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Derivados de amida de acidos grasos con anfetaminas
para el tratamiento de desordenes alimenticios.

La presente invencién se refiere a nuevos derivados ami-
das de é&cidos grasos conjugados con anfetaminas, que
se comportan como ligandos duales de los receptores
cannabionides tipo 1 (CB1) y del subtipo alfa de los recep-
tores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR-
alfa), y como potentes agentes inhibidores de la oxidacion
de la Lipoproteina de Baja Densidad (LDL), asi como a
su procedimiento de preparacion, y su utilizacién como
herramienta farmacolégica y como farmacos para modu-
lar las acciones reguladas por los citados receptores, co-
mo la induccién de la saciedad y control de ingesta, la
disminucién de la grasa corporal y la regulacion del meta-
bolismo lipidico.
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DESCRIPCION

Derivados de amida de dcidos grasos con anfetaminas para el tratamiento de desordenes alimenticios.

La presente invencion se refiere a una nueva serie de derivados de amida de dcidos grasos con anfetaminas y sus
sales, solvatos e hidratos farmacéuticamente aceptables, que muestran una afinidad por receptores cannabinoides tipo
1 (CB1) y del subtipo alfa de los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR-alfa), y como potentes
agentes antioxidantes en la oxidacion de la Lipoproteina de Baja Densidad (LDL). Los compuestos pueden modular
las acciones reguladas por los citados receptores, como la induccién de la saciedad y control de ingesta, la disminucién
de la grasa corporal y la regulacion del metabolismo lipidico.

Estado de la técnica anterior

El sistema endocannabinoide estd compuesto por los receptores cannabinoides, ligandos endégenos (endocanna-
binoides) y los sistemas enzimdaticos necesarios para su biosintesis y degradacién (Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.
2006 46:101). Hasta el momento han sido identificados dos tipos de receptores cannabinoides: CB1 y CB2. Los dos
receptores cannabinoides se encuentran acoplados a la proteina G a través de la cual modulan la actividad de las ade-
nilato ciclasas (AC) y protefnas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), y eventos intracelulares que llevan a la
regulacion en la expresion de diversos genes. La activacion de los receptores CB1 también regula los canales de Ca*
voltaje dependientes y los canales de potasio. Los receptores CB1 se encuentran distribuidos en el sistema nervioso
central y en otros érganos como tejido adiposo, pancreas endocrino, musculo, pulmones, higado y rifiones, mientras
que los receptores CB2 se expresan principalmente en el sistema inmunoldgico y células hematopoyéticas (Nature
Reviews Drug Discovery 2004 3:771).

El sistema endocannabinoide parece estar relacionado con un gran nimero de condiciones fisioldgicas y pato-
l6gicas a nivel neuroldgico, psiquidtrico, cardiovascular, desarrollo del cancer, trastornos reproductivos y alimen-
tarios.

Un mejor conocimiento de las vias de biosintesis de los endocannabinoides y los mecanismos de regulacion a
nivel celular de dichas vias se consideran las principales prioridades en la investigacién de los cannabinoides (Nature
Reviews Drug Discovery 2004 3:771).

El receptor CB1 fue, dentro del sistema endocannaninoide, la diana terapéutica que inicialmente recibié mayor
atencién en las investigaciones para el tratamiento de la obesidad. Es bien conocido que sustancias agonistas can-
nabinoides aumentan el apetito y por tanto se postulé que bloqueando este receptor se podria disminuir la ingesta de
comida llevando a una perdida de peso. El Rimonabant, también conocido como SR141716 o Acomplia®, fue el primer
antagonista CB1 en ser descrito y uno de los primeros en ser estudiado clinicamente para el tratamiento de obesidad
(Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2006 46:101, Nat Rev Drug Disc. 2004 3:771). Los ensayos clinicos llamados RIO
(Rimonabant In Obesity) (Lancet 2005 365:1389; JAMA 2006 295:761; Lancet 2006) 368:1160) mostraron la eficacia
de Rimonabant como agente anti-obesidad. Desafortunadamente algunos datos de los estudios clinicos han asociado
el uso crénico del Rimonabant con un aumento de la depresién, ansiedad y un aumento de tendencias suicidas (Lancet
2007 370:1706; Lancet 2008 371:556; Lancet 2008 371:555). Por lo que, en octubre de 2008, la Agencia Europea del
Medicamento decide la suspensién temporal del mismo.

Por otro lado, los receptores activados por el proliferador de peroxisoma (PPAR) son una superfamilia perteneciente
a los receptores nucleares hormonales (NHR), que son factores de transcripcion activados por ligando que juegan un
papel fundamental en la regulacién del metabolismo de lipidos y de glicidos. Tres subtipos de receptores PPAR han
sido descritos: PPAR-alfa, PPAR-gamma y PPAR-delta (Pharmacol. Res. 2005 51:85)

La activacidon del subtipo PPAR-alfa por sus ligandos naturales estd relacionada con el control de las concentracio-
nes de lipidos circulantes. Se han descrito 4cidos grasos de cadena media, larga y eicosanoides (PNAS 1997 94:4312)
que producen una reduccion sustancial de los triglicéridos del plasma, una reduccién moderada del colesterol asociado
a lipoproteinas de baja densidad (LDL) y un efecto de saciedad. Por ello, el subtipo alfa de esta familia de receptores
se presenta como una diana terapéutica muy interesante para el tratamiento de las enfermedades relacionadas con al-
teraciones metabolicas como las dislipemias, enfermedad cardiovascular, diabetes y obesidad (Nature Medicine 2004
10:355).

Las dislipemias son alteraciones del metabolismo de los lipidos, con su consecuente alteracién de las concentra-
ciones de lipidos (ej. colesterol y triglicéridos) y lipoproteinas en la sangre: lipoproteinas de baja densidad (LDL), de
muy baja densidad (VLDL) y de densidad intermediaria (IDL). Normalmente, la molécula de colesterol es trans-
portada ligada a las lipoproteinas LDL. Un incremento en las concentraciones LDL-colesterol estd directamente
relacionada con el riesgo de enfermedad coronaria. Un porcentaje mas pequefio de las moléculas de colesterol es
transportado a través de las lipoproteinas de alta densidad, las HDL, cuya funcién principal es extraer el colesterol
depositado en las paredes arteriales y transportarlo hasta el higado para su eliminacién via intestinal. Se ha des-
crito que un nivel elevado de HDL-colesterol estd asociado con la disminucién del riesgo de enfermedad corona-
ria. Por tanto, en el tratamiento de las dislipemias es igualmente importante reducir las concentraciones de LDL-
colesterol como aumentar las de HDL-colesterol (Am. J. Med. 1977 62:707; N. England J. Med. 1991 325:373;
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Ann. Internal. Med. 1979 90:85) En la actualidad se estdn utilizando clinicamente los derivados del fibrato para
el control de las dislipemias (Am J Med. 2009 122: 962), dando lugar a distintos métodos con derivados como
el clofibrato y el fenofibrato (W0O2007047880 2007; W0O2007047724 2007), que se unen al receptor PPAR-alfa
y regulan distintos factores de trascripcion implicados en algunos de los procesos anteriormente descriptos (Curr.
Atheroscler Rep 2000 2: 327). Ademds del tratamiento de las dislipemias, se estdn describiendo agentes agonis-
tas duales de PPAR-alfa/gamma con potencial uso para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (J Med Chem 2004
47:4118).

La enfermedad coronaria es la principal causa de mortalidad en los paises industrializados. La oxidacién de los
lipidos presentes en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) es un marcador del desarrollo de arteriosclerosis y
enfermedad coronaria (Cell 2001 104:503). Se postula que la produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno
(ROS) estd implicada en la patogénesis de la arterioesclerosis y la hipertension (Physiol. Rev. 2002 82:47), 1a oxidacién
del LDL por las ROS es uno de los primeros eventos en el desarrollo de la enfermedad. La arterioesclerosis puede
ser considerada como una forma de inflamacién crénica resultado de la interaccién entre lipoproteinas modificadas,
macréfagos, células T y elementos celulares naturales de la pared arterial. El proceso inflamatorio puede conducir al
desarrollo de lesiones complejas o placas. La ruptura de las placas y la trombosis resulta en el infarto de miocardio
(Cell 2001 104:503).

Se ha descrito que algunos de los endocannabinoides conocidos presentan ademds de afinidad por el receptor CB1
también por el receptor PPAR-alfa como por ejemplo el noladin éter y virodhamida (Br. J Pharmacol 2007 152:576;
Biochem Soc Trans 2006 34:1095). Algunos cannabinoides sintéticos también han demostrado afinidad por el receptor
PPAR-alfa como el WIN55212-2. (Biochem Soc Trans 2006 34:1095).

Los endocannabinoides tienen menor afinidad por el receptor PPAR-alfa que los ligandos sintéticos actualmen-
te disponibles como las tiazolidindionas (Anal. Biochem. 2005 344:8). Es importante saber que la Food and Drug
Administration de Estados Unidos dicté que, antes de empezar estudios clinicos con agonistas PPAR, deberia ser
hecho un estudio de 2 afios en roedores (http://www.fda.gov/downloads/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInfor-
mation/Guidances/ucm(071624.pdf).

Ligandos duales que presentaran actividad inhibidora del receptor CB1 y que, al mismo tiempo tengan una afinidad
moderada por el receptor PPAR-alfa, pueden ser ttiles para el tratamiento de enfermedades como la obesidad, pues
la accién simultdnea en los dos receptores puede llevar a una accién sinérgica para la modulacién negativa del apetito
(Neuropharmacology. 2008 54: 226-34). También se cree que el hecho de que la afinidad por el receptor PPAR sea
menor disminuye el riesgo de efectos colaterales observados (Toxicology 2007 346:2).

El hecho de que estos compuestos, ademads de regular la saciedad tengan un efecto protector sobre la oxidacion de
la LDL puede ser interesante ya que esta actividad se relaciona con una reduccién del riesgo de problemas cardiovas-
culares que, muchas veces, estdn asociados a la obesidad.

Descripcion de la invenciéon

La invencion se refiere a una nueva clase de moléculas, concretamente derivados amida de 4cidos grasos conjuga-
dos con anfetaminas derivadas de la 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA) como ligandos duales de los receptores
PPAR-alfa y CB1, e inhibidores de la oxidacién de la LDL, asi como su procedimiento de preparacién y su utili-
zacion.

Estos compuestos pueden ser utilizados para la preparacién de un medicamento para la induccién de saciedad
y control de ingesta, modulacién de la grasa corporal y regulacién del metabolismo lipidico asi como la prepara-
cion de un medicamento para el tratamiento diabetes, obesidad, sindrome metabdlico y enfermedades cardiovascu-
lares.

La presente invencién describe derivados de dcidos grasos con anfetaminas para el tratamiento de desérdenes
alimenticios.

Por lo tanto, la presente invencién estd referida a una nueva familia de compuestos derivados de 4cidos grasos con
anfetaminas de férmula general (I). Estos compuestos han mostrado una clara actividad inhibitoria de la oxidacién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y del apetito y con afinidad por los receptores CB1 y PPAR-alfa. Es conocido
el papel fundamental que tienen los receptores anteriores en enfermedades y condiciones de muy diversa naturaleza,
especialmente alimenticia.
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Por lo tanto un primer aspecto de la presente invencién se refiere a un nuevo compuesto de férmula general (I)
(también referido como el compuesto de la invencién):

Rs OR;

Rz OR,

donde
X e Y pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre H, halégeno y metilo;
n es un nimero entero desde 1 a 4;

R, y R, pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre H y alquilo C,-C4 0 pueden
estar unidos por un enlace simple entre los dos dtomos de oxigeno, formando un nuevo ciclo;

R; se selecciona entre H, alquilo C,-Cy y alquenilo C,-Cy;
R, se selecciona entre H, halégeno y alquilo C,-Cy;

Rs es un compuesto de férmula general (II):

donde:
Ry se selecciona entre H y alquilo C,;-C,;
R; se selecciona entre alquilo Cg-Cs y alquenilo Cg-Csy;
y sus sales, preferiblemente cualquier sal farmacéuticamente aceptable, solvatos y prodrogas del mismo.

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencion, a radicales de cadenas hidrocarbonadas, lineales o ra-
mificadas, que tienen de 1 a 10 dtomos de carbono, preferiblemente de 1 a 4, y que se unen al resto de la molécula
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mediante un enlace sencillo, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, ferc-butilo, sec-butilo, n-penti-
lo, n-hexilo, etc. Los grupos alquilo pueden tener opcionalmente sustituidos por uno o mds sustituyentes tales como
halégeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, carbonilo, ciano, acilo, alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto y alquiltio.

El término “alquenilo” se refiere a radicales de cadenas hidrocarbonadas que contienen uno o més enlaces carbo-
no-carbono dobles, por ejemplo, vinilo, 1-propenilo, alilo, isoprenilo, 2-butenilo, 1,3-butadienilo, etc. Los radicales
alquenilos pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mds sustituyentes tales como halo, hidroxilo, alcoxilo,
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carboxilo, ciano, carbonilo, acilo, alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto y alquiltio.

Halégeno se refiere a fldor, cloro, bromo o yodo.

En una realizacién preferida X e Y pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre

H y metilo.

En una realizacién preferida n es un nimero entero seleccionado entre 1 6 3.

En una realizacion preferida R, y R, pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre
H y metilo o pueden estar unidos por un enlace simple entre los dos dtomos de oxigeno, formando un nuevo ciclo.

En una realizacién preferida R; se selecciona entre H y alquilo C,-Cs;.
En una realizacién preferida R, se selecciona entre H y CH;.

En una realizacién preferida Rs es un compuesto de férmula (IT):

(I1)
donde Rg se selecciona entre H y CH; y R; es un grupo alquenilo C5-Cys.

En una realizacién preferida R tiene un nimero de insaturaciones entre 1 y 6.

En otra realizacién preferida el compuesto de férmula general (I) se refiere a un compuesto que se selecciona del

siguiente grupo:

NH

N

O e%ed
> O  CH, o

OH

OH
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O

O

0 un isémero, una sal farmacéuticamente aceptable, un pro-firmaco o un solvato del mismo.

Los compuestos de la presente invencion representados por la férmula (I) pueden incluir isémeros, dependiendo de
la presencia de enlaces multiples, incluyendo isémeros 6pticos o enantidémeros, dependiendo de la presencia de centros
quirales. Los isémeros, enantiémeros o diastereoisémeros individuales y las mezclas de los mismos caen dentro del
alcance de la presente invencion, es decir, el término isémero también se refiere a cualquier mezcla de isémeros, como
diastere6meros, racémicos, etc., incluso a sus isémeros Opticamente activos o las mezclas en distintas proporciones
de los mismos. Los enantiémeros o diastereoisémeros individuales, asi como sus mezclas, pueden separarse mediante
técnicas convencionales.

Asimismo, dentro del alcance de esta invencidn se encuentran los profdrmacos de los compuestos de férmula (I).
El término “prodroga” o “profarmaco” tal como aqui se utiliza incluye cualquier compuesto derivado de un com-
puesto de férmula (I) -por ejemplo y no limitativamente: ésteres (incluyendo ésteres de dcidos carboxilicos, ésteres
de aminodcidos, ésteres de fosfato, ésteres de sulfonato de sales metdlicas, etc.), carbamatos, amidas, etc.- que al ser
administrado a un individuo puede ser transformado directa o indirectamente en dicho compuesto de férmula (I) en el
mencionado individuo. Ventajosamente, dicho derivado es un compuesto que aumenta la biodisponibilidad del com-
puesto de férmula (I) cuando se administra a un individuo o que potencia la liberacién del compuesto de férmula (I)
en un compartimento bioldgico. La naturaleza de dicho derivado no es critica siempre y cuando pueda ser adminis-
trado a un individuo y proporcione el compuesto de férmula (I) en un compartimento biolégico de un individuo. La
preparacion de dicho profarmaco puede llevarse a cabo mediante métodos convencionales conocidos por los expertos
en la materia.

Los compuestos de la invencién pueden estar en forma cristalina como compuestos libres o como solvatos. En este
sentido, el término “solvato”, tal como aqui se utiliza, incluye tanto solvatos farmacéuticamente aceptables, es decir,
solvatos del compuesto de férmula (I) que pueden ser utilizados en la elaboracién de un medicamento, como solvatos
farmacéuticamente no aceptables, los cuales pueden ser ttiles en la preparacion de solvatos o sales farmacéuticamente
aceptables. La naturaleza del solvato farmacéuticamente aceptable no es critica siempre y cuando sea farmacéutica-
mente aceptable. En una realizacion particular, el solvato es un hidrato. Los solvatos pueden obtenerse por métodos
convencionales de solvatacién conocidos por los expertos en la materia.

Para su aplicacion en terapia, los compuestos de formula (I), sus sales, profarmacos o solvatos, se encontraran, pre-
ferentemente, en una forma farmacéuticamente aceptable o sustancialmente pura, es decir, que tiene un nivel de pureza
farmacéuticamente aceptable excluyendo los aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes y portadores, y
no incluyendo material considerado téxico a niveles de dosificacién normales. Los niveles de pureza para el principio
activo son preferiblemente superiores al 50%, mas preferiblemente superiores al 70%, y todavia mas preferiblemente
superiores al 90%. En una realizacién preferida, son superiores al 95% de compuesto de férmula (I), o de sus sales,
solvatos o profarmacos.

En otra realizacién preferida el compuesto se férmula general (I) se usa como medicamento.

En otro aspecto, la presente invencién también se refiere a las composiciones farmacéuticas que comprenden
al menos un compuesto de la invencién, o un tautémero, una sal farmacéuticamente aceptable, un derivado o un
profarmaco del mismo, junto con un transportador o carrier farmacéuticamente aceptable, un excipiente o un vehiculo,
para la administracién a un paciente.

En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica comprende ademads otro principio activo.
Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas composiciones son
los adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en la materia y utilizados habitualmente en la elaboracién de

composiciones terapéuticas.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
del agente o compuesto capaz de desarrollar la accién terapéutica determinada por sus propiedades farmacoldgicas,
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calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas
propias de los compuestos, incluyendo la edad, estado del paciente, la severidad de la alteracion o trastorno, y de la
ruta y frecuencia de administracion.

Los compuestos descritos en la presente invencion, sus sales, profirmacos y/o solvatos asi como las composiciones
farmacéuticas que los contienen pueden ser utilizados junto con otros farmacos, o principios activos, adicionales para
proporcionar una terapia de combinacion. Dichos fairmacos adicionales pueden formar parte de la misma composicién
farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una composicién separada para su adminis-
tracién simultdnea o no a la de la composicidon farmacéutica que comprende un compuesto de férmula (I), o una sal,
profarmaco o solvato del mismo.

En una realizacién preferida de la presente invencién, las composiciones farmacéuticas son adecuadas para la
administracién oral, en forma sélida o liquida. Las posibles formas para la administracién oral son tabletas, cdpsulas,
siropes o soluciones y pueden contener excipientes convencionales conocidos en el &mbito farmacéutico, como agentes
agregantes (p.e. sirope, acacia, gelatina, sorbitol, tragacanto o polivinil pirrolidona), rellenos (p.e. lactosa, azicar,
almidén de maiz, fosfato de calcio, sorbitol o glicina), disgregantes (p.e. almidén, polivinil pirrolidona o celulosa
microcristalina) o un surfactante farmacéuticamente aceptable como el lauril sulfato de sodio.

Las composiciones para administracion oral pueden ser preparadas por métodos los convencionales de Farmacia
Galénica, como mezcla y dispersion. Las tabletas se pueden recubrir siguiendo métodos conocidos en la industria
farmacéutica.

Las composiciones farmacéuticas se pueden adaptar para la administracién parenteral, como soluciones estéri-
les, suspensiones, o liofilizados de los productos de la invencidn, empleando la dosis adecuada. Se pueden emplear
excipientes adecuados, como agentes tamponadores del pH o surfactantes.

Las formulaciones anteriormente mencionadas pueden ser preparadas usando métodos convencionales, como los
descritos en las Farmacopeas de diferentes paises y en otros textos de referencia.

La administracién de los compuestos o composiciones de la presente invencion puede ser realizada mediante cual-
quier método adecuado, como la infusion intravenosa y las vias oral, intraperitoneal o intravenosa. La administracién
oral es la preferida por la conveniencia de los pacientes y por el cardcter crénico de las enfermedades a tratar.

La cantidad administrada de un compuesto de la presente invencion dependera de la relativa eficacia del compuesto
elegido, la severidad de la enfermedad a tratar y el peso del paciente. Sin embargo, los compuestos de esta invencién
seran administrados una o més veces al dia, por ejemplo 1, 2, 3 6 4 veces diarias, con una dosis total entre 0.1 y 1000
mg/Kg/dia. Es importante tener en cuenta que puede ser necesario introducir variaciones en la dosis, dependiendo de
la edad y de la condicién del paciente, asi como modificaciones en la via de administracién.

Los compuestos y composiciones de la presente invencién pueden ser empleados junto con otros medicamentos
en terapias combinadas. Los otros farmacos pueden formar parte de la misma composicién o de otra composicién
diferente, para su administracién al mismo tiempo o en tiempos diferentes.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de un compuesto de férmula (I)
que comprende las siguientes etapas:

- conjugacion entre un compuesto de férmula general (III) y cloroformiato de bencilo para dar lugar a un nuevo
compuesto de férmula general (IV), que comprende la siguiente reaccién:

® ® R
Lo o =
R, SoH o “oBn

Temperatura ambiente
() t = 1 hora evaporacion (V)

R7 O OBr

donde R; se selecciona entre alquilo Cg-Cs y alquenilo Cg-Csj y Ry se selecciona entre NH;, NH,-CH;, NH,-CH,-
CHj3, NH-(CH;),, N-(CH;);, NH-(CH,-CH3), y N-(CH,-CHs)s;
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- reaccioén del compuesto de férmula general (IV) con un compuesto de férmula general (V) para dar lugar al
compuesto de féormula general (I) usando dimetilformamida como disolvente:

° 1
OR
2 Rs R, N OR,
\[( "
T2 ambiente
OR B @] Ry
1 t = 24 horas RS OR;

evaporacion

(V) (V) ()

donde
X e Y pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre H, halégeno y metilo;
n es un nimero entero desde 1 a 4;

R, y R, pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre H y alquilo C,-C4 0 pueden
estar unidos por un enlace simple entre los dos dtomos de oxigeno, formando un nuevo ciclo;

R; se selecciona entre H, alquilo C,-Cy y alquenilo C,-Cy;

R, se selecciona entre H, halégeno y alquilo C,-Cy;

R¢ se selecciona entre H y alquilo C,-Cy;

R; se selecciona entre alquilo Cg-Cs y alquenilo Cg-Csy;

Rj; se selecciona entre NH;, NH,-CH;, NH,-CH,-CH;, NH-(CHj3),, N-(CH3); NH-(CH,-CH3), y N-(CH,-CHj;);;

- evaporacion de la dimetilformamida y extraccién con acetato de etilo y agua;

- tratamiento de la fase organica con sulfato de sodio anhidro y evaporacién del disolvente;

- purificacién del compuesto de féormula (I) por cromatografia en columna de gel de silice FLASH.

Los compuestos de férmula general (V) fueron sintetizadas de acuerdo con la metodologia previamente descrita
(Bioorg. Med. Chem. 2002 10:1085).

En otro aspecto la presente invencion se refiere al uso de al menos un compuesto de férmula (I) para la fabricacién
de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad o trastorno de la alimentacién.

En otro aspecto la presente invencion se refiere al uso de al menos un compuesto de férmula (I) para la fabricacion
de un medicamento para para la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad mediada por el receptor cannabinoide
CB1 y/o mediada por los receptores PPAR-alfa y/o para la inhibicién de la oxidacién de LDL.

Preferiblemente los desérdenes o trastornos de la alimentacién se seleccionan de la lista que comprende: obesidad,
anorexia, disfuncidn lipidica, diabetes, enfermedades cardiovasculares y sindrome metabdlico.

Adicionalmente el compuesto de féormula (I) se usa para reducir la grasa subcutdnea y/o para la induccién de
saciedad y control de la ingesta.

A lo largo de la descripcién 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 desprenderdn en parte de la descripcién y en parte de la préctica de la invencidn.
Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.
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Breve descripcion de las figuras
Figura 1 - Experimento de ingesta aguda con OLHHA (N-oleil-3,4-dihidroxianfetamina).
Figura 2 - Experimento de ingesta aguda con OLHMA (N-oleil-3-metoxi-4-hidroxianfetamina).
Figura 3 - Experimento de ingesta aguda con OLHHMA (N-oleil-N-metil-3,4-dihidroxianfetamina).
Figura 4 - Experimento de ingesta aguda con AAHHA (N-araquidonil-3,4-dihidroxianfetamina).
Figura 5 - Experimento de ingesta aguda con AAHMA N-araquidonil-3-metoxi-4-hidroxianfetamina.
Figura 6 - Experimento de ingesta aguda con AAHHMA (N-araquidonil-N-metil-3,4-dihidroxianfetamina).
Figura 7 - Experimento de ingesta aguda con (N-oleil-2-feniletilamina).
Figura 8 - Ensayo de ligando receptor con OLHHA.
Figura 9 - Ensayo ligando receptor con OLHMA.
Figura 10 - Ensayo ligando receptor con AAHHA.

Ejemplos de realizacion

A continuacién se muestran una serie de ejemplos que en todo momento se exponen para ilustrar la sintesis de
algunos compuestos particulares de la presente invencion y para ejemplificar los procedimientos generales. De acuerdo
con lo anterior, la siguiente seccién de ejemplos no tiene la intencién de ningin modo de limitar el alcance de la
invencion contemplada en la presente memoria descriptiva.

En esta memoria descriptiva los simbolos y convenciones usados en estos procedimientos, esquemas y ejemplos
son consistentes con los usados en el Sistema Internacional y la bibliografia cientifica contemporénea, por ejemplo,
el Journal of Medicinal Chemistry. Salvo que se indique otra cosa, todos los materiales de partida se obtuvieron
de proveedores comerciales y se usaron sin purificacién adicional. Especificamente, se pueden usar las siguientes
abreviaturas en los ejemplos y a lo largo de toda la memoria descriptiva: g (gramos); mg (miligramos); kg (kilogramos);
ug (microgramos); L (litros); mL (mililitros); uLL (microlitros); mmol (milimoles); mol (moles); °C (grados Celsius);
Hz (hertzio); MHz (megahertzio); ¢ (desplazamiento quimico); s (singlete); d (doblete); t (triplete); q (cuartete); m
(multiplete); RMN (resonancia magnética nuclear); M (molar); Et;N (trietilamina); DMF (dimetilformamida); DMSO
(dimetilsulf6xido); ACN (acetonitrilo); PBS (buifer fosfato salino).

Las anfetaminas HHA, HMA y HHMA, metabolitos del MDMA, fueron obtenidas por sintesis organica de acuer-
do con la metodologia descrita en la literatura (Bioorg. Med. Chem. 2002 10:1085). Todos los reactivos y disolventes
usados, salvo cuando se ha indicado, se obtuvieron de proveedores comerciales y fueron utilizados sin ninguna pu-
rificacién previa. Todos los andlisis de RMN de 'H y ">C fueron realizadas con espectrémetros Varian Anova 500 y
Varian Mercury 400. El progreso de todas las reacciones fue monitorizado por CCF (cromatografia de capa fina) en
hojas de aluminio con una capa de gel de silice 60 (HF-254, Merck), con un grosor de 0,25 mm.

Sintesis quimica
Preparacion del oleato de 3,4-dihidroxianfetamina

En un balén de reaccién bajo atmésfera de nitrégeno y equipado con agitador magnético se adicion6 4cido oleico
(45 mmol), acetonitrilo (5 mL), trietilamina (62 mmol) y cloroformiato de bencilo (54 mmol) y la mezcla fue agitada
durante una hora a 4°C. El acetonitrilo fue eliminado bajo presién reducida y el residuo seco fue redisuelto en dime-
tilformamida (DMF) (5 mL). Sobre la solucién en DMF, bajo atmdsfera de nitrégeno y a 4°C se adicioné al balén
trietilamina (46 mmol) y 3,4-dihidroxianfetamina (HHA) (49 mmol). Se agit6 la reaccién durante 24 horas a 25°C.
La conversion de la reaccion fue evaluada por CCF. La DMF fue eliminada bajo presion reducida y el producto fue
purificado por columna cromatografica flash usando como eluyente acetato de etilo/hexano 20%.

El producto fue obtenido como un aceite amarillo con un rendimiento del 43%: '"H NMR (500 MHz, CDCl;) §
ppm: 0.86 (t, J = 6.95 Hz, 3H), 1.11 (d, J = 6.58 Hz, 3H), 1.19-1.34 (m, 20H), 1.50-1.60 (m, 2H), 1.96-2.03 (m, 4H),
2.12 (t,J =7.78 Hz, 2H), 2.57 (A of an ABX syst., J =7.08, 13.65 Hz, 1H), 2.66 (B of an ABX syst., J = 6.55, 13.70
Hz, 1H), 4.16-4.28 (X of an ABX syst., m, 1H), 5.28-5.39 (m, 2H), 5.53 (d, /= 8.28 Hz, 1H), 6.51 (dd, J = 1.40, 8.00,
1H), 6.75 (s, 1H), 6.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, CDCI;) 6 ppm: 14.34, 20.37, 22.92, 26.03, 27.41,
27.46, 29.34, 29.44, 29.56, 29.77, 29.95, 30.00, 32.14, 37.20, 42.26, 46.91, 114.97, 115.90, 121.34, 129.90, 129.96,
130.22, 143.51, 144.51, 174.11.
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Preparacion del oleato de 3-metoxi-4-hidroxianfetamina

El compuesto representado se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente utilizando los mismos
reactivos de partida y las mismas cantidades molares, substituyendo 3,4-dihidroxianfetamina por 3-metoxi-4-hidro-
xianfetamina.

El producto fue obtenido como un aceite amarillo con un rendimiento del 30%. '"H NMR (500 MHz, CDCl;) §
ppm: 0.87 (t, J = 6.58 Hz, 3H), 1.09 (d, J = 6.61 Hz, 3H), 1.20-1.37 (m, 20H), 1.51-1.62 (m, 2H), 1.95-2.05 (m, 4H),
2.10 (t, J =7.48, 7.48 Hz, 2H), 2.60 (A of an ABX syst., J = 7.34, 13.61 Hz, 1H), 2.76 (B of an ABX syst., J = 5.70,
13.59 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 4.18-4.29 (X of an ABX syst., m, 1H), 5.24-5.41 (m, 3H), 6.63 (dd, J = 1.28, 7.95 Hz,
2H), 6.69 (d, J = 1.39 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 7.97 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, CDCL;) § ppm: 14.36, 20.24, 22.92,
26.02,27.40,27.45, 29.36, 29.45, 29.51, 29.55, 29.75, 29.95, 29.99, 32.13, 37.25, 42.44, 46.25,56.12, 111.87, 114.32,
122.34, 129.97, 130.04, 130.21, 144.45, 146.71, 172.72.

Preparacion del oleato de 3,4-dihidroximetanfetamina

El compuesto se prepard siguiendo el procedimiento descrito anteriormente utilizando los mismos reactivos de
partida, utilizando las mismas cantidades molares y substituyendo 3,4-dihidroxianfetamina por 3,4-dihidroximetanfe-
tamina.

El producto fue obtenido como un aceite amarillo con rendimiento 45%. El producto es una mezcla de dos rota-
meros (cis y trans). '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § ppm: 0.85 (t, J = 6.87 Hz, 3H), 0.95 (trans, d, J = 6.80 Hz, 3H),
1.12 (cis, d, J = 6.50 Hz, 3H), 1.19-1.42 (m, 20 H), 1.36-1.42 (trans, m, 2H), 1.80-1.87 (cis, m, 2H) 1.94-2.00 (m, 4H),
2.06-2.09 (cis, m, 2H), 2.11-2.19 (trans, m, 2H), 2.46-2.55 (m, 2H), 2.66 (cis, s, 3H), 2.74 (trans, s, 3H), 3.95-4.06
(cis, m, 1H), 4.64-4.75 (trans, s, 1H), 5.28-5.36 (m, 2H), 6.36-6.41 (m, 1H), 6.52-6.54 (m, 1H), 6.56-6.70 (m, 1H). "*C
NMR (101 MHz, CDCl;) 14.36, 14.41, 15.57, 19.50, 21.29, 22.92, 25.34, 25.52, 27.12, 27.45, 29,36, 29.40, 29.47,
29.55, 29,76, 29.96, 30.01, 32.14, 33.24, 34.32, 39.68, 40.00, 55.42, 60.69, 114.94, 115.62, 115.98, 120.66, 120.80,
130.01, 130.16, 143.43, 143.66, 143.65, 144.39, 144.76, 171.53, 174.76, 175.21.

Preparacion del araquidonato de 3,4-dihidroxianfetamina

El compuesto se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente utilizando los mismos reactivos de
partida, utilizando las mismas cantidades molares substituyendo 4cido oleico por dcido araquidénico.

El producto fue obtenido como un aceite amarillo con rendimiento 39%. '"H NMR (500 MHz, CDCl;) 6§ ppm: 0.90
(t, J = 6.93 Hz, 3H), 1.13 (d, J = 6.62 Hz, 3H), 1.24-1.42 (m, 6H), 1.59-1.74 (m, 2H), 2.03-2.11 (m, 4H), 2.17 (t,
7.73 Hz, 2H), 2.59 (A of na ABX syst., J = 7.26, 13.69 Hz, 1H), 2.70 (B of na ABX syst., J = 6.48, 13.68 Hz, 1H),
2.77-2.87 (m, 6H), 4.19-4.29 (X of an ABX syst., m, 1H), 5.30-5.46 (m, 8H), 5.53 (d, J = 8.38 Hz, 1H), 6.54 (dd, J
=1.90, 8.02 Hz, 1H), 6.78 (s, 1H), 6.78 (d, J = 10.89, 1H). *C NMR (101 MHz, CDCL;) § ppm: 14.30, 20.34, 22.80,
25.81,25.85,26.75,27.44, 29.54, 31.74, 36.49, 42.26, 47.03, 115.04, 115.93, 121.39, 127.73, 128.05, 128.31, 128.52,
128.85, 129.04, 129.17, 129.94, 130.76, 143.47, 144.48, 173.82.

Preparacion del araquidonato de 3-metoxi-4-hidroxianfetamina

El compuesto se prepard siguiendo el procedimiento descrito anteriormente utilizando los mismos reactivos de
partida, utilizando las mismas cantidades molares y substituyendo 3,4-dihidroxianfetamina por 3-metoxi-4-hidroxian-
fetamina y 4cido oleico por dcido araquidénico.

El producto fue obtenido como un aceite amarillo con rendimiento 40%. '"H NMR (500 MHz, CDCl;) 6 ppm: 0.87
(t, J=6.60 Hz, 3H), 1.09 (d, J = 6.63 Hz, 3H), 1.21-1.40 (m, 6H), 1.61-1.76 (m, 2H), 1.99-2.15 (m, 6H), 2.59 (A of
an ABX syst., J = 7.48, 13.59 Hz, 1H) 2.73-2.86 (m, 7 H, B of an ABX syst. + 6H), 3.85 (s, 3H), 4.15-4.27 (X of an
ABX syst., m, 1H), 5.27-5.43 (m, 9H), 6.62 (dd, J = 1.50, 7.95 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 1.40 Hz, 1H), 6.81 (d, J =7.98
Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, CDCl;) 6§ ppm: 14.32, 20.18, 22.81, 25.80, 25.85, 26.86, 27.44, 29.55, 31.74, 36.52,
42.44,46.33,56.11, 111.89, 114.36, 122.33, 127.72, 128.06, 128.37, 128.44, 128.81, 128.95, 129.31, 130.01, 130.74,
144.47, 146.73, 172.45.

Preparacion del araquidonato de 3,4-dihidroximetanfetamina

El compuesto se preparé siguiendo el procedimiento descrito anteriormente utilizando las mismas cantidades mo-
lares y substituyendo 3,4-dihidroxianfetamina por 3,4-dihidroximetanfetamina y dcido oleico por 4cido araquidénico.

El producto fue obtenido como un aceite amarillo con rendimiento 42%. El producto es una mezcla de dos rotame-
ros (cis and trans). "H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 6 ppm: 0.87 (t, J = 6.60 Hz, 3H), 0,95 (trans, d, J = 7,00 Hz, 3H),
1.11 (cis, d, J = 6.5 Hz, 3H) 1.20-1.34 (m, 6H), 1.43-1.50 (trans, m, 2H), 1.83-1.94 (cis, m, 2H), 1.98-2.03 (m, 4H),
2.08-2.37 (m, 4H), 2.65 (cis, s, 3H), 2.73 (trans, s, 3H), 2.74-2.82 (m, 6H), 3.95-4.01 (cis, m, 1H), 4.65-4.72 (trans,
m, 1H), 5.25-5.38 (m, 8H), 6.36-6.40 (m, 1H), 6.52-6.54 (m, 1H), 6.57-6.61 (m, 1H). *C NMR (101 MHz, CDCl;)
17.57, 19.53, 22.81, 25.06, 25.20, 25.85, 26.83, 26.87, 27.13, 27.45, 29.35, 29.56, 31.74, 32.56, 33.65, 39.68, 39.97,
49.95, 55.37, 60.70, 114.97, 115.57, 115.99, 120.69, 120.83, 127.74, 127.77, 128.07, 128.13, 128.34, 128.39, 128.42,
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128.52, 128.81, 129.81, 129.00, 129.32, 129.35, 130.05, 130.08, 130.73, 143.42, 143.67, 144.38, 144.67, 144.74,
174.42, 174.92.

Preparacion del oleato de 2-feniletilamina

El compuesto se prepard siguiendo el procedimiento descrito anteriormente utilizando las mismas cantidades mo-
lares de 2-feniletilamina y acido oleico.

El producto fue obtenido como un sélido blanco con rendimiento del 95%. '"H NMR (500 MHz, CDCl,) 6 ppm
0.87 (t, J = 6.93 Hz, 3H), 1.21-1.37 (m, 20H), 1.53-1.63 (m, 2H), 1.96-2.05 (m, 4H), 2.11 (t, J = 7.60 Hz, 2H), 2.81
(t, J = 6.94 Hz, 2H), 3.49-3.53 (m, 2H), 5.30-5.37 (m, 2H), 5,53 (br s, 1H), 7.18-7.33 (m, 5H).). *C NMR (101 MHz,
CDCl,) 6 ppm: 14.38,22.93, 25.99, 27.41, 27.46, 29.38, 29.48, 29.51, 29.56, 29.77, 29.95, 30.01, 32.14, 35.93, 37.05,
40.75, 126.72, 128.84, 128.99, 129.97, 130.22, 139.15, 173,47.

Ensayo de ligando receptor

El ensayo ligando receptor para el receptor CB1, evalda la capacidad de los compuestos sintetizados de desplazar
[’H] SR141716 (conocido ligando con afinidad por receptor CB1) en un homogenado de cerebelo de ratas.

La prueba de ensayo ligando receptor fue realizada usando el antagonista CB1 marcado [*’H] SR141716. En cada
tubo fueron adicionados 450 uL de solucién reguladora de pH A (50 mM Tris pH=7.4 con 0.5% de albimina de suero
bovino (BSA)), 100-200 ug de membranas de cerebelo de ratas, el producto diluido y el antagonista CB1 marcado
[*H] SR141716. Después de 60 minutos de incubacién a 37°C, la reaccién fue paralizada con 1 mL del solucién
reguladora de pH A. La mezcla fue centrifugada a 5000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue descartado y
el pellet lavado con 1 mL mas de solucién reguladora de pH A, centrifugado y una mas vez el sobrenadante fue
descartado. Se adicioné liquido de centelleo y las muestras fueron leidas en un contador de particulas beta (Liquid
Scintillation Analyzer, Tri-Carb 2100 TR, PACKARD, a Packard Bioscience Company). Todos los productos fueron
diluidos en solucién reguladora de pH B (50 mM Tris pH=7,4 con 0,5% de albimina de suero bovino (BSA) y 0,3%
de DMSO) en las concentraciones de 107, 107, 1077, 1078, 107%, 107! y 107" M. Todas las concentraciones de cada
producto fueron leidas por triplicado (Figuras 8 a 10).

Ensayo del “reporter gene assay”

El ensayo “reporter gene assay” es un método in vitro utilizado para determinar y cuantificar la existencia de
interacciones fisicas entre proteinas, siendo ttil para confirmar en nuestro caso la interaccién del factor de transcripcién
PPAR-alfa y el coativador SRC-1 en células MCF-7. La oleiletanolamida fue usada como un control positivo y la
anandamida como control negativo.

Oleiletanolamida (OEA), GW7647, anandamida (AEA) y 4cido oleico fueron suministrados por Tocris Bioscience
(Cookson Lted. Bristol, UK). Para los experimentos in vitro, con cultivo de células todos los compuestos fueron
disueltos y diluidos en dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich Spain).

Constructos de DNA: Como vehiculo de expresion del ADNc para el receptor PPAR-a humano se utiliz6 el vector
de expresién eucariota pSGS (4100 pares de bases, Stratagene Co.). Esta construccion se utilizé para la sobreexpresion
in vivo de la proteina en células mamiferas.

Cuatro copias del gen CPTI humano tipo DR1 RE (secuencia GTAGGGAAAAGGTCA) fueron individualmente
fusionadas con el promotor de la timidina quinasa en el vector pGL-2 Basic (5598 pares de bases, Promega Co.) que
carece de promotor eucariota y que contiene un gen indicador (traduccién de reporter gene) luciferasa de luciérnaga
(Photinus pyralis). Este vector es muy utilizado en el andlisis cuantitativo de factores capaces de regular la expresion
de genes en células mamiferas. Este vector pGL-2 Basic también presenta una region de resistencia a la ampicilina
(gen para B-lactamasa).

Células humanas de céncer de mama MCF-7 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos (10° células/mL) y crecidas
durante toda la noche para su estabilizacién en un medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) libre de rojo
fenol suplementado con un 5% de suero bovino fetal o FBS tratado con carbdn.

Liposomas conteniendo pldsmidos de DNA fueron formados incubando 1 ug de un vector de expresion para PPAR-
alfa, RXR-alfa y SRC-1 salvaje y 1 ug de pldsmido indicador luciferasa con 10 ug de N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-
N,N,N-trimetilamonio metilsulfato (DOTAP, Roche) durante 15 minutos a temperatura ambiente en un volumen total
de 100 uL. Después de dilucién con 900 uL. de DMEM libre de rojo fenol, los liposomas fueron afiadidos a las células.
El DMEM libre de rojo fenol suplementado con 500 L de FBS tratado con carbén al 15% fue afiadido 4 h después de
la transfeccion. En este momento, las células fueron tratadas 16 horas con diferentes concentraciones en DMSO (1072,
108, 107, 10°%, 107 y 10™* M) de OEA, GW7647, AEA, 4cido oleico y los diferentes compuestos sobre evaluacion
como indicado.

Las células fueron lisadas 15 horas después de la estimulacién usando la solucién reguladora de pH de lisis del gen
indicador siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics).
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El ensayo de quimioluminiscencia que permite una determinacién cuantitativa de actividad luciferasa en célu-
las transfectadas se llevd a cabo siguiendo también las indicaciones del proveedor (Luciferase Reporter Gene Assay,
constant light signal de Roche Diagnostics GmbH): La presencia de esta enzima es detectable en extractos de cé-
lulas transfectadas gracias a su bioluminiscencia: la reaccién catalizada por la luciferasa transforma la luciferina en
oxiluciferina en presencia de ATP, Mg?* y O,, y produce ademds fotones de luz visible.

La actividad luciferasa fue normalizada respecto a la concentracién de proteina (obtenida previamente siguiendo
el método de Bradford con el kit reactivo Quick Start Bradford Protein Assay Kit 1x suministrado comercialmente
por Bio-Rad Laboratories Inc. y empleando un lector de microplacas VERSAmax® de Molecular Devices Corp.), y
los factores de induccién se calcularon como la ratio de actividad luciferasa de las células estimuladas por ligando
respecto a los solventes como se muestra en la tabla 1 correspondiente a los resultados de experimentos de ensayo
ligando receptor y de afinidad para PPAR-alfa.

TABLA 1
Compuesto CB1 Ki (M) CB1 pKi PPAR-a EC50
(nM)
SR141716 3,64E-10 9,44 -
Anandamida 1,7E-07 2 6,77 > 10.000
WINS55212-2 1,11E-8 2 7,95 -
OLHHA 3,65E-07 6,44 698 + 102
OLHMA 1,44E-06 5,84 1022 + 206
AAHHA 2,02E-07 6,69 > 10.000
Oleato de 2-feniletilamina - - 1879 + 384
Acido Oleico - - 218 £ 150
OEA - - 148 + 29
GW7647 - - 65 + 1

* valores recogidos en la literatura (British Journal Pharmacology 1999 128:684)
Ensayo de inhibicion de la hidrolasa de amidas de dcido graso (FAAH)

El ensayo de inhibicién de la hidrolasa de amidas de 4cido graso (FAAH) evalda la capacidad de los compuestos
descritos de inhibir la actividad de la enzima FAAH. Se utiliz6 cértex de cerebro de ratas como fuente de FAAH
y anandamida tritiada como sustrato. La inhibicién de la degradacién de la anandamida tritiada por los compuestos
descritos fue monitorizada con un contador de particulas beta.

En cada tubo se adicionaron 440 uL de solucién reguladora de pH A (50 mM Tris pH=7.4 con 0.5% albimina de
suero bovino (BSA)) 100-200 ug de membranas de cértex de cerebros de ratas, los productos diluidos (concentraciones
de 1075, 1075, 107, 1078, 107, 1071° y 10~'! M), 0,025 uCi de [*H]anandamida y 10 uM de anandamida. Después de
60 minutos de incubacién con agitacién a 37°C, se adiciond cloroformo (1 mL). Los tubos fueron agitados en vortex
y posteriormente centrifugados a 3000 RPM durante 5 minutos. Se transfirieron 0,25 mL de cada tubo a viales con
liquido de centelleo y se analizaron en un contador de particulas beta (Liquid Scintillation Analyzer, Tri-Carb 2100
TR, PACKARD A Packard Bioscience Company). Todos los productos fueron diluidos en solucién reguladora de
pH B (50 mM Tris pH=7.4 con 0.5% albtimina de suero bovino (BSA) y 0.3% DMSO). Todas las muestras fueron
analizadas por triplicado.

Ninguno de los compuestos demostré actividad sobre el FAAH.
Experimento de inhibicion de la oxidacion de la LDL

Para probar el poder antioxidante de los compuestos sintetizados se monitoriz6 la cinética de oxidacién de la LDL
inducida por CuSO, en presencia o ausencia de los compuestos sintetizados.

La LDL fue aislada de acuerdo con un procedimiento anteriormente descrito (Med. Clin. (Barc.) 2000 115:166).
Monitorizado de la oxidacion de la LDL
Se utiliz6 una placa de ELISA de 96 pocillos y en cada pocillo se afiadieron 140 uL. de la LDL diluida (0,06 g/L)

y 10 uL del producto diluido en metanol y, con la misma pipeta, se homogenizé el contenido de cada pocillo. Poste-
riormente se afadieron 10 uL de una solucién 100 uM de CuSO, (la concentracién final en cada pocillo fue: 0,1; 0,5;
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1,0 uM de producto, 0,05 g/L de LDL y 5 uM de CuSO,) y la placa fue puesta en el espectrofotémetro (Lector Infinite
M200-TECAN IBERICA, Minnedorf, Switzerland). Se monitorizé la absorbancia a 234 nm en intervalos de 15 mi-
nutos a 36,5°C. La variable utilizada para estudiar la resistencia de la LDL a la oxidacién fue el “lag time” (minutos).
El perfil de la curva de oxidacion de los dienos presentes en la LDL puede dividirse en tres fases consecutivas: fase
lenta, fase de propagacion y fase de descomposicion. El “lag time” es determinado por la interseccion de la fase de
propagacion con la extrapolacién de la fase lenta. El “lag time” fue calculado usando la absorbancia molar &34 ., para
dienos conjugados (29.500 M~'cm™). Para cada experimento se utilizaron 4 pocillos como control negativo sin afiadir
ninguno de los productos y un control positivo con hidroxitirosol. Todos estos resultados se muestran en la tabla 2.

TABLA 2
Compuestos Ratio “Lag time”
(95% CI)
0,1 uM 0,5 uM 1 uM
HT 0,99 (0,91-1,07) | 1,16 (1,01-1,31) 1,32 (0,49-2,15)
OLHHA 1,02 (0,94-1,09) | 1,24 (1,12-1,37) | 1,37 (1,15-1,59)
OLHMA 1,09 (0,94-1,24) | 1,37 (1,16-1,58) 1,35 (1,11-1,59)
OLHHMA 1,03 (0,99-1,08) | 1,32 (1,12-1,51) 1,56 (1,37-1,59)
AAHHA 1,07 (1,02-1,12) | 1,12 (1,05-1,19) 1,15 (1,04-1,27)
AAHMA 1,04 (0,98-1,09) | 1,25 (1,15-1,35) 1,38 (1,18-1,57)
AAHHMA 1,01 (0,97-1,06) | 1,22 (1,10-1,34) 1,34 (0,92-1,76)
OLDA 1,01 (0,96-1,05) | 1,13 (0,96-1,30) 1,43 (1,29-1,58)
NADA 1,01 (0,94-1,07) | 1,25 (0,97-1,53) 1,33 (1,12-1,54)

Experimentos in vivo

Todos los experimentos in vivo fueron hechos usando ratas Wistar macho con 200-450 g de peso. Los animales
fueron alojados en jaulas individuales en una habitacién con temperatura (23°C) y humedad (50%) controladas con
ciclo de luz y oscuridad de 12/12. Los animales disponian de agua y comida ad limitum excepto en procedimientos
experimentales especificos. Los animales fueron manipulados una vez al dia durante los dos dias anteriores a las
sesiones experimentales. Todos los productos fueron disueltos en una mezcla de DMSO 5%, Tween 60 5%/salina 90%
y administrados intraperitonealmente.

Experimento de ingesta

El efecto agudo sobre la ingesta de todos los productos fue probado en animales en ayuno de 24 horas. La amida
de 2-feniletilamina con 4cido oleico (OLFEA) fue usada como teérico control negativo debido a la ausencia del grupo
catecol.

Treinta minutos después de la inyeccién la comida previamente pesada fue repuesta en la jaula. La comida fue
pesada a los 30, 60, 120 y 240 minutos después del inicio de la prueba. Todos los experimentos de ingesta fueron
realizados con grupos de 8 animales (n=8) (Figuras 1 a 7).

Prueba de campo abierto

Para confirmar que la modulacién negativa en el experimento de ingesta no era debido a un efecto anestésico de
los productos se probé el compuesto OLHHA (unos de los compuestos mds activos en el experimento de ingesta) en
un experimento de campo abierto usando las mismas dosis.

La prueba de campo abierto mide el conflicto natural del animal entre la tendencia de explorar y la reaccién de
recelo de auto proteccion. Las ratas fueron aclimatadas a la habitacién de la prueba durante 30 minutos antes de la
prueba comportamental. El animal fue inyectado con el producto y puesto en el centro del tablero de dimensiones de
40 cm x 40 cm y paredes de 30 cm de altura. El desplazamiento total y el tiempo gasto por el animal en las esquinas o
el centro del tablero fue registrado usando un sistema de seguimiento en video (Smart® Panlab, Barcelona, Spain).

El producto OLHHA no demostré modulacién en el comportamiento del animal en la prueba de campo abierto.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula general (I):

Rs OR;

Rz OR,

donde
X e Y pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre H, hal6geno y metilo;
n es un numero entero desde 1 a 4,

R, y R, pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre H y alquilo C,-C4 o
pueden estar unidos por un enlace simple entre los dos dtomos de oxigeno, formando un nuevo ciclo;

Rj; se selecciona entre H, alquilo C,;-Cy y alquenilo C,-Cy;
R, se selecciona entre H, haldgeno y alquilo C,-Cy;

R;5 es un compuesto de férmula general (II):

donde
R; se selecciona entre H y alquilo C,-Cy;
R; se selecciona entre alquilo Cg-C;q y alquenilo Cg-Csy;
y sus sales, preferiblemente cualquier sal farmacéuticamente aceptable, solvatos y prodrogas del mismo.
2. Compuesto segtin la reivindicacién 1, donde X e Y pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se
seleccionan entre H y metilo.

3. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, donde nes 1 6 3.

16
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4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde R; y R, pueden ser iguales o diferentes de
forma independiente y se seleccionan entre H y metilo o pueden estar unidos por un enlace simple entre los dos
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atomos de oxigeno, formando un nuevo ciclo.

5. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde R; se selecciona entre H y alquilo C,-C;.

6. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde R, se selecciona entre H y CHj;.

7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde Rs es un compuesto de férmula (II):

donde Rg se selecciona entre H y CH; y R; es un grupo alquenilo C5-Cys.

8. Compuesto segtin la reivindicacién 7, donde R, tiene un nimero de insaturaciones entre 1 y 6.

9. Compuesto segtin la reivindicacién 1, seleccionado entre

\ /¢
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OH

OCH,

O

O CH,

O

10. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso como medicamento.

11. Composicién farmacéutica que comprende al menos uno de los compuestos de férmula (I) como se define en las
reivindicaciones 1 a 10, o sus sales, solvatos o prodrogas del mismo, y al menos un transportador farmacéuticamente
aceptable, adyuvante y/o vehiculo.

12. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 11, que comprende ademads otro principio activo.

13. Uso del compuesto de férmula (I) segiin reivindicacion 1, en la fabricacién de un medicamento para el trata-
miento y/o profilaxis de una enfermedad o trastorno de la alimentacion.

14. Uso del compuesto de férmula (I) segiin la reivindicacién 13, para la prevencién y/o tratamiento de una enfer-
medad mediada por el receptor cannabinoide CB1 y/o mediada por los receptores PPAR-alfa y/o para la inhibicién de
la oxidacién de LDL

15. Uso del compuesto de féormula (I) seglin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14 donde la enfermedad o
trastorno de la alimentacion se selecciona de la lista que comprende: obesidad, anorexia, disfuncion lipidica, diabetes,
enfermedades cardiovasculares y sindrome metabdlico.

16. Uso del compuesto de féormula (I) seguin la reivindicacién 13 para reducir la grasa subcutdnea y/o para la
induccion de saciedad y control de la ingesta.

17. Procedimiento de preparacién de un compuesto de férmula general (I) segtin la reivindicacién 1, que comprende
las siguientes etapas:

a. conjugacion entre un compuesto de férmula general (III) y cloroformiato de bencilo para dar lugar a un
nuevo compuesto de férmula general (IV), que comprende la siguiente reaccién:

® ® Rs O 0
J - N - 1L
R, “oH ¢ “oBn R, N0~ oBr

Temperatura ambiente
t =1 hora evaporacion

(1) (IV)

donde R; se selecciona entre alquilo Cg-Cs y alquenilo Cs-Cs y Ry se selecciona entre NH;, NH,-CHj,
NH2-CH2-CH3, NH-(CH;)z, N-(CHg)g NH-(CHz-CH3)2 y N-(CHz-CH3)3;
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reaccion del compuesto de férmula general (IV) con un compuesto de férmula general (V) para dar
lugar al compuesto de férmula general I) usando como disolvente dimetilformamida:

N OR,

>

Rs R7\’(
—_—-
T2 ambiente o)

OR;4 t = 24 horas

@ R3 OR;
evaporacion

(V) (V) (1)

donde

X e Y pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre H, halégeno y
metilo;

n es un numero entero desde 1 a 4,

R, y R, pueden ser iguales o diferentes de forma independiente y se seleccionan entre H y alquilo C,-Cq
o pueden estar unidos por un enlace simple entre los dos dtomos de oxigeno, formando un nuevo ciclo;

Rj; se selecciona entre H, alquilo C,-Cq y alquenilo C,-Cy;
R, se selecciona entre H, halégeno y alquilo C,;-C,;

Rg se selecciona entre H y alquilo C,-Cy;

R; se selecciona entre alquilo Cg-Cs y alquenilo Cg-Csy;

R; se selecciona entre NH;, NH,-CH;, NH,-CH,-CH;, NH-(CHj3),, N-(CH3); NH-(CH,-CH;), y N-
(CH,-CHs)s;

evaporacién de la dimetilformamida y extraccién con acetato de etilo y agua;

tratamiento de la fase orgdnica con sulfato de sodio anhidro y evaporacién del disolvente:

purificacién del compuesto de férmula (I) por cromatografia.
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OLHHA

——VEHICULO
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—&— 1 mg/kg

—~5 mg/Kg
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Tiempo después de la inyeccion (min)

Figura 1

OLHMA
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-0~ 0,5 mg/Kg
—&— 1 mg/kg

=5 mg/Kg

30 60 120 240

Tiempo después de la inyeccion (min)

Figura 2
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial.

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

9,11, 12,17
1-8, 10, 13-16

9,11, 12,17
1-8, 10, 13-16

SI
NO

SI
NO

Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200931269

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 PILLARISETI, S. et al.: "Pain and beyond: fattyacid amides and
fatty acid amide hydrolase inhibitors in cardiovascular and
metabolic diseases". Drug Discovery Today, Diciembre 2009,

vol. 14, nimeros 23/24, tabla 1, pagina 1101, columna 2.

D02 BURSTEIN, S. et al.: "Acylamido analogs of endocannabinoids
selectively inhibit cancer cell proliferation”. Bioorganic &
MedicinalChemistry, 2008, vol. 16, paginas 9644-9651,

pagina 9644, columna 1, pagina 9648, tabla 3.

D03 CARR, T.P. et al.: "Endocannabinoids, metabolic regulation, and
role of diet". Nutrition Research, 2008, vol. 28, paginas 641-650,
pagina 642.

D04 ALMASI, R. et al.: "Actions of 3-methyl-N-oleoyldopamine, 4-

methyl-N-oleoyldopamine and N-oleoyldopamine on the rat
TRPV1 receptor in vitro and in vivo. Life Sciences, 2008, vol. 82,
paginas 644-651, pagina 645, figura 1, pagina 650, conclusion.
D05 LEE, S. et al.: "Regulation of kaposi's sarcoma-associated
herpesvirus reactivation by dopamine receptor-mediated signaling
pathways". Jaids journal of Acquired Immune Deficiency
Syndromes, 2008, vol. 48, nimero 5, paginas 531-540,

pagina 534, figural.

D06 US 2005065216 Al (BISOGNO et al.) 24.03.2005

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud se refiere a un compuesto de formula general |, composicion farmacéutica que lo contiene,
procedimiento de obtencién y su uso en el tratamiento de enfermedades mediadas por el receptor cannabinoide CB1 o
receptores PPAR-alfa, tales como trastornos de la alimentacion, disfuncion lipidica, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y sindrome metabdlico.

El documento D1 es una revision sobre la utilizacion de diversos compuestos que son amidas de acidos grasos en efectos
tales como supresion del apetito, modulacién del metabolismo de lipidos y de glucosa, vasodilatacion, funcion cardiaca e
inflamacion. Entre estos compuestos citados se encuentra el N-araquidonoil dopamina (NADA) (ver tabla 1). Este
compuesto entra dentro de los descritos en la reivindicacion 1.

Por lo tanto, las reivindicaciones 1-8, 10, 13-16 carecen de novedad y de actividad inventiva de acuerdo con dicho
documento D1.

Los documentos D2 y D3 se refieren a derivados de acil amido de cadenas largas de acidos grasos, analogos de
endocannabinoides, entre los que se encuentran N-araquidonoil dopamina y eicopentanoil dopamina (ver tabla 3 documento
D2y figura 1 documento D3). Se describe su utilizacion en la inhibicion de la proliferacion del cancer (documento D2) o en la
regulacion metabdlica (documento D3). Por lo tanto a la vista de dichos documentos las reivindicaciones 1-8,10, 13-15
carecen de novedad y de actividad inventiva.

En los documentos D4 (ver figura 1) y D5 (ver figura 1) se describen diversos compuestos derivados de la dopamina asi
como su uso como medicamentos. En base a estos documentos las reivindicaciones 1-8 y 10 carecen de novedad y de
actividad inventiva.

En consecuencia y a la vista de los documentos D1-D5, la materia a la que hace referencia las reivindicaciones 1-8, 10, 13-
16 carece de novedad y de actividad inventiva segun los articulos 6.1 y 8.1 de la L.P.

Las reivindicaciones 9, 11, 12 y 17 se refieren a compuestos especificos de formula I, composiciones farmacéuticas y su
procedimiento de obtencion. Ninguno de los documentos citados, ni ninguna combinacién relevante de ellos revela la
existencia de dichos compuestos, ni sus composiciones farmacéuticas.

Por lo tanto, las reivindicaciones 9, 11, 12 y 17 tienen novedad y actividad inventiva segun los articulos 6.1y 8.1 de la L.P.
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