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Péptidos para el tratamiento de la hipertension ocular y/o el glaucoma

La presente invencidn se enmarca de manera general en el campo de la
medicina y especificamente en el campo de la oftalmologia. En particular, la
invencion se refiere a compuestos para el tratamiento del glaucoma y/o la
hipertension ocular.

ESTADO DE LA TECNICA

El glaucoma se caracteriza por producir una lesion en la cabeza del nervio
optico acompanada por una disminucion en el campo visual normal. Una
presion intraocular (en adelante IOP) elevada constituye un factor de riesgo
para la pérdida de campo visual glaucomatosa. Alrededor de 67 millones de
personas en el mundo tienen glaucoma, y entre 5 y 8 millones de ellas son
ciegas. Segun algunas estimaciones, unos 100 millones mas de personas
tienen IOP elevada y estarian en riesgo de padecer importantes problemas
en la vision.

Aunque las causas del glaucoma no se conocen completamente, sus
sintomas, en la mayoria de los casos, incluyen una IOP elevada que puede
ser causada por sobreproduccion o por una eliminacion inadecuada del
humor acuoso. La elevacion de la IOP se asocia con manifestaciones clinicas
caracteristicas de la neuropatia 6ptica glaucomatosa. La disfuncion del
nervio optico podria ser el resultado de los cambios producidos en la presion
a nivel de la estructura de la cabeza del nervio 6ptico y/o de un bajo aporte
sanguineo en la cabeza del nervio optico y en la retina. La ausencia de
tratamiento o un tratamiento inadecuado del glaucoma pueden llevar a una
pérdida significativa de vision o a ceguera total.

En los casos en los que la cirugia no esta aconsejada, diversos farmacos son
utiles para el tratamiento del glaucoma. Estos incluyen: mioticos (p.ej.
pilocarpina, carbacol, e inhibidores de la acetilcolinesterasa);
simpaticomiméticos (p.ej. epinefrina, dipivalilepinefrina y apraclonidina); beta-
blogueantes (p.ej. betaxolol, levobunolol y timolol); e inhibidores de la
anhidrasa carbonica (p.ej. dorzolamida cloridrato, acetazolamida,
metazolamida y etoxzolamida). Se acepta que los mioticos y
simpaticomiméticos disminuyen la IOP incrementando el flujo de evacuacion
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del humor acuoso, mientras que los beta-bloqueantes y los inhibidores de la
anhidrasa carbonica disminuyen la IOP al reducir la formacion de humor
acuoso. Los cuatro tipos de farmacos presentan potencialmente serios
efectos secundarios. Los midticos como la pilocarpina pueden producir vision
borrosa y otros efectos secundarios en la vision, lo cual conduce a un
malestar del enfermo o al abandono del tratamiento. Los inhibidores de la
anhidrasa carbonica pueden producir también importantes efectos
secundarios que afectan al bienestar del paciente y/o al abandono del
tratamiento. Ademas, al menos un beta-bloqueante, el timolol, se ha asociado
con frecuencia a importantes efectos secundarios pulmonares que se
atribuyen a su efecto en los receptores beta-2 presentes en el tejido
pulmonar. Recientemente, los analogos de prostaglandina se han mostrado
utiles en el tratamiento del glaucoma por via topica. Estos compuestos
disminuyen la IOP al incrementar el flujo de evacuacion del humor acuoso
por la via uveoescleral.

En consecuencia, existe una continua necesidad de terapias alternativas
para controlar la IOP elevada asociada al glaucoma, intentando disminuir los
efectos adversos de las terapias actuales.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Los inventores proporcionan una nueva aproximacion para el tratamiento del
glaucoma y la hipertension ocular que implica el uso de compuestos
peptidicos, o sus sales farmaceéuticamente aceptables, seleccionados del
grupo que consiste en: (i) un péptido con la secuencia de aminoacidos de
formula (1):

Tyr-Ala-Arg-Ala-Ala-Ala-Arg-Gin-Ala-Arg-Ala-(X)-Ser-Asp-Gly-Gly-p Tyr-Met-
Asp-Met-Ser (l)

donde (X) es ninguno, uno o0 mas residuos de aminoacido espaciadores, y
pTyr es una tirosina fosforilada; (ii) una variante del péptido de férmula (I)
que tiene sustitucion, eliminacion y/o adicion de residuos de aminoacido a lo
largo de la secuencia de aminoacidos, y/o que tiene otra adicion de 1 a 10
residuos de aminoacido en los extremos N y/o C terminal de la secuencia; y
(i) un derivado del péptido de férmula (1) que tiene modificaciones quimicas
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en los residuos de aminoacido. Los compuestos peptidicos tienen como
minimo un 80% de identidad de secuencia con el péptido de SEQ ID NO: 1,y
tienen la capacidad de activar la fosfatidilinositol-3-kinasa
(“phosphatidylinositol-3-kinase”, Pi3K).

Los compuestos peptidicos de la invencion muestran importantes diferencias
con los farmacos comerciales utilizados normalmente en el tratamiento de la
hipertension ocular. El péptido con secuencia SEQ ID NO: 1 presenta
mayores efectos que cualquiera de los farmacos comerciales probados:
reduccion de la IOP de un 49% versus un 35.3% obtenida con timolol
(Timoftol®). La aplicacidon de este péptido implica una reduccion maxima de la
IOP mayor y de efecto duradero. Los compuestos peptidicos de la invencion
no actuan estimulando un receptor (a diferencia del carbacol), ni activando
un receptor tirosina kinasa (a diferencia del factor de crecimiento derivado de
plaguetas o platelet-derived growth factor, PDGF), ni antagonizando un
receptor (a diferencia del timolol), ni tampoco inhibiendo una enzima (a
diferencia de la dorzolamida). Por el contrario, los compuestos peptidicos de
la invencidn actuan a través de la activacion de Pi3K, reclutando el complejo
Pi3K hacia la membrana e induciendo su activacion. Esto representa una
nueva diana farmacologica no descrita previamente para el control de la
hipertensidn ocular.

De esta manera, la presente invencion se refiere a compuestos peptidicos
con la secuencia de aminoacidos de formula (1), asi como variantes o
derivados de dicho péptido.

Son parte de la presente invencion, variantes del péptido de formula (1),
sujeto a sustitucion, adicion y/o eliminacion de aminoacidos. Los aminoacidos
pueden ser sustituidos por otros aminoacidos seleccionados de los
aminoacidos naturales o de aminoacidos no naturales / modificados. La
sustitucion de aminoacidos puede ser conservativa (i.e. sustituidos por otros
residuos con propiedades fisicoquimicas similares) o no-conservativa (i.e.
sustituidos por otros residuos con diferentes propiedades fisicoquimicas)
pero sin implicar una alteracion sustancial de la estructura primaria. El
péptido puede tener otra adicion de entre 1 y 10 residuos de aminoacido
anadidos en los extremos N y/o C terminal de la secuencia. Las
sustituciones, eliminaciones o adiciones se seleccionan de manera que no
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afecten a la actividad del péptido.

También son adecuados para el tratamiento ocular descrito de acuerdo con
la invencion, los derivados del péptido de férmula (I) que tienen
modificaciones quimicas en los residuos de aminoacido. Derivados
particularmente adecuados son aquéllos amidados, acetilados, sulfatados,
fenilados, alquilados fosoforilados, glicosidados, oxidados 0 modificados con
polietilenglicol. Las modificaciones se seleccionan de manera que no afecten
a la actividad del péptido.

Modificaciones preferidas para el péptido de formula (1) son la amidacion del
extremo C-terminal para prevenir la degradacion del mismo; la sustitucion del
acido aspartico y la glicina (posiciones 14 y 15 de la formula (1)) para evitar la
hidrolisis espontanea; y la sustitucion de la metionina (formula (1)) por
norleucina (formula (lll)) para evitar la oxidacion espontanea de la metionina.
Asi, en una realizacion particular de la invencion, el compuesto peptidico
tiene una o las dos Met sustituidas por norleucina (Nle).

O H 0
B“x
férmula (11) formula (111)

Los derivados y variantes del péptido de formula (1) tienen como minimo un
80% de identidad en su secuencia con el péptido de SEQ ID NO: 1, y tienen
la capacidad de activar Pi3K. Esta actividad se establece preferentemente en
un ensayo donde se miden los niveles de fosforilacion de Akt. Akt o PKB
(proteina kinasa B) es un efector de Pi3K que se encuentra mas abajo en la
cascada de sefializacion. En la descripcion de realizaciones particulares se
describe un ensayo adecuado. Los niveles basales de Akt fosforilada (p-Akt)
son muy bajos, por lo que la activacién de Akt y, por consiguiente, la
activacion Pi3K significan un incremento de este nivel basal. El porcentaje de
activacion se calculé como el nivel de p-Akt después del tratamiento
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comparado con el nivel de p-Akt en condiciones control. Tras 30 minutos de
tratamiento con el péptido de SEQ ID NO: 1 se logré un incremento del 50%
respecto al nivel basal de p-Akt, y un 55% tras 180 min.

Variantes particularmente adecuadas son aquéllas en las que pTyr (férmula
(IV)) ha sido sustituido por un birradical seleccionado del grupo que consiste
en 4-sulfofenilalanina (formula (V)), 4-carboxi-L-fenilalanina (formula (V1)), N-
(oxalil)-4-aminofenilalanina (formula (VII)), N-(sulfo)-4-aminofenilalanina
(formula (VIII)), 4-(sulfometil)-fenilalanina (formula (1X)), N-(2-sulfoetil)-L-
asparagina (féormula (X)), N-(sulfometil)-L-asparagina, 4-(fosfonometil)-L-
fenilanalina (férmula (X1)), N>-oxalil-ornitina y S-(2-sulfoetil)cisteina.

20 e
CJ:I @”’Sﬁe 5
N [
k= formula (V) formula (V1)
formula (1V)
0 ) O
H H
o N anel
MNH [\IJH
I
C=0 0=5=0 0=5=0
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formula (VI1) formula (VIII) formula (1X)
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Las formulas indican la forma anidnica del residuo de aminoacido.

Estas variantes fueron encontradas usando el péptido de SEQ ID NO: 1
como molécula de referencia en un cribado de analogos potenciales del
péptido. El cribado tuvo en cuenta en primer lugar mimetizar las propiedades
fisico-quimicas del péptido. Puesto que el campo molecular de una molécula
representa su interaccion con otra entidad (por ejemplo, una proteina), se
espera que dos moléculas con un campo molecular similar tengan la misma
funcion, en este caso, una funcion biologica. Después, para conseguir un
mejor analisis, las moléculas mejores del primer cribado, fueron sometidas a
un procedimiento de acomplamiento (docking) considerando las propiedades
del target. De esta manera, las variantes encontradas mimetizan el péptido
de SEQ ID NO: 1.

En otra realizacion particular, el compuesto peptidico tiene la secuencia de
aminoacidos de formula (l) donde (X) es ninguno, uno 0 mas residuos de
aminoacido espaciadores, y pTyr es una tirosina fosforilada. En una
realizacion mas particular, (X) es un residuo de glicina. Mas particularmente,
el compuesto peptidico tiene la secuencia SEQ ID NO: 1.

En otras realizaciones particulares, el compuesto peptidico tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 2-22.

Los compuestos peptidicos de la invencion pueden ser sintetizados por
cualquier método analogo a los detallados aqui, incluyendo, pero no



WO 2011/054993 PCT/ES2010/070710

10

15

20

25

30

35

limitandose a, sintesis en fase sdélida, sintesis en fase liquida, expresion de
proteina por células trasformadas, escision de un polipéptido sintético o
semi-sintético, 0 una combinacion de estos métodos.

Los aminoacidos que componen la secuencia pueden tener configuracion L o
D. Aguéllos con configuracion D son mas caros, pero mas resistentes a la
degradacion por proteasas.

Compuestos peptidicos de acuerdo con la presente invencion, en forma de
sales farmacéutica y/o bioldégicamente aceptables como la sal de sodio, de
potasio, de calcio, de magnesio o sales acidas de adicion, también pueden
ser obtenidos por métodos analogos a los descritos aqui. Ejemplos de estas
ultimas sales incluyen sales de acidos inorganicos (ej. acido clorhidrico,
acido sulfurico y acido fosférico) y de acidos organicos (egj. acido acético,
acido propionico, acido citrico, acido tartarico, acido malico y acido
metanosulfonico).

Otro aspecto de la invencion se refiere a los compuestos peptidicos de la
invencion para uso en medicina. Otro aspecto de la invencion se refiere al
uso de los compuestos peptidicos de la invencion para la fabricacién de un
medicamento para reducir la presion intraocular. También se pueden usar
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de
la hipertension ocular y/o el glaucoma. Este aspecto puede expresarse
también como referido a un método para el tratamiento y/o la prevencion del
glaucoma y/o la hipertension ocular en un mamifero, incluyendo a un
humano, donde se administra una cantidad efectiva del compuesto peptidico
de la invencion al ojo afectado de dicho mamifero o humano.

El compuesto peptidico de la invencion podria adicionalmente ser combinado
0 unido a otras secuencias como secuencias de histidinas para permitir la
purificacion del péptido, 0 a secuencias antigénicas como la hematoglutinina,
T7 o myc, para reconocer el compuesto peptidico.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a composiciones farmacéuticas que
comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto peptidico
de la invencion, junto con cantidades suficientes de excipientes
farmacéuticamente aceptables. En una realizacion particular, los excipientes
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farmacéuticamente aceptables son apropiados para la administracion topica
oftalmica, es decir, apropiados para el uso en contacto con los tejidos
oculares sin inducir toxicidad, irritacién, incompatibilidad, inestabilidad,
respuesta alérgica o similar.

La cantidad de compuesto peptidico de la invencion a administrar puede ser
determinada sin demasiada experimentacion por una persona experta en la
materia. Debido a la transduccion directa del compuesto peptidico tras su
aplicacion corneal, la cantidad efectiva necesaria para tener un efecto
terapéutico es menor que con otros farmacos antiglaucomatosos. En general,
para administracion topica se usan cantidades entre 0.1y 1 ug/ml, y
preferentemente 0.5 ng/ml.

Como podran apreciar los expertos en la materia, las composiciones pueden
prepararse en diferentes formas de dosificacion adecuadas para aplicacion
topica oftalmica, incluyendo soluciones, suspensiones, emulsiones, geles,
cremas, unguentos y esprays.

Adicionalmente, a las formas oftalmologicas de aplicacion topica, el
compuesto peptidico se podra administrar a través de otras formas, como son
la inyeccion directa en la camara anterior del 0jo, 0 por cualquier tipo de
sistema de liberacion lenta.

Las composiciones de la presente invencién pueden comprender
adicionalmente componentes que permitan una liberacion controlada o mayor
confort. Estos componentes incluyen polimeros mucomimeéticos, geles
espesantes basados en polisacaridos o sustratos transportadores de
farmacos finamente divididos. Ademas las composiciones de la invencion
pueden comprender diversos ingredientes como conservantes
antimicrobianos y agentes tonificantes para ajustar la osmolaridad de las
composiciones. Dependiendo de la enfermedad, las composiciones pueden
comprender el compuesto peptidico como agente unico para tratamiento de
la hipertension ocular y el glaucoma, o bien combinaciones de varios de
estos compuestos, o combinaciones con otros agentes terapéuticos.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos
aqui usados tienen el mismo significado a los comunmente entendidos por
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una persona experta en el campo de la invencion. Métodos y materiales
similares o equivalentes a los aqui descritos pueden ser usados en la
practica de la presente invencion. A lo largo de la descripcion y las
reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la
practica de la invencion. Las siguientes realizaciones particulares y dibujos
se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos
de la presente invencion. Ademas, la presente invencion cubre todas las
combinaciones posibles de las realizaciones particulares y preferidas aqui
descritas.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra el efecto sobre la IOP después de una sola aplicacién de
una gota de 10 pl del péptido de SEQ ID NO: 1, a concentracion de 0.5 ug/pul.
Tal como la figura indica, la maxima reduccion de la IOP se obtuvo después
de cinco horas. "t (h)" significa tiempo en horas; "pep" significa péptido; "con"
significa control salino. La FIG.1 se refiere a la seccion “Aplicacion unica” de
la descripcidn de realizaciones particulares.

La FIG. 2 muestra el efecto sobre la IOP después de aplicar 10 ng de factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) en un volumen final de 10 pl.
IOP se representa como % del control. "t (h)" significa tiempo en horas; "ve"
significa vehiculo. La FIG. 2 se refiere a la seccion “Comparacion del Péptido
con PDGF” de la descripcidon de realizaciones particulares.

La FIG. 3 muestra una grafica de los niveles de IOP durante un tratamiento
de cinco dias con el péptido de SEQ ID NO: 1. Las flechas indican el tiempo
de las diferentes aplicaciones. "t (h)" significa tiempo en horas; "pep" significa
péptido. La FIG. 3 se refiere a la seccidon “Aplicacion cronica” de la
descripcion de realizaciones particulares.

La FIG. 4 muestra el incremento de los niveles de p-Akt inducidos por el
péptido de SEQ ID NO: 1. La capacidad del péptido para activar la via de
sefializacion de Pi3K-Akt-GSKS3 se cuantificé midiendo los niveles de p-Akt
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en la posicion Ser-473 empleando una linea celular de gliomas humano SH-
SY5Y. Las células se mantuvieron en ayuno de suero durante 16 horas antes
de la adicion del péptido. La cuantificacion muestra que los niveles de p-Akt
incrementaron hasta un maximo después de 60-120 minutos y permanecieron
constantes durante el intervalo de tiempo examinado (6 horas). "t (min)"
significa tiempo en minutos. La FIG. 4 se refiere a la seccion “Cuantificacion
de la actividad de Pi3K mediante Western Blot” de la descripcion de
realizaciones particulares.

La FIG. 5 muestra la reduccion de la IOP ("IOP red" en mm Hg) durante un
tratamiento de cinco dias consecutivos con El Péptido a los ojos izquierdos
de las ratas (LE) y con solucion salina (control) a los ojos derechos (RE). 1,
2, 3,4 y 5 son los dias de tratamiento. Las medidas de tratamiento se indican
con barras de patron rayado mientras que las medidas control con barras
lisas.

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES PARTICULARES

Animales

Se mantuvieron conejos blancos de Nueva Zelanda, que pesaban 2-2.5 kg,
en jaulas individuales, con comida y agua ad libitum tal como se describe
anteriormente (cf. M. Morales et al., “Hypotensive effect of profilin on rabbit
intraocular pressure”, Eur J Pharmacol 2007, vol. 567, pp. 145-8). Los
animales empleados se estabularon siguiendo un ciclo controlado de 12 h/12
h luz/oscuridad. Todos los protocolos empleados cumplian con el ARVO
Statement for the Use of Animals in Ophthalmology and Vision Research y
con la European Communities Council Directive 86/609/EEC.

Formulaciéon del péptido v método de administracion

El péptido con secuencia: Tyr-Ala-Arg-Ala-Ala-Ala-Arg-GIn-Ala-Arg-Ala Gly-
Ser-Asp-Gly-Gly-pTyr-Met-Asp-Met-Ser (SEQ ID NO: 1) sera llamado a
continuacion “El Péptido”. Se obtuvo mediante sintesis peptidica en fase
solida.
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El Péptido se formulo en solucidn isotdnica salina y se uso a una
concentracion final de 0.5 pg/ul. El Péptido se aplico unilateralmente a la
cornea a un volumen fijo de 10 yl. El ojo contralateral recibioé el mismo
volumen de solucion control (NaCl 0.9%, vehiculo). Dado que la tonometria
puede producir cierto malestar en los conejos, las corneas se anestesiaron
aplicando 10 pl de una solucion 1:10 (v:v) de oxibuprocaina / tetracaina (4
mg y 1 mg respectivamente, de Alcon Cusi, Barcelona, Esparia).

La IOP se midié una vez cada 30 minutos durante la primera hora y después
una vez cada hora. El tiempo de instilacion se consideré tiempo 0.

Los experimentos se realizaron siguiendo un protocolo ciego: el investigador
no recibié ninguna informacion sobre la naturaleza del agente (Péptido o
vehiculo). Las mediciones de IOP se realizaron con un tondmetro de contacto
Tonopen® XL a nivel basal (pretratamiento) y en los tiempos indicados
después de la instilacion del compuesto. La IOP se registré durante 8 horas,
para estudiar el desarrollo temporal de los efectos. Durante un dia de
experimentacion, solamente se probd una dosis, la cual se lavo al menos
durante dos dias entre dosis.

Aplicacion unica

Para estudiar los efectos del Péptido en la IOP de los conejos, se ensayo una
aplicacion unica siguiendo las condiciones descritas antes. Se aplicé solo
una gota (10 ul) a una concentracion de 0.5 pg/ul de manera unilateral. Las
mediciones de la IOP comenzaron 30 minutos antes de la instilacion del
agente. El tiempo cero se establecio como el tiempo de aplicacion del
agente. Posteriormente las medidas se realizaron cada hora.

La aplicacion del Péptido indujo una reduccion significante de la IOP que fue
maxima cuatro horas después de la instilacién del compuesto. La reduccion
promedio de la IOP a partir de 8 animales distintos fue de un 49.5 + 1.8%. La
reduccion de la IOP se mantuvo significativamente por debajo de los niveles
control durante las siguientes cuatro horas (n=8; FIG. 1).
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Como control, el mismo experimento se realizé ensayando
independientemente unicamente solucién salina. En ninguna condicion la
IOP mostré cambios significativos (n=8, FIG. 1).

Comparacion del Péptido con farmacos comerciales

La reduccion de la IOP obtenida con El Péptido, indica un mejor
comportamiento que el de los farmacos hipotensivos comerciales
comunmente empleados en el tratamiento de la presion intraocular. Para este
fin, el efecto del Péptido se comparo con tres farmacos diferentes con tres
mecanismos farmacologicos distintos. Se ensayaron los farmacos
dorzolamida (Trusopt®), timolol (Timoftol®) y pilocarpina (Colircusi
pilocarpina) respecto a su capacidad para regular la IOP (n=6), y los
resultados se compararon con los del Péptido. Todos los farmacos se
ensayaron aplicando un volumen de 40 pl. La siguiente tabla resume los
resultados. El porcentaje indica la maxima reduccion de la IOP.

TABLA 1
Compuesto Porcentaje de reduccion en la IOP
Péptido 49%
dorzolamida 18.56%
timolol 35.3%
pilocarpina 25.8%

Comparacioén del Péptido con PDGF

Ya que El Péptido imita el dominio intracelular de la forma activada del
receptor de PDGF, tedricamente, deberia producir unos resultados similares
a los de la aplicacion de PDGF. Para este proposito se estudiaron los
cambios en los niveles de IOP después de una aplicacion corneal de 10 ng
de PDGF (en un volumen final de 10 pl).

Tal como indica la FIG. 2, la aplicacion de PDGF soélo disminuyo los niveles
de IOP hasta un 20%, y la reduccion sélo duré 3-4 horas. En resumen, el
péptido de la invencion presenta un mejor rango de efectos, reduccion de la
IOP maxima y unos efectos mas duraderos que los obtenidos tras la
aplicaciéon de PDGF.
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Aplicacién cronica

Para estudiar los efectos de una exposicidn repetida del Péptido se realizo
un experimento de tratamiento cronico. Para este fin, se trataron cinco
animales cada dia con una sola dosis del Péptido durante un periodo de
cinco dias. La IOP se midié cada dia después de 5 y 8 horas de la instilacion.
Los resultados (FIG. 3) indican que la aplicacion repetida siempre induce el
mismo grado de disminucion de la IOP, sin desensibilizarse. Es importante
notar que los niveles basales de IOP medidos durante el segundo y
siguientes dias no se recuperaron completamente, indicando una ventana de
efecto de tiempo mayor de 24 horas.

Analisis de los datos

Los valores numéricos se representan como media + error estandar de la
media (ESM). Las medias entre grupos se compararon usando el test t-
Student (no pareado, dos colas) con un 5% de significancia.

Cuantificacion de la actividad de Pi3K mediante Western Blot

La capacidad del Péptido para activar Pi3K se monitorizé midiendo los
niveles de fosforilacion de la proteina Akt, un efector de Pi3K. Se trataron
cultivos de la linea celular de un glioma humano (SH-SY5Y) en ayuno de
suero, con una concentracion de 50 ug/ml del Péptido. Los niveles de p-Akt
se cuantificaron a 10, 30, 120, 180 y 360 minutos después de la aplicacion
del péptido. Las células se cultivaron en placas de 12 mm de diametro y se
lavaron dos veces con PBS (4 °C). Se rasparon y lisaron con 300 ul de
solucién tampon de lisis conteniendo: 62.5 mM Tris HCI, pH 6.8, 2% SDS,
10% glicerol, 100 mM DTT y 0.01% bromofenol. Se recogieron los lisados
celulares y se calentaron a 85 °C durante 3 minutos. Se sonicaron durante 5
minutos y finalmente fueron clarificados por centrifugacion a 17.000 g. Los
sobrenadantes se guardaron congelados a -80 °C. Las muestras se pasaron
por un gel SDS-PAGE al 12% y Western blotting empleando dos anticuerpos
especificos: una contra Akt y un segundo contra p-Akt. La sefial se detecto
empleando un sistema de deteccion quimioluminiscente. Los niveles de
actividad se expresan como la relacion de la densidad optica de p-Akt
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dividida por su correspondiente nivel total de Akt. El Péptido inducia un
incremento estable de p-Akt hasta un 50 % de activacion después de 30
minutos y 55 % después de 180 minutos (ver FIG. 4).

Evaluacion in vivo de la reduccién de la IOP en un modelo de glaucoma
inducido

El objetivo del estudio era evaluar la reduccion de la IOP en un modelo
animal de glaucoma inducido. EI modelo seleccionado fue la cauterizacion de
tres venas epiesclerales que causa una extension de muerte celular
equivalente al glaucoma en humano.

Se utilizaron en este estudio ratas hembra de tres afios Sprague-Dawley que
pesaban aproximadamente 250 g. Para todas las ratas, se sometieron los
ojos izquierdos (LE) a cauterizacion de las venas epiesclerales (CEV)
siguiendo el protocolo descrito en J.H. Urcola et al., "Three experimental
glaucoma models in rats: Comparison of the effects of intraocular pressure
elevation on retinal ganglion cell size and death", Experimental Eye Research
2006, vol. 83, pp. 429-37. Brevemente, se aislaron de los tejidos de
alrededor, dos venas epiesclerales dorsales localizadas cerca del musculo
rectus superior, y una vena epiescleral temporal cerca del musculo rectus

lateral. Se aplicod una cauterizacion especifica y precisa a la vena
seleccionada teniendo cuidado en no provocar dafio térmico al resto de
tejidos vecinos. Después del procedimiento, se aplico a la superficie del ojo
un unguento antibidtico-esteroideo que contenia cloramfenicol y
dexametasona. No se aplico cirugia a los ojos derechos (RE), que fueron
usados como control.

Medida de la pression intraocular: las medidas de IOP se realizaron con un
tonémetro de contacto Tonopen® XL a nivel basal (pretratamiento) y en los
tiempos indicados después de la instilacion del compuesto. Las ratas se
mantuvieron despiertas (no anestesiadas) y se aplicé una sola gota de
anestésico local en el ojo antes de la medida. El responsable de coger las
medidas siempre era la misma persona para evitar posibles modificaciones
en la metodologia de medida y para evitar el estrés de |a rata. Las medidas
fueron cogidas siempre a la misma hora del dia. La primera medida empezo6
alas 9 a.m. y la segunda después del tratamiento empezo a la 13h. Las
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medidas fueron cogidas en el mismo orden de las ratas para mantener los
tiempos entre medidas.

Metodologia de tratamiento: las IOPs de LE y RE se midieron a las 9 a.m.
Inmediatamente después, se instilé una gota de 10 ul de solucion salina al
RE y 10 ul del Péptido al LE: Cuatro horas después de la instilacion, se
midieron todas las ratas para los dos ojos siguiendo el mismo orden. Al dia
siguiente, se midieron las IOPs a las 9 a.m. antes de aplicar la nueva gota a
la rata. Estas medidas, 24 h después de las primeras gotas, sirven para
saber si el efecto del tratamiento se mantiene a largo plazo (24 h). El
tratamiento se aplicé durante cinco dias consecutivos.

Controles: el RE de cada rata se utilizé como control para comprobar que no
se producia efecto en la IOP por el vehiculo (solucion salina).

Conclusion: La FIG. 5 muestra que la aplicacion del Péptido indujo una
reduccion significativa de la IOP 4 horas después de la instilacion del
Péptido. La reduccion del nivel de IOP permanecio significativamente por
debajo del valor control durante todos los dias estudiados.
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REVINDICACIONES

1. Compuesto peptidico, 0 sus sales farmacéuticamente aceptables,
seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un péptido con la secuencia de aminoacidos de férmula (1):

Tyr-Ala-Arg-Ala-Ala-Ala-Arg-Gin-Ala-Arg-Ala-(X)-Ser-Asp-Gly-Gly-p Tyr-Met-
Asp-Met-Ser (l)

donde (X) es ninguno, uno o mas residuos de aminoacido espaciadores, y
pTyr es una tirosina fosforilada;

(i) una variante del péptido de férmula (I) que tiene sustitucion, eliminacion
y/o adicion de residuos de aminoacido a lo largo de la secuencia de
aminoacidos, y/o que tiene otra adicion de 1 a 10 residuos de aminoacido en
los extremos N y/o C terminal de la secuencia; y

(iif) un derivado del péptido de formula (1) que tiene modificaciones quimicas
en los residuos de aminoacido;

donde el compuesto peptidico tiene como minimo un 80% de identidad de
secuencia con el péptido de SEQ ID NO: 1, y tiene la capacidad de activar la
fosfatidilinositol-3-kinasa (Pi3K).

2. Compuesto peptidico segun la reivindicacion 1, que es una variante donde
pTyr ha sido sustituido por un birradical seleccionado del grupo que consiste
en 4-sulfofenilalanina, 4-carboxi-L-fenilalanina, N-(oxalil)-4-aminofenilalanina,
N-(sulfo)-4-aminofenilalanina, 4-(sulfometil)-fenilalanina, N-(2-sulfoetil)-L-
asparagina, N-(sulfometil)-L-asparagina, 4-(fosfonometil)-L-fenilanalina, N°-
oxalil-ornitina y S-(2-sulfoetil)cisteina.

3. Compuesto peptidico segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde
una o las dos Met han sido sustituidas por norleucina (Nle).



WO 2011/054993 PCT/ES2010/070710

10

15

20

25

30

35

17

4. Compuesto peptidico segun la reivindicacion 1, que es un péptido con la
secuencia de aminoacidos de formula (1) donde (X) es ninguno, uno 0 mas
residuos de aminoacido espaciadores, y pTyr es una tirosina fosforilada.

5. Compuesto peptidico segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde
(X) es un residuo de glicina.

6. Compuesto peptidico segun la reivindicacion 5, que tiene la secuencia
SEQ ID NO: 1.

7. Compuesto peptidico segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que
tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 2-22.

8. Compuesto peptidico como se define en cualquiera de las reivindicaciones
1-7, para uso en medicina.

9. Compuesto peptidico como se define en cualquiera de las reivindicaciones
1-7, para uso en la reduccion de la presion intraocular.

10. Compuesto peptidico como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, para uso en el tratamiento y/o prevencion de la
hipertension ocular y/o el glaucoma.

11. Uso del compuesto peptidico como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, para la fabricacion de un medicamento para la
reduccion de la presion intraocular.

12. Uso del compuesto peptidico como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento y/o prevencion de la hipertension ocular y/o el glaucoma.

13. Composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva del compuesto peptidico como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1-7, junto con cantidades suficientes de
excipientes farmacéuticamente aceptables.
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14. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 13, donde los
excipientes farmacéuticamente aceptables son apropiados para la
administracion topica oftalmica.
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