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CONJUGADOS DE ACIDOS GRASOS Y APELINA SINTETICA CON MAYOR VIDA MEDIA

CAMPO DE LA INVENCION:

La presente invencion se refiere a composiciones que comprenden moléculas
bioldgicas semi-sintéticas que son bioconjugados de un polipéptido agonista de APJ y una
fraccion de acido graso. En particular, los bioconjugados de la invencioén, no solo conservan
la actividad agonistica de APJ, sino que también presentan una mayor resistencia a la
degradacion proteolitica mediante la accion de las peptidasas, en comparacion con su
correspondiente polipéptido no alterado y/o en comparacion con bioconjugados de apelina
descritos previamente. La invencion se refiere ademas a métodos de preparacion de dicha
composicion y al uso de dichas composiciones como agente farmacéuticamente activo en el

tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION:

La incidencia de la insuficiencia cardiaca en el mundo occidental es de
aproximadamente 1/100 adultos después de los 65 afios de edad. La patologia mas comun
es un déficit crénico en la contractilidad cardiaca y, por lo tanto, en el gasto cardiaco, es decir,
el volumen efectivo de sangre expulsada por cualquiera de los dos ventriculos del corazén
con el paso del tiempo. Los pacientes con insuficiencia cardiaca crénica pueden tener
episodios agudos de descompensacion, es decir, la insuficiencia del corazén para mantener
la circulacion sanguinea adecuada, donde la contractilidad cardiaca disminuye aun mas. Hay
aproximadamente 500 mil hospitalizaciones al afio por "insuficiencia cardiaca aguda
descompensada" (ICAD), solo en los Estados Unidos.

Las terapias actuales para la ICAD incluyen diuréticos, vasodilatadores y farmacos
inotropicos, los cuales aumentan la contractilidad cardiaca directamente. Los farmacos
inotrépicos intravenosos actuales (dobutamina, dopamina, milrinona, levosimendan) se usan
en la fase aguda, a pesar de que estan asociados con eventos adversos tales como arritmia
y aumento de la mortalidad a largo plazo. Estos riesgos han impedido su aplicacién en la
insuficiencia cardiaca cronica. La digoxina es un farmaco inotrépico oral, pero esta limitado
por un estrecho margen terapéutico, su mayor potencial arritmogénico y la contraindicacion
en insuficiencia renal.

La ICAD requiere de manera urgente una terapia para la insuficiencia cardiaca que

aumente la contractilidad cardiaca sin riesgos arritmogénicos o mortalidad, la cual también
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podria ser una solucion para las importantes necesidades médicas no satisfechas
relacionadas con la insuficiencia cardiaca cronica.

La apelina es el ligando enddgeno para el receptor acoplado a proteina G previamente
huérfano (GPCR), APJ, también conocido como receptor de apelina, receptor de angiotensina
tipo 1, receptor de angiotensina Il tipo 1, y similares. La via de la apelina/APJ se expresa
ampliamente en el sistema cardiovascular, y la apelina ha demostrado importantes efectos
cardiovasculares beneficiosos en modelos preclinicos. La administracion apelina aguda en los
seres humanos provoca vasodilatacion periférica y coronaria y aumenta el gasto cardiaco
(Circulation. 2010; 121: 1818-1827). Como resultado, el agonismo de APJ se esta convirtiendo
en un importante blanco terapéutico para los pacientes con insuficiencia cardiaca. Se cree
que la activacion del receptor de apelina APJ aumenta la contractilidad cardiaca y proporciona
cardioproteccion, sin los riesgos de las terapias actuales. Sin embargo, las apelinas
inalteradas exhiben una vida media y una duracion de accion in vivo muy cortas. La vida media
muy corta es una de las principales dificultades identificadas en la entrega de estos péptidos
endogenos terapéuticos debido al rapido aclaramiento sérico y degradacion proteolitica a
través de la accidn de las peptidasas.

Un método usado actualmente para superar esta desventaja es administrar grandes
dosis del péptido terapéutico de interés al paciente de tal manera que incluso si algunos
péptidos terapéuticos se degradan, quede suficiente para ser terapéuticamente eficaz. Sin
embargo, este método es incomodo para los pacientes. Debido a que la mayoria de los
péptidos terapéuticos no pueden ser administrados por via oral, el péptido terapéutico tendria
que ser infundido constantemente, infundido frecuentemente mediante inyeccion intravenosa
o administrado frecuentemente a través de inyecciones subcutaneas, lo cual es muy
inconveniente. La necesidad de una administracion frecuente también hace que muchos de
los tratamientos con agentes terapéuticos peptidicos potenciales tengan un alto costo
proyectado inaceptable. La presencia de grandes cantidades de péptido degradado también
puede generar efectos secundarios no deseados.

El malestar asociado a la administracion y los altos costos son dos razones por las que
la mayoria de los péptidos terapéuticos con perfiles de bioactividad atractivos no pueden ser
desarrollados como candidatos a farmacos.

Por lo tanto, un enfoque que prolongue la vida media de los péptidos consiste en
modificar los péptidos terapéuticos de tal modo que su degradacion sea mas lenta,
conservando al mismo tiempo su actividad biolégica. Estos polipéptidos modificados

sintéticamente fueron descritos en la patente de Estados Unidos No. 8,673,848 (Expediente
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No. PAT054961-US-NP). Otro enfoque incluye reducir la tasa de aclaramiento mediante la
conjugacion de los péptidos a una o mas moléculas tales como fracciones de acidos grasos
que puedan impedir su eliminacion a través de los rifiones. Ejemplos de dichos conjugados
de acidos grasos fueron descritos en la solicitud provisional de Estados Unidos No. 62/082327
(PAT056274-US-PSP2), en la solicitud de patente de Estados Unidos No. 14/336,290
(PAT055781-US-NP) y en la solicitud de patente de Estados Unidos No. 14/336,262
(PAT055418-US-NP).

Sin embargo, estos bioconjugados pueden seguir siendo susceptibles a la actividad
de la proteasa o es posible que ya no sean tan activos como sus analogos no conjugados.

Por lo tanto, hay una necesidad de péptidos terapéuticos modificados que tengan una
mayor vida media con el fin proporcionar mayor duraciéon de accioén in vivo, manteniendo al
mismo tiempo una baja toxicidad, pero conservando las ventajas terapéuticas de los péptidos

modificados.

BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURA:
La FIG. 1 representa los perfiles de exposiciéon plasmatica de ratones del compuesto

de los Ejemplos 1y 4 después de la administraciéon de dosis por via subcutanea.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION:

El propdsito de la presente invencion es solucionar el problema de la degradacién de
péptidos en el cuerpo modificando el péptido terapéutico o polipéptido de interés, es decir, los
agonistas de APJ.

En consecuencia, el objetivo de la presente invencion es proporcionar nuevos conjugados,
0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, que comprendan a) un péptido que
tiene la siguiente formula (1):

a. un péptido agonista de APJ que tiene la siguiente formula (1):

Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-(Nle)-C*-F (I); o una amida o éster del mismo,
o un péptido sustancialmente equivalente al mismo; en el que los dos aminoacidos de cisteina

marcados con "*" forman un enlace disulfuro entre las funcionalidades tiol de su cadena lateral;

y

b. un acido graso seleccionado de:
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en el que dicho acido graso esta unido covalentemente al extremo N-terminal del péptido a
través de una de sus funcionalidades de acido carboxilico, opcionalmente a través de un

enlazador polietilenglicol.

En una modalidad, los conjugados de la invencién tienen al menos una de las
siguientes mejoras con respecto a la apelina de tipo salvaje, con respecto a los analogos de
apelina no alterados (no conjugados) (por ejemplo, Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-(Nle)-C*-F) y/o
con respecto a otros conjugados de apelina descritos anteriormente: aumento de la vida
media; mayor inmunidad a la degradacion después de la administracion y/o después de la
solubilizacién; mayor actividad agonista en el receptor APJ. De esta manera, los conjugados
de apelina de esta invencién son particularmente utiles para el tratamiento o la prevencion de
enfermedades cardiovasculares tales como la insuficiencia cardiaca, trastornos y afecciones
asociados con la insuficiencia cardiaca, y trastornos y afecciones que responden a la
activacion de la actividad del receptor APJ.

Cualquiera de los residuos de aminoacidos de Férmula | mencionados anteriormente
puede ser sustituido de manera conservadora, siempre y cuando el conjugado de la invencion
siga conservando su actividad funcional y propiedades estructurales (por ejemplo,
prolongacion de la vida media, proteccién contra la degradacion, restriccion conformacional).
El principio y los ejemplos de sustituciones conservadoras de aminoacidos permitidas se

explican de manera mas detallada mas adelante en este documento.

El acido graso, siendo una fraccion que extiende la vida media, se conecta de manera
que mejora, y/o no interfiere con, la funcién biolégica de las partes constituyentes de los
conjugados de la invencion. Por ejemplo, La fraccion de acido graso se conecta a la

funcionalidad amino del extremo N-terminal del péptido (cuando el enlazador no esta
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presente) a través de una de sus funcionalidades de acido carboxilico, formando un enlace
amida. Alternativamente, la fraccion de acido graso se conecta a la funcionalidad amino del
enlazador PEG (cuando el enlazador esta presente) a través de uno de sus grupos funcionales

de acido carboxilico.

En una modalidad, los conjugados de la invencion son particularmente utiles en el
tratamiento o prevencion de un trastorno o afeccion asociados con la insuficiencia cardiaca, o
un trastorno que responde a la activacion (o agonismo) de la actividad del receptor APJ. En
otra modalidad, los conjugados de la invencién son utiles en el tratamiento de insuficiencia
cardiaca aguda descompensada (ICAD), insuficiencia cardiaca crénica, hipertension
pulmonar, fibrilacién atrial, sindrome de Brugada, taquicardia ventricular, aterosclerosis,
hipertension, restenosis, enfermedades isquémicas cardiovasculares, cardiomiopatia, fibrosis
cardiaca, arritmias, retencion de agua, diabetes (incluyendo diabetes gestacional), obesidad,
enfermedad arterial periférica, accidentes cerebrovasculares, ataques isquémicos transitorios,
lesiones cerebrales traumaticas, esclerosis lateral amiotrofica, quemaduras (incluyendo
quemaduras de sol) y preeclampsia.

En una modalidad preferida, los conjugados de apelina de la invencién son utiles en el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca aguda descompensada (ICAD). En otra modalidad
preferida, los conjugados de apelina son utiles en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca

croénica.

En otra modalidad, la invencién se refiere a un método para tratar un trastorno o
enfermedad que responde a la activacion del receptor APJ, en un sujeto que necesita dicho
tratamiento, el cual comprende: administrar al sujeto una cantidad eficaz de un conjugado de
la invencién de manera que se proporciona tratamiento para el trastorno o enfermedad que
responde a la activacion del receptor APJ en el sujeto que es tratado.

En aun otra modalidad, la invencion se refiere a un método de fabricacion de los
conjugados tal como se describe en el presente documento.

En aun otra modalidad, la invencion se refiere a composiciones farmacéuticas, las
cuales comprenden un conjugado de la invencién y uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

En aun otra modalidad, la invencion se refiere a combinaciones, incluyendo un
conjugado de la invencidon, y a combinaciones farmacéuticas de uno o mas agentes

terapéuticamente activos.
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En otra modalidad, la invencion se refiere a un método para la activacion del receptor
APJ en un sujeto que lo necesita, el cual comprende: administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un conjugado de la invencion.

Estos y otros aspectos de la invencion se aclararan en la siguiente descripcion

detallada de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definicion

Para efectos de interpretacion de esta especificacion, se aplicaran las siguientes
definiciones a menos que se especifique lo contrario y, segun sea apropiado, los términos
utilizados en singular incluirdn también el plural y viceversa.

Tal como se usa en el presente documento, "trastornos o enfermedades que
responden a la modulacién del receptor APJ", "trastornos y afecciones que responden a la
modulacion de APJ", "trastornos y afecciones que responden a la modulacion de la actividad
del receptor APJ", "trastornos que responden a la activacién (o agonismo) de la actividad del
receptor APJ" y términos similares incluyen insuficiencia cardiaca aguda descompensada
(ICAD), insuficiencia cardiaca croénica, hipertension pulmonar, fibrilacion atrial, sindrome de
Brugada, taquicardia ventricular, aterosclerosis, hipertension, restenosis, enfermedades
isquémicas cardiovasculares, cardiomiopatia, fibrosis cardiaca, arritmias, retencién de agua,
diabetes (incluyendo diabetes gestacional), obesidad, enfermedad arterial periférica,
accidentes cerebrovasculares, ataques isquémicos transitorios, lesiones cerebrales
traumaticas, esclerosis lateral amiotrofica, quemaduras (incluyendo quemaduras de sol) y

preeclampsia.

El término "APJ" (también conocido como "receptor de apelina", "receptor de
angiotensina tipo 1", "receptor de angiotensina Il tipo 1", y similares) indica un receptor
acoplado a Gi con 7 dominios transmembrana y 380 residuos, cuyo gen se localiza en el brazo
largo del cromosoma 11 en humanos (Secuencia de Referencia NCBI: NP_005152.1, y
codificada por la Secuencia de Referencia NCBI: NM_005161). APJ fue clonado por primera
vez en 1993 a partir de ADN gendmico humano usando cebadores de oligonucledtidos
degenerados (O'Dowd et al. Gene, 136: 355-60, 1993) y comparte homologia significativa con

el receptor de angiotensina Il tipo 1. Sin embargo, a pesar de esta homologia, la angiotensina
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Il no se une APJ. Aunque huérfano durante muchos afios, el ligando endégeno fue aislado y

llamado apelina (Tatemoto et al., Biochem Biophys Res Commun 251, 471-6 (1998)).

Tal como se usa en el presente documento, la "activacion de la actividad del receptor
APJ" o la "activacion del receptor APJ" se refiere a un aumento en la actividad del receptor
APJ. La activacion de la actividad del receptor APJ también se conoce como "agonismo" del

receptor APJ, por ejemplo, mediante la administraciéon de los conjugados de la invencion.

El término "apelina", indica una pre-proteina con 77 residuos (Secuencia de Referencia
NCBI: NP_0059109.3, y codificada por la Secuencia de Referencia NCBI: NM_017413.3), que
se procesa en formas biolégicamente activas de péptidos de apelina, tales como apelina-36,
apelina-17, apelina-16, apelina-13, apelina-12. El péptido maduro de extension completa, el
cual se conoce como "apelina-36", consta de 36 aminoacidos, pero la isoforma mas potente
es la forma piroglutamada de un 13mer de apelina (apelina-13), que se conoce como "pir-1-
apelina-13 o pir'-apelina-13”. Diferentes formas de apelina se describen, por ejemplo, en la
Patente de Estados Unidos 6,492,324B1.

Los términos "péptido agonista de APJ" o "péptido apelina" se usan indistintamente e
incluyen la "apelina" tal como se definié anteriormente, la cual fue modificada para minimizar
la degradacion y para mejorar la estabilidad en suero, asi como para proporcionar un mejor
perfil de desarrollabilidad. En ciertas modalidades, el "péptido agonista de APJ" o "péptido

apelina” incluye un péptido de férmula (l).

Tal como se usan en el presente documento, los términos "péptido" o "polipéptido" se
usan indistintamente para referirse a dos 0 mas aminoacidos unidos entre si. Las abreviaturas
de tres letras o una letra reconocidas en la técnica se usan para representar los residuos de
aminoacidos que constituyen los péptidos y polipéptidos de la invencién. Excepto cuando esta
precedido por una "D", el aminoacido es un L-aminoacido. Cuando la abreviatura de una letra
es una letra mayuscula, se refiere al L-aminoacido. Cuando la abreviatura de una letra es una
letra minuUscula, se refiere al D-aminoacido. Las abreviaturas de aminoacidos o grupos o
cadenas se usan para representar péptidos. Los péptidos se indican con el extremo N-terminal

a la izquierda y la secuencia esta escrita desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal.
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Los péptidos de la invencién contienen aminoacidos no naturales (es decir, compuestos que
no se producen en la naturaleza) y otros analogos de aminoacidos tales como aquellos que

se conocen en la técnica se pueden emplear alternativamente.

Ciertos aminoacidos no naturales se pueden introducir mediante la tecnologia descrita
en Deiters et al., J Am Chem Soc 125: 11782-11783, 2003; Wang y Schultz, Science 301:
964-967, 2003; Wang et al., Science 292: 498-500, 2001; Zhang et al., Science 303: 371-373,
2004 o en la Patente de Estados Unidos No. 7,083,970. De manera breve, algunos de estos
sistemas de expresion implican mutagénesis dirigida a un sitio especifico para introducir un
codon sin sentido, tal como un TAG de color ambar, en el marco abierto de lectura que codifica
un polipéptido de la invencion. Luego, dichos vectores de expresion se introducen en un
huésped que puede usar un ARNt especifico para el codédn sin sentido introducido y se cargan

con un aminoacido no natural seleccionado.

Un experto en la técnica entendera que se pueden hacer diversas sustituciones de
aminoacidos, por ejemplo, sustituciones de aminoacidos conservadoras, en la secuencia de
cualquiera de los polipéptidos descritos en el presente documento, sin que necesariamente
se disminuya su actividad. Tal como se usa en el presente documento, "aminoacido
comunmente usado como un sustituto del mismo" incluye sustituciones conservadoras (es
decir, sustituciones con aminoacidos de caracteristicas quimicas comparables). Para fines de
sustitucién conservadora, los aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina,
isoleucina, valina, glicina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina. Los aminoacidos
neutros polares (hidrofilos) incluyen serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina.
Los aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina e histidina. Los
aminoacidos cargados negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico.
Ejemplos de sustituciones de aminoacidos incluyen la sustitucion de un L-aminoacido con su
D-aminoacido correspondiente, la sustitucion de cisteina con homocisteina u otros
aminoacidos no naturales que tienen una cadena lateral que contiene tiol, la sustitucién de
una lisina con homolisina, acido diaminobutirico, acido diaminopropidnico, ornitina u otros
aminoacidos no naturales que tienen una cadena lateral que contiene amino, o la sustitucién
de una alanina con norvalina o similares.

El término "aminoacido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a
aminoacidos de origen natural, aminoacidos no naturales, analogos de aminoacidos y

miméticos de aminoacidos que funcionan de una manera similar a los aminoacidos de origen
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natural, todos en sus esterecisomeros D y L si su estructura permite dichas formas
estereoisoméricas. En el presente documento, los aminoacidos se denominan usando
cualquiera de sus nombres, sus simbolos de tres letras comunmente conocidos o los simbolos
de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB.

El término "de origen natural" se refiere a materiales que se encuentran en la
naturaleza y que no son manipulados por el hombre. Del mismo modo, los términos "de origen
no natural", "no naturales", y similares, tal como se usan en el presente documento, se refieren
a un material que no se encuentra en la naturaleza o que ha sido modificado estructuralmente
o sintetizado por el hombre. Cuando se usa en conexion con los aminoacidos, el término "de
origen natural” se refiere a los 20 aminoacidos convencionales (es decir, alanina (A o Ala),
cisteina (C o Cis), acido aspartico (D o Asp), acido glutamico (E o Glu), fenilalanina (F o Fen),
glicina (G o Gli), histidina (H o His), isoleucina (I o lle), lisina (K o Lis), leucina (L o Leu),
metionina (M o Met), asparagina (N o Asn), prolina (P o Pro), glutamina (Q o GIn), arginina (R
o Arg), serina (S o Ser), treonina (T o Tre), valina (V o Val), triptéfano (W o Trp) y tirosina (Y
o Tir)).

Los términos "aminoacido de origen no natural" y "aminoacido no natural”, tal como se
usan en el presente documento, se emplean indistintamente para representar estructuras de
aminoacidos que no es posible generar mediante biosintesis en ningun organismo usando
genes modificados o no modificados de algun organismo, ya sea el mismo o diferente. Los
términos se refieren a un residuo de aminoacido que no esta presente en la secuencia de la
proteina de apelina de origen natural (de tipo salvaje) o en las secuencias de la presente
invencion. Estos incluyen, de manera enunciativa mas no limitativa, aminoacidos modificados
y/o analogos de aminoacidos que no son uno de los 20 aminoacidos de origen natural,
selenocisteina, pirrolisina (Pil), o pirrolina-carboxi-lisina (Pcl, por ejemplo, tal como se describe
en la Publicacién de Patente PCT W02010/48582). Dichos residuos de aminoacidos no
naturales se pueden introducir mediante la sustitucion de aminoacidos de origen natural y/o
mediante la insercidon de aminoacidos no naturales en la secuencia de la proteina de apelina
de origen natural (de tipo salvaje) o en las secuencias de la presente invencion. El residuo de
aminoacido no natural también se puede incorporar de manera tal que se imparta una
funcionalidad deseada a la molécula de apelina, por ejemplo, la capacidad de enlazar una
fraccién funcional (por ejemplo, PEG). Cuando se usa en conexion con los aminoacidos, el
simbolo "U" se debe entender como "aminoacido de origen no natural" y "aminoacido no

natural”, tal como se usa en el presente documento.
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Ademas, se entiende que dichos "aminoacidos no naturales" requieren un ARNt
modificado y una sintetasa de ARNt modificado (RS) para la incorporacion en una proteina.
Estos pares ARNt/RS ortogonales "seleccionados" se generan mediante un proceso de
seleccién tal como el desarrollado por Schultz et al. o a través de mutacion aleatoria o
especifica. A modo de ejemplo, la pirrolina-carboxi-lisina es un "aminoacido natural”, ya que
es generada biosintéticamente mediante la transferencia de genes de un organismo a células
huésped y es incorporada en las proteinas usando genes de sintetasa de ARNt y ARNt natural,
mientras que la p-aminofenilalanina (Véase Generation of a bacterium with a 21 amino acid
genetic code, Mehl RA, Anderson JC, Santoro SW, Wang L, Martin AB, King DS, Horn DM,
Schultz PG. J Am Chem Soc. 2003 Ene 29; 125(4): 935-9) es un "aminoacido no natural”, ya
que, aunque es generada biosintéticamente, es incorporada en las proteinas mediante un par
de sintetasa de ARNt/ARNt ortogonal "seleccionado".

Los aminoacidos codificados modificados incluyen, de manera enunciativa mas no
limitativa, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, O-fosfoserina, acido azetidincarboxilico, acido 2-
aminoadipico, acido 3-aminoadipico, beta-alanina, acido aminopropiénico, acido 2-
aminobutirico, acido 4-aminobutirico, acido 6-aminocaproico, acido 2-aminoheptanoico, acido
2-aminoisobutirico, acido 3-aminoisobutirico, acido 2-aminopimélico, butilglicina terciaria,
acido 2,4-diaminoisobutirico, desmosina, acido 2,2'-diaminopimélico, acido 2,3-
diaminopropriénico, N-etilglicina, N-metilglicina, N- etilasparagina, homoprolina, hidroxilisina,
alo-hidroxilisina,  3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, isodesmosina, alo-isoleucina, N-
metilalanina, N-metilglicina, N-metilisoleucina, N-metilpentilglicina, N-metilvalina, naftalanina,
norvalina, norleucina, ornitina, pentilglicina, acido pipecélico y tioprolina. El término
"aminoacido" también incluye aminoacidos de origen natural que son metabolitos en ciertos
organismos, pero no son codificados por el codigo genético para la incorporacion en proteinas.
Dichos aminoacidos incluyen, de manera enunciativa mas no limitativa, ornitina, D-ornitina y
D-arginina.

El término "analogo de aminoacido", tal como se usa en el presente documento, se
refiere a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoéacido de
origen natural. A modo de ejemplo Unicamente, un a-carbono que esta unido a un hidrégeno,
un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R. Los analogos de aminoacidos incluyen
aminodacidos naturales y no naturales que estan bloqueados quimicamente, reversible o
irreversiblemente, o en los que su grupo carboxilo C-terminal, su grupo amino N-terminal y/o
sus grupos funcionales de cadena lateral estan quimicamente modificados. Dichos analogos

incluyen, de manera enunciativa mas no limitativa, sulféxido de metionina, sulfona de
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metionina, S-(carboximetil)-cisteina, sulfoxido de S-(carboximetil)-cisteina, sulfona de S-
(carboximetil)-cisteina, acido aspartico-(beta-metil éster), N-etilglicina, carboxamida de

alanina, homoserina, norleucina, metionina y sulfonio de metilo.

Tal como se usa en el presente documento, el término "amida" se refiere a un derivado
de amida del grupo de acido carboxilico en el extremo C-terminal (por ejemplo, -C(O)NHa,
alquilo -C(O)NH-C+., alquilfenilo -C(O)NH-Ci-2, alquilo -C(O)NH-NHBn o -C(O)N(C1-6)2).

El término "amida" también se refiere a derivados del grupo amino en el extremo N-
terminal (por ejemplo, funcionalidad de acido carboxilico del acido graso formando un enlace
amida con la funcionalidad amino en el extremo N-terminal del péptido apelina).

Tal como se usa en el presente documento, el término "éster" se refiere a un derivado
de éster del grupo acido carboxilico en el extremo C-terminal (por ejemplo, -COOR), donde R
del éster se refiere a grupos alquilo C46 tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,
etc., grupos cicloalquilo Cs-s tales como ciclopentilo, ciclohexilo, etc., grupos arilo Ce-1¢ tales
como fenilo, a-naftilo, etc., grupos alquilo C1.6 arilo Ce.10, por ejemplo, grupos alquilo C1.2 fenilo
tales como bencilo, fenetilo, benzhidrilo, etc., y grupos alquilo Ci, a-naftil tales como o-
naftilmetilo y similares. También se deben mencionar el éster de pivaloiloximetilo y similares,
los cuales se usan comunmente en forma de ésteres para administracion oral. Cuando los
péptidos agonistas de APJ de Férmula | tienen grupos carboxilo o carboxilato adicionales en
posiciones diferentes al extremo C-terminal, aquellos polipéptidos en los que dichos grupos
estan amidados o esterificados también entran en la categoria del polipéptido de la invencion.
En estos casos, los ésteres pueden ser, por ejemplo, el mismo tipo de ésteres que los ésteres

C-terminales anteriormente mencionados.

Los términos "conjugado” y "bioconjugado” se usan indistintamente y se refieren a la
entidad formada como resultado de una unién covalente de un polipéptido agonista de APJ,
0 un polipéptido de Formula |, y una fraccion de acido graso a través de un enlazador de

polietilenglicol (PEG) opcional.

El término "aumento de la vida media" o "aumento de la vida media en suero" o
"prolongacién de la vida media" se entiende como el cambio positivo en la vida media en
circulacién de una molécula bioldgicamente activa modificada (por ejemplo, apelina 13 o
analogo) con respecto a su forma no modificada (o forma no alterada del péptido). La vida

media en suero se mide tomando muestras de sangre en diversos puntos temporales después
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de administrar la molécula biolégicamente activa, y determinando la concentracion de dicha
molécula en cada muestra. Medir el cambio de la concentracion en suero a través del tiempo
permite el calculo de la vida media en suero de una molécula modificada (por ejemplo,
molécula conjugada). Comparar la vida media en suero de una molécula modificada (por
ejemplo, molécula conjugada) con la de una molécula no modificada (por ejemplo, apelina 13
0 analogo) permite determinar el aumento relativo de la vida media en suero o t1/2. El aumento
deseado es de al menos aproximadamente dos veces, pero un menor aumento puede ser

media también.

Conjugados de la invencion
El presente documento describe diversas modalidades de la invencion. Se reconocera
que las caracteristicas especificadas en cada modalidad se pueden combinar con otras

caracteristicas especificadas para proporcionar modalidades adicionales.

Por lo tanto, en la modalidad 1, la invencién proporciona un conjugado, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, que comprende

a. un péptido agonista de APJ que tiene la siguiente formula (1):

Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-(Nle)-C*-F (l); o una amida o éster del mismo,
o un péptido sustancialmente equivalente al mismo; en el que los dos aminoacidos de cisteina

marcados con "*" forman un enlace disulfuro entre las funcionalidades tiol de su cadena lateral;

y

b. un &cido graso seleccionado de:

6o O 0O O
HO OH HO OH

OH and OH
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en el que dicho acido graso esta unido covalentemente al extremo N-terminal del péptido a
través de una de sus funcionalidades de acido carboxilico, opcionalmente a través de un

enlazador polietilenglicol.

En la modalidad 1A, la invencion proporciona un conjugado, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, que comprende

a. un péptido agonista de APJ que tiene la siguiente formula (1):

Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-(Nle)-C*-F (l); en el que los dos
aminoacidos de cisteina marcados con "*" forman un enlace disulfuro entre las funcionalidades

tiol de su cadena lateral; y

b. un &cido graso seleccionado de:

O O 0O O

HO OH HO OH

O
OH and OH

;
en el que dicho acido graso esta unido covalentemente al extremo N-terminal del péptido a
través de una de sus funcionalidades de acido carboxilico, opcionalmente a través de un

enlazador polietilenglicol.

Los acidos grasos descritos en la modalidad 1 o 1A fueron descritos en la solicitud
provisional de Estados Unidos No. 62/082327 (PAT056274-US-PSP2).

Cualquier grupo enlazador de polietilenglicol es opcional. El enlazador es de
naturaleza polimérica y es una fraccion de polietilenglicol que contiene dos grupos
reactivos/grupos funcionales, uno de los cuales puede reaccionar con el polipéptido de

férmula | y el otro con la fraccién de acido graso.
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En la modalidad 2, la invencion se refiere a un conjugado de acuerdo con la
modalidad 1 o 1A, en el que el enlazador de polietilenglicol (PEG) esta presente y es de

Formula (Il):

?(N\/\(O/\a/;\/\ﬂ;ﬁ

carbonilo del enlazador de PEG forma un enlace amida con la funcionalidad amino en el

(1) donde y es 1-30, donde la funcionalidad

extremo N-terminal del péptido de Férmula (l) y donde la funcionalidad amino del enlazador
de PEG forma un enlace amida con uno de los grupos funcionales de acido carboxilico del

acido graso.

En la modalidad 3, la invencion se refiere a un conjugado de acuerdo con la modalidad 1, 1A
0 2, en el que el enlazador de polietilenglicol (PEG) es de Férmula (lll) e y es 2 a 25:
En la modalidad 4, la invencion se refiere a un conjugado de acuerdo con cualquiera de las

modalidades anteriores, en la que el acido graso es:

o O
HO OH

OH

En la modalidad 5, la invencion se refiere a un conjugado de acuerdo con cualquiera de las
modalidades anteriores, en el que el acido graso se conecta a la funcionalidad amino del
enlazador de PEG, o a la funcionalidad amino en el extremo N-terminal del péptido si el
enlazador de PEG no esta presente, mediante una de sus funcionalidades de acido carboxilico
terminal. Esto esta representado por las siguientes Formulas, las cuales muestran el punto de

union al enlazador o al extremo N-terminal del péptido:
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o 0

o o0
HO f:\ HO ;\
0 o \
OH and

OH

En la modalidad 6, la invencion se refiere a un conjugado de acuerdo con cualquiera de las
modalidades 1-4, en el que el acido graso se conecta a la funcionalidad amino del enlazador
de PEG, o a la funcionalidad amino del péptido si el enlazador de PEG no esta presente,
mediante su funcionalidad de acido carboxilico terminal. Esto esta representado por las
siguientes Formulas, las cuales muestran el punto de union al enlazador o al extremo N-

terminal del péptido:

O O 0O O
HO OH HO OH
(0] 0 \
r"'{ﬁ and e

En la modalidad 7, la invencion se refiere a un conjugado de acuerdo con la modalidad 1 0 1A

seleccionado de los siguientes:
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0 HO_o

HO 0
HN\/\O/\,O\/\O/\,O]
o~ O~ O g
\/O\/\O’\/O\/\O’\
[O\/\O/\/O\/\O/\/O
0~ ~O0 H

o) N_
~ 8 QR—P—R—L—C—H—K—G—P—(Nle) —C—F—COH

o
jan)
o
o

HO

N

Q—R—P—R—L—C—H—K—G—P—(Nle)—C—F—CO,H

T
ﬁz
@}
o
o

0 HO__ o
HO O
HN\/\O/\/OV\O/\/O]
K/O\/\O/\/O 0]
HN\
Q—R—P—R—L—C—H—K—G—P—(Nle)—(]:—F—COQH
y
0 HO__o
HO 0 0
HN NH
? Q—R—P—R—L—C—H—K—G—P—(Nle)—C—F—CO,H
30 02
(0] 0]
_/

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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A menos que se especifique lo contrario, los términos "polipéptido" o "péptido",
"agonistas peptidicos de APJ" y similares se refieren a un polipéptido de Férmula (I) o una

amida, un éster o una sal farmacéuticamente aceptables del mismo.

En la modalidad 7A, los conjugados de la invencion demuestran: 1. actividad
sustancialmente equivalente o mejorada en relacion con la apelina de tipo salvaje, la apelina-
13, la pir-1-apelina-13y/o el correspondiente péptido apelina no alterado (no conjugado) de
Formula (1) o un analogo del mismo; y/o 2. mejor estabilidad en plasma en relacion con la
apelina de tipo salvaje, la apelina-13, la pir-1-apelina-13 y/o el correspondiente péptido apelina
no modificado (no conjugado) de Férmula (1) o un analogo del mismo.

En la modalidad 7B, los conjugados de la invencion demuestran: 1. actividad
sustancialmente equivalente o mejorada en relacion con los conjugados de apelina descritos
en la Solicitud de Patente de Estados Unidos No. 14/336,293 (PAT055781-US-NP) y/o en
relacion con los conjugados de acidos grasos de apelina descritos en la Solicitud de Patente
de Estados Unidos No 14/336 262 (PAT055418-US-NP); y/o 2. mejor estabilidad en plasma
en relaciéon con los conjugados de apelina, mas especificamente en relacion con los
conjugados de apelina descritos en la Solicitud de Patente de Estados Unidos No. 14/336,293
(PAT055781-US-NP) y/o en relacion con los conjugados de acidos grasos de apelina descritos
en la Solicitud de Patente de Estados Unidos No 14/336 262 (PAT055418-US-NP).

En un aspecto de modalidades 7A y 7B, la mejora de la estabilidad en plasma es de

al menos 2 veces.

En la modalidad 7C, el conjugado de acido graso de la invencién tiene una estabilidad
en plasma de al menos 30 minutos. En otra modalidad, el conjugado de acido graso de la
invencion tiene una estabilidad en plasma de al menos 60 minutos. En otra modalidad, el
conjugado de acido graso de la invencién tiene una estabilidad en plasma de al menos 5

horas, preferiblemente al menos 10 horas y mas preferiblemente 12 horas.

En la modalidad 7D, los conjugados de &cido graso de apelina de la invencion tienen
una ECso de menos de 400nM. En otra modalidad, los conjugados de acido graso de apelina

de la invencion tienen una ECsy de menos de 300 nM, preferiblemente menos de 200 nM y
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mas preferiblemente menos de 160 nM. En aun otra modalidad, los conjugados de acido graso

de apelina de la invencion tienen una ECso de menos de 100nM.

Los conjugados de acidos grasos de apelina de la invencién también abarcan
conjugados de acido graso de apelina que son sustancialmente equivalentes a la misma. Los
conjugados de acidos grasos de apelina de la invenciéon también abarcan conjugados que
contienen péptidos apelina, los cuales son al menos aproximadamente 95 % idénticos a los
péptidos segun las Férmulas |, o una amida, un éster o una sal de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, la frase "secuencia de aminoacidos
homologa”, o variaciones de la misma, se refiere a secuencias caracterizadas por una
homologia a nivel de aminoacidos de al menos un porcentaje especificado, y se usa
indistintamente con la frase "identidad de secuencia". Las secuencias de aminoacidos
homodlogas incluyen aquellas secuencias de aminoacidos que contienen sustituciones de
aminoacidos conservadoras y cuyos polipéptidos tienen la misma union y/o actividad. En
algunas modalidades, una secuencia de aminoacidos es homaloga si tiene al menos 60 % o
mas, hasta el 99 %, de identidad frente una secuencia comparable. En algunas modalidades,
una secuencia de aminoacidos es homologa si comparte una o mas, hasta 60, sustituciones,
adiciones o deleciones de aminoacidos frente a una secuencia comparable. En algunas
modalidades, las secuencias de aminoacidos homoélogas tienen no mas de 5 o no mas de 3
sustituciones conservadoras de aminoacidos.

La homologia también puede ocurrir a nivel del polipéptido. El grado o porcentaje de
identidad de los péptidos o polipéptidos de la invencién, o porciones de los mismos, frente a
diferentes secuencias de aminoacidos se calcula como el numero de coincidencias exactas
en una alineacion de las dos secuencias dividido por la longitud de la "secuencia de la
invencién" o la "secuencia extrafia", cualquiera que sea menor. El resultado se expresa como
el porcentaje de identidad.

Un conjugado que comprende un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
con una homologia de aproximadamente entre 80 y 99,9 %, preferiblemente entre 90 y 99,9
% frente a la secuencia de aminoacidos de Férmula |, y que tiene una estabilidad en plasma
superior a la de la apelina-13 y/o la pir-1-apelina-13 y/o el péptido sin conjugar
correspondiente, entra en la categoria del conjugado de la invencion.

Sin embargo, una variante conjugada que tiene un nivel un poco mas bajo de actividad
en relacion con la apelina-13 y/o la pir-1-apelina-13 y/o el péptido no conjugado

correspondiente puede ser considerada como una variante funcional y bioldgica, aunque
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idealmente un conjugado biolégicamente activo tiene propiedades biologicas similares o
mejoradas con respecto a la apelina-13 y/o la pir-1-apelina-13 y/o el péptido no conjugado

correspondiente.

El término "sustancialmente equivalente" significa que la naturaleza de la actividad de
union al receptor, la actividad de transduccion de sefiales y similares son equivalentes. Por lo
tanto, se admite la presencia de diferencias uniformes entre grados tales como la potencia de
la actividad de unién al receptor y el peso molecular del polipéptido.

Un polipéptido tal como se describe en el presente documento, o un equivalente
sustancial al mismo, por sustitucion, delecion, adiciéon o insercion de uno o mas de los
aminodcidos se pueden mencionar como polipéptidos que contienen un equivalente sustancial
de secuencia de aminoacidos en este sentido. Un polipéptido tal como se describe en el
presente documento, o un equivalente sustancial al mismo, mediante sustitucion de 1 a 5,
preferiblemente de 1 a 3, y mas preferiblemente de 1 a 2 aminoacidos con aminoacidos
naturales o no naturales se pueden mencionar como polipéptidos que contienen un
equivalente sustancial de secuencia de aminoacidos en este sentido. Preferiblemente, las 2
cisteinas que forman el puente disulfuro no se sustituyen. Otras modificaciones y alteraciones
pueden incluir la sustitucion de un L-aminoacido con un D-aminoacido, u otra variacion,
incluyendo, de manera enunciativa mas no limitativa, fosforilacion, carboxilacién, alquilacion
y similares, siempre y cuando se mantenga la actividad agonistica de APJ del conjugado que
comprende dicho péptido y mejore la estabilidad en plasma en relacion con la forma
piroglutamada de apelina-13 y/o mejore en relacién con el péptido no conjugado

correspondiente.

Preparacion del péptido de Formula I:

El péptido apelina de Férmula | se puede producir usando cualquier proceso quimico
de sintesis o mediante métodos recombinantes o una combinacién de ambos métodos. Los
constructos de péptido-enlazador y los péptidos apelina se pueden preparar como de longitud
completa o se pueden sintetizar como fragmentos de longitud no completa y unidos. El péptido
de la presente invencion se puede producir a través los procedimientos ya conocidos para la
sintesis de péptidos. Los métodos para la sintesis de péptidos pueden ser cualquiera de
sintesis en fase solida o sintesis en fase liquida. Por lo tanto, el péptido y polipéptido de interés
se pueden producir mediante la condensacion de un péptido o aminoacido parcial capaz de

constituir la proteina con la parte residual del mismo y, cuando el producto tiene un grupo
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protector, el grupo protector se separa, a partir de lo cual se puede fabricar un péptido
deseado. Los métodos conocidos para la condensacion y desproteccidon incluyen los

procedimientos descritos en la siguiente bibliografia (1)-(5).

(1) M. Bodanszky y M. A. Ondetti, Peptide Synthesis, Interscience Publishers, Nueva
York, 1966,
(2) Schroeder y Luebke, The Peptide, Academic Press, Nueva York, 1965,
(3) Nobuo Izumiya et al. Fundamentals and Experiments in Peptide Synthesis,
Maruzen, 1975,
(4) Haruaki Yajima y Shumpei Sakakibara, Biochemical Experiment Series 1, Protein
Chemistry IV, 205, 1977, y

(5) Haruaki Yajima (ed.), Development of Drugs-Continued, 14, Peptide Synthesis,

Hirokawa Shoten.

Después de la reaccion, el péptido se puede purificar y aislar mediante una combinacién de
técnicas de purificacion convencionales, tales como extraccion con disolvente, cromatografia
en columna, cromatografia liquida y recristalizacion. Cuando el péptido aislado tal como se
describié anteriormente es un compuesto libre, se puede convertir en una sal adecuada
usando el método conocido. De manera inversa, cuando el producto aislado es una sal, se

puede convertir en el péptido libre usando el método conocido.

La amida de polipéptido se puede obtener usando una resina para sintesis de péptido
adecuada para la amidacion. La resina incluye resina de clorometilo, resina de hidroximetilo,
resina de benzhidrilamina, resina de aminometilo, resina de alcohol 4-benciloxibencilo, resina
de 4-metilbenz-hidrilamina, resina de PAM, resina de 4-hidroximetiimetilfenilacetamidometil,
resina de poliacrilamida, resina de 4-(2',4'-dimetoxifenil-hidroximetil)fenoxi, resina de 4-(2',4'-
dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)fenoxi, resina de cloruro de 2-clorotritilo, y asi sucesivamente.
Usando una resina como estas, aminoacidos cuyos grupos a-amino y grupos funcionales de
la cadena lateral han sido protegidos adecuadamente se condensan en la resina de acuerdo
con la secuencia del péptido objetivo mediante diversas técnicas de condensacion ya
conocidas. Al final de la serie de reacciones, el péptido o el péptido protegido se retira de la
resina y se eliminan los grupos protectores vy, si es necesario, se forman enlaces disulfuro

necesarios para obtener el polipéptido objetivo.
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Para la condensacion de los aminoacidos protegidos mencionados anteriormente, se
puede usar una variedad de reactivos de activacion para la sintesis de péptidos, tales como
HATU, HCTU o, por ejemplo, una carbodiimida. La carbodiimida incluye DCC, N,N' -
diisopropilcarbodiimida y N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida. Para la activacion con
un reactivo como estos, se puede usar un aditivo inhibidor de la racemizacion, por ejemplo,
HOBt u oxima (Oxyma Pure). El aminoacido protegido se puede afiadir directamente a la
resina junto con los reactivos de activacion y el inhibidor de racemizacion o se puede pre-
activar como anhidrido de acido simétrico, éster de HOBt o éster HOOBLt afiadido luego a la
resina. El disolvente para la activacion de los aminoacidos protegidos o la condensacién con
la resina se puede seleccionar adecuadamente de entre los disolventes que se sabe son utiles
para reacciones de condensacion de péptidos. Por ejemplo, N,N-dimetilformamida, N-
metilpirrolidona, cloroformo, trifluoroetanol, sulféxido de dimetilo, DMF, piridina, dioxano,
cloruro de metileno, tetrahidrofurano, acetonitrilo, acetato de etilo, o mezclas adecuadas de
los mismos.

La temperatura de reaccién se puede seleccionar del rango que actualmente se sabe es util
para la formacion de enlaces péptidos y, usualmente, se selecciona del intervalo entre
aproximadamente -20 °C y aproximadamente 50 °C. El derivado de aminoacido activado se
usa generalmente en una proporcion de 1,5-4 veces de excedente. Si se encuentra que la
condensacion es insuficiente mediante una prueba usando la reaccién de ninhidrina, la
reaccion de condensacion se puede repetir para lograr una condensacién suficiente sin
eliminar el grupo protector. Si la condensacién repetida sigue sin proporcionar un grado
suficiente de condensacion, el grupo amino sin reaccionar puede ser acetilado con anhidrido

acético o acetilimidazol.

El grupo protector del grupo amino para el aminoacido del material de partida incluye
Z, Boc, terc-amiloxicarbonilo, isoborniloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, CI-Z, Br-Z,
adamantiloxicarbonilo, trifluoroacetilo, ftalilo, formilo, 2-nitrofenilsulfenilo, difenilfosfinotioil o
Fmoc. El grupo protector de carboxi que se puede usar incluye, de manera enunciativa mas
no limitativa, alquilo C+, cicloalquilo Cs-s y alquilo Ci.; arilo Ce.10, asi como 2-adamantilo, 4-
nitrobencilo, 4-metoxibencilo, 4-clorobencilo, fenacilo, benciloxicarbonilhidrazido, terc-
butoxicarbonilhidrazido y tritilhidrazido.
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El grupo hidroxi de serina y treonina se pueden proteger mediante esterificacion o
eterificacion. El grupo adecuado para dicha esterificacion incluye grupos derivados de
carbono, tales como grupos alcanoilo inferiores, por ejemplo, acetilo etc., grupos aroilo, por
ejemplo, benzoilo etc., benciloxicarbonilo y etoxicarbonilo. ElI grupo adecuado para dicha
eterificacion incluye bencilo, tetrahidropiranilo y butilo terciario. ElI grupo protector para el

grupo hidroxilo fendlico de tirosina incluye Bzl, Cl>-Bzl, 2-nitrobencilo, Br-Z y butilo terciario.

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

El grupo carboxilo activado del aminoacido de partida incluye los correspondientes
esteres activos, azida y anhidrido de acido, por ejemplo, ésteres con alcoholes tales como
pentaclorofenol, 2,4,5-triclorofenol, 2,4-dinitrofenol, alcohol cianometilo, p-nitrofenol, HONB,
N-hidroxisuccinimida, N-hidroxiftalimida, HOBt, etc. El grupo amino activado del aminoacido
de partida incluye la correspondiente fosforamida.

El método para la eliminacién de grupos protectores incluye la reduccién catalitica
utilizando gas hidrégeno en presencia de un catalizador tal como paladio negro o
paladio sobre carbono, tratamiento &cido con fluoruro de hidrégeno anhidro, acido
metanosulfénico, acido trifluorometanosulfénico, acido trifluoroacético, o una mezcla de
dichos acidos, tratamiento base con diisopropiletilamina, trietilamina, piperidina, piperazina,
reduccion con sodio metalico en amoniaco liquido. La reaccion de eliminacion mediante el
tratamiento acido anteriormente mencionado se lleva a cabo generalmente a una temperatura
entre -20 °C y 40 °C, y se puede realizar de manera provechosa con la adicion de un aceptor
de cationes tal como anisol, fenol, tioanisol, m-cresol, p-cresol, sulfuro de dimetilo, 1,4-
butanoditiol, 1,2-etanoditiol. El grupo 2,4-dinitrofenilo usado para proteger el grupo imidazol
de histidina se puede eliminar mediante tratamiento con tiofenol, mientras que el grupo formilo
usado para proteger el grupo indol de triptéfano se puede eliminar mediante tratamiento
alcalino con una solucion diluida de hidroxido de sodio o amoniaco acuoso diluido, asi como
usando el tratamiento &cido antes mencionado en presencia de 1,2-etanoditiol, 1,4-
butanoditiol.

El método para proteger los grupos funcionales que no deben hacer parte de la

reaccion del material de partida, los grupos protectores que se pueden usar, el método de
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eliminacion de los grupos protectores y el método de activacion de los grupos funcionales que
participaran en la reaccién se pueden seleccionar todos a criterio de entre los grupos y

métodos conocidos.

Otro método para obtener la forma de amida del polipéptido comprende primero
realizar la amidacion del grupo carboxilo del aminoacido C-terminal, luego extender la cadena
peptidica al N-lateral hasta alcanzar la longitud de cadena deseada y, a continuacion,
desproteger selectivamente el grupo a-amino del péptido C-terminal y el grupo a-carboxilo del
aminoacido o péptido que formara el resto del polipéptido objetivo y condensar los dos
fragmentos cuyos grupo a-amino y grupos funcionales de la cadena lateral fueron protegidos
con los grupos protectores adecuados mencionados anteriormente en un disolvente mixto, tal
como se menciond anteriormente. Los parametros de esta reaccion de condensaciéon pueden
ser los mismos que aquellos descritos anteriormente. Del péptido protegido obtenido mediante
condensacion, se eliminan todos los grupos protectores a través del método descrito
anteriormente con el proporcionar el péptido bruto deseado. Este péptido bruto se puede
purificar mediante procedimientos de purificacion conocidos y la fraccion principal se puede
liofilizar para proporcionar el polipéptido amidado objetivo. Para obtener un éster del
polipéptido, el grupo a-carboxilo de un aminoacido C-terminal se condensa con un alcohol
deseado para producir un éster de aminoacido y, a continuacién, se sigue el procedimiento

descrito anteriormente para la produccién de la amida.

Sintesis de las fracciones de acido graso

El esquema 1 describe la sintesis de una fraccion de acido graso segun la modalidad
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Esquema 1

donde P!y P? son grupos protectores de acido carboxilico, tales como, por ejemplo, metilo,
etilo, terc-butil, metoxibencilo, bencilo, benciloxi, metoximetilo, metiltiometilo,
tetrahidropiranilo, fenacilo, N-ftalimida, cinamilo, trifenilmetilo, 9-antrilmetilo, piperonilo,
trimetilsililo, t-butildimetilsililo o 2-alquil-1,3-oxazolinas; donde LG es un grupo saliente tal
como por ejemplo halégeno (por ejemplo, Br, Cl, I) o trifluorometanosulfoniloxi y donde R' es
CHs;ypes 100 R'es CH=CH, y p es 9 y donde m es 10 y R? es CO.H; tal como se describe

en la modalidad 1.

La alquilacién de acido malénico protegido (1A) con un agente alquilante (1B) en
presencia de una base (por ejemplo, hidruro de sodio, carbonatos de potasio o de cesio,
hidréxido de sodio, diisopropilamida de litio, bis(trimetilsilillamida de sodio, bis(trimetilsilil)
amida de potasio, tertametilpiperidida de litio, 1,8-diaazacicloundec-7-eno, N,N-
diisopropiletilamina o 2,6-dit-butilputridina), en un disolvente tal como DMF, THF o dimetil

acetamida, genera la fraccion di-acido protegida (1C).

La fraccion di-acido protegida (1C) se somete a una segunda alquilacion con agente
alquilante (1D) en condiciones basicas, tal como se describié anteriormente, con el fin de
obtener el producto protegido dialquilado (1E). Los acidos grasos de acuerdo con la modalidad
1 se obtienen mediante desproteccion usando el método de desproteccion apropiado. Se
pueden aplicar métodos estandar para la hidrdlisis del intermedio (1E) usando una base

seleccionada de entre, de manera enunciativa mas no limitativa, NaOH, KOH o LiOH, o un
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acido seleccionado de entre, de manera enunciativa mas no limitativa, TFA, HCI o Bcls.
Cuando P' o P? es bencilo o metoxibencilo, un método preferible para la desproteccién es la
hidrogenacién en presencia de un catalizador tal como, de manera enunciativa mas no

limitativa, paladio sobre carbono.

5
El orden de las dos etapas de alquilacién se puede invertir. Ademas, cuando R es
CO:zH, puede ser necesario proteger este grupo funcional antes de la etapa de alquilacion.
Los grupos protectores para el acido carboxilico se conocen en la técnica (por ejemplo, grupo
bencilo).
10

Ejemplos mas especificos de sintesis de acidos grasos se describen en la seccién de
experimentos que se encuentra mas adelante y en la solicitud provisional No. 62/082327
(PAT056274-US-PSP2).

15  Sintesis de constructo de acido graso (FA) - enlazador PEG:

El esquema 2 describe la sintesis de un constructo de acido graso - enlazador PEG

con un grupo funcional CO2H terminal.

o]
PN J
/\LO\/)\ /\)J\ HO Fa 1O O\%/\O/\/N -
HoN yO OH 2B y
A Amide coupling 2C
20 Esquema?2
donde FA es un acido graso de Férmulas:

0 0O O 0o 0
— ~
HO LS77 HO ¥ HO OH HO OH

\ L \
¢]
OH > © OH / or VL}%
; o una forma protegida
del mismo, e y es 1 a 30. Los grupos protectores para el acido carboxilico se describieron

anteriormente en el Esquema 1.
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El acido graso (2B) se puede conectar a un en lazador que contiene PEG (2A) usando
reactivos de condensacion de péptidos que incluyen, de manera enunciativa mas no limitativa,
diciclohexilcarbodiimida (DCC), diisopropilcarbodiimida (DIC), hidrocloruro de 1-etil-3-(3-
dimetillaminopropil)carbodiimida (EDC HCI), hexaflurofosfato de benzotriazol -1-il-oxi-tris-
pirrolidino-fosfonio (PyBOP), o hexaflurofosfato benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)-
fosfonio (BOP) en presencia o ausencia de un reactivo tal como 1-hidroxibenzotriazol, 1-
hidroxi-7-azabenzotriazol o dimetilaminopiridina. Preferiblemente, la funcionalidad de acido de
(2B) se convierte en su forma activada del mismo usando la quimica NHS antes de reaccionar

con la funcionalidad amino del enlazador PEG (2A).

En presencia de funcionalidades carboxilicas adicionales tanto en el acido graso y
como en el enlazador PEG, los grupos protectores se pueden introducir antes de la reaccién
de acoplamiento con el fin de controlar el sitio reactivo. Los grupos protectores para el acido
carboxilico se describieron anteriormente en el Esquema 1. Alternativamente, la activaciéon
selectiva de acido carboxilico se puede lograr usando la quimica NHS.

Ejemplos mas especificos de sintesis de constructos de acidos grasos-PEG se
describen en la seccion de experimentos que se encuentra mas adelante y en la solicitud
provisional No. 62/082327 (PAT056274-US-PSP2).
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Preparacion de conjugados
El Esquema 3 describe la conjugacion del acido graso o del constructo de acido graso-PEG
con la funcionalidad amino en el extremo N-terminal del péptido apelina de Formula I:

Conjugacion a través de unién directa usando condiciones de acoplamiento

-
H
HO (0] N FA
\[(\/ \e/\o)/\/ \ﬂ/
y
o) 3B o)

G}—NH2 + L

3A

@/“\LK\/O\G/\O);\/“\L]/FA

@/H FA
or \”/

3cc ©
Esquema 3
donde P es el péptido apelina de Férmula | y el acido graso o el constructo de acido graso-
PEG se conecta al extremo N-terminal de la biomolécula, y en donde FA es tal como se definié
anteriormente en el Esquema 2.

El constructo de acido graso-enlazador (3B) o el acido graso (3B') se conecta a un
residuo amino del péptido (3A) (la funcionalidad amino del extremo N-terminal) a través de su
grupo reactivo de acido carboxilico usando métodos de acoplamiento de amida estandar.
Métodos de acoplamiento conocidos se describen en detalle en el Esquema 2.
Preferiblemente, la funcionalidad de acido en el acido graso (3B') o en el constructo de acido

graso-PEG (3B) de activa usando la quimica NHS.

Condiciones experimentales mas detalladas han sido descritas en la secciéon de
experimentos que se encuentra mas adelante en el presente documento y en la en la solicitud
provisional de Estados Unidos No. 62/082327 (PAT056274-US-PSP2).
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Composiciones farmacéuticas

El conjugado de la presente invencion se puede administrar de cualquiera de una
variedad de maneras, incluyendo por via subcutanea, intramuscular, intravenosa,
intraperitoneal, por inhalacién, por via intranasal, oral etc. Modalidades particularmente
preferidas de la invencion emplean la administracion intravenosa continua de los conjugados
de la presente invencion, o de una amida, éster, o sal de los mismos. Otras modalidades
preferidas de la invencion emplean la administracion subcutéanea de los conjugados de la
invencion, o de una amida, éster o sal de los mismos.

Los conjugados de la presente invencién se pueden administrar como un bolo o como
una infusién continua durante un periodo de tiempo. Se puede usar una bomba implantable.
En ciertas modalidades de la invencion, los conjugados se administran de manera intermitente
0 continua durante uno o varios dias (por ejemplo, 2-3 0 mas dias), o durante periodos de
tiempo mas largos, por ejemplo, semanas, meses o afios. En algunas modalidades, el
conjugado se administra de manera intermitente o continua durante al menos
aproximadamente 3 dias. En otras modalidades, el conjugado se administra de manera
intermitente o0 continua durante al menos aproximadamente una semana. En otras
modalidades, el conjugado se administra de manera intermitente o continua durante al menos
aproximadamente dos semanas. Puede ser deseable mantener una concentracion media de
conjugado en plasma por encima de un valor umbral particular, ya sea durante la
administracién o entre la administracion de dosis multiples. Una concentracién deseable se
puede determinar, por ejemplo, con base en la condicion fisiolégica del sujeto, la gravedad de
la enfermedad, etc. Dicho valor o valores deseables se pueden identificar realizando ensayos
clinicos estandar. Alternativamente, los péptidos y conjugados de los mismos pueden ser
administrados por via oral a través del mecanismo de FcRn. (Nat Rev Immunol. 7(9), 715-25,
2007; Nat Commun. 3; 3:610, 2012, Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 304: G262-G270,
2013).

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un conjugado de la presente invencidon, o una amida, un éster o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables. La composicion farmacéutica se puede formular para vias de administracion
especificas, tales como administracién oral, administracion parenteral y administracion rectal,
etc. Ademas, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden preparar
en una forma solida (incluyendo, de manera enunciativa mas no limitativa, capsulas, tabletas,

pildoras, granulos, liofilizados, polvos o supositorios) o en forma liquida (incluyendo, de
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manera enunciativa mas no limitativa, soluciones, suspensiones o emulsiones). Las
composiciones farmacéuticas se pueden someter a procedimientos farmacéuticos
convencionales tales como fabricacion aséptica, esterilizacion y/o pueden contener diluyentes
inertes, agentes formadores de sedimento, agentes de tonicidad, agentes lubricantes o
agentes tampon convencionales, asi como adyuvantes, tales como conservantes,
estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes y tampones, etc.

En ciertas modalidades, la composicion farmacéutica es para administracion
subcutanea. Componentes para la formulacién y métodos para administracion subcutanea de
proteina/polipéptidos adecuados son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la Solicitud
de Patente de los Estados Unidos publicada No. 2011/0044977 y la Patente de Estados
Unidos No. 8,465,739 y la Patente de Estados Unidos No. 8,476,239. Tipicamente, las
composiciones farmacéuticas para administracion subcutanea contienen estabilizadores
adecuados (por ejemplo, aminoacidos, tales como metionina, y/o sacaridos, tales como

sacarosa), agentes tamponantes y agentes tonificantes.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen
tipicamente soluciones acuosas estériles (cuando son solubles en agua) o dispersiones y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles.

Para administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen soluciéon salina
fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor ELTM (BASF, Parsippany, NJ). o tampoén fosfato
salino (PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser liquida de tal
manera que permita una facil inyectabilidad. Las formulaciones farmacéuticas preferidas son
estables bajo condiciones de fabricacion y almacenamiento y se deben preservar de la accion
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. En general, el vehiculo
pertinente puede ser un disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y
mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, manteniendo el tamafo de particula
requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la
accion de microorganismos se puede lograr usando diversos agentes antibacterianos vy
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascoérbico, timerosal, y
similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos en la composicion, por

ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, aminoacidos, sorbitol, cloruro de sodio.
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La absorciéon prolongada de composiciones inyectables se puede generar incluyendo en la
composicion un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y
gelatina.

Ciertas composiciones inyectables son soluciones o suspensiones isotonicas acuosas,
y se preparan supositorios segun sea conveniente a partir de emulsiones o0 suspensiones
grasas. Dichas composiciones se pueden esterilizar y/o contener adyuvantes, tales como
agentes conservantes, estabilizantes, humectantes o emulsionantes, promotores de solucion,
sales para regular la presion osmotica y/o tampones. Ademas, también pueden contener otras
sustancias terapéuticamente valiosas. Dichas composiciones se preparan segun métodos
convencionales de mezclado, granulacion o revestimiento, respectivamente, y contienen
aproximadamente entre 0,1 y 75 %, o contienen aproximadamente entre 1 y 50 %, del
ingrediente activo.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto
activo en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con un ingrediente o una
combinacién de los ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido de
esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio basico de dispersion y otros
ingredientes requeridos elegidos a partir de los enumerados anteriormente. En el caso de
polvos estériles para la preparacién de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacion son secado al vacio y liofilizacion, los cuales producen un polvo del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucién previamente
filtrada a esterilidad del mismo.

La invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas y formas de
dosificacion que comprenden uno o mas agentes que reducen la velocidad a la que el
compuesto de la presente invencion, como un ingrediente activo, se descompondra. Dichos
agentes, que se denominan en este documento como "estabilizadores", incluyen, de manera
enunciativa mas no limitativa, antioxidantes como el acido ascorbico, tampones de pH o

tampones de sal, etc.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sales farmacéuticamente
aceptables” se refiere a sales que conservan la eficacia y las propiedades de los conjugados
de esta invencion y que, por lo general, no son indeseables biolégicamente o por cualquier

otro motivo. En muchos casos, los conjugados de la presente invencion tienen la capacidad
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de formar sales acidas y/o basicas en virtud de la presencia de grupos amino y/o carboxilo o
grupos similares a estos.

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

Los acidos inorganicos a partir de los cuales se pueden derivar sales incluyen, por

ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosforico, y
similares.
Los acidos organicos a partir de los cuales se pueden derivar sales son, por ejemplo, acido
acético, acido propidnico, acido glicolico, acido oxalico, acido maléico, acido maldnico, acido
succinico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido mandélico, acido
metanosulfénico, acido etanosulféonico, acido toluenosulfénico, acido sulfosalicilico, vy
similares. Las sales de adicion basicas farmacéuticamente aceptables se pueden formar con
bases inorganicas u organicas.

Las bases inorganicas a partir de las cuales se pueden derivar sales incluyen, por
ejemplo, sales de amonio y metales de las columnas | a XII de la tabla periddica. En ciertas
modalidades, las sales se derivan de sodio, potasio, amonio, calcio, magnesio, hierro, plata,
zinc, y cobre; en particular, las sales adecuadas incluyen amonio, potasio, sodio, calcio y sales
de magnesio.

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

Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion se pueden sintetizar
a partir de un compuesto original, una fraccion basica o acida, mediante métodos quimicos
convencionales. Generalmente, dichas sales se pueden preparar haciendo reaccionar formas

de acido libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la base apropiada
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(por ejemplo, carbonato, bicarbonato, hidroxido de Na, Ca, Mg, K, o similares), o haciendo
reaccionar formas de base libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica del
acido apropiado. Estas reacciones se llevan a cabo tipicamente en agua o en un disolvente
organico, o en una mezcla de los dos. En general, el uso de medios no acuosos como éter,
acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo, es deseable siempre que sea posible. Listas
de sales adecuadas adicionales se pueden encontrar, por ejemplo, en "Remington
Pharmaceutical Sciences”, 20a ed, Mack Publishing Company, Easton, Pa., (1985); y en
"Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use” por Stahl y Wermuth
(Wiley-VCH, Weinheim, Alemania, 2002).

Tal como se usa en el presente documento, el término "vehiculo farmacéuticamente
aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes antibacterianos,
agentes antifungicos), agentes isotonicos, agentes retardantes de la absorcion, sales,
conservantes, farmacos, estabilizantes de farmacos, aglutinantes, excipientes, agentes de
desintegracién, lubricantes, agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes, y
similares, y combinaciones de los mismos, tal como es de conocimiento de los expertos en la
técnica (véase, por ejemplo, Pharmaceutical Sciences de Remington, 18a Ed. Mack Printing
Company, 1990, Pp. 1289- 1329). Salvo que un vehiculo convencional sea incompatible con

el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

Método de la invencién:

La familia de péptidos apelina es la Unica familia natural conocida de ligandos para el
receptor APJ acoplado a la proteina G. El gen de la apelina codifica un polipéptido de 77
aminoacidos, el cual se procesa en formas bioldgicamente activas de péptidos apelina, tales
como apelina-36, apelina-17, apelina-16, apelina-13, apelina-12 y forma modificada de
piroglutamato de apelina-13 (pir'-apelin-13). Cualquiera de estos péptidos apelina, tras la
union al receptor APJ, transduce la sefial a través de las proteinas Gi y Gg. En los
cardiomiocitos, el acoplamiento con Gi o Gq produce cambios en el pH intracelular, la
activacion de PLC y la produccion de IP3, lo que mejora la sensibilidad al calcio de los
miofilamentos y, en Ultima instancia, genera un aumento de la contractilidad cardiaca. El
acoplamiento con Gi inhibe la produccion de AMPc, adenilil ciclasa y Gs activada y aumenta
los niveles de pAKT, lo cual conduce a la cardioproteccion. En las células endoteliales

vasculares, la activaciéon de APJ a través de Gi, pAKT conduce a un aumento en la produccion
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de oxido nitrico (NO), lo que incrementa la relajacion del musculo liso y da como resultado
vasodilatacion general.

Los pacientes con insuficiencia cardiaca cronica estable tienen episodios agudos
ocasionales de descompensacion, donde la contractilidad cardiaca disminuye aun mas y los
sintomas empeoran. Estas exacerbaciones se conocen como insuficiencia cardiaca
descompensada aguda (ICAD). Las terapias actuales para la ICAD incluyen diuréticos,
vasodilatadores y farmacos inotrépicos, los cuales aumentan la contractilidad cardiaca
directamente. Los farmacos inotropicos intravenosos actuales (dobutamina, dopamina,
milrinona, levosimendan) son reconocidos por su relacion con eventos adversos tales como
arritmia y aumento de la mortalidad a largo plazo. Los analogos de conjugados de acidos de
acidos grasos de apelina sintéticos de la presente invencion proporcionan una terapia para
ICAD que aumenta la contractilidad cardiaca sin riesgos arritmogénicos o de mortalidad, y
podrian ser una solucion para las importantes necesidades médicas no satisfechas
relacionadas con la insuficiencia cardiaca cronica.

De hecho, el tratamiento agudo con apelina (5 min) en seres humanos produce
vasodilatacion coronaria y mejora el gasto cardiaco. Sin embargo, las apelinas inalteradas
exhiben una vida media (de segundos) y una duraciéon de accién i vivo (UNOS POCOS MiNutos)
muy cortas. Los potentes agonistas de APJ conjugados sintéticos de la presente invencion
tienen vidas medias mas largas en comparacion con la apelina inalterada y/o en comparacion
con los péptidos apelina sintéticos descritos anteriormente y/o los conjugados de acidos
grados de apelina sintéticos tales como aquellos descritos en la Patente de Estados Unidos
No 8,673,848 (Expediente No. PAT054961-US-NP) y la Solicitud de Patente de Estados
Unidos 14/336,293 (PAT055781-US-NP), respectivamente.

La activacion del receptor APJ en cardiomiocitos a) mejora la contractilidad cardiaca a
través de Gi/Gq, PLC y Ca2+, y b) proporciona cardioproteccion a través de la activacion de
Gi, pAKT, pero sin aumentar AMPc (como se observa con otros farmacos inotrépicos).
Ademas, el agonismo de APJ en las células endoteliales conduce a la vasodilatacion arterial,
lo que es también beneficioso para la insuficiencia cardiaca al reducir la carga de trabajo del
ventriculo derecho. Administrados en conjunto, los conjugados de la presente invencion
pueden mejorar la funcion cardiaca global, reducir la arritmogénesis y proporcionar beneficios
de supervivencia.

Mas recientemente, ha habido un numero de publicaciones de investigacion preclinica
que estudian la posible participacion de la apelina en la resistencia a la insulina y la diabetes.

Se ha demostrado que la apelina 1) reduce los niveles de glucosa en sangre mejorando la
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captacion de glucosa en el musculo, tejido adiposo y el corazon, 2) protege las células beta
pancreaticas del estrés ER y la posterior apoptosis, 3) disminuye la secrecién de insulina en
las células beta, y 4) regula la lipdlisis inducida por catecolamina en el tejido adiposo. Se ha
encontrado que la activacién de la via pAKT participa en estos procesos.

Los conjugados que comprenden polipéptido de Férmula I, en forma libre o en forma de
sal farmacéuticamente aceptable, exhiben propiedades farmacoldgicas valiosas, por ejemplo,
propiedades de agonismo del receptor APJ, por ejemplo, como se indica en las pruebas in
vitro e en vivo tal como se expone en las secciones a continuacién, por lo que estan indicados
para uso terapéutico.

Los conjugados de la invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,
pueden ser Utiles en el tratamiento de una indicacién seleccionad de entre insuficiencia
cardiaca aguda descompensada (ICAD), insuficiencia cardiaca crénica, hipertension
pulmonar, fibrilacién atrial, sindrome de Brugada, taquicardia ventricular, aterosclerosis,
hipertension, restenosis, enfermedades isquémicas cardiovasculares, cardiomiopatia, fibrosis
cardiaca, arritmias, retencion de agua, diabetes (incluyendo diabetes gestacional), obesidad,
enfermedad arterial periférica, accidentes cerebrovasculares, ataques isquémicos transitorios,
lesiones cerebrales traumaticas, esclerosis lateral amiotrofica, quemaduras (incluyendo
quemaduras de sol) y preeclampsia.

Por lo tanto, en aun otra modalidad, la presente invencion proporciona el uso de un
conjugado tal como se describe en el presente documento, o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos, en el tratamiento de una enfermedad asociada a la actividad del
receptor APJ. En una modalidad adicional, la terapia se selecciona de una enfermedad que
responde al agonismo del receptor APJ. En otra modalidad, la enfermedad se selecciona del
listado anteriormente mencionado, una insuficiencia cardiaca descompensada aguda
apropiada. En aun otro subconjunto de esta modalidad, la presente invencién proporciona el
uso de los conjugados tal como se describen en el presente documento, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad asociada a la actividad del receptor APJ.

Por lo tanto, como una modalidad adicional, la presente invencidn proporciona el uso de
un conjugado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en terapia. En una
modalidad adicional, la terapia se selecciona de una enfermedad que puede ser tratada
mediante activacion (agonismo) del receptor APJ.

En otra modalidad, la invencién proporciona un método para tratar una enfermedad que

responde al agonismo del receptor APJ, el cual comprende la administracion de una cantidad
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terapéuticamente aceptable de un conjugado de acuerdo con cualquiera de las modalidades
1 a 7D, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En una modalidad adicional, la
enfermedad se selecciona del listado anteriormente mencionado, una insuficiencia cardiaca
descompensada aguda apropiada.

En aun otro subconjunto de esta modalidad, la invencién proporciona un método para
tratar una enfermedad que esta asociada a la actividad del receptor APJ, el cual comprende
la administracion de una cantidad terapéuticamente aceptable de un conjugado de acuerdo
con cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La cantidad eficaz de una composicion farmacéutica o combinacion de la invencién a
ser empleada terapéuticamente dependera, por ejemplo, del contexto y los objetivos
terapéuticos. Por lo tanto, un experto en la técnica apreciara que los niveles de dosificacion
apropiados para el tratamiento variaran dependiendo, en parte, de la molécula administrada,
la indicacion para la que se esta usando el conjugado, la via de administracion y el tamafio
(peso corporal, superficie corporal o tamafio del 6érgano) y condicion (la edad y estado de
salud general) del paciente. De acuerdo con esto, el médico clinico puede titular la dosificacion
y modificar la via de administracion para obtener el efecto terapéutico 6ptimo. Una dosis tipica
puede variar desde aproximadamente 0,1 g/kg y hasta aproximadamente 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. En otras modalidades, la dosis
puede variar desde 0,1 ug/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o desde 1 ug/kg hasta
aproximadamente 100 mg/kg.

La frecuencia de dosificacion dependera de los parametros farmacocinéticos de la
proteina de funcion dual en la formulacién usada. Tipicamente, un médico clinico administrara
la composicion hasta alcanzar una dosis que consiga el efecto deseado. Por consiguiente, la
composicion se puede administrar como una dosis Unica, como dos o mas dosis (que pueden
0 no contener la misma cantidad de la molécula deseada) a través del tiempo, o como una
infusion continua a través de un dispositivo de implantacion o catéter. El refinamiento adicional
de la dosificacion apropiada es una tarea que los expertos en la técnica realizan de manera
rutinaria y esta dentro del ambito de sus funciones normales. La dosificacion apropiada se

puede determinar usando datos de dosis-respuesta relevantes.

El término "una cantidad terapéuticamente eficaz" de un conjugado de la presente
invencion se refiere a una cantidad del conjugado de la presente invencion que provocara la
respuesta biolégica o médica de un sujeto, por ejemplo, la disminucién de un sintoma, el alivio
de una condicion, la desaceleracion o el retraso del avance de una enfermedad, o la

prevencion de una enfermedad, etc. En una modalidad no limitante, el término "una cantidad
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terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad del bioconjugado de la presente invencion
que, cuando se administra a un sujeto, es eficaz para (1) aliviar, inhibir, prevenir y/o disminuir
al menos parcialmente una condicién, un trastorno o una enfermedad o un sintoma de los
mismos (i) promovido por la activacion del receptor APJ o (ii) asociado a la actividad del
receptor APJ, o (iii) caracterizado por la actividad anormal del receptor APJ; o (2) activar el
receptor APJ.

En otra modalidad no limitativa, el término "una cantidad terapéuticamente eficaz" se
refiere a la cantidad del bioconjugado de la presente invenciéon que, cuando se administra a
una célula, o a un tejido, o a un material biolégico no celular, o0 a un medio, es eficaz para
activar al menos parcialmente el receptor APJ. Como cualquier experto en la técnica podra
reconocer, la cantidad absoluta de un agente particular que es eficaz puede variar
dependiendo de factores tales como el criterio de valoracion biolégico deseado, el agente que
sera administrado, el tejido blanco, etc. Un experto en la técnica entendera que "una cantidad
terapéuticamente eficaz" se puede administrar en una dosis Unica o se puede lograr mediante
la administracién de multiples dosis. Por ejemplo, en el caso de un agente para tratar la
insuficiencia cardiaca, una cantidad eficaz puede ser una cantidad suficiente para producir
una mejora clinica del paciente, por ejemplo, una mayor tolerancia/capacidad para hacer
ejercicio, el aumento de la presion arterial, una disminucién en la retencion de fluidos y/o
mejores resultados en una prueba cuantitativa de funcionamiento cardiaco, por ejemplo,
fraccion de eyeccion, capacidad para hacer ejercicio (tiempo hasta el agotamiento), etc.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a un animal.
Usualmente el animal es un mamifero. Un sujeto también se refiere a, por ejemplo, primates
(por ejemplo, seres humanos), vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, conejos, ratas,
ratones, peces, aves y similares. En ciertas modalidades, el sujeto es un primate. En aun otras
modalidades, el sujeto es un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, el término "inhibir", "inhibiciéon" o "que
inhibe" se refiere a la reduccion o supresion de una afeccidon, sintoma o trastorno o
enfermedad, o a una disminucion significativa en la actividad basal de una actividad o proceso
bioldgico.

Tal como se usa en el presente documento, el término "tratar", "que trata" o
"tratamiento” de cualquier enfermedad o trastorno se refiere en una modalidad a reducir la
enfermedad o trastorno (es decir, desacelerar o detener o reducir el desarrollo de la
enfermedad o al menos uno de los sintomas clinicos de la misma). En otra modalidad, "tratar"

"para tratar" o "tratamiento" se refiere a aliviar o reducir al menos un parametro fisico,
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incluyendo aquellos que pueden no ser discernibles por el paciente. En aun otra modalidad,
"tratar", "para tratar" o "tratamiento” se refiere a la modulacion de la enfermedad o trastorno,
ya sea fisicamente, (por ejemplo, estabilizacion de un sintoma discernible), fisioldgicamente
(por ejemplo, estabilizacion de un parametro fisico), o ambos. En aun otra modalidad, "tratar”,
"para tratar" o "tratamiento" se refiere a prevenir o retrasar el comienzo o el desarrollo o la
progresion de la enfermedad o trastorno.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "prevenir" y "prevencion” se
refieren a la prevencion de la recurrencia, el comienzo o el desarrollo de uno o mas sintomas
de un trastorno en un sujeto como resultado de la administracion de una terapia (por ejemplo,
un agente terapéutico) o la administracion de una combinacion de terapias (por ejemplo, una

combinacion de agentes terapéuticos).

En el presente documento, un sujeto "requiere o necesita" un tratamiento si dicho
sujeto se puede beneficiar biolégicamente, por razones médicas o en términos de su calidad
de vida, al recibir dicho tratamiento.

Tal como se usa en el presente documento, se debe interpretar que los términos "un”,
"una", "el/la" y términos similares usados en el contexto de la presente invencion
(especialmente en el contexto de las reivindicaciones) incluyen tanto el singular como el plural,
a menos que se indique de otro modo en el presente documento o que el contexto haga
entender lo contrario.

Todos los métodos descritos en el presente documento se pueden realizar en
cualquier orden adecuado, a menos que se indique de otro modo en el presente documento
0 que el contexto haga entender claramente algo diferente. El uso de cualquier y todos los
ejemplos, o de lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como"), proporcionados en el presente
documento se debe entender meramente como una herramienta para aclarar la invencion y
no impone ningun tipo de limitacion en el alcance de la invencion, a menos que se exprese lo
contrario.

La actividad de un conjugado de acuerdo con la presente invencion se puede evaluar

usando los siguientes métodos in vitro descritos a continuacion.

Ensayo de flujo de calcio hAPJ:
Células estables Chem-5 APJ (Millipore # HTS068C) se sembraron en formato de 384
pozos con 10.000 células/pozo en 25 uL de medio de crecimiento, y luego se cultivaron 24

horas en una incubadora de cultivo de tejidos a 37 °C. Una hora antes del ensayo, se afiadio



10

15

20

25

30

-38 -

colorante de Calcio 4 FLIPR (Molecular Devices R8142) (25 ulL/pozo) con probenecid (2,5
mM), y las células se incubaron una hora en una incubadora de cultivo de tejidos 37 °C.
Bioconjugados se solubilizaron en HBSS, HEPES y tampdn BSA al 0,1 %, y se diluyeron en
serie 10 veces, entre 50 uM y 5 pM, por ftriplicado. FLIPR Tetra se uso para afadir
bioconjugados a las células con el colorante (1:5, para concentraciones finales de
bioconjugado entre 10 uM y 1 pM). El colorante FLIPR dentro de las células emitio
fluorescencia después de unirse al calcio, y la fluorescencia del exterior de las células fue
enmascarada. La fluorescencia se midio usando excitacion 470-495 y longitudes de onda de
emision 515-575 en FLIPR Tetra. Las lecturas se realizaron durante 3 minutos en total, a partir
de 10 segundos antes de la adicion bioconjugado. Se calcularon los valores maximos vy
minimos y se graficaron para cada concentracion de bioconjugado, y se usoé el software
GraphPad Prism para calcular los valores CEsq en los puntos de inflexion de la curva, para

estimulacion de flujo de calcio mediante bioconjugados.

Ensayo de estabilidad en plasma:

Materiales:

Solucion de trabajo: Se prepard articulo de prueba (1 mg/ml) en agua Milli-Q

Solucidon de extraccion: Metanol:acetonitrilo:agua (1:1:1) con acido férmico al 0,1 % y
Glyburide (400 ng/ml).

Plasma: Plasma de ratas macho Sprague Dawley (con heparina de sodio), comprada a
Bioreclamation LLC (Liverpool, NY)

Sangre entera: Sangre entera de ratas macho Sprague Dawley (con heparina de sodio),
comprado a Bioreclamation LLC (Liverpool, NY)

Homogeneizado de pulmén: Se adquiri6 pulmén de ratas macho Sprague Dawley de
Bioreclamation LLC (Liverpool, NY). El pulmén se homogeneizé usando un homogeneizador
Polytron después de afiadir 5x volumen de 1X PBS. El homogeneizado se centrifugd a 9000
rpom durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se centrifugé de nuevo a 3000 rpm durante 30
min para producir un sobrenadante claro. La concentracion de proteinas se determin6 usando

un kit disponible en el mercado (Pierce, Thermo Scientific).

Procedimiento de preparacion de las muestras: (péptidos)
El articulo de prueba se preparé en una de las siguientes matrices biologicas: plasma
de rata heparinizado, sangre entera de rata heparinizada u homogeneizado de pulmon. La

muestra de plasma y sangre entera se preparé a 5000 ng/ml afiadiendo 5 uL de solucién de
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trabajo a una concentracion de 1 mg/ml a 995 uL de plasma o sangre entera de rata. Muestras
de homogeneizado de pulmén se prepararon diluyendo homogeneizado de pulmdén a una
concentracion de proteina de 1 mg/ml con tampén fosfato salino (PBS), y luego se afiadieron
5 uL de solucion de trabajo a 995 uL de homogeneizado de pulmén diluido. Las muestras se
incubaron a 37°C con agitacion suave (65~75rpm) en una incubadora de bafo de agua. En
los puntos de tiempo 0 min, 5 min, 15 min, 30 min, 60 min, 120 and 240 min, alicuotas (25 uL)
de muestras de incubacion se transfirieron a placas de 96 pozos e inmediatamente se
sometieron a precipitacion proteica usando 150 uL de soluciéon de extraccion. Una vez
terminado el experimento de incubacion, la placa de muestras se centrifugé a 4000 rpm a 4
°C durante 10 minutos. Posteriormente, se usé un dispositivo de pipeteado (Tecan Temo) para
transferir los sobrenadantes a otra placa y se afladieron 50 uL de agua a todas las muestras.
La placa se agit6 en vortex antes del analisis LC-MS.

Procedimiento de preparacion de las muestras (conjugados)

El articulo de prueba se preparé a 50.000 ng/ml afiadiendo 5 uL de 1mg/ml de solucién
de trabajo a 495 uL de plasma de rata. Las muestras se incubaron a 37°C con agitacion suave
(65~75rpm) en una incubadora de bafio de agua. En los puntos de tiempo 0 horas, 0,5 horas,
1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 y 24 horas, alicuotas (50 uL) de muestras de incubacion se
transfirieron a placas de 96 pozos y se afadieron 100 uL 40 mM TCEP (tris(2-carboxietil)
fosfina) a cada muestra. La mezcla de reaccién se incubé a 37 °C durante 1 hora. Una vez
terminada la reaccion, se llevd a cabo la precipitacion de proteinas usando 300 uL de
acetonitrilo. La placa de muestras se centrifugé a 4000 rpm a 4 °C durante 10 minutos.
Posteriormente, se us6é un dispositivo de pipeteado (Tecan Temo) para transferir los
sobrenadantes (125 uL) a otra placa y se anadieron 50 uL de a para todas las muestras. La
placa se agitd en vortex antes del analisis LC-MS.

Analisis LC-MS de muestras de estabilidad

HPLC: Agilent 1290 HPLC con automuestreador

Columna: MAC-MOD ACE C18, 3 ym, 30 mm x 2,1 mm i.d.
Fase movil A: El acido formico al 0,1 % en acetonitrilo
Fase movil B: El acido férmico al 0,1 % en agua

Programa de gradiente:

Tiempo (min) Flujo (ml) Fase movil A (%) Fase movil B (%)
0 0.4 95 5
0.5 04 95 5

1.5 0.4 5 95
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4.1 0.4 5 95
4.2 0.4 95
5 0.4 95

Espectrometro de masas: Agilent Q-TOF 6530
Modo de adquisicion de datos: Analisis completo con rango de masas de 100 - 1000 m/z

Software de adquisicion y analisis de datos: MassHunter

Analisis de datos:

Ensayo de estabilidad: estabilidad de vida media, (t/2), los valores se determinaron
convirtiendo las areas pico en cada punto de tiempo a porcentaje restante con respecto al
area pico inicial (t = 0).

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

El logaritmo natural de los valores de porcentaje restante se calculd y se graficaron en relacion
con el tiempo de la muestra (Microsoft Excel). La pendiente de esta linea, k, se determind
mediante regresion lineal (Microsoft Excel).

Luego, la estabilidad de la vida media se calcul6 mediante la formula, t /2 = 0,693 + k

Ensayo de estabilidad en plasma con base en actividad sustitutiva:

Se siguid el protocolo de flujo de calcio descrito anteriormente, con los siguientes
cambios. Los péptidos también se incubaron con plasma de rata al 5 % (Bioreclamation #
RATPLNAHP-M, tratado con heparina de Na). Se tomaron lecturas en los puntos de tiempo to
y to4 horas, después de la incubacién en una incubadora de cultivos de tejido a 37 °C. La vida
media en plasma del péptido en minutos se estimo haciendo los siguientes calculos:

1) LN((ECs0 a to)/ (ECso a t24 horas)),
2) Calculo de la pendiente del valor anterior y
3) t12 = 0,693/(pendiente’2).
Tabla 1: Actividad y estabilidad de los conjugados

Estabilidad en plasma con
APJh Ca? Flux ECso
Bioconjugado base en actividad sustitutiva
[nM]
t"2 [min]
Ejemplo 1 111,2 > 1000
Ejemplo 2 84,8 > 1000
Ejemplo 3 115.1 > 1000
Ejemplo 4 157,9 > 1000
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pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-
C*-F-OH

(péptido ciclico no conjugado | 1.0 132
- Ejemplo 8 de
Wo02013/111110

Ejemplo comparativo: Pir-1-
6.6 5.0
apelina-13

Tabla 2: Correlacion entre el ensayo de estabilidad en plasma y el ensayo de estabilidad

en plasma con base en actividad sustitutiva:

Ensayo de estabilidad en
Estabilidad
plasma con base en
Conjugado en plasmat’2
actividad sustitutiva t':
[min]
[min]
Pir-1-apelina-13 6.6 5.0
pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-
C*-F-OH
(Anélogo ciclico no fusionado
- Ejemplo 8 de
W02013/111110 163 132

Los protocolos y datos para evaluacion farmacocinética in vivo via dosificacion SC.

Formulacion, dosificacion y adquisicion de muestras:

El Ejemplo 1 y el Ejemplo 4 se disolvieron a una concentracion de 0,1 mg/ml en PEG300 al
30 % (p/v) y dextrosa en PBS al 5 % (w/v). Ratones C57/B6 (~20 semanas de edad) fueron
dosificados con el compuesto disuelto a través de inyeccion subcutanea (SC) en el costado
(n =4 por compuesto). El volumen de inyeccién fue de 10 ml kg. Se extrajeron muestras de
sangre de la vena safena a las 3 y 6 horas después de aplicar la dosis, asicomo 1,2, 4,7y
10 dias después de aplicar la dosis. Las muestras de sangre se centrifugaron inmediatamente
a 4000 x g durante 10 min. El sobrenadante de plasma (10 pL) se transfirié a una placa de 96
pozos y se congeld a -80 °C hasta su analisis.

El Ejemplo 8 de W02013/111110 se disolvié en agua estéril para inyeccion (Hospira) a una
concentracion de 1 mg/ml. Ratones C57/B6J (~22 semanas de edad) fueron dosificados con
el compuesto disuelto a través de inyeccion subcutanea (SC) (n = 4). Se extrajeron muestras
de sangre de la vena de la cola a los 15, 30, 60 y 120 minutos después de haber administrado

la inyeccidon. Las muestras de sangre se centrifugaron inmediatamente y luego el
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sobrenadante de plasma se transfirié a una placa de 96 pozos y se congel6 a -80 °C hasta su
analisis.

Preparacion de las muestras para el bioanalisis:

Se obtuvo una muestra previamente pesada de cada compuesto (1-3 mg) y se disolvieron a
1 mg/ml en DMSO. Estas se diluyeron en serie en plasma de raton (BioReclamation) a
concentraciones finales de 10.000, 5.000, 1.000, 500, 100, 50, 10, 5 y 1 ng/ml para construir
una curva estandar para el analisis.

Las muestras de plasma de los estudios PK se descongelaron y se diluyeron hasta un volumen
total de 25 pL afiadiendo plasma de ratén.

Alicuotas (25 pL) de cada muestra y una muestra de la curva estandar se dispusieron en una
placa de 96 pozos. Acetonitrilo (150 uL) con gliburida (100 ng/ml) como estandar interno se
anadio a cada muestra y las muestras se agitaron en vértex durante 30 segundos. Luego, las
muestras se centrifugaron a 4000 x g durante 10 minutos. Después, se transfirié sobrenadante
(125 pL) a una placa de 96 pozos fresca. Se afadieron y se mezclaron 50 yL de agua por
agitacién en vortex durante 30 segundos.

Bioanalisis LC/MS (Agilent 1290):

Las muestras (10 pL) se transfirieron a HPLC usando un automuestreador CTC PAL. La
columna LC fue ACE C18 30 x 2,1 mm, esfera de 3,0 ym. Se uso6 un sistema de disolvente
binario con Disolvente A, el cual consistia en acido férmico al 0,1 % en agua, y Disolvente B,
el cual consistia en acido férmico al 0,1 % en acetonitrilo. Las muestras se cargaron en la
columna en Disolvente A al 95 % (0 a 0,5 min) y se eluyeron mediante un gradiente de
Disolvente B entre 5 % y 50 % (0,5 a 1,8 min) y disolvente B entre 50 % y 98 % durante 1,8 a
2,3 min. La columna se mantuvo en Disolvente B al 98 % entre 2,3 y 2,9 min y regreso a
Disolvente A al 95 % durante 2,9 a 3,0 min con equilibrado de la columna con Solvente A al
95 % durante 3,0 a 3,5 min. La tasa de flujo del disolvente fue 700 uL/min y la temperatura de
columna fue 50°C.

Resultados: Los perfiles de exposicion plasmatica de ratones del compuesto de los Ejemplos
1y 4 después de la administracién de dosis por via subcutdnea se muestran en la Figura 1y

las vidas medias se resumen en la Tabla 3;

Compuesto t'2 [h]
Ejemplo 1 43
Ejemplo 4 23
PE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH

(Anédlogo ciclico no fusionado - Ejemplo 8 de
W02013/111110 0.52

Tabla 3
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El conjugado de la presente invencion puede tener una potencia de receptor APJ
similar a la de la apelina-13 o la pir-1-apelina-13. En una modalidad, el bioconjugado de la
presente invencion tiene una ECso de menos de 400 nM. En otra modalidad, los conjugados
de acido graso de apelina de la invencion tienen una ECsp de menos de 300 nM,
preferiblemente menos de 200 nM y mas preferiblemente menos de 160 nM. En adn otra

modalidad, el bioconjugado de la invencion tienen una ECso de menos de 100nM.

Los conjugados de la presente invencion tienen una estabilidad en plasma superior a la de la
apelina-13 o la pir-1-apelina-13 y/o superior a la del conjugado analogo Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-
P-(Nle)-C*-F (o pE-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH) y/o superior a conjugados de acidos
grasos-apelina descritos anteriormente (Ejemplo 20 de la solicitud de patente de Estados
Unidos No. 14/336,290 (PAT055781-US-NP). En una modalidad, la mejora de la estabilidad
en plasma es de al menos 2 veces. En una modalidad, la mejora de la estabilidad en plasma
es de al menos 10 veces. En una modalidad, el conjugado de &cido graso de la invencion
tiene una estabilidad en plasma de al menos 30 minutos o al menos 60 minutos. En otra
modalidad, el conjugado de acido graso de la invencion tiene una estabilidad en plasma de al
menos 5 horas, preferiblemente al menos 10 horas y mas preferiblemente 12 horas.

El conjugado de la presente invencién se puede administrar ya sea simultaneamente
con, o antes o después, uno o mas agentes terapéuticos adicionales. El conjugado de la
presente invencion se puede administrar por separado, por la misma via o por diferente via
de administracion, o junto en la misma composicion farmacéutica de los agentes adicionales.

En una modalidad, la invencion proporciona un producto que comprende un conjugado
de cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
y al menos otro agente terapéutico como una preparacion combinada para uso simultaneo,
separado o secuencial en terapia. En una modalidad, la terapia es el tratamiento de una
enfermedad o afeccion que responde a la activacion del receptor APJ.

Los productos proporcionados como una preparacion combinada incluyen una
composicion que comprende un conjugado de cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y el o los otros agentes terapéuticos juntos en la
misma composicion farmacéutica, o un conjugado de cualquiera de las modalidades 1 a 7D,
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y el o los otros agentes terapéuticos de
manera separada, por ejemplo, en forma de un kit.
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En una modalidad, la invencidon proporciona una composicién farmacéutica que
comprende un conjugado de cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y otro u otros agentes terapéuticos. Opcionalmente,
la composicion farmacéutica puede comprender un excipiente farmacéuticamente aceptable,
como se describié anteriormente.

En una modalidad, la invencién proporciona un kit que comprende dos o mas
composiciones farmaceéuticas separadas, al menos una de las cuales contiene un conjugado
de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo. En una modalidad, el kit comprende medios para retener por separado dichas
composiciones, tales como un recipiente, un frasco dividido o un paquete de aluminio dividido.
Un ejemplo de dicho kit es un envase blister, como los que se usan tipicamente para el
envasado de comprimidos, capsulas y similares.

El kit de la invencion se puede usar para administrar diferentes formas de dosificacion,
por ejemplo, oral y parenteral, para administrar las composiciones separadas en diferentes
intervalos de dosificacion, o para titular las composiciones separadas entre si. Para facilitar el
uso correcto, el kit de la invencidn generalmente incluye instrucciones para la administracion.

En las terapias de combinacion de la invencion, el conjugado de la invencion y el otro
agente terapéutico pueden ser fabricados y/o formulados por los mismos fabricantes o por
fabricantes diferentes. Adicionalmente, el conjugado de la invencién y el otro agente
terapéutico se pueden juntar en una terapia de combinacion. (i) antes de la entrega del
producto combinado a los médicos (por ejemplo, en el caso de un kit que comprende el
conjugado de la invencion y el otro agente terapéutico); (ii) por los médicos mismos (o bajo la
direccion de un médico) poco antes de la administracion; (iii) por los pacientes mismos, por
ejemplo, durante la administracion secuencial del conjugado de la invencion y el otro agente
terapéutico.

Asi, la invencién proporciona el uso de un conjugado de acuerdo con cualquiera de las
modalidades 1 a 7D, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento
de una enfermedad o afecciéon que responde al agonismo del receptor APJ, donde el
medicamento se prepara para administracion con otro agente terapéutico. La invencion
también proporciona el uso de otro agente terapéutico para el tratamiento de una enfermedad
o afeccidén que responde al agonismo del receptor de apelina, donde el medicamento se
administra con un conjugado de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.
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La invencion también proporciona un conjugado de acuerdo con cualquiera de las
modalidades 1 a 7 para su uso en un método para tratar una enfermedad o afeccién que
responde al agonismo del receptor APJ, donde el conjugado se prepara para administracion
con otro agente terapéutico. La invencion también proporciona otro agente terapéutico para
su uso en un método de tratamiento de una enfermedad o afeccion que responde al agonismo
del receptor APJ, donde el otro agente terapéutico se administra con un conjugado de acuerdo
con cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La invencion también proporciona el uso de un conjugado de acuerdo con cualquiera
de las modalidades 1 a 7D, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el
tratamiento de una enfermedad o afeccidn que responde al agonismo del receptor APJ, donde
el paciente ha sido tratado previamente (por ejemplo, durante las 24 horas anteriores) con
otro agente terapéutico. La invencién también proporciona el uso de otro agente terapéutico
para el tratamiento de una enfermedad o afeccion que responde al agonismo del receptor
APJ, donde el paciente ha sido tratado previamente (por ejemplo, durante las 24 horas
anteriores) con un conjugado de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una modalidad, el otro agente terapéutico se selecciona de entre inotropos,
bloqueadores de receptores beta-adrenérgicos, inhibidores de reductasa HMG-Co-A,
antagonistas de receptores de angiotensina I, enzima convertidora de angiotensina (ECA),
bloqueadores de canales de calcio (BCC), antagonistas de endotelina, inhibidores de renina,
diuréticos, imitadores de ApoA-I, agentes anti-diabéticos, agentes reductores de la obesidad,
bloqueadores de receptores de aldosterona, bloqueadores de receptores de endotelina,
inhibidores de aldosterona sintasa (ASI), un inhibidor de CETP, anti-coagulantes, relaxina,
BNP (nesiritida) y un inhibidor de NEP.

El término "en combinacién con" un segundo agente o tratamiento incluye la co-
administracion del conjugado de la invencion (por ejemplo, un conjugado de acuerdo con
cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o
un conjugado descrito de otra manera en el presente documento) con el segundo agente o
tratamiento, la administracion del compuesto de la invencién primero, seguido por el segundo
agente o tratamiento, y la administracion del segundo agente o tratamiento primero, seguido
por el conjugado de la invencion.

El término "segundo agente" incluye cualquier agente conocido en la técnica para el
tratamiento, prevencioén o reduccion de los sintomas de una enfermedad o trastorno descrito

en el presente documento, por ejemplo, un trastorno o enfermedad que responde a la
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activacion del receptor APJ, como por ejemplo, insuficiencia cardiaca aguda descompensada
(ICAD), insuficiencia cardiaca croénica, hipertensién pulmonar, fibrilacion atrial, sindrome de
Brugada, taquicardia ventricular, aterosclerosis , hipertension, restenosis, enfermedades
isquémicas cardiovasculares, cardiomiopatia, fibrosis cardiaca, arritmias, retencién de agua,
diabetes (incluyendo diabetes gestacional), obesidad, enfermedad arterial periférica,
accidentes cerebrovasculares, ataques isquémicos transitorios, lesiones cerebrales
traumaticas, esclerosis lateral amiotrofica, quemaduras (incluyendo quemaduras de sol) y
preeclampsia.

Ejemplos de segundos agentes incluyen inotropos, bloqueadores de receptores beta-
adrenérgicos, inhibidores de reductasa HMG-Co-A, antagonistas de receptores de
angiotensina Il, enzima convertidora de angiotensina (ECA), bloqueadores de canales de
calcio (BCC), antagonistas de endotelina, inhibidores de renina, diuréticos, imitadores de
ApoA-l, agentes anti-diabéticos, agentes reductores de la obesidad, bloqueadores de
receptores de aldosterona, bloqueadores de receptores de endotelina, inhibidores de
aldosterona sintasa (ASI), un inhibidor de CETP, anti-coagulantes, relaxina, BNP (nesiritida)
y un inhibidor de NEP.

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

Los bloqueadores de receptores beta-adrenérgicos del presente documento incluyen,
por ejemplo, acebutolol, atenolol, betaxolol, bisoprolol, carteolol, metoprolol, nadolol,
propranolol, sotalol y timolol.

Los anticoagulantes, tal como se usa en el presente documento, incluyen dalteparina,
danaparoid, enoxaparina, heparina, tinzaparina, warfarina.

El término "inhibidor de HMG-Co-A reductasa" (también llamado inhibidor de beta-
hidroxi-beta-metilglutaril-co-enzima-A reductasa) incluye agentes activos que se pueden usar
para reducir los niveles de lipidos, incluyendo colesterol en sangre. Los ejemplos incluyen
atorvastatina, cerivastatina, compactina, dalvastatina, dihidrocompactina, fluindostatina,
fluvastatina, lovastatina, pitavastatina, mevastatina, pravastatina, rosuvastatina, rivastatina,
simvastatina, y velostatina, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El término "inhibidor de ECA" (también llamado inhibidor de la enzima convertidora de
la angiotensina) incluye moléculas que interrumpen la degradacién enzimatica de la
angiotensina | en angiotensina Il. Dichos compuestos se pueden usar para la regulacion de la

presion arterial y para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva. Los ejemplos
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incluyen alacepril, benazepril, benazeprilato, captopril, ceronapril, cilazapril, delapril, enalapril,
enaprilat, fosinopril, imidapril, lisinopril, moexipril, moveltopril, perindopril, quinapril, ramipril,
espirapril, temocapril y trandolapril, o sales farmacéuticamente acceptables de los mismos.

El término "antagonista de endotelina" incluye bosentan (cf. EP 526708 A), tezosentan
(cf. WO 96/19459), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El término ‘inhibidor de renina" incluye ditekireno (nombre quimico: [1S-
[M1R*,2R*4AR*(1R*,2R*)]]-1-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-L-proli I-L-fenilalanil-N-[2-hidroxi-5-
metil-1-(2-metilpropil)-4-[[[2-metil-1-[[(2-piridinilmrtil)amino]carbonil]butillamino]carbonillhexil]-
N-alfa-metil-L-histidinamida); terlakireno (nombre quimico: [R-(R*,S™)]-N-(4-
morfolinilcarbonil)-L-fenilalanil-N-[1-(ciclohexilmetil)-2-hidroxi-3-(1-metiletoxi)-3-oxopropil]-S-
metil-L-cisteineamida); aliskireno (nombre quimico: (2S,4S,5S,7S)-5-amino-N-(2-carbamoil-
2,2-dimetiletil)-4-hidroxi-7-{[4-metoxi-3-(3-metoxipropoxi)fenilimetil}-8-metil-2-(propan-2-
ilnonanamida) y zankireno (nombre quimico: [1S-[1R*[R*(R*)],25*3R*]]-N-[1-
(ciclohexilmetil)-2,3-dihidroxi-5-m etilhexil]-alfa-[[2-[[(4-metil-1-piperazinil)sulfonilmetil]-1-oxo-
3-fenilpropil]-amino]-4-tiazolpropanamida), o sales de hidrocloruro de los mismos, o SPP630,
SPP635 y SPP800 tal como los desarrollé6 Speedel, o RO 66-1132 y RO 66-1168 de Formula
(A) and (B):

H
N
s HO_
s s TNRS Caes
| |
(0] O\ (@)
©/\/O\/\/O

(A) y (B) , 0 sales

ZT

farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El término "aliskireno", si no se define especificamente, se debe entender tanto como
la base libre y como una sal de la misma, especialmente una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma, mas preferiblemente una sal hemi-fumarato de la misma.

El término "bloqueador de canales de calcio (BCC)" incluye dihidropiridinas (DHP) y
no dihidropiridinas (no-DHP) (por ejemplo, BCC de tipo diltiazem y de tipo verapamilo). Los
ejemplos incluyen amlodipina, bepridilo, diltiazem, felodipino, riosidina, isradipina, lacidipina,
nicardipina, nifedipina, niguldipina, niludipina, nimodipina, nisoldipina, nitrendipina, verapamilo
y nivaldipino, y es preferiblemente un representante no DHP seleccionado del grupo que

consiste en flunarizina, prenilamina, diltiazem, fendilina, galopamilo, mibefradilo, anipamilo,



10

15

20

-48 -

tiapamilo y verapamilo, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Se pueden usar
BCC como farmacos anti-hipertensivos, anti-angina de pecho o antiarritmicos.

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

El término “imitador de ApoA-I” incluye péptidos D4F (por ejemplo, formula D-W-F-K-
A-F-Y-D-K-V-A-E-K-F-K-E-A-F)

Un antagonista del receptor de angiotensina Il o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo se entiende como un ingrediente activo que se une al subtipo de receptor AT1 del
receptor de angiotensina Il pero que no produce la activacion del receptor. Como
consecuencia de la inhibicién del receptor AT4, estos antagonistas pueden, por ejemplo, ser
empleados como antihipertensivos o para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
congestiva.

La clase de antagonistas del receptor AT1 comprende compuestos que tienen
diferentes caracteristicas estructurales. Los esencialmente preferidos son los no peptidicos.
Por ejemplo, se pueden mencionar compuestos que se seleccionan del grupo que consiste
de valsartan, losartdn, candesartan, eprosartan, irbesartan, saprisartan, tasosartan,

telmisartan, el compuesto con la designacion E-1477 de la siguiente formula

7

\ |
D_g « ,
N N
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el compuesto con la designacion SC-52458 de la siguiente formula
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y el compuesto con la designacion ZD-8731 de la siguiente féormula
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0, en cada caso, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Antagonistas del receptor AT: preferidos son candesartan, eprosartan, irbesartan,
losartan, telmisartan, valsartan. También se prefieren aquellos agentes que estan disponibles
en el mercado. El mas preferido es el valsartan o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

El término "agente antidiabético" incluye potenciadores de secrecién de insulina que
promueven la secrecién de insulina a partir de células B-pancreaticas. Los ejemplos incluyen
derivados de biguadina (por ejemplo, metformina), sulfonilureas (SU) (por ejemplo,
tolbutamida, clorpropamida, tolazamida, acetohexamida, 4-cloro-N-[(1-
pirolidinilamino)carbonil]-benzensulfonamida  (glicopiramida), glibenclamida (gliburida),
gliclazida, 1-butil-3-metanililurea, carbutamida, glibonurida, glipizida, gliquidona, glisoxepid,
glibutiazol, glibuzol, glihexamida, glimidina, glipinamida, fenbutamida y toliciclamida), o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos. Ejemplos adicionales incluyen derivados de
fenilalanina (por ejemplo, nateglinida [N-(frans-4-isopropilciclohexilcarbonil)-D-fenilalanina]
(cf. EP 196222 and EP 526171) de la formula

e ,

repaglinida [acido (S)-2-etoxi-4-{2-[[3-metil-1-[2-(1-piperidinil)fenil]butillamino]-2-
oxoetil}benzoico] (cf. EP 589874, EP 147850 A2, en particular el Ejemplo 11 en la pagina 61,
y EP 207331 A1); calcio (dihidrato de 2S)-2-bencil-3-(cis-hexahidro-2-isoindolinlicarbonil)-
propionato (por ejemplo, mitiglinida (cf. EP 507534)); y glimepirida (cf. EP 31058).
Ejemplos adicionales de segundos agentes con los que se puede usar en combinacion con
el conjugado de la invencion incluyen inhibidores de DPP-IV, GLP-1 y agonistas de GLP-1.

DPP-1V es responsable de inactivar GLP-1. Mas particularmente, DPP-IV genera un

antagonista del receptor de GLP-1 y de ese modo acorta la respuesta fisioldgica a GLP-1.
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GLP-1 es un importante estimulador de la secrecion de insulina del pancreas y tiene efectos
beneficiosos directos en la eliminacion de glucosa.

El inhibidor de DPP-IV (dipeptidil peptidasa IV) puede ser peptidico o, preferiblemente,
no peptidico. Los inhibidores de DPP-IV son, en cada caso, divulgados de manera genérica y
de manera especifica, por ejemplo, en WO 98/19998, DE 196 16 486 A1, WO 00/34241 y WO
95/15309, en cada caso en particular, las reivindicaciones de compuestos y los productos
finales de los ejemplos de trabajo, el objeto de los productos finales, las preparaciones
farmacéuticas y las reivindicaciones se incluyen en la presente solicitud a manera de
referencia a estas publicaciones. Se prefieren aquellos compuestos que se divulgan
especificamente en el Ejemplo 3 del documento WO 98/19998 y en el Ejemplo 1 del
documento WO 00/34241, respectivamente.

GLP-1(péptido-1 de tipo glucagon) es una proteina insulinotropica que se describe,
por ejemplo, por W.E. Schmidt et al. en Diabetologia, 28, 1985, 704-707 y en US 5,705,483.

El término "agonistas de GLP-1" incluye variantes y analogos de GLP-1 (7-36) NHa,
los cuales se divulgan, en p articular, en US 5,120,712, US 5,118666, US 5,512,549, WO
91/11457 y por C. Orskov et al en J. Biol. Chem. 264 (1989) 12826. Ejemplos adicionales
incluyen GLP-1(7-37), en cuyo compuesto la funcionalidad amida del carboxi-terminal de Arg3®
se desplaza con Gly en la 372 posicion de la molécula GLP-1(7-36)NH; y variantes y analogos
de la misma, incluyendo GLN®-GLP-1(7-37), D-GLN®-GLP-1(7-37), acetil LYS®-GLP-1(7-37),
LYS'8-GLP-1(7-37) y, en particular, GLP-1(7-37)OH, VAL8-GLP-1(7-37), GLY®-GLP-1(7-37),
THR&-GLP-1(7-37), MET8-GLP-1(7-37) y 4-imidazopropionil-GLP-1. También se da especial
preferencia al analogo de agonista de GLP exendin-4, descrito por Greig et al. en Diabetologia
1999, 42, 45-50.

También se incluyen en la definicion de "agente antidiabético" los potenciadores de
la sensibilidad a la insulina que restauran la funcién deteriorada del receptor de insulina para
reducir la resistencia a la insulina y por lo tanto aumentar la sensibilidad a la insulina.
Ejemplos incluyen derivados de tiazolidinediona hipoglicémica (por ejemplo, glitazona, (S)-
((3,4-dihidro-2-(fenil-metil)-2H-1-benzopiran-6-il)metil-tiazolidina-2,4-diona (englitazona), 5-
{[4-(3-(5-metil-2-fenil-4-oxazolil)-1-oxopropil)-fenil]-metil}-tiazolidina-2,4-diona (darglitazona),
5-{[4-(1-metil-ciclohexil)metoxi)-fenillmetil}-tiazolidina-2,4-diona (ciglitazona), 5-{[4-(2-(1-
indolil)etoxi)fenillmetil}-tiazolidina-2,4-diona (DRF2189), 5-{4-[2-(5-metil-2-fenil-4-oxazolil)-
etoxi)]bencil}-tiazolidina-2,4-diona (BM-13.1246), 5-(2-naptilsulfonil)-tiazolidina-2,4-diona
(AY-31637), bis{4-[(2,4-dioxo-5-tiazolidinil)metillfenilimetano (YM268), 5-{4-[2-(5-metil-2-
fenil-4-oxazolil)-2-hidroxietoxi]bencil}-tiazolidina-2,4-diona (AD-5075), 5-[4-(1-fenil-1-
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ciclopropanecarbonilamino)-bencil]-tiazolidina-2,4-diona (DN-108) 5-{[4-(2-(2,3-dihidroindol-
1-il)etoxi)fenillmetil}-tiazolidina-2,4-diona, 5-[3-(4-chloro-fenil])-2-propinil]-5-
fenilsulfonil)tiazolidina-2,4-diona, 5-[3-(4-chlorofenil])-2-propinil]-5-(4-fluorofenil-
sulfonil)tiazolidina-2,4-diona, 5-{[4-(2-(metil-2-piridinil-amino)-etoxi)fenillmetil}-tiazolidina-2,4-
diona (rosiglitazona), 5-{[4-(2-(5-etil-2-piridil)etoxi)fenil]-metil}tiazolidina-2,4-diona
(pioglitazona), 5-{[4-((3,4-dihidro-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2H-1-benzopiran-2-il)metoxi)-
fenil]-metil}-tiazolidina-2,4-diona (troglitazona), 5-[6-(2-fluoro-benciloxi)naptalen-2-ilmetil]-
tiazolidina-2,4-diona (MCC555), 5-{[2-(2-naptil)-benzoxazol-5-il]-metil}tiazolidina-2,4-diona
(T-174) and 5-(2,4-dioxotiazolidin-5-iimetil)-2-metoxi-N-(4-trifluorometil-bencil)benzamida
(KRP297)).

Agentes antidiabéticos adicionales incluyen, moduladores de la via de sefalizacion de
insulina, tales como inhibidores de la proteina tirosina fosfatasas (PTPasas), compuestos
miméticos de moléculas pequefias antidiabéticos e inhibidores de la glutamina fructosa-6-
fosfato amidotransferasa (GFAT); compuestos que influyen en una produccion desregulada
de glucosa hepatica, tales como inhibidores de la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), inhibidores
de la fructosa-1,6-bisfosfatasa (F-1,6-BPasa), inhibidores de la glucdgeno fosforilasa (GP),
antagonistas del receptor de glucagén e inhibidores de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK); inhibidores de la piruvato deshidrogenasa quinasa (PDHK); inhibidores de
vaciamiento gastrico; insulina; inhibidores de GSK-3; agonistas del receptor retinoide X (RXR);
agonistas de Beta-3 AR; agonistas de proteinas de desacoplamiento (UCP); agonistas tipo no
glitazona PPARYy; agonistas PPARa/ PPARYy duales; compuestos que contienen vanadio
antidiabético; hormonas incretinas, tales como péptido-1 tipo glucagén (GLP-1) y agonistas
de GLP-1; antagonistas del receptor de imidazolina de células beta; miglitol; antagonistas a.-
adrenérgicos; y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En una modalidad, la invencion proporciona una combinacion, en particular una
combinacion farmacéutica, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del
conjugado de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1 a 7D, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y uno o0 mas agentes terapéuticamente activos seleccionados de entre
Bbloqueadores de receptores adrenérgicos, tales como acebutolol, atenolol, betaxolol,
bisoprolol, metoprolol, nadolol, propranolol, sotalol y timolol; antagonistas del receptor de la
angiotensina ll, tales como bloqueadores AT1; agentes antidiabéticos, tales como inhibidores
de DPPIV (por ejemplo, vildagliptina) y agonista del péptido GLP1.

El término "agente reductor de la obesidad" incluye inhibidores de la lipasa (por

ejemplo, orlistato) y supresores del apetito (por ejemplo, sibutramina y fentermina).
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Un inhibidor de la aldosterona sintasa o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo se entiende como un ingrediente activo que tiene la propiedad de inhibir la produccion
de aldosterona. La aldosterona sintasa (CYP11B2) es una enzima mitocondrial citocromo
P450 que cataliza el ultimo paso de la produccion de aldosterona en la corteza suprarrenal,
es decir, la conversion de 11-desoxicorticosterona a aldosterona. Se sabe que la inhibicion de
la produccién de aldosterona con inhibidores llamados inhibidores de la aldosterona sintasa
es una variante exitosa para el tratamiento de hipocalemia, la hipertension, la insuficiencia
cardiaca congestiva, la fibrilacion auricular o la insuficiencia renal. Los expertos en la técnica
podran detectar facilmente dicha actividad de inhibiciéon de la aldosterona sintasa usando
ensayos convencionales (por ejemplo, US 2007/0049616).

La clase de inhibidores de aldosterona sintasa comprende inhibidores de la
aldosterona sintasa esteroideos y no esteroideos, aunque los ultimos son los mas preferidos.

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

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

HCI

0, cuando sea apropiado, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los inhibidores de la aldosterona sintasa utiles en dicha combinacién son
compuestos y analogos divulgados de manera genérica y de manera especifica, por
ejemplo, en US2007/0049616, en particular en las reivindicaciones de compuestos y los
productos finales de los ejemplos de trabajo, el objeto de los productos finales, las
preparaciones farmacéuticas y las reivindicaciones se incluyen en la presente solicitud a
manera de referencia a esta publicacion. Los inhibidores de la aldosterona sintasa
adecuados para uso en la presente invencion preferidos incluyen, de manera enunciativa
mas no limitativa, 4-(6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-c]imidazol-5-il)-3-metilbenzonitrilo; (4-
metoxibenzil)metilamida de acido 5-(2-cloro-4-cianofenil)-6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-
c]imidazol-5-carboxilico; 4’-fluoro-6-(6,7,8,9-tetrahidro-5H-imidazo[1,5-a]azepin-5-il)bifenil-3-

carbonitrilo; éster butilico de acido 5-(4-ciano-2-metoxifenil)-6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-
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climidazol-5-carboxilico; 4-(6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-c]imidazol-5-il)-2-metoxibenzonitrilo;
ester 4-fluorobencilico de acido 5-(2-cloro-4-cianofenil)-6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-c]imidazol-
5-carboxilico; éster metilico de acido 5-(4-ciano-2-trifluorometoxifenil)-6,7-dihidro-5H-
pirrolo[1,2-climidazol-5-carboxilico; éster 2-isopropoxietilico de acido 5-(4-ciano-2-
metoxifenil)-6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-c]imidazol-5-carboxilico; 4-(6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-
climidazol-5-il)-2-metilbenzonitrilo; 4-(6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-c]imidazol-5-il)-3-
fluorobenzonitrilo; 4-(6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-c]imidazol-5-il)-2-metoxibenzonitrilo; 3-fluoro-
4-(7-metileno-6,7-dihidro-5H-pirrolo[1,2-c]imidazol-5-il)benzonitrilo; cis-3-fluoro-4-[7-(4-fluoro-
benzil)-5,6,7,8-tetrahidro-imidazo[1,5-a]pyridin-5-illbenzonitrilo; 4’-fluoro-6-(9-metil-6,7,8,9-
tetrahidro-5H-imidazo[1,5-alazepin-5-il)bifenil-3-carbonitrilo; 4’-fluoro-6-(9-metil-6,7,8,9-
tetrahidro-5H-imidazo[1,5-alazepin-5-il)bifenil-3-carbonitrilo, o en cada caso, el enantidmero
(R) o (S) del mismo; o cuando sea apropiado, una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

El término inhibidores de la aldosterona sintasa también incluye compuestos y
analogos divulgados en WO02008/076860, WO2008/076336, W0O2008/076862,
WO2008/027284, W02004/046145, WO2004/014914, WO2001/076574.

Otros inhibidores de la aldosterona sintasa también incluyen compuestos y analogos
divulgados en las solicitudes de patente de Estados Unidos US2007/0225232,
US2007/0208035, US2008/0318978, US2008/0076794, US2009/0012068, US20090048241
y en las solicitudes PCT WO2006/005726, WO02006/128853, WO02006128851,
W02006/128852, W0O2007065942, W0O2007/116099, WO2007/116908, WO2008/119744 y
en la Patente Europea EP 1886695. Los inhibidores de la aldosterona sintasa adecuados para
uso en la presente invencion preferidos incluyen, de manera enunciativa mas no limitativa,8-
(4-fluorofenil)-5,6-dihidro-8 H-imidazo[5,1-c1[1 ,41o0xazina; 4-(5,6-dihidro-8H-imidazo[5,1-c][1
,4]oxazin-8-il)-2-fluorobenzonitrilo;  4-(5,6-dihidro-8H-imidazo[5,1-c][1  ,4]oxazin-8-il)-2,6-
difluorobenzonitrilo; 4-(5,6-dihidro-8H-imidazo[5,1-c][1 ,4]oxazin-8-il)-2-metoxibenzonitrilo; 3-
(5,6-dihidro-8H-imidazo[5,1-c][1 ,4]oxazin-8-il)benzonitrilo; 4-(5,6-dihidro-8H-imidazo[5,1-c][1
,4]oxazin-8-il) ftalonitrilo; 4-(8-(4-cianofenil)-5,6-dihidro-8H-imidazo[5,1-c][1 ,4]oxazin-8-
il)benzonitrilo; 4-(5,6-dihidro-8H-imidazo[5,1-c][1 ,4]oxazin-8-il)benzonitrilo; 4-(5,6-dihidro-8H-
imidazo[5,1-c][1 ,4]oxazin-8-il)naftaleno-1-carbonitrilo; 8-[4-(1H-tetrazol-5-il)fenil1-5,6-dihidro-
8H-imidazo[5,1-c][1 ,4]oxazina, desarrollados por Speedel, o en cada caso , el enantiomero
(R) o (S) del mismo; o cuando sea apropiado, una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo.
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Los inhibidores de la aldosterona sintasa utiles en dicha combinacién son
compuestos y analogos divulgados de manera genérica y de manera especifica, por
ejemplo, en WO 2009/156462 y WO 2010/130796, en particular en las reivindicaciones de
compuestos y los productos finales de los ejemplos de trabajo, el objeto de los productos
finales, las preparaciones farmacéuticas y las reivindicaciones. Inhibidores de la aldosterona
sintasa adecuados para combinacién en la presente invencion preferidos incluyen, de
manera enunciativa mas no limitativa, hidrocloruro de 3-(6-fluoro-3-metil-2-piridin-3-il-1H-
indol-1-ilmetil)-benzonitrilo, 1-(4-metanosulfonil-benzil)-3-metil-2-piridin-3-il-1H-indol, éster
etilico de acido 2-(5-benciloxi-piridin-3-il)-6-cloro-1-metil-1H-indol, 5-(3-cyano-1-metil-1H-
indol-2-il)-nicotinico, N-[5-(6-cloro-3-ciano-1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-ilmetil]-
ethanesulfonamida, éster 5-(6-cloro-3-ciano-1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-il de acido
pirrolidina-1-sulfénico, N-metil-N-[5-(1-metil-1 H-indol-2-il)-piridin-3-ilmetil]-
metanosulfonamida, 6-cloro-1-metil-2-{5-[(2-pirrolidin-1-il-etilamino)-metil]-piridin-3-il}-1H-
indol-3-carbonitrilo, 6-cloro-2-[5-(4-metanosulfonil-piperazin-1-ilmetil)-piridin-3-il]-1-metil-1H-
indol-3-carbonitrilo, 6-cloro-1-metil-2-{5-[(1-metil-piperidin-4-ilamino)-metil]-piridin-3-il}-1H-
indol-3-carbonitrilo, [5-(6-cloro-3-ciano-1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-ilmetil]-amida de acido
morfolina-4-carboxilico, N-[5-(6-cloro-1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-ilmetil]-
ethanesulfonamida, C, C,C-trifluoro-N-[5-(1-metil-1H-indol-2-il)-piridin-3-ilmetil]-
metanosulfonamida, N-[5-(3-Chloro-4-ciano-fenil)-piridin-3-il]-4-trifluorometil-
bencenosulfonamida, N-[5-(3-Chloro-4-ciano-fenil)-piridin-3-il]-1-fenil-metanosulfonamida, N-
(5-(3-cloro-4-cianofenil)piridin-3-il)butano-1-sulfonamida, N-(1-(5-(4-ciano-3-
methoxyfenil)piridin-3-il)etil)ethanesulfonamida, N-((5-(3-cloro-4-cianofenil)piridin-3-
il)(ciclopropil)metil)ethanesulfonamida, N-(ciclopropil(5-(1H-indol-5-il)piridin-3-
il)metil)ethanesulfonamida, N-(ciclopropil(5-naphtalen-1-il-piridin-3-il)metil)etanosulfonamida,
[5-(6-cloro-1-metil-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-il)-piridin-3-ilmetil]-amida de acido etanosulfénico
y {[5-(3-cloro-4-ciano-fenil)-piridin-3-il]-ciclopropil-metil}-etil-amida de acido etanosulfénico.

El término "antagonista del receptor de la endotelina" incluye bosentan y ambrisentan.

El término "inhibidor de CETP" se refiere a un compuesto que inhibe el transporte
mediado por la proteina de transferencia de ésteres de colesterilo (CETP) de diversos
ésteres de colesterilo y triglicéridos desde HDL a LDL y VLDL. Los expertos en la técnica
podran detectar faciimente dicha actividad de inhibicion de CETP usando ensayos
convencionales (por ejemplo, Patente de Estados Unidos No. 6,140,343). Los ejemplos

incluyen compuestos descritos en la Patente de Estados Unidos No. 6,140,343 y la Patente
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de Estados Unidos No. 6,197,786 (por ejemplo, éster etilico de acido [2R,4S]4-[(3,5-bis-
trifluorometil-bencil)-metoxicarbonil-amino]-2-etil-6-trifluorometil-3,4-dihidro-2H-quinolina-1-
carboxilico (torcetrapib); compuestos divulgados en la Patente de Estados Unidos No.
6,723,752 (por ejemplo, (2R)-3-{[3-(4-cloro-3-etil-fenoxi)-fenil]-[[3-(1,1,2,2- tetrafluoro-etoxi)-
fenil]-metill-amino}-1,1,1-trifluoro-2-propanol); compuesto divulgados en la solicitud de
patente de Estados Unidos No. 10/807,838; derivados de polipéptidos divulgados en la
Patente de Estados Unidos No. 5,512,548; derivados de rosenonolactona y analogos que
contienen fosfato de éster de colesterilo divulgados en J. Antibiot., 49(8): 815- 816 (1996), y
Bioorg. Med. Chem. Lett.; 6: 1951-1954 (1996), respectivamente. Adicionalmente, los
inhibidores de CETP también incluyen aquellos divulgados en W02000/017165,
W02005/095409, W02005/097806, WO 2007/128568, W0O2008/009435, WO 2009/059943
y WO2009/071509.

El término "inhibidor de NEP" se refiere a un compuesto que inhibe la endopeptidasa

neutra (NEP) EC 3.4.24.11. Los ejemplos incluyen candoxatrilo, candoxatrilato, dexecadotrilo,
ecadotrilo, racecadotrilo, sampatrilato, fasidotrilo, omapatrilato, gemopatrilato, daglutrilo,
SCH-42495, SCH-32615, UK-447841, AVE-0848, PL-37 y éster etilico de acido (2R, 4S)-5
bifenil-4-il-4-(3-carboxi-propionilamino)-2-metil-pentandico, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. Los inhibidores de NEP también derivados de dipéptidos fosfono/biarilo
sustituidos, tal como se divulga en la Patente de los Estados Unidos No. 5,155,100. Los
inhibidores de NEP también incluyen derivado de N-mercaptoacil fenilalanina, tal como se
divulga en la solicitud PCT No. WO 2003/104200.
Los inhibidores NEP también incluyen agentes antihipertensivos de doble efecto, tal como se
divulga en las solicitudes PCT No. WO 2008/133896, WO 2009/035543 o WO 2009/134741.
Otros ejemplos incluyen los compuestos divulgados en las solicitudes de patente de Estados
Unidos 12/788,794; 12/788,766 y 12/947,029. Los inhibidores NEP también incluyen
compuestos divulgados en los documentos WO 2010/136474, WO 2010/136493, WO
2011/061271 y las solicitudes provisionales de Estados Unidos No. 61/414171 y 61/414163.

En una modalidad, la invencién proporciona un método para la activacion del receptor
APJ, en un sujeto, donde el método comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de conjugado de acuerdo con cualquiera de las modalidades
anteriores, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una modalidad, la invencion proporciona un método de tratamiento de un trastorno
o una enfermedad que responde a la activacion del receptor APJ, en un sujeto, donde el

método comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de conjugado
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de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, o una sal farmacéuticamente

aceptable del mismo.

En una modalidad, la invencién proporciona un método para el tratamiento de una
enfermedad o un trastorno que responde a la activacion (agonismo) del receptor APJ, en un
sujeto, donde la enfermedad o el trastorno se selecciona de entre insuficiencia cardiaca aguda
descompensada (ICAD), insuficiencia cardiaca cronica, hipertension pulmonar, fibrilacion
atrial, sindrome de Brugada, taquicardia ventricular, aterosclerosis , hipertension, restenosis,
enfermedades isquémicas cardiovasculares, cardiomiopatia, fibrosis cardiaca, arritmias,
retencion de agua, diabetes (incluyendo diabetes gestacional), obesidad, enfermedad arterial
periférica, accidentes cerebrovasculares, ataques isquémicos transitorios, lesiones cerebrales
traumaticas, esclerosis lateral amiotréfica, quemaduras (incluyendo quemaduras de sol) y
preeclampsia.

En una modalidad, la invencién proporciona el uso de un conjugado de acuerdo con
cualquiera de las modalidades anteriores, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para uso como un medicamento.

En una modalidad, la invencion proporciona el uso de un conjugado de acuerdo con
cualquiera de las modalidades anteriores, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno o enfermedad que
responde a la activacion del receptor APJ. En otra modalidad, la invencion proporciona el uso
de un conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la fabricacién de un medicamento, para el
tratamiento de una enfermedad o trastorno que responde a la activacion del receptor APJ,
donde dicha enfermedad o trastorno se selecciona especificamente de entre insuficiencia
cardiaca aguda descompensada (ICAD), insuficiencia cardiaca crénica, hipertension
pulmonar, fibrilacion atrial, sindrome de Brugada, taquicardia ventricular, aterosclerosis ,
hipertension, restenosis, enfermedades isquémicas cardiovasculares, cardiomiopatia, fibrosis
cardiaca, arritmias, retencion de agua, diabetes (incluyendo diabetes gestacional), obesidad,
enfermedad arterial periférica, accidentes cerebrovasculares, ataques isquémicos transitorios,
lesiones cerebrales traumaticas, esclerosis lateral amiotrofica, quemaduras (incluyendo

quemaduras de sol) y preeclampsia.

Ejemplificacion de la invencion:
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Abreviatura Definicion

AA Aminoacido

Ac Acetilo

ACN Acetonitrilo

AcOH Acido acético

BSA Albumina de suero bovino

Boc Terc-butiloxicarbonil

CAD Detector de aerosol cargado

DCC Diciclohexilcarbodiimida

DCM Diclorometano

DIPEA o DIEA N,N’-diisopropiletilamina

DMF N,N’-dimetilformamida

DTT Ditiotreitol

ELSD Detector de dispersion de luz evaporativa

EtOAC Acetato de etilo

FA Acido graso

Fmoc 9-fluorenilmetiloxicarbonilo

HATU Hexafluorofosfato de 2-(1H-9-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio

HBSS Solucién salina tamponada de Hank

HCTU Hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-1H-benzotriazol-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio

HEP Heptano

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico

HFIP Hexafluoroisopropanol

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiencia

LCMS Cromatografia liquida - Espectroscopia de masas

LN Logarithmus naturali (logaritmo natural)

MeOH Metanol

MS Espectrometria de masas

Nle Norleucina

NMR Resonancia magnética nuclear

Oxima pura 2-ciano-2-(hidroxiimino)acetato de etilo

Pbf 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo

pE Piroglutamato

PEG Polietilenglicol

PG Grupo protector

Pbf Pentametil-dihidrobenzofurano-5-sulfonilo

PBS Tampon fosfato salino

Ph Fenilo

PS Poliestireno
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POL Soporte polimérico
Rt Temperatura ambiente
SPPS Sintesis de péptidos en fase solida
TCEP Tris(2-carboxietil)fosfina
TFA Acido trifluoroacético
THF Tetrahidrofurano
TIPS Triisopropilsilano
tr Tiempo de retencion
Trt Tritilo
UPLC Cromatografia liquida de ultra eficiencia
uv Ultravioleta
Métodos

Método analitico A:

Acquity BEH 1,7{ut2 }m 2,1 x 50 mm

Eluyente: A: Agua (acido férmico al 0,1 %) ACN (acido férmico al 0,1 %)

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Gradiente: 0min B al 2 %; B al 2 % - 98 % en 1,76 min; 2,06 min B al 98 %; 2,16 min B al
2% B

Espectréometro de masas: Cuadrupolo simple ESI rango de exploracién 120-1600

HPLC: Waters Acquity

Temperatura: 50 C

Método analitico B:

Acquity BEH 1,7{ut2 }m 2,1 x 50 mm

Eluyente: A: Agua (acido férmico al 0,1 %) ACN (acido férmico al 0,1 %)

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Gradiente: 0 min B al 40 %; B al 40 % - 80 % en 1,40 min; 2,05 min B al 98 %; 2,10 min B
al 40 %;

Espectrémetro de masas: Cuadrupolo simple ESI rango de exploracién 120-1600

HPLC: Waters Acquity

Temperatura: 50 C
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Método analitico C:

Hilic 2,1 x 100 mm

Eluyente: A: CO, B: MeOH

Velocidad de flujo: 2 ml/min

Gradiente: 0,175 min B al 2 %; B al 2 % - 50 % en 1,65 min; 2,1 min B al 50 %; 25 min B al
2%;2,25minBal 2 %

Espectrometro de masas: Cuadrupolo simple ESI

SCF: Waters Acquity

Temperatura: 55 C

Método analitico D:

Sunfire C18 3,5 um 3,0 x 3,0 mm

Eluyente: A: Agua (acido trifluoroacético al 0,05 %); B: ACN

Velocidad de flujo: 2 ml/min

Gradiente: 0 min B al 5 %; B al 5 % - 80 % en 4,3 min; 4,70 min B al 95 %; 5,00 min B al
95 %; 5,10 min B al 5 %

Espectrometro de masas: Waters micromasa ZQ; Cuadrupolo simple ESI rango de
exploracién 120-1600

HPLC: Agilent 1100 series

Temperatura: 40 C

Método analitico E:

Columna XBridge C18, 3,5 um, 3,0 x 3,0 mm

Eluyente: A: Agua + 5 mM hidréxido de amonio B: ACN

Velocidad de flujo: 2 ml/min

Gradiente: 0.0 min B al 2 %; B al 2 % - 95 % en 1,70 min; 2,00 min B al 95 %; 2,10 min B
al 5 %;

Espectréometro de masas: Cuadrupolo simple ESI

HPLC: Agilent 1100 series

Temperatura: 40 C
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Preparacion del constructo de acido graso-enlazador #1:

0 HO_ 0O
HO o)
AN~ OO
O/\/O\/\O/\/O\/\Oj
K/O\/\O/\/O\/\O/\
O~ OO
[O/\/O\/\O/\/O\/\O

O@LOOTO(\/O\)

Paso 1: 1-bencil 3-terc-butil-2-undecilmalonato

O O )(OO Oo
A T S +%Mo© —>/l/l////}AK©

A una suspension de NaH (160 mg; 4,0 mmol) en DMF (8 ml) a 0°C bajo N», se anadio

malonato de terc-butil de bencilo (1,0 g; 4,0 mmol) en DMF (2 ml). La mezcla se agité durante
50 min y luego se afiadié 1-bromoundecano en DMF (2 ml). Después de una hora adicional
de agitacién, la reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente. La reaccidon se mantuvo
durante la noche. Se afhadieron Et,O (100ml) y agua (20ml) para particionar la reaccién. La
fase acuosa se extrajo con Et20 (100 ml), y los organicos combinados se secaron sobre sobre
Na,SOs. El disolvente se evaporo y el residuo se purifico mediante columna flash (C18 12g,
40-100 % ACN / agua + 0,1 % TFA) para producir el compuesto como un aceite incoloro (1,14
g; 2,82 mmol; 71 %): LCMS, Método B Rt = 1,58 min, M+Na 427,4; '"H NMR (400 MHz,
CHLOROFORM-d) 8 ppm 0,84 - 0,96 (m, 3 H) 1,28 (br. s, 12 H) 1,31 (m, J=3,90 Hz, 6 H) 1,41
(s, 9 H) 1.88 (q, J=7,38 Hz, 2 H) 3,29 (t, J=7,58 Hz, 1 H) 5,19 (q, J=12,27 Hz, 2 H) 7,30 - 7,42
(m, 5 H).
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Paso 2: 1,11-dibencil 11-terc-butil docosano-1,11,11-tricarboxilato

PR
O

Una solucion de 1-bencil 3-terc-butil 2-undecilmalonato (650mg; 1,61 mmol) en DMF (1mL) se
anadio lentamente a una suspension de NaH (70,7mg; 1,77 mmol) en DMF (6mL) a 0°C bajo
N2. La mezcla se agité durante 40 min antes afiadir 11-bromoundecanoato de bencilo (571mg;
1,61 mmol) en DMF (1 ml). Después de la adicion, la reaccién se dejé calentar a temperatura
ambiente y se agitoé durante la noche. La reaccion se diluyé con Et.O (100ml) y se extrajo con
agua (20 ml). La fase acuosa se extrajo con Et,O (100 ml), y los organicos combinados se
secaron sobre sobre Na>SOs. El disolvente se evapord. El residuo se purifico mediante
columna ultrarrapida (80 g de silice, EtOAc/HEP al 0-10 %) para producir el compuesto como
un aceite incoloro (823 mg; 1,21 mmol; 75 %): '"H NMR (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm
0,84 - 0,94 (m, 3 H) 1,12 (m, J=6,60 Hz, 4 H) 1,19 - 1,33 (m, 28 H) 1,35 (s, 9 H) 1,66 (quin,
J=7,40 Hz, 2 H) 1,85 (t, J=8,44 Hz, 4 H) 2,37 (t, J=7,52 Hz, 2 H) 5,14 (s, 2 H) 5,16 (s, 2 H)
7,30 - 7,42 (m, 10 H).

Paso 3: acido 13-(benciloxi)-2-((benciloxi) carbonil)-13-o0xo0-2-undeciltridecandico

e
3 g

A una solucién de un compuesto del paso 2 (200 mg; 0,295 mmol) en DCM (3 ml) se ahadio

)(OOO

TFA (0,6 ml), y la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. El disolvente se
evaporo y el residuo se purificé mediante columna ultrarrapida (12 g de silice, EtOAc/HEP al
0-15 %) para producir el compuesto (177 mg; 0,284 mmol; 96 %): 'H NMR (400 MHz,
CLOROFORMO-d) 6 ppm 0,87 - 0,94 (m, 3 H) 0,94 - 1,05 (m, 2 H) 1,19 (br. s., 14 H) 1,23 -
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1,37 (m, 16 H) 1,65 (quin, J=7,40 Hz, 2 H) 1,78 - 1,91 (m, 2 H) 1,93 - 2,05 (m, 2 H) 2,37 (t,
J=7,52 Hz, 2 H) 5,14 (s, 2 H) 5,27 (s, 2 H) 7,31 - 7,44 (m, 10 H).

Paso 4: 1,11-dibencil 11-(2,5-dioxociclopentil) docosano-1,11,11-tricarboxilato

o]
o 0
N\o

¢]

Una solucion de DCC (58,6mg; 0,284mmol) en DCM (1 ml) se afadié a una solucion del acido

del paso 3 (177 mg; 0,284 mmol) y N-hidroxisuccinimida (32,7mg; 0,284 mmol) en DCM (2 ml)
10 y THF (0,3 ml) bajo N2. Luego, la reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 4 horas.

El disolvente se evaporo y el residuo se purificoé mediante columna ultrarrapida (12 g de silice,

EtOAC/HEP al 0-35 %) para producir el compuesto como aceite incoloro (153 mg; 0.213 mmol;

75 %): "H NMR (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm 0,86 - 0,93 (m, 3 H) 1,12 - 1,21 (m, 2 H)

1,21 - 1,37 (m, 30 H) 1,66 (quin, J=7,40 Hz, 2 H) 1,89 - 2,07 (m, 4 H) 2,37 (t, J=7,58 Hz, 2 H)
15 2,84 (br.s.,4 H)5,13(s,2H)5,25(s,2H) 7,30 -7,47 (m, 10 H).

% o] 0.0

H,N 0. O. M

2NN TN ] o o
OO g

HN o o
+ K/O\/\O/\/O\AO/\ P o O g \|
- - Oy O

O g OO o o o

[ o o K/Owo/\/o\/\o/\
O~y Oy~ O

HOY\/OJ [ (¢] (e}
g OA/o\ﬂo/yo\3>
HO ~.0
o

Una solucion del intermedio del paso 4 (145 mg; 0,201 mmol) en THF (1,5 ml) y DCM (1,5 ml)
20 se afadié a un vial cargado con acido amino-PEG24-carboxilico. Se afiadié DIPEA (88yl;
0,504 mmol) y la reaccion se agitd en un agitador de placas durante 15 horas. El disolvente
se evaporo y el residuo se purificé mediante cromatografia de fluidos supercriticos (Waters
HILIC 20 x 150 mm; MeOH/CO: al 15-25 %) para producir el compuesto acoplado deseado
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(151 mg; 0,086 mmol; 43 %): LCMS, Método C; Rt = 1,30 min, [M+2H]+2 876,4; 'H NMR (400
MHz, CLOROFORMO-d) § ppm 0,86 - 0,93 (m, 3 H) 0,93 - 1,04 (m, 2 H) 1,19 (br. s., 15 H)
1,23 - 1,37 (m, 15 H) 1,61 - 1,68 (m, 2 H) 1,78 (td, J=12,44, 4,34 Hz, 2 H) 1,92 - 2,05 (m, 2 H)
2,37 (t, J=7,58 Hz, 2 H) 2,62 (t, J=6,05 Hz, 2 H) 3,49 (dd, J=6,72, 2,32 Hz, 2 H) 3,52 - 3,59 (m,

5 2H)3,59-3,73 (m, 92 H) 3,80 (t, J=6,05 Hz, 2 H) 5,13 (s, 2 H) 5,18 (s, 2 H) 7,31 - 7,42 (m,
10 H) 8,09 (t, J=5,26 Hz, 1 H).

Paso 6.

z
Z

- | <
@ a ‘
7 o} 0. _o
o OJK/\W\

o] 0. _o
N . .

HN\ﬁO/\/O\ﬁO/\/Oj ""“\/\o/\/o\/\o/\/oT
o0~ OO g . o0~ PO
K/O\/\O/\/O\/\O/\ - &Owo/\/owo/\
J O~ O g0 [Ov’\oﬂ\/ovf\oﬂ\/o
SRS - R S,
HO o_J Ny T

0 L la¥

DCC (22 mg, 0,103 mmol) en DCM (0,265 mL) se afadié a una solucién de compuesto del
paso 5 (150 mg; 0,086 mmol) y N-hidroxisuccinimida en DCM (1,5 ml). La reaccién se agit6é
durante 1,5 horas. Se afadié mas N-hidroxisuccinimida (10 mg) en THF (0,5 ml) y DCC (22
mg) en DCM (0,265mL) y la reaccion se agité durante la noche. El disolvente se evaporé y el
15  residuo se purificd mediante columna ultrarrapida (12 g de silice, MeOH/DCM al 0,5 %) para

producir el compuesto NHS activado (159 mg, cuantitativo) como un sélido blanco: LCMS,
Método B; Rt = 1,55 min, [M+H3;0+H]*? 933,9.

Paso 7:
\A[ o] 0.0

(0] e} (o] HO_ o

HN A~ g~ OO HO 0
O O~ ] AN~ O g~ O
0 0 0 I j
K/O\/\O/\/O\/\O/\ O/\/O\ﬁo/\/o\ﬁo
EOwONOwONO N0 O
o~ Og ™ Og [o\/\o/\/o\/\o/\,o
O@qjj]/\/o\) O/\/OO\/\O/\/O\/\O
L @fg/voy

0
20

A una solucion del compuesto del paso 6 (159 mg, 0;086 mmol) en THF (5 ml) se afiadié una

suspension de Pd al 10% sobre carbono (4,6mg; 4,3 u mol) en THF (1 ml). La reaccién se
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coloco bajo hidrégeno y se agitoé durante 40 minutos. Se afiadié mas Pd sobre carbono (7 mg;
6,5u mol) y luego se agitd 1 hora bajo hidrogeno. La reaccion se paso a través de un filtro de
membrana y el filtrado se evaporé. El residuo se purifico mediante HPLC (C18 Sunfire 30 x
50mm, ACN al 45-70 % / agua + TFA al 0,1%) para producir el compuesto desprotegido (83
mg; 0,047 mmol; 54 %): LCMS, Método BRt = 1,03 min, [M+2H]/2 835,2; '"H NMR (400 MHz,
CHLOROFORM-d) & ppm 0,84 - 0,94 (m, 3 H) 1,17 (br, s,, 2 H) 1,21 - 1,39 (m, 30 H) 1,57 -
1,68 (m, 2 H) 1,69 - 1,80 (m, 2 H) 1,97 - 2,10 (m, 2 H) 2,34 (t, J=7,21 Hz, 2 H) 2,86 (s, 4 H)
2,92 (t, J=6,48 Hz, 2 H) 3,51 - 3,73 (m, 96 H) 3,87 (t, J=6,48 Hz, 2 H) 7,45 (t, J=4,46 Hz, 1 H).

Los siguientes compuestos se prepararon de forma analoga al constructo de acido graso-
enlazador #1 reemplazando el acido amino-PEG24-carboxilicos con el acido amino-PEGN-

carboxilico apropiado.

Preparacion del constructo de acido graso-enlazador #2:

0 HO._0O
HO o)

AN~ OO

0\/\0/\/0\/\0/\/0\)
OO

o)

El constructo de acido graso-enlazador #2 se prepard usando acido amino-PEG12-carboxilico

y se aislé como un aceite incoloro;

LC-MS: Método A: CAD: Ta 1,64 min; MS m/z 1138,0 [M-H]-;

1H NMR (400MHz, CDCI3): & 7,36 (1H, br t), 3,76 (2H, t), 3,61-3,47 (46H, br m), 3,46-3,40

(2H, brm), 2,81 (2H, t), 2,74 (4H, br s), 2,24 (2H, t), 1,93 (2H, br t), 1,68-1,57 (2H, br m), 1,56-

1,50 (2H, br m), 1,26-1,08 (34H, br m), 0,78 (3H, t).
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Preparacion del constructo de acido graso-enlazador #3:

(¢] HO o)
HO o)

HN \AO/\/O\AO/\/O\/\O
¢} O o}
o Y\/ \/\O/\/ \)

[¢]

El constructo de acido graso-enlazador #3 se prepard usando acido amino-PEG8-carboxilico
5 vy se aislo como 2 fracciones, cada una de las cuales tenia impurezas ligeramente diferentes

y cada uno de las cuales era un aceite incoloro.

LC-MS: Método A CAD: Ta 1,65 min; MS m/z 963,8 [M-H]-;

1H NMR (400MHz, CDCI3): 6 7,27 (1H, br m), 3,70 (2H, t), 3,56-3,41 (30H, br m), 3,41-3,34
10  (2H, brm), 2,75 (2H, t), 2,69 (4H, br s), 2,19 (2H, t), 1,87 (2H, br t), 1,63-1,52 (2H, br m), 1,52-

1,43 (2H, br m), 1,22-1,02 (32H, br m), 0,78 (3H, t).

LC-MS: Método B: CAD: Ta 1,65 min; MS m/z 963,8 [M-H]-;

1H NMR (400MHz, CDCI3): 6 7,48 (1H, m), 3,85 (2H, t), 3,71-3,56 (30H, br m), 3,56-3,49 (2H,
15  brm), 2,90 (2H, t), 2,84 (4H, br s), 2,38-2,32 (2H, m), 2,02 (2H, br t), 1,78-1,58 (4H, br m),

1,38-1,16 (32H, m), 0,88 (3H, t).

Preparacion del constructo de acido graso-enlazador #4:

0 HO_ O
HO o)

]
froronon oo
0]
o

20  El constructo de acido graso-enlazador se prepard usando acido amino-PEG4-carboxilico y

se aislo como un aceite de color amarillo palido;
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LC-MS: Método A: CAD: Ta 1,66 min; MS m/z 787,6 [M-H]-;

1H NMR (400MHz, CDCI3): & 7,24 (1H, br t), 3,85 (2H, t), 3,71-3,57 (14H, br m), 3,56-3,48
(2H, br m), 2,90 (2H, t), 2,84 (4H, br s), 2,35 (2H, t), 2,10-1,99 (2H, br m), 1,74-1,58 (4H, br
m), 1,38-1,18 (32H, br m), 0,88 (3H, t).

Preparacién de H2N-Q(Trt)-R(Pbf)-P-R(Pbf)-L-C(Trt)-H(Trt)-K(Boc)-G-P-(Nle)-C(Trt)-F-
COOH




10

H2N-Q(Trt)-R(Pbf)-P-R(Pbf)-L-C(Trt)-H(Trt)-K(Boc)-G-P-(Nle)-C(Trt)-F-COO-2-CITrt sesin

-67 -

H-Phe-2-CITrt resin

l SPPS

l Cleavage with 20% HFIP/DCM

H2N-Q(Trt)-R(Pbf)-P-R(Pbf)-L-C(Trt)-H(Trt)-K(Boc)-G-P-(Nle)-C(Trt)-F-COOH

Paso 1: Preparacién del producto intermediario 1a

Tres lotes de resina H-Phe-2-CITrt (Novabiochem; 324 mg; 0,25 mmol; 0,73 mmol/g) se
sometieron a sintesis de péptidos en fase sdlida en un sintetizador de péptidos automatico

(LIBERTY BLUE) con Arg doble convencional para los residuos de Arg. Los aminoacidos se

prepararon como soluciones de 0,2 M en DMF.

Un ciclo de acoplamiento se definio de la siguiente manera:

Acoplamiento de aminoacidos: AA (4,0 eq.), HATU (4,0 eq.), DIEA (25 eq.)

Lavado: DMF (3 x 7 ml, 1 min cada vez).
Desproteccion Fmoc: Piperidina/DMF (1:4) (7 ml, 75 °C durante 3 min).

Lavado: DMF (3 x 7 ml, 1 min cada vez).

Acoplamiento | AA Numero de acoplamientos x | Reaccion
Tiempo de reaccion Temperatura

1 Fmoc-L-Cys(Trt)-OH 1x6 min 50°C

2 Fmoc-L-Nle-OH 1 x5 min 75°C

3 Fmoc-L-Pro-OH 1 x5 min 75°C

4 Fmoc-Gly-OH 1 x5 min 75°C

5 Fmoc-L-Lys(Boc)-OH 1 x5 min 75°C

6 Fmoc-L-His(Trt)-OH 1x6 min 50 °C

7 Fmoc-L-Cys(Trt)-OH 1 x 6 min 50°C

8 Fmoc-L-Leu-OH 1 x5 min 75°C

9 Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 2 x 25 min 250C

10 Fmoc-L-Pro-OH 1 x5 min 75°C

11 Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 2 x 25 min 25°C

12 Fmoc-L-His(Trt)-OH 1 x5 min 75°C

(1b)
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Después del ensamblaje del péptido, la resina se lavd con DMF (3 x 10 ml), DCM (3 x 10 ml).
La resina peptidica se seco al vacio a temperatura ambiente para proporcionar producto
intermediario 1a (2,347 g; 0,75 mmol).

5 Paso 2: Preparacion del producto intermedio 1b, H2N-Q(Trt)-R(Pbf)-P-R(Pbf)-L-C(Trt)-
H(Trt)-K(Boc)-G-P-(Nle)-C(Trt)-F-COOH

Al intermedio 1a (2,347 g; 0,75 mmol) se afnadieron 24 mL de solucion HFIP/DCM al 20 %.
La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 20 min, luego se filtro; el filtrado

10 selavo con DCM (3 x 10 mL). El procedimiento anterior se llevé a cabo 4 veces con el fin de
lograr la escision completa. El filtrado combinado se concentré al vacio para proporcionar el
intermedio 1b bruto (2,09 g, 68 %), el cual se llevd directamente a la siguiente etapa de
reaccion sin ser sometido a purificacion. LC/MS Método E: Tiempo de retencion: 1,74 minutos;
MS M/2+1: observado: 1565,9; calculado: 1564,458.

15
Ejemplo 1: Acido graso-Enlazador#1- Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-(Nle)-C*-F (Ce-C12 puente
disulfuro)
HN\_\
o—\_oo—\_O
&OHHOXH o\
(O\—\ o Q o
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SN
\\\ofo/\%NH " HaN Oj,@ thi/@
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O"wr“%u “JLM /K/@
20 Paso 1:

A una solucion de intermedio 1b (300 mg; 0,096 mmol) en THF (100 ml) se afiadié constructo
de acido graso-enlazador # 1 (960 mg; 0,575 mmol) en THF (35 ml) y agua (15 ml). La mezcla
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de reaccion se agitd a temperatura ambiente. Al terminar, la reaccién se concentré al vacio
parcial y se llevd a la siguiente etapa de reaccidon como material en bruto, suponiendo un
rendimiento cuantitativo. (PM del producto: 4681,870)

HO:

Paso 2: Desproteccion:

A una solucién de TFA (4,75 ml), TIPS (0,125 ml) y agua (0,125 ml) se afiadié DTT (296 mg,
1,920 mmol). Luego se afnadio el coctel premezclado al compuesto del Paso 1: (449 mg, 0,096
mmol) y se agité a temperatura ambiente. Al terminar, la reaccion se concentré al vacio parcial.
El residuo se trato con éter dietilico enfriado, lo que produjo una mezcla de reaccion turbia, la
cual se dejo reposar a temperatura ambiente. La goma resultante se aislé mediante
decantacion del éter dietilico y se enjuagd con mas éter dietilico enfriado. La goma se disolvid
en agua (cantidad minima) y se cargé en una columna C-18 de 55g para cromatografia de
fase inversa. Usando un gradiente de disolvente entre 100% de agua (0,1% TFA) y 100% de
ACN durante un periodo de 20 minutos, la purificacion proporciono6 el compuesto desprotegido
como un aceite de color amarillo palido (160 mg, rendimiento de 54 %);

LC-MS: Método D: ELSD: Ta 2,62 min; MS m/z 1555,2 [(M/2)+H]+;
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Paso 3: Formacion de enlaces de disulfuro - ciclizacion

o]
HO

A una solucion del compuesto desprotegido del Paso 2 (160 mg; 0,051 mmol) en agua (2 ml)
se afiadié yodo (50 mM en AcOH) (1,339 ml; 0,067 mmol). La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente. Al finalizar, la mezcla de reaccion se cargd directamente en una
columna 55 g C18 (55ug) para cromatografia de fase inversa. El uso de un gradiente de
disolvente entre 100% de agua (0,1% TFA) y 100% de ACN durante un periodo de 15 minutos,
se combinaron las fracciones apropiadas mediante LCMS vy el disolvente se evaporé. El
residuo resultante se liofiliz6 para proporcionar el compuesto (Ejemplo 1) como un sdlido
blanco;

LC-MS: Método D: ELSD: Ta 2,64 min; MS m/z 1554,3 [(M/2)+H]+;

Los siguientes ejemplos se prepararon de manera similar al Ejemplo 1 sustituyendo el
constructo de acido graso-enlazador #1 con los constructos acido graso-enlazador #2 a #4

apropiados.
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LC-MS: Método D: ELSD: Ta 2,56 min; MS m/z 1289,9 [(M/2)+H]+;

Ejemplo 3: Conjugado con constructo de acido graso-enlazador #3

00
HO—° T~ )
o o0 0
0
ol HN—/ O 0"
o)
HO 0+ OH
H,N O N
2 HNY
NH NH, j/ Z~NH H
H HN® O N, 0
HN <N o) o X
»\N/\/l ° 0 S
HN™ | ON 0 4 o O NH
H H B
DA \ NQLH N
I N
HN s
HN)\NH2

LC-MS: Método D: ELSD: Ta 2,52 min; MS m/z 1201,8 [(M/2)+H]+;
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Ejemplo 4: Conjugado con constructo de acido graso-enlazador #4

O
HO

LC-MS: Método D: ELSD: Ta 2,49 min; MS m/z 1113,6 [(M/2)+H]+;

Se encontrd que los conjugados en los ejemplos anteriores tienen valores ECsp en un
intervalo entre aproximadamente 0,01 nM y aproximadamente 1,100 nM para potencia del
receptor APJ. Se encontré que los conjugados en los ejemplos anteriores tienen una
estabilidad en plasma superior a 30 minutos, superior a 60 minutos, superior a 5 horas,

superior a 10 horas, superior a 12 horas.

Se puede observar que los conjugados de la invencién son utiles como agonistas del
receptor APJ y, por lo tanto, son utiles en el tratamiento de enfermedades y afecciones que
responden a la activacion del receptor APJ, tales como las enfermedades descritas en el
presente documento.

Asi, habiendo descrito ejemplos de modalidades de la presente invencion, los expertos
en la técnica tendran claro que las divulgaciones contenidas en ellos son con fines ilustrativos
y que puede haber muchas otras alternativas, adaptaciones y modificaciones dentro del
alcance de la presente invencion. Por consiguiente, la presente invencion no esta limitada a

las modalidades especificas que se ilustran en la misma.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que comprende:

a. Un péptido agonista de APJ que tiene la siguiente formula (l):

Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-(Nle)-C*-F (I), o una amida o éster del mismo;
en el que los dos aminoacidos de cisteina marcados con "*" forman un enlace disulfuro entre

las funciones tiol de su cadena lateral; y

b. un &cido graso seleccionado de:

O O O O
HO OH HO OH
O 0 \
OH and OH

b
en el que dicho acido graso esta unido covalentemente al extremo N-terminal del péptido a
través de una de sus funciones de acido carboxilico, opcionalmente a través de un enlazador

polietilenglicol.

2. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el enlazador de polietilenglicol
(PEG) esta presente y es de Férmula (l11):

?(N\/\fo/\a/;\/\([jl/'?l

carbonilo del enlazador de PEG forma un enlace amida con la funcionalidad amino en el

(1) donde y es 1-30, donde la funcién

extremo N-terminal del péptido de Férmula (l) y donde la funcionalidad amino del enlazador

de PEG forma un enlace amida con una de las funciones de acido carboxilico del acido graso.
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3. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2, en el que el enlazador de polietilenglicol
(PEG) es de Férmula (lll) e y es 2 a 25:

4. El conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el acido

5 grasoes

o O
HO OH

OH

5. El conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el acido
graso se conecta a la funcién amino del enlazador de PEG, o a la funcion amino del extremo
10  N-terminal del péptido si el enlazador de PEG no esta presente, mediante una de sus

funciones terminales de acido carboxilico.

6. El conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el acido graso
se conecta a la funcién amino del enlazador de PEG, o a la funcion amino del péptido si el

15 enlazador de PEG no esta presente, mediante su funcion terminal de acido carboxilico.

7. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, seleccionado de entre:

O HO_ O
HO (0]
HN \/\O/\’O\/\O/\’O]
O/\/O\/\O/\/OV\O
[O\/\O/\/Owo/\/o
O/\/O\/\O/\/O\ﬁo H

O~ N
~ g Q@R—P—R—L—G—H—K—G—P—(Nle)—C—F—COH

20
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; 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. Un método para tratar o prevenir una enfermedad o un trastorno que responde al
agonismo del receptor APJ, en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto
10 una cantidad terapéuticamente eficaz de un conjugado de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 7; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la enfermedad o trastorno se selecciona de

entre insuficiencia cardiaca aguda descompensada (ICAD), insuficiencia cardiaca croénica,
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hipertension pulmonar, fibrilacion atrial, sindrome de Brugada, taquicardia ventricular,
aterosclerosis, hipertension, restenosis, enfermedades isquémicas cardiovasculares,
cardiomiopatia, fibrosis cardiaca, arritmias, retencion de agua, diabetes (incluyendo diabetes
gestacional), obesidad, enfermedad arterial periférica, accidentes cerebrovasculares, ataques
isquémicos transitorios, lesiones cerebrales traumaticas, esclerosis lateral amiotrdfica,

quemaduras (incluyendo quemaduras de sol) y preeclampsia.

10. Un conjugado de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7, o una sal farmacéuticamente

aceptable del mismo, para uso como un medicamento.

11. Un conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento o prevencion de una

enfermedad o un trastorno que responde al agonismo del receptor APJ.

12. Un conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento de insuficiencia cardiaca
aguda descompensada (ICAD), insuficiencia cardiaca croénica, hipertension pulmonar,
fibrilacion atrial, sindrome de Brugada, taquicardia ventricular, aterosclerosis, hipertension,
restenosis, enfermedades isquémicas cardiovasculares, cardiomiopatia, fibrosis cardiaca,
arritmias, retencion de agua, diabetes (incluyendo diabetes gestacional), obesidad,
enfermedad arterial periférica, accidentes cerebrovasculares, ataques isquémicos transitorios,
lesiones cerebrales traumaticas, esclerosis lateral amiotrofica, quemaduras (incluyendo

quemaduras de sol) y preeclampsia.

13. Una combinacién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o mas co-agentes terapéuticamente activos.

14. Una combinacién de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el co-agente se selecciona
de entre inotropos, bloqueadores de receptores beta-adrenérgicos, inhibidores de reductasa
HMG-Co-A, antagonistas de receptores de angiotensina Il, enzima convertidora de
angiotensina (ECA), bloqueadores de canales de calcio (BCC), antagonistas de endotelina,
inhibidores de renina, diuréticos, miméticos de ApoA-l, agentes anti-diabéticos, agentes

reductores de la obesidad, bloqueadores de receptores de aldosterona, bloqueadores de
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receptores de endotelina, inhibidores de aldosterona sintasa (ASI), un inhibidor de CETP, anti-

coagulantes, relaxina, BNP (nesiritida ) y un inhibidor de NEP.

15. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente
eficaz de un conjugado de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o mas vehiculos farmacéuticamente

aceptables.
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Resumen

La invencion proporciona un conjugado, o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo, que comprende un polipéptido sintético de Férmula I

Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-(Nle)-C*-F (I) o una amida o éster del mismo; y un
acido graso seleccionado de:

o O 0O O
HO OH HO OH

O o}
OH and OH

;
en el que dicho acido graso esta unido covalentemente al extremo N-terminal del péptido a
través de una de sus funcionalidades de acido carboxilico, opcionalmente a través de un
enlazador de polietilenglicol; y en el que los dos aminoacidos de cisteina marcados con "*"
forman un enlace disulfuro entre las funcionalidades tiol de su cadena lateral. Los conjugados
son agonistas del receptor APJ. La invencion también se refiere a un método para la
fabricacion de los conjugados de la invencidén y sus usos terapéuticos, tales como el
tratamiento o la prevencion de insuficiencia cardiaca aguda descompensada (ICAD),
insuficiencia cardiaca crénica, hipertension pulmonar, fibrilacion atrial, sindrome de Brugada,
taquicardia ventricular, aterosclerosis, hipertension, restenosis, enfermedades isquémicas
cardiovasculares, cardiomiopatia, fibrosis cardiaca, arritmias, retenciéon de agua, diabetes
(incluyendo diabetes gestacional), obesidad, enfermedad arterial periférica, accidentes
cerebrovasculares, ataques isquémicos transitorios, lesiones cerebrales traumaticas,
esclerosis lateral amiotréfica, quemaduras (incluyendo quemaduras de sol) y preeclampsia.
La presente invencion proporciona ademas una combinacion de agentes farmacolégicamente

activos y una composicion farmacéutica.
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Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1

For the assessment of the present claims 8 and 9 on the question whether
they are patentable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States.
The patentability can also be dependent upon the formulation of the claims.
The EPO, for example, does not recognize as patentable the subject-matter of
claims to the use of a compound in medical treatment, but may allow,
however, claims to a product, in particular substances or compositions for use
in a first or further medical treatment. The examination of the patentability of
present claims 8 and 9 has been made assuming that claims 8 and 9 would
be reformulated according to EPO practice when entering into the regional
phase.

Patentability, in particular novelty and inventive step, of claims 10-12 has been

assessed on the basis of a purpose-limited product claims taking into account
the alleged effects of the substance or composition.

Reference is made to the following document:

D1 WO 2013/111110 A2 (NOVARTIS AG [CH]) 1 August 2013
(2013-08-01)

D1 is regarded as being the prior art closest to the subject-matter of claims
1-15, and discloses a conjugate comprising an APJ agonist peptide having the
formula Q-R-P-R-L-C*-H-K-G-P-Nle-C*-F-OH, wherein the two cysteine amino
acids labeled with "*" form a disulfide bond between the thiol functionalities of
their side chains and (ii) a fatty acid, in particular palmitoyl, lauroyl and
myristoyl, wherein said fatty acid is covalently linked to the N-terminus of the
peptide via a linker for the treatment of heart failure (examples 24,25,58-60;
claims 17,27,29-36).

The subject-matter of claim 1 differs from D1 in that the fatty acid is selected
from

o O o 0
HO' OH HO OH

o o
OH and H

The subject-matter of claim 1 is therefore new (Article 33(2) PCT).

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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The problem to be solved by the present invention may be regarded as the
provision of further conjugates of an APJ agonist peptide and a fatty acid for
the treatment of heart failure.

As solution to said problem the application proposes the conjugates of claim 1.
The conjugates of the present invention show improved plasma stability
(compared to the unconjugated peptides) and APJ receptor potency (e.g.
table 1).

There is no hint in the prior art that would prompt the skilled person facing the
above-mentioned problem to link the APJ agonist peptide Q-R-P-R-L-C*-H-K-

G-P-Nle-C*-F-OH to fatty acids selected from:
o o o o
HO ‘OH HO QH
o [}
OH and OH

Therefore the subject-matter of claim 1 is not obvious over the prior art and
involves an inventive step (Article 33(3) PCT).

Claims 2-15 are dependent on claim 1 and as such also meet the
requirements of the PCT with respect to novelty and inventive step.

Re Item VI
Certain documents cited
4 Reference is made to the following documents:

D2 WO 2015/013169 A2 (NOVARTIS AG [CH]; CAPLAN SHARI L
[US]; GOLOSOV ANDREI [US]; GROSCHE PH) 29 January 2015
(2015-01-29)

D3 WO 2015/200078 A1 (NOVARTIS AG [CH]; BARNES DAVID
WENINGER [US]; YAMADA KEN [US]; IBEBUNJ) 30 December
2015 (2015-12-30)

D4 WO 2015/013168 A1 (NOVARTIS AG |[CH]; BRUCE
ALEXANDRA MARSHALL [US]; GROSCHE PHILIPP [CH];) 29
January 2015 (2015-01-29)

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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The examination has been carried out assuming that the priority of the
application is valid. However, attention is drawn to the fact that D2-D4 which
have been cited in the international search report as "P" documents and may
become relevant for the question of inventive step of the present claims in the
national/regional phase.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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