporar el diciorometano. Finalmente, las microesferas se
colectaron por filtracién, se lavaron 5 veces con 50 ml de agua destilada cada vez
y se secaron por congelacion-deshidratacion en una liofilizadora. L.as microesferas
secas se almacenaron a 4°C hasta el momento de su utilizaciéon.

Las microesferas de los péptidos ciclicos tales como A08P25s-s, AQ8P28s-s,
JO8P46s-s, J08P48s-s con excipien.tes se obtuvieron de forma similar a la
descrita, pero con la adicién de Pluronic F-127 (10 mg) y NaCl (0.5mg) en la fase
acuosa interna. Ambos tipos  de microesferas fueron administradas
subcutaneamente en ratones atimicos portadores del tumor tipo melanoma A375
humano, en la regién cercana al mismo. Se realizé una sola administracion
cuando los tumores alcanzaron un volumen mayor a 200 mm?, lograndose
similares resultados a los obtenidos con mlltiples administraciones (tres veces
/semana durante cuatro semanas), con T/C<10% y T/C>170%, para el volumen

tumoral y sobrevida, respectivamente.

Ejemplo 18. Obtencién de liposomas convencionales cargados con péptidos
ciclicos antitumorales y antiangiogénicos.

Fosfatidilcolina, a una concentracién de 10 mg/mL, fue disuelta en etanol absoluto
en un balén de 50 mL de fondo redondo. El lipido fue secado mediante roto-
evaporacion a temperatura ambiente hasta que se formé una capa seca en las
paredes de! recipiente. Para encapsular al mencs uno de los péptidos ciclicos
descritos en la presente invencién, tales como A08P25s-s, A08P28s-s, JO8BP46s-s,
JO8P48s-s en liposomas, la capa seca de lipido fue hidratada mediante
homogenizacién con una solucion tamponada que contenia al menos uno de los
péptidos anteriores. Para disminuir el tamafio de los liposomas, la preparacion de
liposomas cargados con los péptidos mencionados fue sometida a varios pases de
extrusion a través de una membrana de policarbonato con poros de 100 nm de
diametro promedio hasta que el tamafio promedio de los liposomas estuvo
alrededor de 100 nm.

Para separar los péptidos encapsulados en el liposoma de los péptidos no
encapsulados, la suspensién fue centrifugada a 100 000 O g durante 40 min a
4°C. El sobrenadante fue trasvasado a un tubo limpio y el precipitado fue
resuspendido con una solucion salina tamponada con fosfato a pH 7,2. La
centrifugacion se repiti6 una vez mas en las mismas condiciones y el
sobrenadante fue trasvasado a un tubo limpio y mezclado con el sobrenadante de
la primera centrifugacién. El precipitado (liposomas cargados con los peptidos

ciclicos de la presente invencion) fue resuspendido en una solucion salina
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tamponada con fosfato a pH 7,2. Esta preparacion final fue almacenada a 4°C
hasta su uso. Los liposomas cargados con al menos un péptido de la presente
invencion se administré como dosis Gnica a ratones portadores del tumor TC-1, y
con elio se logré reproducir los resultados del efecto antitumoral logrado con

administraciones multiples (mostrados en el Ejemplo 12).

Ejemplo 19. Péptidos ciclicos antitumorales y antiangiogénicos con
capacidad de enlazar iones metalicos y dirigir el farmaco a un tejido
especifico.

La composicion aminoacidica de los péptidos de la presente invencién tiene la
capacidad de unir iones metalicos como radiometales y metales paramagnéticos
para ser empleados como farmacéuticos, sin afectar sus propiedades biologicas.
El complejo péptido-ion metalico se puede generar por diferentes procedimientos
fisico-quimicos, por los sitios indicados en ejemplos anteriores. Entre los
radiometales podemos incluir los isétopos de los elementos Tc, Re, Au, Ag, Pd,
As, Cu, Hg, y Ru. El producto de la reaccion entre el ién metalico y el péptido es
un complejo entre ambas moléculas que demostré dirigirse especificamente a
tumores y metastasis de diferente origen histologico en modelos animales (ratones
C57BL/8) portadores de tumor TC-1. Estos complejos pueden ser empleados para
el diagnéstico y terapia del cancer de manera muy especifica, minimizando la
captacién por 6rganos y tejidos normales.

En el caso de complejos de los péptidos de la presente invencion con
radioisotopos para el diagnostico y terapia del cancer, pueden emplearse

radioisotopos tales como: Tc* y [

, respectivamente. Los péptidos unidos a
metales de esta invencion pueden ser empleados directamente para la
administracién o pueden ser conjugadbs a otras moléculas transportadoras.

Con el objetivo de dirigir los péptidos de la presente invencion directamente hacia
el tumor y lograr mayor acumulo en el mismo, con respecto a drganos v tejidos
normales, se sintetizd un cofnplejo formado por péptidos, tales como A08P25s-s,
AQ8P28s-s, JOBP46s-s, JO8P48s-s enlazados covalentemente con polietilenglicol,
segun el Ejemplo 8. Luego se formulé el mismo con nanoparticulas de oxido de
Fe, generandose un complejo vector magnético nanoparticulado constituido
mayoritariamente por: péptidos ciclicos antitumorales de la presente invencion,
molécula polimérica y nanoparticula de oxido de hierro. El complejo se administro
intravenosamente (por la cola del ratén) a ratones C57BL/6 portadores del tumor
subcutaneo TC-1 (ubicado en el flanco derecho de los animales), cuando el

volumen tumoral fue mayor que 200 mm®. Un campo magnético externo se aplico

50



localmente a la regién tumoral y el complejo se transportd a traves de la
circulacién sanguinea y se concentré en el tumor (Libbe AS, Bergemann C,
Alexiou C. Targeting tumors with magnetic drugs. In: Pagé M, editor. Cancer drug
discovery and development:tumor targeting in cancer therapy. Totowa NJ: Humana
Press Inc; 2003. pp. 379-88). Se empled como grupo control positivo el esquema
y dosis de administracion similar al mostrado en el Ejemplo 12, y como grupo
control negativo el vehiculo sin presencia de los péptidos antitumorales. El efecto
antitumoral del grupo tratado con el vector magnético nanoparticulado portador de
los péptidos antitumorales demostré disminucién del volumen tumoral en menor
tiempo que los controles positivos (p<0.05) y la sobrevida fue significativamente
mayor que el resto de los grupos (p<0.05), demostrando la potencialidad de esta
tecnologia en el efecto terapéutico de los péptidos ciclicos de la presente
invencion, debido a su capacidad de concentrar m'ayor cantidad de moléculas

terapéuticas en el tumor.

Ejempio 20: Efecto sinérgico de la combinacion de péptidos ciclicos
antitumorales y antiangiogénicos con citostaticos convencionales.

Se evalud el sinergismo del efecto antineoplasico de los péptidos de la presente
invencion, tales como AQ8P25s-s, A08P28s-s, JO8BP46s-s, J08P48s-s, combinado
con un grupo de citostaticos p’or separado, en las siguientes condiciones
experimentales. Se cultivaron las células A549 (cancer de pulmon de células no
pequefias) en placas de 96 pocillos en presencia uno de los péptidos antes
mencionados en un rango de concentraciones entre 200-12,5 pM.
Simultadneamente, se adiciond al menos uno de los citostaticos seleccionados para
este estudio (Cisplatino, Paclitaxel, 5-Fluouracilo, Vincristina, Doxorubicina,
Ciclofosfamida, Mitomicina C, Imatinib, Velcade, Iressa) en un rango de
concentraciones que abarco desde 1 hasta 2000 nM y la incubacién se proiongé
durante 72 horas. Al cabo de este tiempo, se procedid al revelado de la viabilidad
celular mediante el método del MTT. Finalmente, la absorbancia a 570 nm se
midié en cada caso y se construyeron las respectivas curvas dosis-respuesta. Los
valores de dosis que redujeron el 50% de la proliferacién celular (IC50) para cada
citostatico se redujeron entre uno y dos 6rdenes de magnitud cuando estos se
combinaron de manera simultanea con al menos uno de los péptidos de la
presente invencion. Los resultados de estos ensayos demuestran una
potenciacion del efecto antineoplasico de la combinacién farmacéutica compuesta
por los péptidos ciclicos de la presente invencion y los citostaticos referidos en
esta invencién.

51



Ejemplo 21: Potenciacién del efecto antitumoral de la combinacion
farmacéutica en un modelo animal de cancer.

Para este proposito, se inocularon 5x10° de células A549 por via subcutanea en la
regién dorsal de ratones desnudos (BalBc) de 6-8 semanas de edad. Al cabo de
los 10 dias cuando los tumores eran palpables (alrededor de 30 mm?®), se procedi6
a la administracion de la combinacion farmacéutica de la invencion. La
administracion de los ingredientes de la combinacion se realizé mediante la
administracion intraperitoneal de al menos uno de los péptidos ciclicos de la
presente invencion tales como A08P25s-s, A08P28s-s, J08P48s-s, J0BP48s-s
formulados en el vehiculo apropiado con el mismo esquema y dosis de
administracion que el mostrado en el Ejemplo 12 y simultaneamente la inoculacion
intraperitoneal de 1 mg/kg/dia de citostaticos como el cisplatino, ciclofosfamida y
Mitomicin C, en la misma frecuencia de tratamiento. Los citostaticos fueron
también disueltos en el mismo vehiculo que los péptidos ciclicos. Finalmente, se
midieron los volimenes de masa tumoral en funcion del tiempo para evaluar el
efecto antineoplasico in vivo. Los resultados indicaron que la combinacion
farmacéutica de la invencién produce una potenciacion del efecto antitumoral que
se traduce en una regresién completa de la masa tumoral cuando ambos
ingredientes son administrados de manera simultanea. Se observé inhibicién del
crecimiento tumoral y un incremento de la sobrevida de los animales significativo,
con respecto al grupo tratado con el placebo. De esta manera se demuestra que la
interaccién sinérgica entre los ingredientes de la combinacion farmacéutica de la
invencién se manifiesta ademas in vivo segin los resultados de un modelo

preclinico relevante y predictivo para cancer.
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS

1. Péptidos ciclicos con actividad antineoplasica y antiangiogénica que se

caracterizan porque su secuencia aminoacidica se selecciona dentro del grupo

compuesto por las secuencias SEQ ID NO: 1-76, donde dicho péptido

comprende:

a)

b)

Un segmento cuya secuencia aminoacidica es:
X'-Asn-Thr-X?-Arg-Asp-Phe-X3-X*
Donde,
X' es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Ser, Cys,
Lys, Asp, Glu y un aminoacido no natural cuya cadena lateral
comprende el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo: 0 una secuencia seleccionada entre el grupo compuesto por
un tetrapéptido, un pentapéptido, y un hexapeptido
X2 es el aminoacido Gly o D-Ala
X3 es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Leu, Cys,
Lys, Asp, Glu y un aminoacido no natural cuya cadena lateral
comprende el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo
X* es un aminoacido seleccionado entre el grupo compuesto por Ser,
Cys, Lys, Asp, Glu y un aminoacido no natural cuya cadena lateral
comprende el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo;
Un segmento N-terminal, anterior al segmento descrito en a), cuya
secuencia aminoacidica es:
X%-Asp-Thr-Val-X*-X2-X2-X
Donde,
X' es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Asn, D-
Asp, D-Glu, D-GIn y D-Ala, y se encuentra enlazado por un enlace
peptidico al residuo X" del segmento descrito en a), y dicho enlace
peptidico comprende al grupo carbonilo de la cadena principal del
residuo X' y al grupo amino de la cadena principal def residuo X' del
segmento descrito en a);
X2 es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Phe, Cys,

Lys, Asp, Glu y un aminodcido no natural cuya cadena lateral
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d)

comprende el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo

X3 es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Gly y D-Ala
X* es un aminodcido seleccionado del grupo compuesto por Tyr, Cys,
Lys, Asp, Glu y un aminoacido no natural cuya cadena lateral
comprende el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo

X5 es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Gly y D-Ala
Un segmento C-terminal posterior al segmento descrito en a) cuya
secuencia aminoacidica es seleccionada del grupo compuesto por Thr-
XX, Thr-X1-X2-X1 y Thr-X XXX

Donde,

el residuo N-terminal Thr de dicho segmento C-terminal se encuentra
enlazado al segmento descrito en a) por un enlace peptidico que
comprende el grupo amino de la cadena principal de dicho residuo N-
terminal Thr y el grupo carbonilo de la cadena principal del residuo x*
del segmento descrito en a)

X" es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Thr, Gly y
Ala

X*2 es un aminoacido seleccionado de! grupo compuesto por Ser, Asn,
Cys, Lys, Asp, Glu y un aminoécido no natural que comprenda en la
cadena lateral el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo

X*3 es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Cys, Gin,
Arg, Asn, Lys, Asp, Glu y un aminoacido no natural que comprenda en la
cadena lateral el grupo funcional sulfhidrilo, el grupo amino o el grupo
carboxilo

X** es un aminoacido seleccionado del grupo compuesto por Gin, Arg,
Asny Lys

Un enlace covalente seleccionado del grupo compuesto por un enlace
peptidico que comprende los grupos amino y carbonilo de los extremos
N- y C-terminal del péptido que esta presente si la secuencia X' del
segmento descrito en a) es la secuencia de un tetrapéptido, un
pentapéptido o un hexapéptido; un enlace covalente disulfuro que
comprende los grupos sulfhidrilo de la cadena lateral de los residuos X!
y X0 X*y X2 o X2y X0 X2y X" si dichos residuos X' y X* 0 X*y X

54

64



o X%y X2 0 X%y X" son Cisteinas o un aminoacido no natural cuya
cadena lateral comprende el grupo sulfhidrilo; un enlace amida que
comprende un grupo carbonilo y un grupo amino de las cadenas
laterales de los residuos X'y X* o X* y X3 0o X2y X o X2y X* si
dichos residuos X'y X* o X*y X2 0 X2y X2 0 X2y X" son Lys (o un
aminoacido no natural cuya cadena lateral comprende un grupo amino)
y Glu (0 Asp o un aminoéacido no natural cuya cadena lateral comprende
un grupo carbonilo), o dichos residuos X'y X* o X*y X* 0 X?y X0
X2y X*? son respectivamente Glu (0 Asp o un aminoacido no natural
cuya cadena lateral comprende un grupo carbonilo) y Lys (o un
aminodacido no natural cuya cadena lateral comprende un grupo amino);
y un enlace amida que comprende el grupo carbonilo terminal del
péptido y un grupo amino de la cadena lateral del residuo Xy dicho
enlace amida esta presente si el residuo X*? es: el residuo del extremo
carboxilo terminal del péptido, el aminoacido Asn y X? es el aminoacido
Lys o un aminoacido no natural cuya cadena lateral comprende un
grupo amino.
2. Un péptido ciclico segln la reivindicacién 1 que se caracteriza porque
comprende un enlace peptidico entre los grupos amino y carbonilo de los
extremos N- y C-terminal del péptido y porque la secuencia X' de dicho péptido
es la secuencia aminoacidica de un tetrapéptido.
3. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 2 donde la secuencia
aminoacida de un tetrapéptido se selecciona del grupo compuesto por (D-Ser)-
Pro-Thr-Pro, (D-Ala)-Pro-Thr-Pro y Gly-Pro-Thr-Pro.
4. Un péptido ciclico segun la reivindicacion 1 que se caracteriza porque
comprende un enlace peptidico entre los grupos amino y carbonilo de los
extremos N- y C-terminal del péptido y porque la secuencia X' de dicho péptido
es la secuencia aminoacidica de un pentapeptido.
5. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 4 donde la secuencia
aminoacida de un pentapéptido se selecciona entre el grupo compuesto por
Arg-Arg-Pro-Asn-Ser, Arg-Arg-Pro-(D-Ala)-Ser, Lys-Lys-Pro-Asn-Ser y Lys-Lys-
Pro-(D-Ala)-Ser.
6. Un péptido ciclico segun la reivindicacion 1 que se caracteriza porque
comprende un enlace peptidico entre los grupos amino y carbonilo de los
extremos N- y C-terminal del péptido y porque la secuencia X' de dicho péptido

es la secuencia aminoacidica de un hexapéptido.
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7. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 6 donde la secuencia
aminoacida de un hexapéptido, se selecciona entre el grupo compuesto por
Thr-Pro-(D-Ala)-GIn-Asn-Ser, Arg-Pro-(D-Ala)-GIn-Asn-Ser, Thr-Pro-(D-Ala)-
(8mGIN)-(nmAsn)-Ser y Arg-Pro-(D-Ala)-(smGIn)-(nmAsn)-Ser, donde. smGIn es el
aminoacido L-b-metilglutamina y xnAsn es el aminodacido L-N-metilasparagina.

8. Un péptido ciclico seguln la reivindicacion 1 que se caracteriza porque su
extremo N-terminal se encuentra enlazado covalentemente al grupo acetilo, al
aminoacido piroglutamico, a un lipido o a un polimero, y el enlace se establece

directamente, o por medio de un grupo espaciador.

9. Un péptido ciclico segun la reivindicacién 1 que se caracteriza porque su
extremo C-terminal se encuentra en forma amida, o enlazado covalentemente
a un lipido o a un polimero, y el enlace se establece directamente, o por medio
de un grupo espaciador.

10. Un péptido de acuerdo con las reivindicaciones 8 y 9 en donde el polimero

es un polietilenglicol y e! grupo espaciador es el aminoacido Gly.

11.Un péptido ciclico segln la reivindicacion t que se caracteriza porque
comprende un enlace covalente entre el péptido y un lipido o un polimero, y
dicho enlace covalente comprende el grupo sulfhidrilo, el grupo amino o el
grupo carboxilo de la cadena lateral del residuo X', X3, X*, X2, X*, X0 X, y
dicho residuo X', X3, X* X2 X* X*? 0 X es el aminoacido Cys, Lys, Asp, Glu
0 un aminoacido no natural cuya cadena lateral comprende el grupo funcional

sulthidrilo, el grupo amino o el grupo carboxilo.

12.Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 11 en donde el polimero es un
polietilenglicol. |

13.Un péptido ciclico segln la reivindicacién 1 que se caracteriza porque X',
X3, X4 X2, X* X2 o X*™® son seleccionados del grupo compuesto por el
aminoacido cisteina, el acido (2R)-2-amino-3-sulfanilbutanoico, el acido (2R)-2-
amino-3-methyl-3-sulfanilbutanoico, el acido (2S)-2-amino-4-sulfanilbutanoico,
acido 2-amino-5-sulfanil-pentanoico, el acido 2-amino-3-sulfanil-pentanoico, el
acido 2-amino-4-metil-3-sulfanilpentanocico, el acido 2-amino-3-metil-4-
sulfanilpentanoico, el acido 2-amino-3,4-dimetil-3-sulfanil-pentanoico, el acido
2-amino-3-etil-3-sulfanilpentanoico, el acido (2R)-2-amino-3-metil-3-
sulfanilpentanoico, el acido (4S)-4-amino-2-metil-5-sulfanilpentanoico, el acido
(4R)-4-amino-2-metil-5-sulfanilpentanoico, el acido (4R)-4-amino-5-

sulfanilpentanoico y el acido (4S)-4-amino-5-sulfanilpentanoico.
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14.Un péptido ciclico segun la reivindicacion 1 que se caracteriza porque X'
X2 X% X2, X* X% X' son seleccionados de! grupo compuesto por el
aminoacido Lys, el acido 2-[bis(3-aminopropil)amino]acético, el acido (25)-2,5-
diaminopentanoico, el 4acido 2,2-diaminoacético, el acido (35)-3,4-
diaminobutanoico, el acido (2R)-2,4-diaminobutanocic, el acido (25)-2,4-
diaminobutanoico, el acido (2S)-2,3-diaminopropanocico, el &cido (2R)-2,3-
diaminopropanoico, el &cido 2-[(2-aminocetillaminolacético, el acido 2-[(3-
aminopropil)aminolacético, el acido 2-[(4-aminobutil)amino]acético, el acido
(4S)-4,8-diaminooctanoico, el acido (28)-2-amino-3-(4-aminofenil)propanoico,
el acido (2S)-2-amino-3-[4-(2-aminoetoxi)fenillpropanoico, el acido 2-(piperidin-
4-ilamino)acético, el acido (2S)-2-amino-4-[(5R})-2,2-dimetil-1,3-oxazolidin-5-
ylJbutanoico, el acido (28)-2-amino-6-(metilamino)hexanoico, el acido (2R,4R)-
4-aminopirrolidine-2-carboxilico o el acido (2R,48)-4-aminopirrolidine-2-
carboxilico, el acido 2-(4-aminopiperidin-4-yl)acético, el acido 4-
aminopiperidine-4-carboxilico, el acido (2S,4R)-4-aminopirrolidine-2-carboxilico
y el acido imidazolidine-2-carboxilico.

15. Un péptido ciclico segun la reivindicacion 1 que se caracteriza porque X',
X3, X4 X2 X* X' o X* son seleccionados del grupo compuesto por el
aminodacido Glu, Asp, el acido 3-[{carboximetil)amino]propanoico, el acido 2-
[(carboximetil)amino]acético, el acido 3-[(2-carboxietiflamino]propanoico, el
acido (3R)-3-aminohexanedioico, el acido 4-aminoheptanedioico, el acido 4-
aminopiperidine-1 4-dicarboxilico, el acido (25,4S)-4-aminopirrolidine-2-
carboxilico, el acido 2-[(carboximetil)aminolacético, el acido (2S)-2-amino-6-
[(carboximetil)amino]hexanoico, el acido 3-[(2-carboxietil)amino]propanoico, el
acido (2S)-2-aminohebtanedioico, el acido (28)-2-aminooctanedioico, el acido
(2R)-2-amino-3-[(2-carboxietil)sulfanillpropancico, el &cido (2R)-2-amino-3-
[(carboximetil)sulfanillpropanoico, el acido 4-{[(2R)-2-amino-2-
carboxietil]sulfanil}butanocico, y el acido (2S)-2-amino-3-[4-
(carboximethoxi)fenil]lpropanoico.

16. Un péptido ciclico segun la reivindicacion 1 que se caracteriza porque su
secuencia aminoacidica se selecciona dentro del grupo compuesto por las

secuencias identificadas en el listado de secuencias como SEQ ID 1-76.

17.Una composicién farmacéutica que comprende al menos uno de los
péptidos de las reivindicaciones 1-16 y excipientes o vehiculos

farmacéuticamente aceptables.

18. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 17 que se caracteriza
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porque los péptidos estan formando parte de sistemas de liberacion controlada

y sistemas que pertenecen al campo de la nanobiotecnologia.

19. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 18 donde los

sistemas de liberacién controlada pueden estar formando liposomas.

20. La composicién farmacéutica segln la reivindicacién 18 donde los

sistemas de liberacién controlada pueden estar formando microesferas.

21. La composicion farmacéutica segin la reivindicacion 18 donde los
sistemas de liberacién controlada pueden estar formando estructuras

autoensambladas con lo péptidos de las reivindicaciones de la 1 a 16.

22. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 17 que se caracteriza
porque comprende adicionalmente un agente seleccionado del grupo
compuesto por una particula semiconductora, un agente paramagnético o

stiper-paramagnético, y un radioisétopo.

23. Una composicion para el diagnéstico del cancer que se caracteriza porque
comprende al menos uno de los péptidos de las reivindicaciones 1-16 y un
agente para imagen seleccionado dentro del grupo compuesto por un agente
paramagnético o sUper-paramagnético, tales como un complejo péptido-ion
metalico que comprenda isdtopos de los elementos Tc, Re, Au, Ag, Pd, As, Cu,

Hg, Ruy Fe, y un radioisétopo, tales como Tc¥, '# ¢ 1™,

24. Un kit de partes que comprende 12,5 - 200 uM de al menos uno de los
péptidos de las reivindicaciones 1-16 con al menos un agente de tratamiento
seleccionado del grupo compuesto por citostaticos tales como Cisplatino,
Paclitaxel, 5-Fluouracilo, Vincristina, Doxorubicina, Ciclofosfamida, Mitomicina
C, Imatinib, Velcade, Iressa en una concentraciéon de 1 - 2000 nM.

25. El kit de la reivindicacion 24 que se caracteriza porque el péptido esta
conjugado directamente al agente de tratamiento mediante enlaces covalentes.
26. El kit de la reivindicacion 24 que se caracteriza porque el péptido esta
conjugado al agente de tratamiento por un elemento acoplador.

27. El kit de la reivindicacion 26 que se caracteriza porque el elemento
acoplador se selecciona del grupo compuesto por un residuo de aminoacido,
un hidrocarbil y un hidrocarbil sustituido.

28. Un kit de partes que comprende 12,5 - 200 uM de al menos uno de los
péptidos de las reivindicaciones 1-16 en combinaciéon con prodigiosinas o
derivados de estas, unidas mediante enlaces covalentes ya sea por sintesis

guimica o por reacciones quimicas entre las moléculas simples, donde dicha
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combinacién aparece en un rango de 1-1000 nM.
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RESUMEN

La presente invencién se refiere a péptidos ciclicos con propiedades antitumorales
y antiangiogénicas, asi como a sus sales farmacéuticamente aceptables y a las
composiciones farmacéuticas que los contienen. Estos peptidos ciclicos se
emplean en la preparacion de medicamentos para la terapéutica humana y/o
veterinaria, y también pueden emplearse en el diagnéstico. Estos compuestos
pueden ser usados para detectar, monitorear y/o controlar una variedad de
desordenes relacionados con la proliferacion celular, tales como las enfermedades
oncolégicas y la angiogénesis no deseada. Ademas, pueden formar parte de
sistemas de liberacion controlada y en el campo de la nanobiotecnologia, ya sea

por su capacidad de autoensamblaje o como parte de otros sistemas.

CPT\CPT\ID-411631\WPCL8972
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EVALUACIONES DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS PEPTIDOS
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Figura 1. Curvas dosis-respuesta de los péptidos modelos
ejemplos de la Tabla 5, sobre el modelo de Melanoma Humano

A375.
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Figura 2. Curvas dosis-respuesta de los péptidos modelos
ejemplos de la Tabla 5, sobre el modelo de cancer de pancreas
humano PANC-1.
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Figura 3. Curvas dosis-respuesta de los péptidos modelos
ejemplos de la Tabla 5, sobre el modelo de cancer de ovario
humano SKOV-3.
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MOLT-4
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Figura 4. Curvas dosis-respuesta de los péptidos modelos
ejemplos de la Tabla 5, sobre el modelo de Leucemia
linfoblastica aguda humana MOLT-4.
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Figura 5. Curvas dosis-respuesta de los péptidos modelos
ejemplos de la Tabla 5, sobre el modelo de Cancer de pulmon

de células no pequefias humano A549.
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HEp-2
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Figura 6. Curvas dosis-respuesta de los péptidos modelos
ejemplos de la Tabla 5, sobre el modelo de cancer de laringe
humano HEp-2.
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Figura 7. Curvas dosis-respuesta de los péptidos modelos
ejemplos de la Tabla 5, sobre el modelo de cancer d colon
humano LS174T.
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