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DESCRIPCION
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo compuesto que es Util como medicamento o como producto cosmético, a un
proceso para producirlo, a una composicion farmacéutica que lo comprende y a un uso del mismo.

Antecedentes de la técnica

Las melanocortinas (MC) son un grupo de hormonas peptidicas que derivan de modificaciones post-traduccién por
ruptura enzimatica de la preprohormona. Las MCs incluyen hormonas estimulantes de melanocitos (MSH) tales como a-
MSH, B-MSH y y-MSH, asi como la hormona adenocorticotropica (ACTH). Estas MCs regulan varias funciones
fisioldgicas a través de receptores de MC de membrana (MC-Rs). Se han clonado y caracterizado cinco MC-Rs (MC1-R,
MC2-R, MC3-R, MC4-R y MC5-R). El MC1-R (el primero descubierto como receptor de MSH) se expresa en
melanocitos integumentales y esté implicado en la pigmentacién de melanina epidermal y en la coloracién animal.

Recientemente, se ha descubierto que el MC1-R esta implicado en el dolor y la inflamacion, y que el ARNm de MC1-R
se expresa en células inflamatorias tales como neutréfilos o células mononucleares. Es probable que el MC1-R sea el
responsable de las acciones inhibidoras de la a-MSH sobre la produccion de éxido nitrico en monocitos y la migracion
de neutrdfilos. Las evidencias han demostrado que las moléculas de a-MSH reducen la reaccion inflamatoria en
modelos animales de respuestas inflamatorias en humanos. La a-MSH reduce la inflamacién inducida en piel de raton
con irritantes generales. Asimismo, la a-MSH inhibe el edema de zarpa de ratdn inducido por carrageno. De este modo,
es de esperar que los agonistas de MC1-R sean Utiles como medicamento contra la reaccién inflamatoria.

La patente US 3.853.836 describe péptidos con actividad psicofarmacolégica y derivados funcionales de dichos
péptidos. La estructura de dichos péptidos es lineal.

La patente WO 01/55106 describe nuevas aminas aromaticas y el uso de dichas aminas para el tratamiento de la
obesidad, la anorexia, la inflamacion, trastornos mentales y otras enfermedades asociadas a los receptores de
melanocortina o sistemas relacionados.

La patente US 6.133.003 describe el uso de microorganismo de la familia Pseudonocardiaceae para la produccion de
vainillina con altos rendimientos a partir de acido ferdlico. Los microorganismos son dos cepas de Amycolatopsis.

Descripcion de lainvencion

La presente invencion se refiere a un compuesto novedoso que es Util como modulador de receptores de melanocortina,
a un proceso para producirlo, a una composicion farmaceéutica o cosmética que lo comprende, y al uso del mismo.

Mas particularmente, se refiere a un compuesto agonista de receptor de melanocortina que tiene un efecto reductor
sobre la reaccién inflamatoria.

Los inventores de esta invencién también han descubierto que un modulador de receptor de melanocortina, a saber,
WS727713, presenta un potente efecto antiinflamatorio. Por tanto, un modulador de receptor de melanocortina, a saber,
WS727713, es Util como ingrediente activo de un agente antiinflamatorio y es Util como agente terapéutico o profilactico
para enfermedades que responden a la regulacion de receptores de melanocortina tales como la lesién de
isquemia/reperfusion, enfermedades inflamatorias del cerebro, enfermedades inflamatorias renales, hepatitis,
sepsis/choque séptico, artritis reumatoide (AR), artritis de gota, artritis cronica juvenil, osteoartritis, nefritis,
hipersensibilidad al contacto, enfermedad inflamatoria del intestino (IBD, del inglés “inflammatory bowel disease”),
enfermedad funcional del intestino, uveitis (especialmente en el sindrome de Behcet y en la sarcoidosis), vasculitis,
enfermedad celiaca.

Por consiguiente, un objeto de esta invencién es proporcionar un compuesto que presente las actividades biolégicas
comentadas.

Otro objeto de esta invencion es proporcionar un proceso para la producciéon de WS727713 mediante la fermentacion de
la cepa de descrita anteriormente o de cualquier mutante de la misma que sea capaz de producir WS727713 en un
medio de cultivo.

Otro objetivo adicional de esta invencidn es proporcionar una composicion farmacéutica que contenga, como ingrediente
activo, el compuesto WS727713.

Otro objetivo adicional de esta invencién es proporcionar un uso de WS727713, para la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento y la prevencion de enfermedades y lesiones inflamatorias agudas y crénicas.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona lo siguiente.

Q) Un compuesto WS727713 sustancialmente puro que tiene las siguientes propiedades:
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@) Foérmula molecular: C3oH4NgOs

(b) Espectro de resonancia magnética nuclear de ' (500 MHz, DMSO-d6) & 9,76 (1H, s, intercambiable); 8,76
(1H, d, J = 7,5 Hz, intercambiable); 8,23 (1H, d, J = 5 Hz, intercambiable); 7,76 (1H, dd, J = 8,5 y 3 Hz, intercambiable);
7,25-7,17 (5H, m); 5,71 (1H, dd, J = 10,5y 5 Hz); 5,08 (1H, dd, J = 11 y 4 Hz, intercambiable); 5,03 (1H, m); 4,99 (1H,
m); 4,92 (1H, m); 4,85 (1H, m); 4,83 (1H, d, J = 3 Hz, intercambiable); 4,76 (1H, br d, J = 12 Hz, intercambiable); 4,12
(1H, dd, J = 16,5y 8,5 Hz); 3,65 (1H, dd, J = 16,5 y 3 Hz), 3,58 (1H, m); 3,07 (1H, dd, J = 13,5y 8,5 Hz); 2,94 (1H, br d,
J =13 Hz); 2,86 (1H, dd, J = 13,5y 6 Hz); 2,73 — 2,68 (2H, m); 2,58 (1H, m); 2,24 (1H, brd, J = 13 Hz); 2,08 (1H, brd, J
=14 Hz); 1,88 (1H, m); 1,67 (1H, m); 1,55 (1H, m); 1,42 — 1,36 (2H, m); 1,21 (1H, m); 1,19 (3H, d, J = 7 Hz); 1,09 (1H,
m); 0,76 (3H, d, J = 6,5 Hz); 0,75 (3H, d, J = 6,5 Hz).

C) Espectro de resonancia magnética nuclear de Be: (125 MHz, DMSO-d6) & 173,8 (s); 171,7 (s); 170,4 (s); 169,8
(s); 169,1 (s); 167,6 (s); 137,2 (s); 129,2 (d) x2; 128,0 (d) x2; 126,3 (d); 60,2 (d); 53,2 (t); 51,1 (d); 50,8 (d); 49,6 (d); 47,4
(d); 47,0 (1); 44,7 (d); 41,2 (1); 36,4 (1); 35,4 (1); 33,2 (1); 23,6 (d); 23,5 (1); 23,1 (q); 21,7 (q); 21,0 (1); 15,8 ().

2) Una cepa de actinomycetes que pertenece al género Pseudonocardia, que tiene el nimero de depdsito FERM
BP-7570.
3) Un compuesto que presenta actividad moduladora de receptor de melanocortina, que se obtiene cultivando la

cepa de actinomycetes mencionada en (2) en un medio de cultivo, y recuperar el compuesto del caldo de cultivo.

4) Un proceso para producir el compuesto WS727713 mencionado en (1), que comprende cultivar, en un medio
de cultivo, la cepa de actinomycetes mencionada en (2), o cualquier mutante de la misma que sea capaz de producir
WS727713, y recuperar el compuesto del caldo de cultivo.

5) El proceso mencionado en (4), en el que la cepa de actinomycetes es la cepa de actinomycentes mencionada
en (2).

(6) Una composicién farmacéutica o cosmética que contiene el compuesto WS727713 mencionado en (1), o una
sal del mismo, y un vehiculo o excipiente sustancialmente no téxico y farmacéuticamente aceptable.

) Un compuesto como el mencionado en (1) para su uso como medicamento o producto cosmético.

(8) Un modulador de receptor de melanocortina que comprende un compuesto como el mencionado en (1) o una

sal del mismo.

9) El uso de un compuesto como el mencionado en (1), o de una sal del mismo, para la fabricacién de un
medicamento para tratar o prevenir una enfermedad o lesion inflamatoria crénica y aguda.

(10) Una composicion farmacéutica para tratar o prevenir la lesidbn de isquemia/reperfusion, enfermedades
inflamatorias del cerebro y del rifion, hepatitis, sepsis/choque séptico, artritis reumatoide (AR), artritis de gota, artritis
cronica juvenil, osteoartritis, nefritis, hipersensibilidad al contacto, enfermedad inflamatoria del intestino (IBD),
enfermedad funcional del intestino, uveitis (especialmente en el sindrome de Behcet y en la sarcoidosis), vasculitis,
enfermedad celiaca, que comprende un compuesto como el mencionado en (1) o una sal del mismo y un vehiculo o
excipiente sustancialmente no téxico y farmacéuticamente aceptable.

(112) El uso de un compuesto como el mencionado en (1), o de una sal del mismo, para la fabricacién de un
medicamento para tratar o prevenir la lesion de isquemia/reperfusion, enfermedades inflamatorias del cerebro y del
rifidn, hepatitis, sepsis/choque séptico, artritis reumatoide (AR), artritis de gota, artritis cronica juvenil, osteoartritis,
nefritis, hipersensibilidad al contacto, enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), enfermedad funcional del intestino,
cirrosis del higado, uveitis (especialmente en el sindrome de Behcet y en la sarcoidosis), vasculitis, enfermedad celiaca.
Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un gréafico de espectro de infrarrojos.
La Figura 2 muestra un grafico de espectro de resonancia magnética nuclear de 'H.
La Figura 3 muestra un grafico de espectro de resonancia magnética nuclear de 3¢,

Modo 6ptimo para llevar a cabo lainvencién

El compuesto, que tiene un efecto potencial de modulacion sobre la actividad del receptor de melanocortina, puede
caracterizarse por las siguientes propiedadesl. En las figuras 1-3 se muestran los gréaficos de ?spectro de infrarrojos,
espectro de resonancia magnética nuclear de "H y espectro de resonancia magnética nuclear de 3.

@) Formula molecular: C3oH4NgOs

(b) ESI-MS (+: m/z): 645 (M+H) *
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(c) Espectro de infrarrojos (Figura 1):

v max (KBr): 3310, 2950, 1640, 1545, 1450, 1410, 1370, 1350, 1300, 1245, 1160, 1245, 1160, 1125, 1095, 995 cm™
(d) Espectro de resonancia magnética nuclear de 'H (Figura 2): (500 MHz, DMSO-d6) & 9,76 (1H, s,
intercambiable); 8,76 (1H, d, J = 7,5 Hz, intercambiable); 8,23 (1H, d, J = 5 Hz, intercambiable); 7,76 (1H, dd, J =85y 3
Hz, intercambiable); 7,25 — 7,17 (5H, m); 5,71 (1H, dd, J = 10,5y 5 Hz); 5,08 (1H, dd, J = 11 y 4 Hz, intercambiable);
5,03 (1H, m); 4,99 (1H, m); 4,92 (1H, m); 4,85 (1H, m); 4,83 (1H, d, J = 3 Hz, intercambiable); 4,76 (1H, br d, J = 12 Hz,
intercambiable); 4,12 (1H, dd, J = 16,5 y 8,5 Hz); 3,65 (1H, dd, J = 16,5 y 3 Hz), 3,58 (1H, m); 3,07 (1H, dd, J =135y
8,5 Hz); 2,94 (1H, br d, J = 13 Hz); 2,86 (1H, dd, J = 13,5y 6 Hz); 2,73 — 2,68 (2H, m); 2,58 (1H, m); 2,24 (1H, brd, J =
13 Hz); 2,08 (1H, br d, J = 14 Hz); 1,88 (1H, m); 1,67 (1H, m); 1,55 (1H, m); 1,42 — 1,36 (2H, m); 1,21 (1H, m); 1,19 (3H,
d, J =7 Hz); 1,09 (1H, m); 0,76 (3H, d, J = 6,5 Hz); 0,75 (3H, d, J = 6,5 Hz).

e) Espectro de resonancia magnética nuclear de B¢ (Figura 3): (125 MHz, DMSO-d6) 6 173,8 (s); 171,7 (s); 170,4
(s); 169,8 (s); 169,1 (s); 167,6 (s); 137,2 (s); 129,2 (d) x2; 128,0 (d) x2; 126,3 (d); 60,2 (d); 53,2 (t); 51,1 (d); 50,8 (d);
49,6 (d); 47,4 (d); 47,0 (1); 44,7 (d); 41,2 (1); 36,4 (1); 35,4 (1); 33,2 (1); 23,6 (d); 23,5 (1); 23,1 (q); 21,7 (q); 21,0 (t); 15,8
(@)

En particular, el compuesto WS727713 tiene las siguientes propiedades fisicoquimicas:
Formula molecular:

C30H44NgOs

ESI-MS (+ : m/z): 645 (M+H)"

HR-ESI-TOF/MS (+ : m/z)

Calculado 645,3360 (M+H)"

Experimental ~ 645,3387 (M+H)"

Rotacion especifica:

[a]p (23°C) 320 (c=0,5, en DMSO)

Solubilidad:

Soluble en: metanol, acetonitrilo, acetona, acetato de etilo, DMSO.

Poco soluble en: H,O

Reaccion de color:

Positivo: reaccion con vapor de yodo, reaccidn con sulfato de cerio, reaccion de Ehrlich, reaccion de Dragendorff.
Negativo: reaccion de Molish, reaccion con ninhidrina.

Cromatografia de capa fina (TLC):

Fase estacionaria Disolvente de desarrollo Valor Rf
Gel de silice 60 F254* CHCI3:CH3OH = 10:1 0,45
RP-18W F254S HPTLC* MeCN:agua = 80:20 0,53

* fabricada por E. Merck.

Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC):
Condiciones:

Fase movil: acetonitrilo en agua al 35%

Columna: Mightysil RP-18 GP (4,6 x 150 mm)

Caudal: 1,0 mL/minute

Deteccion: UV a 210 nm

Tiempo de retencion: 9,3 minutos
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Espectro de infrarrojo (Figura 1):

v max (KBr): 3310, 2950, 1640, 1545, 1450, 1410, 1370, 1350, 1300, 1245, 1160, 1245, 1160, 1125, 1095, 995 cm"
Espectro de resonancia magnética nuclear de 'H (Figura 2):

(500 MHz, DMSO-d6) &

9,76 (1H, s, intercambiable); 8,76 (1H, d, J = 7,5 Hz, intercambiable); 8,23 (1H, d, J = 5 Hz, intercambiable); 7,76 (1H,
dd, J = 8,5y 3 Hz, intercambiable); 7,25 — 7,17 (5H, m); 5,71 (1H, dd, J = 10,5y 5 Hz); 5,08 (1H, dd, J = 11 y 4 Hz,
intercambiable); 5,03 (1H, m); 4,99 (1H, m); 4,92 (1H, m); 4,85 (1H, m); 4,83 (1H, d, J = 3 Hz, intercambiable); 4,76 (1H,
br d, J = 12 Hz, intercambiable); 4,12 (1H, dd, J = 16,5y 8,5 Hz); 3,65 (1H, dd, J = 16,5y 3 Hz), 3,58 (1H, m); 3,07 (1H,
dd, J=13,5y 8,5 Hz); 2,94 (1H, br d, J = 13 Hz); 2,86 (1H, dd, J = 13,5y 6 Hz); 2,73 — 2,68 (2H, m); 2,58 (1H, m); 2,24
(1H, br d, J = 13 Hz); 2,08 (1H, br d, J = 14 Hz); 1,88 (1H, m); 1,67 (1H, m); 1,55 (1H, m); 1,42 — 1,36 (2H, m); 1,21 (1H,
m); 1,19 (3H, d, J = 7 Hz); 1,09 (1H, m); 0,76 (3H, d, J = 6,5 Hz); 0,75 (3H, d, J = 6,5 Hz).

Espectro de resonancia magnética nuclear de **C (Figura 3):
(125 MHz, DMSO-d6) &

173,8 (s); 171,7 (s); 170,4 (s); 169,8 (s); 169,1 (s); 167,6 (s); 137,2 (s); 129,2 (d) x2; 128,0 (d) x2; 126,3 (d); 60,2 (d);
53,2 (t); 51,1 (d); 50,8 (d); 49,6 (d); 47,4 (d); 47,0 (t); 44,7 (d); 41,2 (t); 36,4 (t); 35,4 (t); 33,2 (t); 23,6 (d); 23,5 (t); 23,1
(a); 21,7 (q); 21,0 (t); 15,8 (q).

Color y estado:
Cristal blanco
Punto de fusion:
272-277°C (descomposicion)

Caracteristicas de la cepa productora n® 727713

La cepa n°® 727713 se aisl6 de una muestra de residuos de hojas recogida en la Prefectura de Chiba, Japén. Para el
estudio taxondmico de la cepa n°® 727713 se emplearon los métodos y medios descritos por Shirling y Gottlieb (Shirling,
E. B. y D. Gottlieb: Methods for characterization of Streptomyces species. Int. J. Syst. Bacteriol. 16, 313-340, 1966), y
por Waksman (Waksman, S. A.: The actinomyces Vol. 2: Classification, identification and description of genera and
species: The Williams and Wilkins Co., Baltimore, 1961). Las observaciones se realizaron después de un cultivo de 14
dias a 30°C. Las observaciones morfologicas se realizaron sobre los cultivos desarrollados en agar de acido humico-
vitamina (Hayakawa, M. y Nonomura, H.: Humic acid-vitamin agar, a new médium for the selective isolation of soll
actinomycetes. J. Ferment. Technol., 65, 501-509, 1987), usando un microscopio 6ptico y un microscopio electrénico de
barrido. El rango de temperaturas para el cultivo se determind con un agar de extracto de levadura-almidén que
contenia 2 g de extracto de levadura (Daigo Eiyo, Osaka, Japdn), 10 g de almidén soluble, y 16 g de agar en 1000 mL
de agua de grifo (ajustada a pH 7,2 con NaOH 1N antes de ser esterilizada). La utilizacion de carbono se determino
sobre medio de Pridoham y Gottlieb (Pridoham, T. G. and D. Gottlieb: The utilization of carb6on compounds by some
Actinomycetes as an acid for species determination: J. Bacteriol. 56: 107-114, 1948) y se afiadi6 0,1% de extracto de
levadura. Los nombres de color usados en este estudio fueron tomados del Methuen Handbook of Colour (Kornerup, A.
y J. H. Wanscher: Methuen Handbook of Colour, Methuen, Londres, 1978). La preparacion de las células y la deteccion
del isémero de acido diaminopimérico se llevaron a cabo mediante el procedimiento de Becker y col. (Becker, B., M. P.
Lechevalier, R. E. Gordon y H. A. Lechevalier: Rapid differentiation between Nocardia and Streptomyces by paper
chromatography of whole-cell hydrolysates: Appl. Microbiol. 12, 421-423, 1964). La composicion de azucares de las
células enteras se determind mediante el método de Lechevalier y Lechevalier (Lechevalier, M. P. y H. A. Lechevalier:
Chemical composition as a criterion in the classification of aerobic actinomycetes. Int. J. Syst. Bacteriol., 20, 435-443,
1970). La secuencia de 16S ADNr se determind mediante el método de Reichert y col. (Katrin Reichert, Andre Lipski,
Silke Pradella, Erko Stackebrandt y Karlheinz Altendorf: Pseudonocardia asaccharolytica sp. nov. and Pseudonocardia
sulfidoxydans sp. nov., two new dimethyl disulfide-degrading actinomycetes and emended description of the genus
Pseudonocardia: Int. J. Syst. Bacteriol. 48, 441-449, 1998). Las secuencias de 16S ADNr de cepas tipo se obtuvieron a
partir de la base de datos DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp). El arbol filogenético se obtuvo mediante el programa
CLUSTAL (Thompson, J. D., Gibson, T. J., Plewniak, F., Jeanmougin, F. y Higgins, D. G.: The CLUSTAL X windows
interface: flexible stradesies for multiple sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Res. 24:
4876-4882, 1997).

Sus caracteristicas bacteriologicas fueron las siguientes.

Las caracteristicas del cultivo sobre diversos medios de agar y las caracteristicas fisiolégicas se muestran en las Tablas
1y 2, respectivamente. Se observé crecimiento de la cepa sobre agar de extracto de levadura-extracto de malta, agar
de avena y agar de peptona-extracto de levadura-hierro, pero no en agar de sales inorganicas-almidén, agar de glicerol-
asparagina y agar de tirosina. Sélo se observé micelios aéreos en agar de acido humico-vitamina, y el color de su masa
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aérea fue blanco. El color de crecimiento del reverso fue naranja claro. No se produjeron pigmentos melanoides en
caldo de agar de triptona-extracto de levadura y de agar de extracto de levadura-hierro. No se produjeron pigmentos
solubles. El color de la masa miceliar no era sensible al pH.

Como caracteristicas morfoldgicas, el micelio del sustrato se desarrollé bien y se ramificé irregularmente. Se observo la
formacién de segmentos hifales hinchados. Esta cepa produjo micelios aéreos con cadenas de esporas lineales que
comprendian mas de 10 esporas por cadena. Las esporas tenian forma de huso (1,6-2,3 x 0,5-0,6 um). Sus superficies
eran suaves. No se observaron granulos escleréticos, esporangios ni esporas moviles, o fragmentos.

La cepa n°® 727713 fue capaz de crecer en el intervalo de temperaturas entre 11 y 32°C, con un crecimiento 6ptimo a
28°C.

Se detect6 acido meso-diaminopimélico, lactosa y arabinosa en los hidrosilatos de célula entera de esta cepa, y el tipo
de pared celular fue tipo IV.

La secuencia parcial de la cepa n® 727713 se muestra en la SEC ID N°: 1 en el listado de secuencias. Los valores de
similitud del 16S ADNr ente la cepa n°® 727713 y los miembros del género Pseudonocardia son de 91,8-97,4%, y forman
un grupo sencillo en el &rbol filogenético (datos no mostrados).

En base a las caracteristicas morfolégicas y quimicas y al andlisis filogenético descrito anteriormente, se considera que
la cepa n° 727713 pertenece al género Pseudonocardia (Lechevalier, M. P. y H. A. Lechevalier: Chemical composition
as a criterion in the classification of aerobic actinomycetes. Int. J. Syst. Bacteriol., 20, 435-443, 1970; Pridham, T. G. y
col.: Appl. Microbiol. 6: 54, 1958). Por lo tanto, esta cepa fue designada como Pseudonocardia sp. n°® 727713. La cepa
se ha depositado en el International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japon, como FERM
BP-7570 (fecha de depdsito: 25 de abril de 2001).

Tabla 1. Caracteristicas de cultivo de la cepa n® 727713

Medio Caracteristicas de cultivo
Agar de extracto de levadura-extracto de malta G: Bueno
(ISP-2) A: No observado
R: Naranja claro (5A5)
S: No detectado
Agar de harina de avena G: Moderado
(ISP-3) A: No observado
R: Naranja claro (5A5)
S: No detectado
Agar de sales inorganicas-almidon G: No observado
(ISP-4)
Agar de glicerol-asparagina G: No observado
(ISP-5)
Agar de peptona-extracto de levadura-hierro G: Débil
(ISP-6) A: No observado
R: Naranja claro (5A5)
S: No detectado
Agar de tirosina G: No detectado

Abreviaturas: A: micelios aéreos; G: crecimiento; S: pigmento soluble; R: color de reverso.

Estas caracteristicas fueron observadas después de 14 dias de incubacion a 30°C. Las descripciones de color se basan
en el Methuen Handbook of Colour (Kornerup, A. y J. H. Wanscher, 32 ed., pagina 252, Methuen, Londres, 1978).
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Tabla 2. Caracteristicas fisiol6gicas de la cepa n® 727713

Condiciones Caracteristicas
Intervalo de temperatura para el crecimiento 11-32°C
Temperatura 6ptima para el crecimiento 28°C

Produccién de pigmentos melanoides -
Produccién de pigmentos solubles
Utilizacion de carbono

D-Glucosa

Sacarosa

D-Xilosa

D-Fructosa

L-Ramnosa

Rafinosa

L-Arabinosa

Inositol

D-Manitol

+ 4+ +H o+ + + o+

Cabe destacar que la produccién del compuesto WS727713 no esté limitada al uso del organismo particular descrito en
la presente memoria, que se proporciona Unicamente a titulo ilustrativo. Esta invencién también incluye el uso de
cualquier mutante que sea capaz de producir el WS727713, incluyendo tanto los mutantes naturales como los mutantes
artificiales que pueden producirse a partir del organismo descrito usando medios convencionales tales como tecnologia
de ADN recombinante, irradiacién con rayos-X, radiacion ultra-violeta, tratamiento con N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidina,
2-aminopurina, y otros similares.

Produccién de WS727713

Entre los compuestos que tienen las propiedades anteriormente mencionadas, el WS727713 se produce cuando la cepa
productora de WS727713 perteneciente a las Pseudonocardia es cultivada en un medio de cultivo que contiene fuentes
de carbono y nitrégeno asimilables en condiciones aerobias (por ejemplo, cultivo de agitacion, cultivo sumergido, etc.).

Las fuentes de carbono preferidas en el medio de cultivo son carbohidratos tales como glucosa, sacarosa, almidon,
fructosa o glicerina, u otras similares.

Las fuentes de nitrégeno preferidas son polvo de cacahuete, extracto de levadura, extracto de carne, peptona,
polipeptona, harina de gluten, harina de semilla de algoddn, polvo de semilla de soja, harina de soja, licor de maiz,
levadura secada, germen de trigo, etc., asi como compuestos nitrogenados inorganicos y organicos tales como sales de
amonio (por ejemplo, nitrato de amonio, sulfato de amonio, fosfato de amonio, etc.), urea o aminoéacidos, y otros
similares.

Las fuentes de carbono y de nitrégeno, aunque de forma ventajosa se emplean en combinacién, no necesitan estar en
su forma pura ya que también es adecuado el uso de materias menos puras, que contienen trazas de factores de
crecimiento y cantidades considerables de nutrientes minerales.

Si se desea, se pueden afadir al medio sales minerales tales como carbonato sédico o calcico, fosfato sodico o
potasico, cloruro sddico o potasico, yoduro sédico o potasico, sales de magnesio, sales de cobre, sales de cinc, sales de
hierro o sales de cobalto, u otras similares.

Si es necesario, especialmente cuando el medio de cultivo forma muchas espumas, se puede afadir un agente
desespumante, tal como parafina liquida, aceite graso, aceite vegetal, aceite mineral, silicona u otro similar.

La agitaciéon y la aireacién de la mezcla de cultivo se puede llevar a cabo de diversas formas, tal como mediante
agitaciéon con una hélice u otro equipo de agitacion mecanica similar, volteando o agitando el fermentador, y similares.

Habitualmente la fermentacion se lleva a cabo a una temperatura entre aproximadamente 10°C y 40°C, preferiblemente
20°C y 30°C, durante un periodo de aproximadamente 50 horas a 150 horas, que puede variar segun las condiciones y
la escala de la fermentacion.

El caldo de cultivo resultante se somete a continuacién a recuperacion del compuesto WS727713 mediante diversos
procedimientos usados convencionalmente para la recuperacion y purificacion de sustancias biolégicas activas, por
ejemplo, extraccion con disolvente empleando el disolvente apropiado o una mezcla de varios disolventes,
cromatografia o recristalizacion desde un disolvente apropiado, o una mezcla de los mismos.

El compuesto WS727713 puede encontrarse en la forma de un solvato, lo cual entra dentro del alcance de la presente
invencion. El solvato incluye preferiblemente un hidrato y un etanolato.
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Como ejemplos para mostrar las propiedades biologicas de los anteriores compuestos, a continuacién se muestran
algunos datos biolégicos.

Ensayo 1. Ensayo de unién

El tamp6n de unién estaba compuesto por HEPES-KOH 25 mM (pH 7,0), CaCl; 1,5 mM, MgSQO4 1 mM, NaCl 100 mM,
1,10-fenantrolina 1 mM, BSA al 0,2%, y 1 comprimido de Inhibidor de TM Proteasa Completo/100 mL (Boehringer-
Mannheim). El ensayo de unién se modificé mediante el método de Receptor Biology, Inc. Se incubd durante 60 minutos
a 37°C una suspension de membrana (50 pL), [***I]-NDP-MSH (25 pL, NEN, 3,08 x 10™ M final), tampon (50 pL) e
inhibidor. A continuacion la mezcla se filtr6 sobre GF/C (preempapado en polietilenimina al 0,5%), y se lavd dos veces
con PBS (-) enfriado en hielo. Se midieron las radioactividades atrapadas en un filtro GF/C usando un contador Top
Counter (Packard) después de secar.

Se cultivaron células B16 en RPMI 1640 suplementado con un 10% de FBS y antibi6ticos. Las células sub-confluyentes
fueron lavadas dos veces con PBS (-) enfriado en hielo y rascadas. A continuacién las células fueron sometidas a
ultrasonidos y centrifugadas a 2.000 rpm a 4°C durante 5 minutos. El sobrenadante obtenido de este modo se centrifugd
a 30.000 rpm a 4°C durante 60 minutos. La fraccién de la membrana se suspendié con PBS (-) enfriado en hielo y se
almacend a -80°C.

Las concentraciones finales de cada proteina receptora fueron las siguientes: MC1-R (B16), 0,139 mg/mL; MC3-R
(recombinante*), 0,0693 mg/mL; MC4-R (recombinante*), 0,070 mg/mL (*: de Receptor Biology, Inc.).

Tal como se muestra en la Tabla 3, el compuesto WS727713 inhibié la unién de [**°I-NDP-MSH con receptores de

melanocortina. El resultado demuestra que el WS727713 actuara como agonista 0 como antagonista de receptores de
melanocortina.

Tabla 3. Efectos de WS727713 y NDP-MSH sobre la union de [***1]-NDP-MSH con receptores de melanocortina

IC50 (M) MC1-R MC3-R MC4-R MC5-R
NDP-MSH 4,05x 10" 8,15 x 10 2,64 x10™° 5,58 x 10
WS727713 1,21 x 107 4,16 x 10° 1,81 x10° 2,50 x 10°

Ensayo 2. Una reduccién dependiente de la dosis de la produccidon de TNF-a inducida por LPS en ratones por efecto de
WS727713

El factor de necrosis tumoral (TNF-a) participa en procesos patolégicos y trastornos funcionales en enfermedades y
lesiones inflamatorias agudas y cronicas. El péptido neuroinmunomodulador a-MSH modula la accién y la produccion de
citoquinas proinflamatorias que incluyen al TNF-a. Para evaluar el compuesto WS727713, se inyecto
intraperitonealmente a ratones macho (ICR) bien con lipopolisacérido (LPS; Sigma, L-3129, E. coli 0127:B8, 100
pg/cabeza) en disolucion salina o bien con disolucién salina Gnicamente en dos experimentos repetidos. El WS727713
se inyect6 intraperitonealmente 30 minutos antes de la inyeccion de LPS. Los ratones fueron sacrificados 60 minutos
después de la inyeccién con LPS. Se midieron los niveles en suero de TNF-a usando el ensayo inmunosorbente ligado
a enzima (kit ELISA de TNF-a; Amersham). El resultado se muestra en la Tabla 4.

Tal como se muestra en la Tabla 4, el nivel de TNF-a inducido por LPS se redujo mediante la administracion de
WS727713 de un modo dependiente de la dosis. El resultado demuestra que el WS727713 tiene la funcién de agonista
de receptor de melanocortina.

Tabla 4. Efecto de WS727713 sobre la producciéon de TNF-a inducida por LPS en ratones

Nivel en suero de TNF-a Inhibiciéon
(pg/mL) (%)
Control de vehiculo 8533 £ 1602 0
(0,5% de MC/salmuera)
WS727713 3695 + 385 56,7
(10 mg/kg i.p.)
WS727713 2556 + 892 70,0
(32 mg/kg i.p.)
WS727713 2038 + 973 76,1
(200 mg/kg i.p.)
NDP-MSH 4808 = 175 43,7
(100 pg/cabezai.p.)
NDP-MSH 2187 + 1120 74,4
(100 pg/cabezai.v.)

MC: metilcelulosa
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El compuesto sustancialmente puro de WS727713 es un modulador de los receptores de melanocortina MC1-R, MC3-R,
MC4-R y/lo MC5-R, que en particular presenta actividad de agonista de MC1-R. La composicion farmacéutica que
comprende el compuesto WS727713 sustancialmente puro es Util como agente terapéutico o profilactico para
enfermedades causadas por una condicion inflamatoria. Ademas, es Util para tratar la inflamacién, particularmente la
inflamacién causada por la activacion del NF-kB y/o la liberacion de citoquinas inflamatorias.

Ademaés, las preparaciones farmacéuticas que comprenden el compuesto WS727713 sustancialmente puro son (tiles
para la terapia y la profilaxis de las siguientes enfermedades.

Enfermedades asociadas a la inflamacion crénica y aguda tales como la enfermedad inflamatoria del intestino, el
sindrome de intestino irritable, la enfermedad celiaca, la enfermedad de bilis de vejiga, la enfermedad de Crohn, la colitis
ulcerativa, la artritis reumatoide, la artritis de gota, la osteoartritis, la artritis traumatica, la artritis rubella, la degeneracién
muscular, la pancreatitis (aguda o cronica), la soriasis, la urticaria, la tiroiditis crénica, la dermatitis (de contacto o
atépica), la dermatomiositis, los eczemas atépicos, la sepsis.

Trastornos inflamatorios del sistema nervioso central tales como la encefalitis de VIH, la malaria cerebral, la meningitis.
Infeccion de hepatitis activa cronica o de hepatitis aguda (que incluye hepatitis A, hepatitis B y hepatitis C).

Enfermedades del sistema cardiovascular tales como la enfermedad vascular inflamatoria, la restenosis, la apoplejia
cerebrovascular, el ataque isquémico transitorio, la isquemia de miocardio y el infarto de miocardio.

Apoplejia y otras enfermedades isquémicas cerebrales.
Quemaduras solares.
Uveitis, especialmente en el sindrome de Behcet y la sarcoidosis, vasculitis e infecciones microbianas.

La composicion farmacéutica y cosmética de esta invencion puede usarse en forma de preparacion farmacéutica, por
ejemplo, en forma sdlida, semisoélida o liquida, que contiene el modulador de receptor de melanocortina, tal como el
compuesto WS727713, como ingrediente activo mezclado con un vehiculo o excipiente orgénico o inorganico adecuado
para administracion externa, enteral o parenteral. El ingrediente activo puede combinarse, por ejemplo, con los
habituales vehiculos farmacéuticamente aceptables no tdxicos para comprimidos, particulas, cdpsulas, supositorios,
disoluciones, emulsiones, suspensiones, inyecciones, unguientos, linimentos, gotas oculares, locion, gel, crema, y
cualquier otra forma adecuada para su uso.

Los vehiculos que pueden usarse son agua, glucosa, lactosa, goma ardbiga, gelatina, manitol, pasta de almidon,
trisilicato magnésico, talco, almidén de maiz, queratina, silice coloidal, almidén de patata, urea y otros vehiculos
adecuados para uso en la fabricacion de preparaciones, en forma sélida, semisoélida o liquida, y adicionalmente también
se pueden usar agentes auxiliares, estabilizantes, espesantes, solubilizantes y colorantes.

Para aplicar la composicion a humanos, es preferible aplicarla mediante administracion intravenosa, intramuscular,
topica u oral. Aunque la dosis de la cantidad terapéuticamente efectiva del modulador de receptor de melanocortina, tal
como el compuesto WS727713, varia y depende de la edad y la condicién de cada paciente individual a tratar, cuando
un paciente individual va a ser tratado, en el caso de administracion intravenosa, para el tratamiento generalmente se
administra una dosis diaria de 0,001-100 mg del modulador de receptor de melanocortina, tal como el compuesto de
WS727713, por kg de peso del ser humano, en el caso de administracién intramuscular, una dosis diaria de 0,001-100
mg del modulador de receptor de melanocortina, tal como el compuesto WS727713, por kg de peso del ser humano, y
en el caso de administracion oral, una dosis diaria de 0,01-320 mg del modulador de receptor de melanocortina, tal
como el compuesto WS727713, por kg de peso de ser humano.

A continuacion se presentan ejemplos con el fin de ilustrar la presente invencion con mas detalle.
Ejemplo 1
(1) Fermentacion de Pseudonocardia sp. n® 727713 para la produccién de WS727713:

Se inocul6 un lazo del cultivo sesgado en 60 mL de medio de cultivo de siembra esterilizado que contenia un 2% de
almidon soluble, un 0,8% de extracto de levadura, y un 0,5% de agar (ajustado a pH 7,0 antes de la esterilizacién) en un
matraz Erlenmeyer de 225 mL de boca ancha. El matraz se incubé a 30°C durante 7 dias en un agitador rotatorio (220
rpm, 5,1 cm-lanzamiento) y a continuacién se inoculd (2%) en 80 mL del mismo medio esterilizado en cada uno de cinco
matraces Erlenmeyer de 225 mL de boca ancha. Y los matraces fueron incubados a 30°C durante 4 dias en un agitador
rotatorio (220 rpm, 5,1 cm-lanzamiento).

El cultivo de siembra resultante fue inoculado (2%) en 20 litros de medio de produccién esterilizado en un fermentador
de jarra de 30 litros. El medio de produccién estaba compuesto de 1% de glucosa, 1,5% de almidon soluble, 0,5% de
extracto de levadura, 1% de B-ciclodextrina, 1% de CaCOs, 0,05% de Adekanol LG-109 (Asahi Denka Kogyo K.K.,
Japon), y 0,05% de Silicona KM-70 (Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japon), ajustandose el pH a 7,0 antes de la
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esterilizacion. La fermentacion se llevo a cabo a 28°C durante 5 dias con una aireacion de 20 litros/minuto y agitacion de
200 rpm.

La produccion el compuesto WS727713 en el caldo de fermentacion se monitoriz6 mediante el andlisis de HPLC
indicado a continuacion.

(condiciones analiticas de HPLC)

Columna: Mightysil RP-18 GP 150-4.6, 5 um (5 um, 4,6 mm DI x 150 mm L, Kanto Chemical Co., Ltd., Japén)
Eluyente: CH3CN:H,0 = 35:65

Caudal: 1,0 mL/minute

Temperatura: temperatura ambiente

Deteccion: UV a 210 nm

Tiempo de retencion: 9,3 minutos

(2) Aislamiento de WS727713:

Después de que el cultivo se completara, el caldo de cultivo (16 litros) se extrajo con un volumen igual de acetona
mediante agitacion durante unos pocos minutos a temperatura ambiente. El extracto se filtr6 con un aditivo de tierras de
diatomeas. El filtrado se concentré a vacio para dar lugar a una disoluciéon acuosa (15 litros). La disolucién se aplicé a
una columna Diaion HP20 (Mitsubishi Chemical Co., Ltd.) (800 mL), y la columna se lavé con acetonitrilo al 20% (4
litros). La columna se eluyé con acetonitrilo al 40% (2,4 litros) y acetonitrilo al 60% (3,6 litros). El eluido (6,0 litros) se
diluy6 con agua hasta 12 litros y se hizo pasar a través de una columna (1 litro) de Daisogel SP-120-ODS-B (15/30 pum,
DAISO Co., Ltd., Japén) empaquetada con agua. La columna se eluyé con acetonitrilo al 32,5%. La elucién se
monitorizé mediante HPLC tal como se ha indicado antes. Las fracciones que contenian WS727713 fueron combinadas
y concentradas a vacio para producir un polvo. Dicho polvo se disolvié en una pequefia cantidad de metanol y se
cristaliz6 desde agua. Los cristales se filtraron y se secaron hasta dar lugar a 1,5 g de WS727713 en forma de agujas
blancas.

Aplicabilidad industrial

El compuesto novedoso de la presente invencion presenta actividad moduladora de receptor de melanocortina, y es Util
como ingrediente activo de un agente anti-inflamatorio y es Gtil como agente terapéutico y profilactico para
enfermedades y lesiones inflamatorias cronicas y agudas.

10
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto WS727713 sustancialmente puro que tiene las siguientes propiedades:
(@) Férmula molecular: C3oH44NgOs

(b) Espectro de resonancia magnética nuclear de 'H: (500 MHz, DMSO-d6) & 9,76 (1H, s, intercambiable); 8,76
(1H, d, J = 7,5 Hz, intercambiable); 8,23 (1H, d, J = 5 Hz, intercambiable); 7,76 (1H, dd, J = 8,5y 3 Hz,
intercambiable); 7,25 — 7,17 (5H, m); 5,71 (1H, dd, J = 10,5 y 5 Hz); 5,08 (1H, dd, J = 11 y 4 Hz,
intercambiable); 5,03 (1H, m); 4,99 (1H, m); 4,92 (1H, m); 4,85 (1H, m); 4,83 (1H, d, J = 3 Hz, intercambiable);
4,76 (1H, br d, J = 12 Hz, intercambiable); 4,12 (1H, dd, J = 16,5 y 8,5 Hz); 3,65 (1H, dd, J = 16,5 y 3 Hz), 3,58
(1H, m); 3,07 (1H, dd, J = 13,5y 8,5 Hz); 2,94 (1H, br d, J = 13 Hz); 2,86 (1H, dd, J = 13,5y 6 Hz); 2,73 — 2,68
(2H, m); 2,58 (1H, m); 2,24 (1H, br d, J = 13 Hz); 2,08 (1H, br d, J = 14 Hz); 1,88 (1H, m); 1,67 (1H, m); 1,55
(1H, m); 1,42 — 1,36 (2H, m); 1,21 (1H, m); 1,19 (3H, d, J = 7 Hz); 1,09 (1H, m); 0,76 (3H, d, J = 6,5 Hz); 0,75
(3H,d, J =6,5Hz).

c) Espectro de resonancia magnética nuclear de 3¢ (125 MHz, DMSO-d6) 6 173,8 (s); 171,7 (s); 170,4 (s); 169,8
(s); 169,1 (s); 167,6 (s); 137,2 (s); 129,2 (d) x2; 128,0 (d) x2; 126,3 (d); 60,2 (d); 53,2 (t); 51,1 (d); 50,8 (d); 49,6
(d); 47,4 (d); 47,0 (t); 44,7 (d); 41,2 (t); 36,4 (t); 35,4 (1); 33,2 (1); 23,6 (d); 23,5 (t); 23,1 (q); 21,7 (q); 21,0 (t);
15,8 (q).

2. Una cepa de actinomycetes que pertenece al género Pseudonocardia, que tiene el numero de depdsito FERM BP-
7570.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, que se obtiene cultivando la cepa de actinomycetes mencionada en
Reivindicacion 2 en un medio de cultivo, y recuperar el compuesto del caldo de cultivo.

4. Un proceso para producir el compuesto WS727713 de la Reivindicaciéon 1, que comprende cultivar, en un medio de
cultivo, la cepa de actinomycetes mencionada en la Reivindicacion 2, o cualquier mutante de la misma que sea capaz
de producir WS727713, y recuperar el compuesto del caldo de cultivo.

5. El proceso de la Reivindicacion 4, en el que la cepa de actinomycetes es la cepa de actinomycentes de la
Reivindicacion 2.

6. Una composicién farmacéutica que contiene el compuesto WS727713 de la Reivindicacion 1, o una sal del mismo, y
un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable y sustancialmente no toxico.

7. El compuesto de la Reivindicacién 1, o una sal del mismo, para su uso como medicamento o producto cosmético.

8. Un modulador de receptor de melanocortina que comprende un compuesto como de la Reivindicacién 1, o una sal del
mismo.

9. El uso de un compuesto de la Reivindicacion 1, o de una sal del mismo, para su uso para tratar o prevenir una
enfermedad o lesién inflamatoria crénica y aguda.

10. El compuesto de la Reivindicacion 9, en el que la enfermedad inflamatoria aguda y cronica es una enfermedad
inflamatoria del intestino.

11. El compuesto de la Reivindicacion 10, en el que la enfermedad inflamatoria del intestino es enfermedad de Crohn o
colitis ulcerativa.

12. El uso del compuesto de la Reivindicacién 1, o de una sal del mismo, para la fabricaciéon de un medicamento para
tratar o prevenir enfermedades o lesiones inflamatorias cronicas y agudas.

13. El uso de la Reivindicacion 12, en el que la enfermedad inflamatoria aguda y crénica es una enfermedad inflamatoria
del intestino.

14. El compuesto de la Reivindicacion 13, en el que la enfermedad inflamatoria del intestino es enfermedad de Crohn o
colitis ulcerativa.

14



ES 2358352 T3

20l 000Z-lew-/L  EpIpaw ap eioy A eyosy

ou3sod uoloezipode
gL  Sejusnd sp uglog|nwnoe
L-wo uoloepelbap

r.Eo“_ Bepuo ap olawnN

089 00 008 006 000k O0OKL 00ZF OOEL OOYL 005 0091 OOLI 008F 006l 000Z 00ZZ 00VZ 0092 0082 000€ 00Z€ O00¥E Q0SE 008 000%

1._.-qqu.-..ﬂ-...—...-_q...q-..-.<.-_-..-..-._..--4-..u1.-_..-.--!-..-.da.-._..-.....4,—-..—-..1_...._.-_.—-...

k;i% ! g L\//g

ot

483 ELLLZLSM

| einbi4

0¢

or

o 1%

06

15



ES 2358352 T3

- 0D

e

IR

Vol

9P-05HA ua ETLLZLSM

Z einbi4

I

16



ES 2358352 T3

0e

ov

09

08

00} owp ow— 091

wdd

08l
1

|

Ml

9P-OSHA u2 ETLLZLSM

¢ eanbi4

17



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



