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DESCRIPCION
Un método para producir un péptido opioide novedoso

El objeto de la presente invencion son analogos peptidicos novedosos que presentan afinidad por receptores
opioides, que tienen una férmula general mostrada en la figura 1, especialmente para su administracion al sistema
nervioso periférico o central en forma de un goteo, inyeccioén o implante para el tratamiento del dolor crénico fuerte
durante los estados reumatoides o gota o neuropatias relacionadas con osteoporosis, traumatismo posquirdrgico o
después de un accidente asi como dolor por cancer.

Una seial de dolor que surge de enfermedad o dafio en los 6rganos se transmite al sistema nervioso central en el
que genera la sensaciéon de dolor. La magnitud del estimulo de dolor se regula mediante un sistema de receptores
nociceptivos y antinociceptivos ubicados en las membranas celulares neuronales. Los receptores de taquicinina
ubicados en neuronas de los sistemas nerviosos periférico y central constituyen un componente significativo de los
receptores nociceptivos y desempefian un papel principal en la transmision de sefales de dolor. Los péptidos
opioides enddgenos son un factor natural responsable de mitigar la sefal de dolor a través de la activacién de
receptores antinociceptivos. Los receptores opioides también se activan a través de la administracion de analgésicos
opioides tales como morfina o fentanilo. Desafortunadamente, la administracion de analgésicos disponibles hasta la
fecha provoca una serie de efectos secundarios no deseados, tales como tolerancia y farmacodependencia. El uso
de analogos peptidicos de péptidos opioides naturales con la formula general mostrada en la figura 1 hace posible
disminuir la tolerancia y farmacodependencia. Segun los resultados de experimentos en animales presentados en la
Conferencia Internacional de Investigacién en Narcéticos (International Narcotic Research Conference) 1989 y
descritos en materiales posteriores a la conferencia, B.S. Silbert, A.W. Lipkowski, D.B. Carr, S.K. Szyfelbein, P.F.
Osgood, en el capitulo “Peptides as potential nociceptive drugs.”, pags. 485-488 de “Procc. Int. Narc. Res. Conf.’89”,
editado por R. Quirion, Alan R. Liss Inc, Nueva York, 1990, asi como D. Kosson, |. Maszczynska Bonney, D.B. Carr,
E. Mayzner-Zawadzka, A.W. Lipkowski, en Antinociceptive properties of biphalin after intrathecal application in rats: a
reevaluation. Pharmacological Report. vol. 57, pags. 545-549, 2005, un péptido opioide con el nombre comun
bifalina muestra actividad analgésica significativa. Este compuesto muestra una actividad adictiva mucho menor, tal
como se describe en M. Yamazaki, T. Suzuki, M. Narita, A.W. Lipkowski, “The opioid peptide analogue biphalin
induces less physical dependence than morphine”, Life Science, vol. 69, pags. 1023-1028, 2001.

Quimicamente, la bifalina es un dimero de dos farmacoforos opioides tetrapeptidicos. Los estudios sobre la relacién
entre actividad bioloégica y estructura de bifalina muestran que uno de los fragmentos tetrapeptidicos puede
sustituirse por un componente lipéfilo peptidico o no peptidico sin cambios significativos en su afinidad por
receptores opioides, tal como se describe en AW. Lipkowski, A. Misicka, P. Davis, D. Stropova, J. Janders, M.
Lachwa, F. Porreca, H.l. Yamamura, V.J. Hruby, en “Biological activity of fragments and analogues of the potent
dimeric opioid peptide, biphalin.”, Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, vol. 9, pags. 2763-2766, 1999. Como
resultado de sustituir uno de los fragmentos tetrapeptidicos de bifalina por benzoxicarbonil-L-tripté6fano, se produjo
un compuesto con afinidad por receptores opioides comparable a bifalina, con actividad concurrente como
antagonista débil de receptores de taquicinina. Como resultado, se obtuvo un compuesto con propiedades
analgésicas fuertes contra el dolor inflamatorio, tal como se describe por |. Maszczynska Bonney, S.E. Foran, J.E.
Marchand, A.W. Lipkowski, D.B. Carr en ‘Spinal antinociceptive effects of AA501, a novel chimeric peptide with
opioid receptor agonist and tachykinin receptor antagonist moieties”, European Journal of Pharmacology, vol. 488,
pags. 91-99, 2004.

De manera inesperada, se mostré que la alteracién de la quiralidad del residuo de L-triptéfano a un residuo de D-
triptéfano provoca un aumento significativo en la actividad analgésica del analogo peptidico. Al mismo tiempo, de
manera inesperada, se mostré que la sustitucion del grupo benzoxicarboxilo por otros fragmentos que contienen un
grupo aromatico conserva 0 aumenta su actividad analgésica.

Por tanto, el primer objeto de la invencién es un compuesto novedoso con la formula general:

en la que:
- L, D indican una quiralidad de aminoacido apropiada;

- Ry es una cadena lateral de aminoacido seleccionada de entre: D-alanina, D-leucina, D-arginina, D-lisina, D-serina
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o D-treonina,

- Rz es una cadena lateral de aminoacido seleccionada de entre L-fenilalanina o L-triptéfano,

-CO-Rs indica benciloxicarbonilo o cinamoilo, alfa-metil-4-(2-metilpropil)benzoacetilo, salicil-glicilo, benzoil-glicilo,
o su sal farmacéuticamente aceptable.

Particularmente, es un compuesto seleccionado de entre:

- (N’-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanil, N*-benciloxicarbonil-D-triptofanil)hidrazida o su sal, particularmente clorhidrato;
- (N'-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanil, N'-salicil-glicil-D-triptofanil)hidrazida o su sal, particularmente clorhidrato;

- (N’-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanil, ~N”-alfa-metil-4-(2-metilpropil)benzoacetil-D-triptofanil)hidrazida o su sal,
particularmente clorhidrato.

El siguiente objeto de la invencién es el uso de un compuesto segun la invencion en la produccion de un farmaco
analgésico.

Los analogos peptidicos novedosos con la férmula general mostrada en la figura 1, caracterizados por una fuerte
afinidad por receptores opioides asi como por otros receptores implicados en la transmision o modulacién de
estimulos de dolor, pueden ser de utilidad en el tratamiento del dolor, especialmente dolor crénico provocado por
estados patoldgicos, estados posoperatorios o debido a accidentes.

Los farmacos que contienen un compuesto segun la presente invencion pueden usarse para administracion
periférica o para administracion en el sistema nervioso central, preferiblemente en el tratamiento de dolor crénico
fuerte, particularmente aquéllos provocados por inflamacion. En particular, el dolor crénico e inflamacion pueden
inducirse por cancer, inflamacién reumatoide, gota, esclerosis multiple, osteoporosis, neuropatias postraumaticas o
posquirdrgicas o cambios después del cancer. Los compuestos revelados en el presente documento también
pueden demostrar afinidad por los receptores de taquicinina. También se observé que la actividad del compuesto
administrado de manera periférica se potencia enormemente durante estados patolégicos en los que se observa
inflamacion.

Un método particularmente preferible de administracion de un compuesto segun la presente invencion es un goteo
intravenoso, un implante subdérmico o intraperitoneal, y durante la administracion al sistema nervioso central, un
implante o goteo subaracnoideo.

Un compuesto segun la presente invencién puede administrarse independientemente, en forma de una disolucion, o
puede ser un componente de una disposicion de multiples componentes que contiene otros principios activos.

Un compuesto segun la presente invencion o su composicion con otros farmacos o portadores puede prepararse en
forma de un liofilizado estéril, que debe disolverse antes de la administracién en un volumen predeterminado de
solucién salina fisiologica. Preferiblemente, un compuesto o su composicién con otros farmacos y/o sustancias
portadoras se prepara en combinacién con un polimero que es un portador del principio activo.

Para ilustrar mejor la naturaleza de la presente invencién, basandose en la actividad analgésica de los compuestos
mostrados en la figura 1, los ejemplos adjuntos demuestran dicha actividad en modelos de dolor crénico en
animales. Sin embargo, el alcance de la presente invencion no debe limitarse al contenido de los ejemplos a
continuacion. La figura 1 representa la formula general de los compuestos que son el objeto de la solicitud de
patente, en la que L, D indican las quiralidades de los residuos de aminoacido, Ry indica las cadenas laterales de D-
alanina o D-leucina o D-arginina o D-lisina o D-serina o D-treonina, R indica cadenas laterales de L-fenilalanina o L-
triptéfano, y -CO-Rs indica benzoxicarbonilo o cinamoilo, alfa-metil-4-(2-metilpropil)benzoacetilo, salicil-glicilo,
benzoil-glicilo.

Ejemplo |

Se disolvieron T-butiloxicarbonil-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanina  (Boc-Tyr-D-Ala-Gly-Phe) (10 mmoles) vy
(benzoxicarbonil-D-triptofanil)hidrazida (Cbz-D-Trp- NHNHz) (10 mmoles) asi como hidroxiimida del &cido succinico
(HO-Su) (12 mmoles) en dimetilformamida (DMF) (40 cm®). Tras enfriar hasta 0-5°C, se complementd la mezcla de
reaccion con diciclohexilcarboxiimida (10 mmoles). Se agitd la reaccién durante 1 hora a una temperatura de 5°C y
entonces durante 12 horas a temperatura amblente (20-25°C). Luego, se separ6 por filtracién Ia diciclohexilurea
(DCU) precipitada y se aclaré dos veces en 10 cm® de DMF. Se combiné el filtrado con 100 cm® de carbonato de
potasio (KHCO3) acido al 5% Se separo por filtracion la Boc-Tyr-D-Ala-Gly-Phe- NHNH (Cbz-D-Trp-) precipitada y se
aclaré dos veces con 10 cm® de KHCO; al 5%, y entonces dos veces en 10 cm® de agua. Se seco el precipitado, y
se pulverizé la sustancia resultante y se afiadié a 50 cm® de una mezcla (1:1) de acido clorhidrico concentrado y
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etanol. Durante la reaccion, se libera CO; y se disuelve el producto de reaccién. Tras 30 minutos de agitacion a
temperatura ambiente, se eliminaron mediante evaporacién a presion reducida el etanol y el acido clorhidrico. Se
recristalizo el precipitado de producto bruto restante a través de disolucion en etanol y precipitacion con acetato de
etilo. Esto dio como resultado un producto, cuyo analisis elemental asi como el espectro de masas corresponden a
hidrato de cloral.(N'-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanil, N”-benzoxicarbonil-D-triptofanil)hidrazida [HCI.Tyr-D-Ala-Gly-Phe-
NHNH-(CBz-D-Trp-)]. Se obtuvieron 7,5 mmoles de producto. Se indujo inflamacion en ratones a través de la
aplicacién de adyuvante de Freund en la extremidad. Se observé una inflamacion progresiva tras dos dias. Tras una
semana, se examinaron los efectos analgésicos sobre el dolor agudo del analogo peptidico HCI.Tyr-D-Ala-Gly-Phe-
NHNH-(CBz-D-Trp-) por medio de la inmersién de la cola en agua a 55°C. La inyeccion intravenosa del analogo
peptidico a una tasa de 20 mg/kg mitigdb completamente la reaccién de dolor en ratones con inflamacion.

Ejemplo I

Se disolvieron T-butiloxicarbonil-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanina (Boc-Tyr-D-Ala-Gly-Phe) (10 mmoles) y salicil-glicil-
D-triptofanilo (Salic-GIy-D-Trp-NHNHgg (10 mmoles) asi como hidroxiimida del acido succinico (HO-Su) (12 mmoles)
en dimetilformamida (DMF) (40 cm®). Tras enfriar hasta 0-5°C, se complementé la mezcla de reaccion con
diciclohexilcarboxiimida (10 mmoles). Se agité la reaccién durante 1 hora a una temperatura de 5°C y entonces
durante 12 horas a temperatura ambiente (20 25°C). Luego, se elimin6 mediante drenaje la diciclohexilurea (DCU)
precipitada y se aclaré dos veces en 10 cm® de DMF. Se mezclé el filtrado con 100 cm® de carbonato de potasio
(KHCOs) acido al 5%. Se separé por filtracion la Boc-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NHNH-(Salic-Gly-D- Trp ) precipitada, se
aclaré dos veces en 10 cm® de KHCOs aI 5% y entonces dos veces en 10 cm® de agua. Se secd el precipitado y se
pulverlzo y entonces se afiadié a 50 cm® de una mezcla (1 1) de &cido clorhidrico concentrado/etanol. Durante la
reaccion, se libera CO y se disuelve el producto de reaccion. Tras 30 minutos de agitacion a temperatura ambiente,
se eliminaron mediante evaporacion a presion reducida el etanol y el acido clorhidrico. Se recristaliz6 el precipitado
de producto bruto restante a través de disolucién en etanol y precipitacion con acetato de etilo. Esto dio como
resultado un producto, cuyo andlisis elemental asi como el espectro de masas corresponden a hidrato de cloral.(N’-
tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanil, N’-salicil-glicil-D-triptofanil)hidrazida [HCI.Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NHNH-(Salic-Gly-D-Trp-)].
Se obtuvieron 7,1 mmoles de producto.

En un modelo de metastasis animal, se indujo inflamacion administrando aproximadamente un millén de células de
melanoma murino en la extremidad posterior. Tras dos dias, se observé una inflamacién progresiva, producida por el
crecimiento tumoral. Tras dos semanas de desarrollo del tumor, se examiné la actividad analgésica de (N'-tirosil-D-
alanil-glicil-fenilalanil, N”-salicil-glicil-D-triptofanil)hidrazida contra el dolor agudo provocado por inmersién de la cola
en agua calentada hasta 55°C. La inyeccion intraperitoneal del analogo peptidico a una tasa de 30 mg/kg mitigd
completamente la reaccién de dolor en ratones con inflamacion.

Ejemplo Il

Se disolvieron t-butiloxicarbonil-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanina (10 mmoles) y (alfa-metil-4-(2-
metilpropil)bencenoacetil-D-triptofanil)hidrazida (10 mmoles) asi como hidroxiimida del &cido succinico (HO-Su)
(12 mmoles) en dimetilformamida (DMF) (40 cm®). Tras enfriar hasta 0-5°C, se afiadié diciclohexilcarboxiimida
(10 mmoles) a la mezcla de reaccion. Se agité la reaccion durante 1 hora a una temperatura de 5°C y entonces
durante 12 horas a temperatura ambiente (20 25°C). Luego, se elimin6 mediante drenaje la diciclohexilurea (DCU)
precipitada y se aclar6 dos veces en 10 cm® de DMF. Se mezclé el filtrado con 100 cm® de carbonato de potasio
(KHCOs) acido al 5%. Se separo el pre0|p|tado por filtracion, se aclaré dos veces en 10 cm® de KHCOs aI 5%, y
entonces dos veces en 10 cm® de agua. Se seco el precipitado y se pulverlzo y entonces se anadié a 50 cm® de una
mezcla (1:1) de acido clorhidrico concentrado/etanol. Durante la reaccion, se libera CO. y se disuelve el producto de
reaccion. Tras 30 minutos de agitacion a temperatura ambiente, se eliminaron mediante evaporacién a presién
reducida el etanol y el acido clorhidrico. Se recristaliz6 el precipitado de producto bruto restante a través de
disolucién en etanol y precipitacion con acetato de etilo. Esto dio como resultado un producto, cuyo andlisis
elemental asi como el espectro de masas corresponden a hidrato de cloral.(N'-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanil, N’-
salicil-glicil-D-triptofanil)hidrazida [HCI.Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NHNH-(Salic-Gly-D-Trp-)]. Se obtuvieron 8,2 mmoles de
producto.

Dos dias antes de los experimentos, se les implantaron a las ratas canulas en la cavidad subaracnoidea. Durante el
experimento, se examind la actividad analgésica administrando el analogo peptidico (N’-tirosil-D-alanil-glicil-
fenilalanil, N”-alfa-metil-4-(2-metilpropil)bencenoacetil-D-triptofanil)hidrazida. Una dosis de 5 mg del analogo provoca
una eliminacién completa de la sensibilidad al dolor térmico durante 1 hora.



10

15

20

25

ES 2421087713

REIVINDICACIONES
1. Compuesto con la férmula general:
OH
HN
(0] 0]

H H
o R RO
H N > N” 'R
2N L : H/\ﬂ/ = N DN 3

0 Ry 0] 2 (0]

en la que:
- L, D indican una quiralidad de aminoacido apropiada,

- R1 es una cadena lateral de aminoacido seleccionada de entre: D-alanina, D-leucina, D-arginina, D-lisina, D-serina
0 D-treonina,

- Rz es una cadena lateral de aminoacido seleccionada de entre L-fenilalanina o L-triptéfano,

- -CO-Rs indica benciloxicarbonilo o cinamoilo, alfa-metil-4-(2-metilpropil)benzoacetilo, salicil-glicilo, benzoil-glicilo,
o su sal farmacéuticamente aceptable.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque es un compuesto seleccionado de entre:

- (N'-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanil, N”-benciloxicarbonil-D-triptofanil)hidrazida o su sal, particularmente clorhidrato;
- (N'-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanil, N’-salicil-glicil-D-triptofanil)hidrazida o su sal, particularmente clorhidrato;

- (N’-tirosil-D-alanil-glicil-fenilalanil, ~ N”-alfa-metil-4-(2-metilpropil)benzoacetil-D-triptofanil)hidrazida o su sal,
particularmente clorhidrato.

3. Uso de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 en la produccién de un farmaco analgésico.
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