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PEPTIDO OTIL PARA INHIBIR LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE PROSTA-

GLANDINA F2a  

5 

Campo de la invenciOn  

El objeto de la presente invenciOn se refiere a un peptido inhibidor del receptor de 

prostaglandina F2c, (FP). Ademas, la invencion tambien se refiere a composiciones 

farmaceuticas que contienen dicho inhibidor del receptor FP para su uso en meto-

10 dos de tratamiento de parto prematuro y dismenorrea. 

Antecedentes  

Las prostaglandinas se derivan de la oxigenaciOn de acid° araquidOnico por pros-

taglandina sintasas. Las prostaglandinas median una amplia variedad de acciones 

15 fisiolOgicas, tales como vasomotricidad, ciclo sueilo-vigilia, secreciOn intestinal, li-

pOlisis, filtraciOn glomerular, desgranulaciOn de mastocitos, neurotransmisiOn, 

agregaciOn plaquetaria, luteOlisis, contracciOn miometrial y parto, inflamaciOn y ar-

tritis, conducto arterioso persistente, diferenciacion y crecimiento celular (Cole-

man, R.A., Smith, W.L. y Narumiya, S. 1994. Pharmacol. Rev. 46: 205-229; Go-

20 etzl, E.J., An, S. y Smith, W.L. 1995. FASEB J. 9: 1051-10585). Los prostanoides 

median sus acciones a traves de la uni6n a distintos receptores que pertenecen a 

la superfamilia de receptores de siete helices transmembrana similares a rodopsi-

na. Estos receptores se acoplan a proteinas G heterotrimericas compuestas por 

subunidades a, p y y que, tras la activaciOn, provocan alteraciones en el calcio ce-

25 lular, inician la hidrOlisis de fosfoinositidos o la promociOn o represi6n de la sinte-

sis de adenosina monofosfato ciclico (Strader C. D. et al. , 1994 Ann. Rev. Bio-

chem. 63: 101-132). 

De los cinco receptores prostanoides farmacolOgicamente distintos para PGE2, 

30 PGI2, PGD2, PGF2a y TxA2 y sus muchas isoformas, el receptor para PGE2a, 

tambien denominado receptor FP, muestra una distribucion tisular limitada, se ex-

presa de manera predominante en cuerpos lOteos, miometrio uterino, malla trabe-

cular del ojo y en menor medida en mOsculo liso vascular. La iniciaciOn del part° 

está marcada por un gran aumento en los niveles de PGF2e, y un aumento en la 
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contractilidad uterina. El uso extendido de analogos de PGF2c, para inducir el parto 

en la industria veterinaria senala el papel principal de PGF2, y su receptor en par-

to. Esto se ve subrayado por el hecho de que los ratones que carecen del recep-

tor FP no experimentan el parto (Sugimoto et al. , Science, 277: 81-83, 1997). 

5 Frente a los costes crecientes acarreados como resultado de nacimientos prema-

turos y complicaciones asociadas al neonato, tales como hemorragia intraventri-

cular, displasia broncopulmonar y leucomalacia periventricular que conducen a 

paralisis cerebral, la prolongaciOn de la gestaci6n deteniendo el parto prematuro 

es una terapia preventiva eficaz. El Oxito relativo de farmacos antiinflamatorios no 

10 esteroideos como terapia a corto plazo hacia la prevencion del parto prematuro se 

basa en sus acciones inhibidoras tras la sintesis de prostaglandinas, particular-

mente PGE2 y PGF2a. Sin embargo, la inhibiciOn de la primera esta asociada con 

graves complicaciones para el feto tales como el cierre del conducto arterioso, in-

suficiencia renal e hipertensi6n pulmonar. Por tanto, hay una necesidad terapeuti-

15 ca de hallar antagonistas del receptor FP para tratar el parto prematuro. 

A otro nivel, se ha atribuido a PGF2, un papel fundamental en la dismenorrea, un 

estado que afecta al 5%-7% de las mujeres premenopausicas. Un aumento pre-

menstrual en los niveles de PGF2, que da como resultado espasmos miometriales 

20 subyace en la patogenia de este trastorno. La falta de antagonistas del receptor 

FP eficaces para la terapia prolongada dificult6 los avances en la prevencion del 

parto prematuro y las secuelas asociadas, y la provision de tales antagonistas es 

el objeto de esta solicitud. 

25 El receptor FP humano es una glicoproteina de membrana integral de 45 kDa, 

que consiste en 359 aminoacidos y comparte sOlo el 47% de identidad de se-

cuencia con el receptor EPi, y en menor medida con otros receptores prostanoi-

des (Abramovitz et al. 1994. J. Biol. Chem. 269: 2632-2636). La uni6n de PGF2, al 

receptor FP esta seguida por la activaciOn del complejo Gapy, el aumento de la 

30 uniOn a GTP por la subunidad Ga, la estimulaciOn de la actividad fosfolipasa co, la  

liberacion de inositol fosfatos, el aumento del calcio intracelular y los fen6menos 

de transducci6n de setiales posteriores que conducen en Ultima instancia a la 

contraccion del mOsculo liso (Coleman, R.A. et al. 1994. Pharmacol. Rev. 46: 205- 
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229). Puesto que el ligando natural, PGF2c, y los compuestos basados en ligandos 

tienen reactividad cruzada con otros receptores prostanoides y hasta la fecha, no 

se han dado a conocer antagonistas del receptor FP selectivos y eficaces, es de 

relevancia terapeutica inmediata en el part° pretarmino y la dismenorrea propor-

5 cionar antagonistas de FP, tal como se realiza en esta presente invenciOn. 

La modificacion del ligando natural del receptor FP, PGF2,„ produjo agonistas po-

tentes y selectivos del receptor, sin embargo no se dieron a conocer antagonistas 

selectivos y potentes por estos enfoques. Se ha mostrado que dos compuestos, 

10 floretina (Kitanaka J et al 1993 J Neurochem 60: 704-708) y AL8810 (Griffin BW et 

al 1999. J. Pharmacol. Exp. Ther. 290 (3): 1278-1284) tienen actividad antagonis-

ta frente al receptor FP. La floretina, que tambien mostro que tiene efectos anta-

gonistas sobre el trasporte de glucosa (Lefevre PG 1961. Pharmacol Rev 13: 39- 

70) es un antagonista debil del receptor FP (CI50 de 20 i_LNA) y no selectivo con 

15 respecto a PGE2. Se muestra que AL8810, un derivado de 11-fluoro-15(2- 

indanilo) de PGF2a, es un agonista parcial debil del receptor FP, aunque se en-

cuentra que antagoniza selectivamente el receptor FP en presencia de un flupros-

tenol, un agonista completo del receptor FP (Griffin BW et a! 1999. J. Pharmacol. 

Exp. Ther. 290 (3): 1278-1284). 

20 

El documento WO 00/017348 describe un agonista o antagonista de receptores 

de proteinas G que se une especificamente a los elementos estructurales extrace-

lulares de yuxtamembrana del receptor acoplado a proteinas G de una manera di-

ferente a la del ligando natural, agonista o antagonista que altera la transducci6n 

25 de una serial intracelular. 

Por tanto, hay una necesidad de proporcionar antagonistas altamente selectivos y 

potentes frente al receptor FP con vistas a desarrollar formulaciones terapeuticas 

para detener el parto prematuro y la dismenorrea. De la manera mas importante, 

30 las realizaciones de la presente invenciOn contienen inhibidores del receptor FP, y 

la demostraci6n de la accion inhibidora de dichos peptidos sobre la actividad bio-

logica del receptor FP. Las realizaciones a modo de ejemplo incluyen la utilidad 

de los inhibidores peptidicos para reducir la intensidad de la contraccion uterina, 
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siendo dicha contracciOn un mecanismo central implicado en la iniciaciOn y pro-

gresiOn del parto asi como el dolor menstrual. 

Sumario de la invenciOn  

5 La invenciOn se refiere a un peptido que consiste en la secuencia ilgh(cit)dyk 

(SEQ ID NO: 32). 

Esta invencion tambien incluye sales farmaceuticamente aceptables, imidas, este-

res y amidas biohidrolizables de las mismas. 

10 

En una realizacion preferida, el peptido inhibe sustancialmente el receptor FR 

En una realizaciOn preferida, el receptor FP procede de un mamifero. 

15 En una realizaciOn preferida, el mamifero es un ser humano. 

20 

25 

En una realizaciOn preferida, se mide la inhibici6n del receptor FP segOn la con-

traccion microvascular de retina porcina frente a prostaglandina F2„, siendo la in-

hibicion al menos el 50% de la producida por el ligando en ausencia del peptido. 

En una realizaciOn preferida, el peptido tiene una inhibici6n del receptor FP medi-

da segOn la contracciOn microvascular de retina porcina frente a prostaglandina 

F2,, siendo la inhibici6n al menos el 50% de la producida por el ligando en ausen-

cia del peptido. 

La invenciOn tambien se refiere a una composiciOn farmaceutica que comprende 

una cantidad terapeuticamente eficaz de un peptido de SEQ ID NO 32, en asocia-

ciOn con un portador farmaceuticamente aceptable. 

30 En una realizaciOn preferida, la cantidad terapeuticamente eficaz del peptido es 

de 0,1-100 mg/kg de peso corporal. 

En una realizaciOn preferida, el peptido se usa solo o en combinaciOn con un por-

tador farmaceuticamente aceptable, para inhibir el receptor FP. 
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En una realizaciOn preferida, la composici6n farmaceutica se usa para la prepara-

ciOn de un medicamento para detener el parto pretermino. 

5 En una realizaciOn preferida, la composicion farmaceutica se usa para la prepara-

ciOn de un medicamento para el tratamiento de dismenorrea. 

Breve descripcion de los dibuios  

La figura 1 es una representacion grafica de la respuesta a la dosis de THG113 

10 sobre la contraccion microvascular de retina porcina. La figura 1A representa la 

inhibici6n dependiente de la dosis de la contracciOn producida por PGF2, median-

te THG113. La figura 1B representa la determinaciOn de la CI50 de THG113 en es-

te ensayo. 

15 La figura 2 representa la caracterizaci6n bioquimica de THG113. La figura 2A re-

presenta la union especifica de [125I]-THG113 a celulas que expresan el receptor 

hFP. La figura 2B representa el desplazamiento de [31-1]-PGF2, unido por PGF2a o 

THG113 en el ensayo de celulas FP/293 completas. La figura 2C representa el 

desplazamiento de [125I]-THG113 unido par THG113 en el ensayo de celulas 

20 FP/293 completas. La figura 2D representa la hidrOlisis de fosfoinositidos mediada 

por PGF2, en celulas FP/293. La figura 2E representa la hidrOlisis de fosfoinositi-

dos mediada por PGF2a en celulas FP/293 en respuesta a dosis incrementales de 

THG113 en presencia de PGF2a 1 p.M. La figura 2F es un histograma de los efec-

tos de THG113 sobre la hidrOlisis de fosfoinositidos inducida por PGF2, en celulas 

25 FP/293.  

La figura 3 representa el efecto de THG113 sobre la contractilidad de tiras de Ote-

ro de rat6n inmediatamente tras el alumbramiento. La figura 3A es un poligrafo 

que graba las respuestas contractiles. Las flechas setialan el tiempo de adiciOn de 

30 THG113 o PGF2a. Las figuras 3B Y 30 muestran un histograma de cambios tern-

porales en la tensiOn basal (parte superior) e inducida por PGF2a (1 1.1M). 
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Las figuras 4A y 4B representan el efecto tocolitico de THG113 en un modelo de 

ratOn de parto pretermino relacionado con infecci6n. 

La figura 5 muestra las curvas de dosis-respuesta de la contractilidad microvascu-

5 lar, la figura 5A frente a PGF2e, en presencia/ausencia de THG113 y sus derivados 

(10 p,M) en un ensayo con copa ocular porcina. Todos los compuestos inhibieron 

las respuestas inducidas por PGF2c, incluso a altas concentraciones del agonista. 

La figura 5B, la respuesta inhibidora de dosis crecientes de THG113 y sus deriva-

dos en la contractilidad ocular porcina inducida par PGF2a 1 

10 

Las figuras 6A-F muestran el efecto de THG113.31 sobre las propiedades con-

tractiles (duraci6n y tensiOn media de la contracci6n) de tiras de Otero obtenidas 

de ratonas que recientemente dieron a luz en respuesta a PGF2e, 1 gM en el en-

sayo de batio de Organos. 

15 

La figura 7 muestra el efecto tocolitico de THG113.31 en un modelo de endotoxi-

na de parto pretermino de rat6n. La figura 7A muestra el tiempo media (h) de 

alumbramiento tras la administraciOn de LPS. La figura 7B muestra el porcentaje 

de animates que dieron a luz a las 15, 24, 48 y 72 h tras la administraciOn de LPS. 

20 

Descripcion detallada de la invenciOn  

Con vistas a proporcionar antagonistas especificos del receptor FP, se realizO una 

selecciOn de bibliotecas de D-peptidos cortos en ensayos ex vivo de contracci6n 

microvascular. Basandose en esta selecciOn, se selecciono un peptido, THG 113 

25 (SEQ ID NO.1, tabla 4). Con el fin de identificar un analog() mas potente de 

THG113, se realizaron diferentes sustituciones de aminoacidos y se determinaron 

los efectos biolOgicos de estas substituciones en ensayos de contractilidad micro-

vascular. A partir de estos experimentos, se identificaron varios analogos potentes 

de THG113. 

30 

La invencion se refiere a un peptido que consiste en la secuencia ilgh(cit)dyk) 

SEQ ID NO 32). 
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Esta invencion tambien incluye sales farmaceuticamente aceptables, imidas, este-

res y amidas biohidrolizables de las mismas. 

En una realizaciOn preferida, el pOptido inhibe sustancialmente el receptor FP. 

En una realizaciOn preferida, el receptor FP procede de un mamifero. 

En una realizaciOn preferida, el marnifero es un ser humano. 

10 En una realizaciOn preferida, se mide la inhibicion del receptor FP segim la con-

traccion microvascular de retina porcina frente a prostaglandina F2,, siendo la in-

hibicion al menos el 50% de la producida por el ligando en ausencia del inhibidor. 

En una realizaciOn preferida, el peptido tiene una inhibici6n del receptor FP medi-

15 da segiin la contracci6n microvascular de retina porcina frente a prostaglandina 

F2,, siendo la inhibici6n al menos el 50% de la producida por el ligando en ausen-

cia del inhibidor. 

La invenciOn tambien se refiere a una composici6n farmaceutica que comprende 

20 una cantidad terapeuticamente eficaz del peptido de SEQ ID NO 32, en asocia-

cion con un portador farmaceuticamente aceptable. 

25 

En una realizaciOn preferida, la cantidad terapeuticamente eficaz del poptido es 

de 0,1-100 mg/kg de peso corporal. 

En una realizaciOn preferida, el peptido se usa solo o en combinaciOn con un por-

tador farmaceuticamente aceptable, para inhibir el receptor FP. 

En una realizaciOn preferida, la composiciOn farmaceutica se usa para la prepara-

30 ci6n de un medicamento para detener el part° pretermino. 

En una realizaciOn preferida, la composicion farmaceutica se usa para la prepara-

ciOn de un medicamento para el tratamiento de dismenorrea. 
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Cualquier uniOn amida en el peptido puede reemplazarse por un resto cetometile-

no, hidroxietilo, etilamida/amida reducida, tioamida o restos de amida invertida, 

por ejemplo (-C=0)-CH2-), (-CHOH)-CH2-), (CH2-CH2-), (-C=S)-NH-) o (-NH-

(-C=0) para (-C=0)-NH-). 

La presente invenciOn se entendera mas facilmente haciendo referenda a los si-

guientes ejemplos que se proporcionan para ilustrar la invenciOn mas que para li-

mitar su alcance. 

10 Los siguientes ejemplos ilustran la potencia y eficacia farmacolOgica del antago-

nismo de THG113 sobre el receptor FP y sus respuestas bioquimicas y fisiolOgi-

cas. 

Respuesta a la dosis de THG113 sobre la contracciOn microvascular de 

15 retina porcina (sOlo para referencia)  

Con el fin de observar si THG113 podria inhibir la funcion del receptor FP en un 

sistema ex vivo , se eligiO el modelo de copa ocular porcina, un ensayo ex vivo de 

constricci6n vascular en retinas porcinas que se describi6 y valido previamente (Li 

et al. 1996 J Pharmacol Exp Ther. 278(1):370-7). Puesto que las densidades del 

20 receptor FP en la vasculatura de recian nacidos son minimas debido a la regula-

cion por disminuci6n mediante altos niveles de prostaglandinas circulantes en el 

periodo perinatal, se trataron los cerdos recien nacidos con un bloqueante de 

prostaglandina sintasa, ibuprofeno (30 mg/kg de peso corporal/8 h durante 24 h) 

para aumentar la densidad de los receptores asi como sus efectos vasomotores. 

25 Al inhibir las prostaglandinas circulantes, se ha podido mostrar la potente inhibi-

cion de la sintesis de segundos mensajeros mediada por el receptor FP asi como 

la constricci6n vascular mediada por FP en este modelo de copa ocular. 

Para preparar las copas oculares, se realizO una incision circular a 3-4 mm de 

30 manera posterior a la ora serrata para retirar el segmento interior y el cuerpo vi-

treo con minima manipulaciOn de la retina. Se fijO la copa ocular restante con pa-

sadores a una base de cera en un bafio de tejido de 20 ml que contenia 20 ml de 

tamp6n de Kreb (pH 7,35-7,45) y se equilibrO con el 21% de oxigeno y el 5% de 

dioxido de carbono a 37°C. Se permiti6 que se estabilizasen las preparaciones du-
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rante 30 min. Se anadieron peptidos a 100 I_LM y se continuO con la incubaciOn du-

rante 20 min. antes de la adiciOn de PGF2a. 

Se construyeron las curvas de concentraciOn-respuesta acumulativas de PGF2a 0 

5 los antagonistas (de 10-10 a 10-5 M). Para evaluar la reversibilidad de los antago-

nistas, se lavaron meticulosamente las copas oculares (lo que eliminaria por lava-

do el peptido) con media de incubaci6n y se determinaron las curvas de concen-

traci6n-respuesta response para PGF2a. Se registrO el diAmetro del vaso exterior 

con una videocamara montada sobre un microscopio de diseccion (Zeiss M 400) y 

10 se cuantificaron las respuestas mediante un analizador de imagenes digitales 

(Sigma Scan Software, Jandel Scientific, Corte Madera, CA). Se registrO el diame-

tro vascular antes y 5 min. despues de la aplicaciOn t6pica del agonista. Se repitiO 

cada medici6n tres veces y most() una variabilidad <1%. 

15 Tal como se muestra en la figura 1, hubo una inhibiciOn dependiente de la dosis 

de la contracci6n producida por PGF2a (0,1 gM, concentraciOn fisiologica) median-

te THG113, y a THG113 100 p,M ni siquiera niveles suprafisiolOgicos de PGF2a 

produjeron una respuesta contractil (figura 1A). La CI50 calculada de THG113 en 

este ensayo es de 340 nM (figura 1B). 

20 

Se evaluO la selectividad de THG113 frente al receptor FP midiendo las respues-

tas contractiles microvasculares frente a varios receptores acoplados a proteinas 

G (GPCR) (entre parentesis) para PGF2, (FP), PGE2 (EPA TxA2 (TP), fenilefrina 

(alfa-1-adrenergico), endotelina (ETA), angiotensina II (ATi) y acetilcolina (subtipos 

25 no caracterizados) en presencia de THG113 0,1 mM; se uso BHQ para mostrar 

que las dinamicas de Ca2+ intracelular permanecian inalteradas mediante 

THG113 (tabla 3). A una concentraciOn 0,1 1.1M de los agonistas, la inhibici6n de 

THG113 era selectiva sOlo para el receptor FP. 

30 Tabla 3 

Selectividad de la inhibicion de THG113 frente al receptor FP 

Agonista 
% de inhibiciOn 

106M 107M 
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PGF2a ( FP ) 90 ,4 85 

1 7-fen i l -tri nor-PGE2 (EP 1 ) 1 6 , 7 < 1 

U466 1 9 (TP ) < 1 

C-PAF < 1 < 1 

Fen i lefri na (a l -AR) < 1 

U rotens i na < 1 

Endote l i na (ETA) < 1 

Ang iotens i na I I < 1 

Aceti l co l i na < 1 

B HQ ( i n h i b idor Ca2+-ATPasa de SR) < 1 

CaracterizaciOn bioquimica de THG113 (sOlo para referencia)  

La caracterizaciOn bioquimica de THG113 se muestra en la figura 2. Se produjo 

[125I]-THG113 marcando el residuo de tirosina con [1251] usando el metodo de la 

5 lactoperoxidasa (Thorell et al. 1971 Biochim. Biophys. Acta 28, 251(3): 363-369). 

Se incubaron celulas HEK293 que expresaban de manera ectOpica el receptor FP 

humano clonado, FP/293, (105) con [1251]-THG113 (106 cpm) durante 1 h; se sepa-

raron los ligandos unidos y no unidos mediante filtracion sobre filtros de fibra de 

vidrio. Se contO la radioactividad sobre los filtros mediante espectrofotometria de 

10 centelleo. Para un metodo detallado de la union y el desplazamiento de ligandos, 

vaase Li et al. (1996). Se observO una uniOn muy poco especifica de [12511- 

THG113 a celulas HEK293 parentales y una uniOn 27 veces mas especifica a ce-

lulas FP/293 (figura 2A), lo que sugiere que THG113 se une especificamente a la 

proteina FP humana. Usando celulas FP/293 clonadas en ensayos de uni6n (yea-

15 se Li et al. para un metodo de ensayo de desplazamiento de ligandos), se investi-

gO la uniOn especifica de THG113 a la proteina FP. Se desplazo completamente 

la union de [31-1]PGF2c, por PGF2c, frio (figura 2B), pero se detecto un escaso des-

plazamiento de [3H]PGF2, por THG113 (figura 2C). 

20 Se marcaron las celulas FP/293 con [3H]-mioinositol durante 24 h y se estimularon 

con PGF2c, (figura 2D) o THG113 (figura 2E) en presencia de PGF2c, 100 nM du-

rante 30 min. Se recogieron los fosfoinositidos mediante cromatografia de inter-

cambia anionic° con formiato de amonio 1 M/Acido fOrmico 0,1 N. Se obtuvo una 
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respuesta a la dosis sigmoidea de la hidrolisis IP frente a PGF2a con una CE50 de 

20 nM (D). THG113 inhibi6 de manera dependiente de la dosis la hidrOlisis de fos-

foinositidos estimulada por PGF2a (E y F). 

5 Efecto de THG113 sobre la contractilidad de tiras de Otero de rat6n in-

mediatamente tras el alumbramiento (sOlo para referencia)  

Se disecaron tiras de miometrio (1 cm) de ratonas prefiadas inmediatamente tras 

el alumbramiento  (cuando el Otero esta todavia no quiescente) y se suspendieron 

en barbs de Organos que contenian 10 ml de tampOn de KREB burbujeado con el 

10 90% de oxigeno. Se registraron las respuestas contractiles usando transductores 

de presion conectados a un poligrafo Gould. Las flechas sefialan el tiempo de 

adiciOn de THG113 o PGF2a. Tal coma se muestra en el panel de la izquierda, se 

disminuyeron tanto las respuestas espontaneas asi coma las contractiles induci-

das par PGF2a (1 0/1) en el plaza de 20 min. tras la adiciOn de THG113 100 pt.M. 

15 El panel de la derecha muestra los cambios temporales en la tension basal (parte 

superior) e inducida por PGF2a (1 p,M). 

Efecto tocolitico de THG113 en un modelo de ratOn de parto pretermino 

relacionado can infecci6n (compuestos 1-31 solo para referenda)  

20 Se adquirieron ratonas CD-1 prefiadas de manera programada (la gestaciOn me-

dia era de 19,2 dias) y en el dia 17, se implantaron quirOrgicamente bombas Alzet 

que contenian THG113 en soluciOn salina en el lomo de los animales. Estas born-

bas administran de manera continua el inhibidor a 1 mg/dia. Se inyect6 lipopolisa-

carido (LPS) de E. coil (50 I_Lg par via i.p. dos veces a intervalos de 3 h) en el dia 

25 15. Los animales tratados can soluciOn salina dieron a luz en el plaza de 15 h 

desde la administraci6n de LPS, mientras que el tratamiento con THG113 retras6 

el parto en el 60% de animales pasadas 15 h; el tiempo medio de alumbramiento 

en los animales tratados can THG113 fue de 36 h (figura 5). 

30 Efectos de derivados de THG113 en el ensavo de contraccion micro-

vascular porcina (compuestos 1-31 sOlo para referenda)  

Los efectos de derivados de THG113 sabre la contracciOn microvascular de retina 

porcina se muestran en la tabla 4. La inhibicion en porcentaje (°/0) indica la con-
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tracciOn de microvasos oculares porcinos en respuesta a PGF2c, 100 nM en pre-

sencia de peptido 0,1 mM, en relaciOn con la misma en ausencia del peptido, ex-

presado coma porcentaje. 

5 Tabla 4 

Efectos de los inhibidores del receptor FP en el ensayo de contraccion mi-

crovascular porcina 

N . ° de 

compuesto 

Nombre de l 

pOptido 

Secuencia (de N a C) % de i n h i b iciOn 

1 THG 1 1 3 i l g h r d y k 80 

2 THG 1 1 3 . 1 g h r d y k 37 

3 THG 1 1 3 .2 i l g a r d y k 1 0 

4 THG 1 1 3 . 3 i l g h a d y k 38 

5 THG 1 1 3 .4 i l g h r a y k 0 

6 THG 1 1 3 . 5 i l g H r a y k 65 

7 THG 1 1 3 . 6 i l g h R d e k 0 

8 THG 1 1 3 . 7 i l g h r D y k 36 

9 THG 1 1 3 . 8 i l a h r d y k 76 

1 0 THG 1 1 3 . 9 i l A h r d y k 53 

1 1 THG 1 1 3 . 1 0 i l g h r d y w 23 

1 2 THG 1 1 3 . 1 1 i l g h r d e k 0 

1 3 THG 1 1 3 . 1 2 i l g f r d y k 87 

1 4 THG 1 1 3 . 1 3 i l g h r e y k 43 

1 5 THG 1 1 3 . 1 4 i l g h k d y k 63 

1 6 THG 1 1 3 . 1 5 i l g h r n y k 60 

1 7 THG 1 1 3 . 1 6 i l g h r d y 1 3 

1 8 THG 1 1 3 . 1 7 i l p h r d y k 45 

1 9 THG 1 1 3 . 1 8 i I h r d y k 1 3 

20 THG 1 1 3 . 1 9 i l g h q d y k 70 

2 1 THG 1 1 3 .20 i l g h r s y k 25 

22 THG 1 1 3 .2 1 i l g h r d y - am ida 50 

23 THG 1 1 3 .22 i l g h r d y k - am ida 54 

24 THG 1 1 3 .23 i l g w r d y k 83 
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25 THG 1 1 3 .24 i l g y r d y k 49 

26 THG 1 1 3 .25 i l g -(cha )- r d y k 94 

27 THG 1 1 3 . 26 i l g (cha ) q d y k 2 1 

28 THG 1 1 3 .27 i l g (cha ) r n y k 54 

29 THG 1 1 3 .28 k y d r h g l l 47 

30 THG 1 1 3 .29 i l g h - (3PA) - q d y k >85 

3 1 THG 1 1 3 . 30 i i g h -(4PA)-d y k >85 

32 THG 1 1 3 . 3 1 i i g h (cit ) d y k >85 

Letras minOsculas: D-aminoacidos; letras mayOsculas: L-aminoacidos; cha: D-

ciclohexilalanina; PA: L-piridilalanina; cit: D-citrulina. 

5 Dosis-res  uesta de contractilidad microvascular frente a PGF2a en re-

sencia y ausencia de inhibidores (compuestos 1-31 sOlo para referenda)  

Se determinaron las curvas dosis-respuesta de contractilidad microvascular frente 

a PGF2a en presencia/ausencia de THG113 y sus derivados (10 )1,M) en el ensayo 

de copa ocular porcina (Li et al. 1996) (figura 6A). Todos los compuestos inhibie-

10 ron las respuestas inducidas por PGF2a incluso a altas concentraciones del ago-

nista. La respuesta inhibidora de la dosis creciente de THG113 y sus derivados en 

la contractilidad ocular porcina inducida por PGF2, 1 p.M se muestra en la figura 

6B. Ambos derivados, 113.29 y 113.31, eran mAs potentes que el peptido original 

(CI50: 27 y 13 nM respectivamente). 

15 

Efecto de THG113.31 sobre las propiedades contractiles de tiras de 

Otero  

Se observ6 una reducci6n dependiente de la dosis de las respuestas contractiles 

uterinas (duraci6n de la contracciOn y fuerza media de la contracciOn), inducida 

20 por el agonista de FP natural, PGF2a, en tiras de Otero obtenidas de ratonas que 

recientemente dieron a luz en respuesta a PGF2, 1 pM en un ensayo de bat-10 de 

organos (figura 7). Estos datos confirmaron que THG113.31, coma el compuesto 

lider original fue eficaz en la disminucion de la contractilidad en el miometrio en el 

estado de parto activo. Se obtuvieron reducciones de magnitud similar en tiras de 

25 miometrio obtenidas de animales bovinos y ovinos. Estos datos subrayan la efica-
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cia de la inhibici6n de THG113 en miometrios de varias especies relacionadas de 

manera distante y la importancia universal del receptor FP en la contractilidad 

miometrial. 

5 Efecto tocolitico de THG113.31 en un modelo de endotoxina de parto 

pretermino de ratan  

Se administr6 LPS de E. coli (50 lug dos veces separadas par tres horas, par via 

i.p.) a ratonas CD-1 (peso promedio: 50 g) en el dia 15 de gestaci6n. Cuatro horas 

despues de que se administrase LPS, se implantaron quiriirgicamente bombas 

10 osmOticas Alzet que suministraron 0,1, 0,4 6 0,8 mg/kg/dia del farmaco en los lo-

mos de los animales. La gestaci6n normal en esta cepa es de 19,2 dias. Se re-

presentan graficamente los resultados como tiempo medio (h) de alumbramiento 

tras la administraci6n de LPS (figura 8A) y el porcentaje de animales que dieron a 

luz a las 15, 24, 48, 72 h tras la administracion de LPS (figura 8B). Todos los ani-

15 males tratados con soluciOn salina dieron a luz en el plazo de 15 h tras la adminis-

traciOn de LPS, mientras que menos del 30% y el 15% de los animales a los que 

se les administraron 0,1 mg y 0,8 mg, dieron a luz respectivamente. Hubo un re-

traso dependiente de la dosis en el alumbramiento. Sin embargo, las diferencias 

en el retraso entre las dosis de 0,4 y 0,8 mg no fueron estadisticamente significa-

20 tivas. A dosis de 0,4 y 0,8 mg, menos del 50-60% de los animales dieron a luz a 

las 48 h tras la administraci6n de LPS. Estos datos enfatizan que THG113.31 es 

un potente tocolitico en un modelo animal en el que se imit6 la componente infec-

ciosa del parto pretermino humano. 
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REIVINDICACIONES 

1. Peptido que consiste en la secuencia ilgh(cit)dyk, en el que todos los ami-

noacidos son D-aminoacidos y (cit) es D-citrulina. 

2. ComposiciOn farmacOutica que comprende una cantidad terapeuticamente 

eficaz de un peptido seglan la reivindicaciOn 1 o una sal farmaceuticamente acep-

table del mismo, en asociaciOn con un portador farmaceuticamente aceptable. 

10 3. Composicion farmaceutica segOn la reivindicacion 2, en la que dicha can-

tidad terapeuticamente eficaz de dicho peptido es de 0,1-100 mg/kg de peso cor-

poral. 

4. POptido segiin la reivindicaciOn 1, solo o en combinaci6n con un portador 

15 farmaceuticamente aceptable, para su uso en medicina y/o medicina veterinaria. 

5. Uso de la composicion farmaceutica segOn la reivindicacion 2 6 3, para la 

preparaci6n de un medicamento para detener el parto pretermino. 

20 6. Uso de la composiciOn farmaceutica segOn la reivindicaciOn 2 6 3, para la 

preparacion de un medicamento para el tratamiento de dismenorrea. 

7. Composici6n farmaceutica segOn la reivindicaciOn 2 6 3, para su uso en 

un metodo de detenciOn del parto pretermino que comprende administrar a un in-

25 dividuo una cantidad terapeuticamente eficaz de dicha composici6n. 

30 

8. Composici6n farmaceutica segOn la reivindicaciOn 2 6 3, para su uso en 

un metodo para tratar dismenorrea que comprende administrar a un individuo una 

cantidad terapeuticamente eficaz de dicha cornposiciOn. 

9. Peptido segOn la reivindicaciOn 1, inhibiendo sustancialmente dicho pepti-

do inhibe sustancialmente el receptor FP. 
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