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DESCRIPCION

Analogos de oxitocina
Campo de la invencién
La presente invencion se refiere a compuestos novedosos, composiciones farmacéuticas que comprenden los
mismos, uso de dichos compuestos para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento, entre otros, de
afecciones de lactancia alterada asi como a un método para el tratamiento de dichas afecciones, en donde se
administran dichos compuestos.
Antecedentes
Los agonistas peptidicos del receptor de oxitocina incluyen la hormona natural oxitocina y carbetocina.

Cylts—Tyr—IIe—GIn—Asn-Cys-Pro—Leu—-Gly—NH2

|

! ! (oxitocina)

La oxitocina es un potente agente uterotdnico, clinicamente usado para inducir el parto, y se ha mostrado que
aumenta el inicio y mantenimiento de la lactancia, Gimpl, G. et al., Physiol. Rev. 81 (2001) 629-683 y Ruis H. et al.,
British Medical Journal 283 (1981) 340-342. La carbetocina (1-desamino-1-carba-2-tirosina(O-metil)-oxitocina)
también es un potente agente uterotonico usado clinicamente para el control de la atonia uterina y hemorragia
excesiva. Investigacion adicional indica que los agonistas de oxitocina son utiles para el tratamiento de inflamacion y
dolor, incluyendo dolor abdominal y de espalda; disfunciéon sexual, tanto masculina como femenina; sindrome del
intestino irritable (SlI), estrefiimiento y obstruccidon gastrointestinal; autismo, estrés, ansiedad (incluyendo tmastorno
de ansiedad) y depresion (Pitman R. et al., Psychiatry Research, 48:107-117; Kirsch P et al., The Journal of
Neuroscience, 25(49):11489-11493); pérdida quirurgica de sangre, el control de hemorragia puerperal, cicatrizacion
e infeccion de heridas; mastitis y expulsion de la placenta; y osteoporosis. Ademas, los agonistas de oxitocina
pueden ser Utiles para el diagndstico tanto de cancer como de insuficiencia placentaria.

Una desventaja tanto de oxitocina como de carbetocina es su falta de selectividad sobre los receptores de
vasopresina, especialmente el receptor V,. Durante la administracion de oxitocina esta desventaja se observa por
tales efectos secundarios como antidiuresis e hiponatremia.

Para mejorar las propiedades farmacoldgicas de oxitocina, se han sintetizado analogos de oxitocina. Tales analogos
se describen por Grozonka Z. et al. en J. Med. Chem. 26 (1983) 555-559 y J. Med. Chem. 26 (1983) 1786-1787, y
por Engstrem T. et al. en E. J. Pharmacol. 355 (1998) 203-210. Ademas, se han descrito analogos de oxitocina con
actividad antagonista en el receptor de oxitocina por Fragiadaki M. et al. en E. J. Med. Chem. (2007) 799-806.

La presente invencion puede proporcionar compuestos eficaces, selectivos, que proporcionan alternativas factibles
y/o mejoras, por ejemplo, en el tratamiento de afecciones de lactancia alterada.

Divulgacion de la invencion
La presente invencion se refiere a un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables comprenden sales de adicion acida, por ejemplo, una sal
formada por reaccion con acidos halhidricos tal como acido clorhidrico y acidos minerales, tal como acido sulfurico,
acido fosforico y acido nitrico, asi como acidos sulfénicos o carboxilicos alifaticos, aliciclicos, aromaticos o
heterociclicos tal como acido formico, acido acético, acido propionico, acido succinico, acido glicélico, acido lactico,
acido malico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido ascorbico, acido maleico, acido hidroximaleico,
acido piravico, acido p-hidroxibenzoico, acido embdnico, acido metanosulfonico, acido etanosulfénico, acido
hidroxietanosulfénico, acido halobencenosulfénico, acido trifluoroacético, acido trifluorometanosulfénico, acido
toluenosulfonico y acido naftalenosulfonico.

Ademas, la presente invencion se refiere a un compuesto como se explica anteriormente para el uso como un
farmaco.

Segun esto, la presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
como se ha explicado anteriormente como principio activo junto con un adyuvante, diluyente o soporte
farmacéuticamente aceptable.

La composicidon farmacéutica se puede adaptar para la administracion oral, intravenosa, topica, intraperitoneal,
nasal, yugal, intraocular, intraauricular, sublingual o subcutanea o para la administracién a través del aparato
respiratorio, por ejemplo, en forma de un aerosol o un polvo fino suspendido en el aire. Por tanto, la composicion
puede estar, por ejemplo, en forma de comprimidos, capsulas, polvos, microparticulas, granulos, jarabes,
suspensiones, soluciones, parches transdérmicos o supositorios.

6
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Se debe indicar que la composicion segun la presente invencion puede incluir opcionalmente dos o mas de los
compuestos anteriormente esbozados. La presente composicion farmacéutica puede comprender opcionalmente,
por ejemplo, al menos un aditivo adicional seleccionado de un agente disgregante, aglutinante, lubricante, agente
saborizante, conservante, colorante y cualquier mezcla de los mismos. Se encuentran ejemplos de tales otros
aditivos en ‘Handbook of Pharmaceutical Excipients’; Ed. A.H. Kibbe, 32 Ed., American Pharmaceutical Association,
EE UU y Pharmaceutical Press RU, 2000.

La presente composicion farmacéutica se puede adaptar para la administracion nasal. Puede comprender una
preparacion acuosa estéril de los compuestos de la invencion preferiblemente isotdnica con la sangre del receptor.
Esta preparacion acuosa estéril se puede formular segun métodos conocidos usando agentes dispersantes o
humectantes y agentes suspensores adecuados. La formulacion de inhalador nasal SYNTOCINON® (oxitocina) es
ejemplar de una formulacién farmacéutica adecuada aplicable también para los compuestos inventivos divulgados
en el presente documento. Agua, solucion de Ringer y solucién isoténica de cloruro de sodio son diluyentes
aceptables ejemplares. La preparacion también puede incluir excipientes tales como fosfato de sodio, acido citrico,
cloruro de sodio, glicerina, solucién de sorbitol, metilparabeno, propilparabeno y clorobutanol.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto como se ha esbozado anteriormente para, o para
la fabricacion de un medicamente para, el tratamiento de una o mas afecciones médicas tales como afecciones de
lactancia alterada; deterioro de la inducciéon del parto; afecciones de atonia uterina; hemorragia excesiva;
inflamacion y dolor, incluyendo dolor abdominal y de espalda; disfuncién sexual, tanto masculina como femenina;
sindrome del intestino irritable (Sll), estrefiimiento y obstruccion gastrointestinal; autismo, estrés, ansiedad
(incluyendo trastornos de ansiedad) y depresion; pérdida quirirgica de sangre, hemorragia puerperal, cicatrizacion e
infeccion de heridas; mastitis y deterioro en la expulsion de la placenta; y osteoporosis. En el presente documento, el
término ansiedad incluye trastorno de ansiedad. El trastorno de ansiedad incluye las subindicaciones trastorno de
ansiedad generalizada, trastorno de panico, agorafobia, fobias, trastorno de ansiedad social, trastorno obsesivo-
compulsivo, trastorno de estrés postraumatico, y ansiedad por separacion.

La dosis tipica de los compuestos segun la presente invencion varia en un amplio intervalo y dependera de varios
factores tal como las necesidades individuales de cada paciente y la via de administracion. Un médico experto en la
materia podra optimizar la dosis respecto a la situaciéon a mano.

Por ejemplo, si la composicion de la invenciéon es para potenciar el inicio y mantenimiento de la lactancia (por
ejemplo, para administracion intranasal), una dosis tipica puede estar en el intervalo de 0,05 a 1,0 ug/kg de peso
corporal para cada sesion de extraccion de leche materna. Una dosis intranasal se puede dividir en, por ejemplo, 1,
2 o 3 subdosis (por ejemplo, inhalaciones), por ejemplo, administradas a uno o ambos orificios nasales segin sea
necesario. El experto en la materia o médico puede considerar variaciones relevantes a este intervalo de dosis e
implementaciones practicas para acomodar la situaciéon a mano.

En un ejemplo adicional, la composicion de la invencion se puede administrar como una infusion intravenosa (iv), por
ejemplo, para el tratamiento de la hemorragia puerperal o pérdida quirtrgica de sangre. En este ejemplo se puede
administrar durante un periodo mas largo. Una dosis de ejemplo para la administraciéon por infusion intravenosa es
0,5-200 pg/kg peso corporal por hora.

En un ejemplo adicional, la composicién de la invencidon puede ser para la administracion subcutanea (SC),
intranasal, o yugal, por ejemplo para tratar un trastorno de ansiedad o depresion. Una dosis de ejemplo para la
administracion subcutanea (sc), intranasal, o yugal es 0,5-1000 pg/kg de peso corporal. La dosis puede ser, por
ejemplo, para la administracion tantas veces al dia como sea necesario, por ejemplo, una vez o dos veces al dia.

Las abreviaturas usadas son:

AcOH acido acético

Boc tert-butoxicarbonilo

BOP hexafluorurofosfato de benzotriazol-1-il-oxi trisdimetilaminofosfonio

Bua acido butirico

Bu butilo - los residuos alquilo se pueden indicar ademas como n (normal, es decir, sin ramificar), i
(iso), s (sec) y t (terciario)

CH3CN acetonitrilo

DCC N,N’-diciclohexilcarbodiimida

DCM diclorometano

DIC N,N’-disisopropilcarbodiimida

DIPEA N,N’-diisopropiletilamina

DMF N,N-dimetilformamida

4-FBzIGly N-(4-fluorobencil)glicina

Fmoc 9-fluorofenilmetoxicarbonilo

Fmoc-ClI cloruro de 9-fluorofenilmetoxicarbonilo
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h hora(s)

HBTU hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio
Hcy homocisteina

HF fluoruro de hidrégeno

HOBt 1-hidroxibenzotriazol

HPLC cromatografia liquida de alto rendimiento

IPA alcohol isopropilico

MeOH metanol

MBHA 4-metilbencihidrilamina

NMM 4-metilmorfolina

4-Pic 4-picolilo (4-piridilmetilo)

PyBOP hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi trispirrolidinfosfonio
tBu tert-butilo

tBuOH alcohol tert-butilico

TEA trietilamina

TFA acido trifluoroacético

TIS triisopropilsilano

Trt tritilo [trifenilmetilo, (CeHs)3C-]

A menos que se especifique de otra manera se usaron L-aminoacidos y se adhiere a la terminologia condicional de
aminoacidos.

Experimental (sintesis)

Se adquirieron los derivados de aminoacidos y las resinas de proveedores comerciales (Bachem, Novabiochem y
Peptides International). Se sintetizaron N-Fmoc-N-(R2(CHz),)glicina, Fmoc-Cys(t-butoxicarbonilpropil)-OH y Fmoc-
Hcy(t-butoxicarboniletil)-OH segun la bibliografia [Weber et al., J. Med. Chem., 46 1918 (2003), Prochazka et al.
Collect. Czech. Chem. Commun., 57, 1335 (1992) y Wisniewski et al. en el documento WO 03/072597]. Otros
productos quimicos y solventes fueron proporcionados por Sigma-Aldrich, Fluka y Acros Organics.

Los compuestos en el presente documento se sintetizaron por métodos estandar en quimica de péptidos de fase
solida utilizando metodologia tanto Fmoc como Boc. Todos los acoplamientos de aminoacidos protegidos con Fmoc
estuvieron mediados con DIC/HOBt/DMF vy todos los acoplamientos de aminoacidos protegidos con Boc estuvieron
mediados con DIC o DCC en DCM. La eliminacion del grupo Fmoc se realizé con piperidina al 20% en DMF vy la
eliminacion del grupo Boc se realizé en TFA al 50%/DCM con m-cresol al 1% durante 5 y 25 minutos. Los lavados
precisos de la resina se realizaron con DCM, IPA, DMF y MeOH. La neutralizacién, segun fuese necesaria, se logro
con 2 lavados de resina de TEA al 10%/DCM durante 5 minutos.

A menos que se proporcione de otra manera, todas las reacciones se realizaron a temperatura ambiente. Ademas
de las referencias citadas anteriormente, la siguiente bibliografia de referencias estandar proporciona orientacion
adicional sobre el marco experimental general, asi como sobre la disponibilidad de materiales de partida y reactivos
requeridos:

Kates, S.A., Albericio, F., Eds., Solid Phase Synthesis: A Practical Guide, Marcel Dekker, Nueva York, Basilea, 2000;
Stewart, J.M., Young, J.D., Solid Phase Synthesis, Pierce Chemical Company, 1984;

Bisello, et al., J. Biol. Chem. 1998, 273, 22498-22505; y

Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149-2154.

La pureza del péptido sintetizado se puede determinar por HPLC de fase inversa analitica. La integridad estructural
de los péptidos se puede confirmar usando analisis de aminoacidos y espectrometria de masas de electroespray.

Se usaron las metodologias Fmoc y Boc para sintetizar el dipéptido unido a la resina en la posicion 8 (Leu) y la
posicion 9 (Gly).

El derivado de aminoacido en la posicion 7 del residuo de aminoacido se introdujo a través de una de dos vias: o
bien se acoplé acido bromoacético al dipéptido unido a la resina en condiciones DIC/HOBt/DMF y el atomo de bromo
se desplazd con N-(R2(CH.),)NH2 proporcionando N-(R2(CH2),)glicina unido a la resina; o se acopl6 un derivado de
N-Fmoc-N-(R2(CH2)p)glicina o Fmoc-pro-OH al dipéptido unido a la resina segun la metodologia Fmoc. Todos los
acoplamientos posteriores de aminoacidos siguieron la metodologia Fmoc a menos que se especifique de otra
manera.

El derivado de aminoacido introducido en la posicion 6 era uno de: Fmoc-Cys(Trt)-OH; Fmoc-Hcy(t-
butoxicarboniletil)-OH o Fmoc-Cys(t-butoxicarbonilpropil)-OH. Los analogos de péptidos donde la posicion 6 era
Fmoc-Cys(Trt)-OH requirieron acoplamiento de Mpa(Trt)-OH al extremo N del residuo nonapéptido unido a la resina.
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Los péptidos sintetizados usando un soporte de resina de Rink amida se cortaron de la resina, junto con cualquier
grupo protector labil acido tal como Boc, tritilo y t-butilo, con una solucién TFA/TIS/H,O 95/2,5/2,5 (v/v/v). Dichos
péptidos se ciclaron después del corte del péptido de la resina. Los péptidos sintetizados usando un soporte de
resina MBHA se cortaron de la resina con una solucién HF/anisol 14/1 (v/v). Dichos péptidos se ciclaron antes del
corte del péptido de la resina.

La ciclacion del nonapéptido lineal a través de la formacion de un (anillo) disulfuro se alcanzé por oxidacion de los
péptidos lineales disueltos en TFA al 10% (ac) con yodo. La ciclacién del nonapéptido lineal a través de la formacién
de un enlace amida se alcanz6 por mediacion con HBTU/DIPEA/DMF o PyBOP/DIPEA/DMF a una alta dilucion.

Los péptidos se purificaron por HPLC preparativa en tampones fosfato de trietlamonio (ac) y se desalé con el
sistema tampon acido acético (ac)/acetonitrilo. Las fracciones con una pureza que superaba el 97% se juntaron y
liofilizaron.

La tabla 1 enumera los compuestos preparados mediante el procedimiento anterior.

Tabla 1: Compuestos preparados con la formula (1)

SEQIDNO. | W X R n Rz p Rs;

1 CH. S 4-metoxifenilo 1 CHa-(R)-CH(OCHj3)-CH, - enlace
2 CH. S 4-metoxifenilo 1 CHa-(R)-CH(SCHj3)-CH; - enlace
3 CH. S 4-etilfenilo 1 CH>-(R)-CH(OCH3)-CH; - enlace
4 S CH. 4-etilfenilo 1 CHa-(S)-CH(OH)-CH, - enlace
5 CH> S 4-metoxifenilo 1 H 0 H

6 CH S 4-etilfenilo 1 CHa-(S)-CH(OH)-CH, - enlace
7 S S 4-hidroxifenilo 1 H 4 H

8 S S 4-hidroxifenilo 1 fenilo 2 H

9 S S 4-hidroxifenilo 1 2-furilo 1 H

10* S S 4-hidroxifenilo 1 4-piridilo 1 H

11 S S 4-hidroxifenilo 1 3,4-difluorofenilo 1 H

12 S S 4-hidroxifenilo 1 3-metilfenilo 1 H

13 S S 4-hidroxifenilo 1 2-metilfenilo 1 H

14 S S 4-hidroxifenilo 1 H 5 H

15 S S 4-hidroxifenilo 1 4-metilfenilo 2 H

16 S S 4-hidroxifenilo 1 2-tienilo 1 H

17 S S 4-hidroxifenilo 1 4-piridilo 2 H

18* S S 4-hidroxifenilo 1 2-piridilo 2 H

19 S S 4-hidroxifenilo 1 4-fluorofenilo 1 H

20 S S 4-hidroxifenilo 1 metoxi 2 H

21 S S 4-hidroxifenilo 1 ciclopropilo 1 H

22 S S 4-hidroxifenilo 1 4-metoxifenilo 1 H

23 S S 4-hidroxifenilo 1 4-metilfenilo 1 H

24 S S 4-hidroxifenilo 1 2-tienilo 2 H

25 S S 4-hidroxifenilo 1 fenilo 3 H

26 S S 4-hidroxifenilo 1 2-tetrahidrofurilo 1 H

27 S S 4-hidroxifenilo 1 2-tetrahidrofurilo 1 H

28 S CH> fenilo 1 metoxi 2 H

29 CH> S fenilo 1 metoxi 2 H

30 CH> S 4-hidroxifenilo 1 metoxi 2 H

31 S CH> fenilo 1 2-tienilo 1 H

32 S CH> 4-hidroxifenilo 1 fenilo 1 H

33 S CH> 4-hidroxifenilo 1 fenilo 2 H

34* S CH> fenilo 1 fenilo 1 H

35 CH> S 4-hidroxifenilo 1 H 4 H

36 S CH; fenilo 1 OH 3 H

37 CH2 S fenilo 1 H 3 H

38 S CH2 fenilo 1 H 3 H

39 CH2 S fenilo 1 H 5 H

40 S CH2 fenilo 1 H 5 H

41 CH> S fenilo 1 H 4 H

42 S CH2 fenilo 1 H 4 H

43 CH, S 4-hidroxifenilo 1 3,4-difluorofenilo 1 H

44 S CH> 4-hidroxifenilo 1 3-metilfenilo 1 H

45 S CH> 4-hidroxifenilo 1 4-fluorofenilo 1 H
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46 CH> S 4-hidroxifenilo 1 fenilo 1 H
47* S CH> fenilo 1 4-fluorofenilo 1 H
48 CH> S 4-hidroxifenilo 1 2-tienilo 1 H
49* CH> S 4-hidroxifenilo 1 4-fluorofenilo 1 H
50 CH> S 4-hidroxifenilo 1 3-metilfenilo 1 H
51* CH> S 4-hidroxifenilo 1 fenilo 2 H
52* S CH> fenilo 1 fenilo 2 H
53 S CH> fenilo 1 3-metilfenilo 1 H
54 CH> S 4-hidroxifenilo 1 OH 3 H

Los compuestos con SEQ ID NO. 1 a6, 9, 10, 13, 17, 18, 21 y 22 son ejemplos comparativos.
Se proporcionan los siguientes ejemplos detallados para ilustrar adicionalmente la sintesis.

En todas las sintesis se realiz6 HPLC analitica en un cromatografo liquido Waters 600 usando una columna Vydac
C18, 5 ym, 4,6 x 250 mm a una velocidad de flujo de 2 ml/min. La HPLC preparativa se realizé en un cromatografo
liqguido Waters 2000 usando un cartucho PrePak 47 x 300 mm a una velocidad de flujo de 100 ml/min. El analisis del
compuesto final se realizé en un cromatografo liquido 1100 Agilent usando una columna Vydac C18, 5 ym, 2,1 x 250
mm a una velocidad de flujo de 0,3 ml/min. Los espectros de masas se registraron en un espectréometro Finnigan
MAT.

Compuesto 49; carba-‘l-[4FBzIGIy7]dOT:

Los derivados de aminoacidos usados fueron Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Cys(t-butoxicarbonilpropil)-OH,
Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH y Boc-Tyr(tBu)-OH (Peptides International). Fmoc-Cys(t-
butoxicarbonilpropil)-OH se sintetizd6 como anteriormente.

La resina del péptido completamente protegido se sintetiz6 manualmente, empezando de 1,45 g (0,87 mmol) de
resina de Rink amida AM (malla 200-400, Novabiochem). Se realizaron acoplamientos individuales mediados por
DIC/HOBY/DMF con un exceso de 3 veces de derivados de aminoacido Gly y Leu. El residuo de N-(4-
fluorobencil)glicina se introdujo con un exceso de 4 veces de BrCH,CO,H/DIC/HOBt en DMF y posterior sustitucion
de bromo con un exceso de 10 veces de 4-fluorobencilamina en DMF. Se realiz6 acoplamiento mediado por
DIC/DCM con un exceso de 4 veces de Fmoc-Cys(t-butoxicarbonilpropil)-OH. Posteriormente se realizaron
acoplamientos individuales mediados por DIC/HOBt/DMF con un exceso de 3 veces de derivados de aminoacido
Asn, GIn, lle y Tyr. Los grupos Fmoc se eliminaron con piperidina al 20% en DMF. Tras la terminacion de la sintesis
en fase solida, la resina se traté con una solucion TFA/TIS/H,0 96/2,5/1,5 (v/viv) (50 ml) durante 1,5 horas y se filtro.
El filtrado se concentrd al vacio y el péptido lineal crudo se precipité con éter dietilico. El precipitado en DMF (300
ml) se afiadio en 3 porciones (3 x 100 ml) a una solucién vigorosamente agitada de DIPEA (1 ml) en DMF (100 ml).
Se afiadio HBTU (150 mg) en DMF (5 ml) a la mezcla de reaccion después de la adicion de cada porcion de 100 ml
de solucion de péptido; el pH de la solucién de reaccion se mantuvo a pH 9 mediante la adicién de DIPEA puro,
segun se requirié. La reaccion se siguié por HPLC analitico. La solucién de reacciéon se concentré al vacio y el
residuo se disolvié en AcCOH/CH3CN/H20. La mezcla se cargd en una columna de HPLC y se purificé usando un
tampon fosfato de trietilamonio con pH 5,2. EI compuesto se eluyé con un gradiente de acetonitrilo. Las fracciones
con una pureza que superaba el 97% se juntaron, se diluyeron con agua (2 volumenes), y se cargaron en una
columna pre-equilibrada con AcOH al 2% (ac). El compuesto deseado se eluyd con un gradiente rapido (3%/min) de
CH3CN. Las fracciones que contenian el producto deseado se juntaron y liofilizaron. Se obtuvieron 434 mg (~40% de
rendimiento, basado en la carga de la resina de partida y asumiendo un contenido en péptido del 85%) de polvo
amorfo blanco. HPLC: Tr = 19,4 min, gradiente: 5% de B durante 0,5 min. 5—30% de B en 0,5 min, 30—50% de B
durante 20 min 'y 100% de B durante 5 min, t = 40°C, solvente A TFA al 0,01% (ac), solvente B CH3CN al 70%, TFA
al 0,01% (ac); pureza: 99,3%; MS (M+H)+: esperada 1042,4, observada 1042,5.

Los siguiente es una sintesis a gran escala (es decir aumento proporcional) ejemplar del compuesto 49; carba-1-
[4FBzIGly'1dOT:

Los derivados de aminoacidos usados fueron Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-4-FBzIGly-OH, Fmoc-Cys(t-
butoxicarbonilpropil)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH y Boc-Tyr(tBu)-OH (Peptides
International). Fmoc-4-FBzIGly-OH y Fmoc-Cys(t-butoxicarbonilpropil)-OH se sintetizaron como anteriormente. El
péptido se sintetizd por acoplamientos individuales mediados por DIC/HOBt/DMF con un exceso de 3 veces de
derivado de aminoacido. La sintesis restante y la caracterizacion del compuesto 49 se siguié como se proporciona
anteriormente. Se obtuvieron 434 mg (~40% de rendimiento, basado en la carga de la resina de partida y asumiendo
un contenido en péptido del 85%) de polvo amorfo blanco.

Compuesto 10 [4-PicGIy7]dOT:
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Los derivados de aminoacidos usados fueron Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH,
Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH y Mpa(Trt)-OH (Peptides International). La resina del péptido
completamente protegido se sintetizé manualmente, empezando de 1,33 g (0,65 mmol) de resina de Rink amida AM
(malla 200-400, Novabiochem). Se realizaron acoplamientos individuales mediados por DIC/HOBt/DMF con un
exceso de 3 veces de derivados de aminoacido Gly y Leu. El residuo de N-(4-picolil)glicina se introdujo con un
exceso de 4 veces de BrCH,CO,H/DIC/HOBt en DMF y posterior sustitucion de bromo con un exceso de 10 veces
de 4-picolilamina en DMF. Se realizé acoplamiento mediado por DIC/DCM con un exceso de 4 veces de Fmoc-
Cys(Trt)-OH y acoplamientos individuales mediados por DIC/HOBt/DMF con un exceso de 3 veces de derivados de
aminoacido Asn, GIn, lle, Tyr y Mpa. Los grupos Fmoc se eliminaron con piperidina al 20% en DMF. Tras la
terminacion de la sintesis en fase solida, la resina se traté con una solucion TFA/TIS/H,O 96/2/2 (v/viv) (50 ml)
durante 1,5 horas y se filtré. El filtrado se concentré al vacio y el péptido lineal crudo se precipitoé con éter dietilico. El
precipitado se disolvié en TFA puro (50 ml), se eché en una solucién magnéticamente agitada de acetonitrilo acuoso
al 5% (600 ml) y el péptido se oxidé anadiendo I, 0,1 M en metanol hasta que el color amarillo se mantuvo. El
exceso de yodo se redujo con acido ascorbico solido (Sigma-Aldrich) y el pH de la solucidon se ajustd a
aproximadamente 4 afiadiendo amoniaco concentrado (ac). La mezcla se cargd en una columna de HPLC y se
purificdé usando un tampén fosfato de trietilamonio con pH 5,2. El compuesto se eluyé con un gradiente de
acetonitrilo. Las fracciones con una pureza que superaba el 97% se juntaron, se diluyeron con agua (2 volimenes),
y se cargaron en una columna pre-equilibrada con AcOH al 2% (ac). El compuesto deseado se eluyé con un
gradiente rapido (3%/min) de acetonitrilo. Las fracciones que contenian el producto deseado se juntaron y
liofilizaron. Se obtuvieron 348,7 mg (~44% de rendimiento, basado en la carga de la resina de partida y asumiendo
un contenido en péptido del 85%) de polvo amorfo blanco. HPLC: Tr = 21,7 min, gradiente: 5% de B durante 0,5 min.
5—10% de B en 0,5 min, 10—30% de B durante 20 min y 100% de B durante 5 min, t = 40°C, solvente A TFA al
0,01% (ac), solvente B CH3CN al 70%, TFA al 0,01% (ac); pureza: 99,9%; MS (M+H)+: esperada 1043,4, observada
1043,4.

Compuesto 29; carba-6-[Phe2,MeOEtGIy7]dOT:

Los derivados de aminoacidos usados fueron Boc-Gly-OH y Boc-Leu-OH (Bachem), Fmoc-Hcy(t-butoxicarboniletil)-
OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH y Boc-Phe-OH (Peptides International). Fmoc-Hcy(t-
butoxicarboniletil)-OH se sintetizd6 como anteriormente.

La resina del péptido completamente protegido se sintetizd manualmente, empezando de 1,33 g de resina MBHA
(0,94 mmol, Novabiochem). La resina se neutralizé con TEA al 10% en DCM. Se realizaron acoplamientos
individuales mediados por DIC/DCM con un exceso de 1,7 veces de aminoacidos Boc-Gly-OH y Boc-Leu-OH. El
residuo N-(2-metoxietil)glicina se introdujo con un exceso de 3,6 veces de BrCH,CO;H/DIC/HOBt en DMF y posterior
sustitucién de bromo con un exceso de 7 veces de 2-metoxietilamina y un exceso de 4 veces de DIPEA en DMF (10
ml); la reaccion se agité durante 5 horas. Se realizaron el acoplamiento individual mediado por DIC/DCM con un
exceso de 4 veces de Fmoc-Hcy(t-butoxicarboniletil)-OH y acoplamientos individuales mediados por DIC/HOBt/DMF
con un exceso de 3 veces de derivados de aminoacido Asn y GIn. Los dos acoplamientos individuales finales con
Fmoc-lle-OH y Boc-Phe-OH se realizaron con DIC/DCM para proporcionar el péptido lineal unido a la resina
protegido deseado. Los grupos Fmoc se eliminaron con piperidina al 20% en DMF. La resina se tratd con una
solucion de TFA/TIS/H,O 95/3/2 (viviv) durante 2 horas para eliminar los grupos tritilo, Boc y t-butilo. Se afiadieron
BOP (4 eq) y DIPEA (10 eq) a una suspension agitada de la resina en DMF (10 ml); después de 2 horas se
afnadieron PyBOP (2 eq) y DIPEA (5 eq). El péptido se corto6 de la resina usando 70 ml de HF anhidrido que contenia
5 ml de anisol a 0°C durante 90 minutos. El HF se elimino al vacio y el péptido lineal crudo se lavé con éter dietilico
(300 ml). El péptido se disolvio en AcOH/CH3CN/H.O 1/2/7 (v/viv) (400 ml). La mezcla resultante se cargd
directamente en una columna de HPLC y se purificé usando un tampoén fosfato de trietilamonio con pH 2,3. El
compuesto se eluyé con un gradiente de acetonitrilo. Las fracciones con una pureza que superaba el 97% se
juntaron, se diluyeron con agua (2 voliumenes), y se cargaron en una columna pre-equilibrada con acido acético al
2% (ac). El compuesto deseado se eluyé con una gradiente de AcOH al 1%/CHsCN. Las fracciones que contenian el
producto deseado se juntaron y liofilizaron.

Se obtuvieron 292,7 mg (~27% de rendimiento, basado en la carga de la resina de partida y asumiendo un contenido
en péptido del 85%) de polvo amorfo blanco. HPLC: Tr = 16,7 min, gradiente: 5% de B durante 0,5 min. 5—-30% de
B en 0,5 min, 30—50% de B durante 20 min y 100% de B durante 5 min, t = 40°C, solvente A TFA al 0,01% (ac),
solvente B CH3CN al 70%, TFA al 0,01% (ac); pureza: 100,0%; MS (M+H)+: esperada 976,5, observada 976,3.

Los otros compuestos se prepararon por una variacion analoga de estos procedimientos sintéticos.

Experimental (ensayos biolégicos)

Ensayos del receptor in vitro:
Se determiné la actividad agonista de los compuestos en el receptor de hOT en un ensayo transcripcional de gen

indicador mediante transfeccion transitoria de un ADN de expresion del receptor de hOT en una linea de células de
ovario de hamster chino (CHO) conjuntamente con un ADN indicador que contenia elementos del promotor que
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responde a calcio intracelular regulando la expresion de la luciferasa de luciérnaga. Véase, Boss, V., Talpade, D.J.,
Murphy, T.J. J. Biol. Chem., 3 de Mayo 1996; 271(18), 10429-10432 para orientacion adicional sobre este ensayo.
Las células se expusieron a diluciones en serie de los compuestos diluidos 10 veces por dosis durante 5 horas,
seguido por la lisis de las células, determinacion de la actividad luciferasa, y determinacion de las eficacias de los
compuestos y valores de CEsp mediante regresion no lineal. Se usé oxitocina (OT) como un control interno en cada
experimento, y los compuestos se probaron en al menos tres experimentos independientes. Para determinar la
selectividad, los compuestos se ensayaron ademas en ensayos transcripcionales de gen indicador basados en
luciferasa expresando el receptor de vasopresina humana (hVa).

Para fines comparativos adicionales también se usé carbetocina como un compuesto de referencia.

Los resultados de los ensayos in vivo se representan en la tabla 2 a continuacion. El valor de CEsp dado es la media
geométrica expresada en nanomol/l (nM). Los valores de selectividad se dan como cocientes de CEsp.

Tabla 2: Resultados de las pruebas bioldgicas

Compuesto CEso para el CEso para el Selectividad
probado receptor de hOT receptor de hV; hVo/hOT
1 0,980 688,22 702
2 0,817 671,12 822
3 0,207 446,76 2158
4 0,033 17,70 544
5 0,370 448,67 1211
6 0,064 39,95 629
7 0,062 34,78 558
8 0,116 65,55 565
9 0,114 61,79 544
10 0,464 384,04 828
11 0,026 58,54 2217
12 0,011 29,78 2607
13 0,121 67,81 562
14 0,005 77,11 15124
15 0,040 101,77 2533
16 0,009 57,29 6067
17 0,023 47,27 2014
18 0,115 180,32 1561
19 0,012 82,03 6607
20 0,030 80,29 2659
21 0,006 9,87 1729
22 0,063 77,83 1245
23 0,148 83,55 565
24 0,016 86,10 5469
25 0,058 159,44 2736
26 0,072 226,14 3160
27 0,189 238,02 1259
28 0,847 1264,33 1493
29 0,957 1100,45 1149
30 0,109 69,68 639
31 0,297 760,80 2564
32 0,051 35,83 705
33 0,046 100,71 2203
34 0,405 718,38 1774
35 0,122 72,66 597
36 0,859 2551,62 2970
37 0,228 441,72 1941
38 0,271 227,03 839
39 0,254 2058,97 8115
40 0,069 1024,67 14945
41 0,227 1999,84 8793
42 0,086 1192,93 13901
43 0,104 123,61 1187
44 0,023 55,14 2404
45 0,036 140,24 3914
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46 0,039 140,36 3632
47 0,228 1415,28 6221
48 0,089 253,03 2854
49 0,08 328,57 4293
50 0,077 212,57 2761
51 0,045 161,91 3614
52 0,779 3005,36 3860
53 0,562 1613,76 2870
54 0,013 496,61 37735
oxitocina 2,34 7,33 3
carbetocina 0,70 171,98 244

Los resultados anteriores indican que los compuestos de ejemplo estan dentro del ambito de la invencion y pueden,
por ejemplo, ser utiles en el tratamiento seguro y eficaz de seres humanos para inducir el parto, controlar la atonia
5 uterina, fomentar y mantener la lactancia, etc.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado de un grupo que consiste en:

&

5 Compuesto 11

/\)J\ gln—Asn

Compuesto 12

n—au

Leu—Gly-NH,

A

10
OH
o}
/\/u\ IIe—GIn—Asn
S N
| " L
S Leu—Gly-NH,
Compuesto 14
OH
(o}
/\)‘\ IIe—GIn—Asn
S N
| " \)k
3 - Leu—Gly-NH,
15
Compuesto 15
OH
o
/\)I\ lle—GIn— Asn
S N
S Leu—Gly-NH,
20

Compuesto 16



ES 2 488 992 T3

" K'(N
0]
Compuesto 19

U g
SN

5 Compuesto 20

/\/u\ —GIn-Asn
T
S \)l\Leu—Gly-NHz

I\'(
Compuesto 24

s/\)oku/gm—fxsn 9
I L

" |\”/

n—~m

Leu—Gly-NH,

n——-~um

Leu—Gly-NH,

°\

Leu—Gly-NH,
10
Compuesto 25
OH
(o]
/\)k Ie—Gln—Asn

S N

| i \)J\

S Leu—Gly-NH,

o

15

Compuesto 26



ES 2 488 992 T3

OH

/\/”\ lle—GIn—Asn_

S NH (o]

I - N\)‘\

S W Leu—Gly-NH,

(0]

Iz

Compuesto 31
' S
0 \
/\/"\ le—GIn—Asn ~
S N “NH
H
I e N\i
w Leu—Gly-NH,

5 _ o

1
(o)

Compuesto 36

OH
o
/\)l\ lle—Gln—Asn_
S N NH o)
H

\\‘\“‘u

Leu—Gly-NH
0

10
Compuesto 39
(0}
lle—Gln—Asn_
N NH o
H
o o N\)I\
S w Leu—Gly-NH,
o}
Compuesto 40
15

o]
/\)l\ Ie—GIn—Asn\
S N NH (o]
: H

|
© \\\““‘“Iﬁl/

o

Leu—Gly-NH,

Compuesto 41



ES 2 488 992 T3

0
lle—GIn—Asn_
(\/H\N NH o
H
o N\)k
S A Leu—Gly-NH,

o

Compuesto 42

(o] .
/\/“\ lle—Gln—Asn_
S u NH o]
v

| 0 \\\\\“""\H/

5 ‘ o

Leu—Gly-NHz

Compuesto 44

OH

(0]
/\/“\ le—GIn—Asn_
S N NH (o)
H
I N\/lk

1
o \\\\““"\\"/

Leu—Gly-NH;
(o)
10
Compuesto 45
OH
F
0
/\/“\ lle—GlIn—Asn_
S N NH o
H
| O - N\/Ik
w Leu—Gly-NH;
(o)
15
Compuesto 46



ES 2 488 992 T3

OH
o]
lle—GIn—Asn_
N NH o
H
N
S

° \\‘\“"‘l\\"/

o

Leu—Gly-NH;

Compuesto 47

A F
/\/L lle—GIn—Asn_
T u NH

(o)
o o N \/ﬂ\
i Leu—Gly-NH,

o
5
Compuesto 48
OH
S
0 \
,/\)‘\ lie—GIn—Asn_ ~
N NH (o]
H
S o Leu—Gly-NH,
O
Compuesto 49
10
OH
F
o]
lle—GIn—Asn_
H
S » Leu—Gly-NH,
. (0]
Compuesto 50
OH
o}
lle—GIn—Asn_
N NH o}
H
© N\)l\
S - Leu—Gly-NH,
o
15

Compuesto 51



ES 2 488 992 T3

2,

W’ \\n/N
W
o
Compuesto 52

Nv=s

e \(

Leu—Gly-NH,

>

Leu—Gly-NH;
5
Compuesto 53
o]
/\)l\ -—Gln—Asn
N
T ) \/“\
- o '\n/ Leu—GIy-NHz
Compuesto 54
10
le—GIn-Asn ’)/
S W \)j\Leu—Gly-NHz
2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto se selecciona del grupo que consiste en:
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Un compuesto segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto es:
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Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para su uso como un farmaco.

Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 13
como principio activo junto con un adyuvante, diluyente o soporte farmacéuticamente aceptable.

Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para su uso en el tratamiento de uno o mas de
afecciones de lactancia alterada, deterioro de la induccién del parto, afecciones de atonia uterina, hemorragia
excesiva, inflamacion, dolor, dolor abdominal, dolor de espalda, disfuncion sexual masculina y femenina,
sindrome del intestino irritable (Sll), estrefiimiento, obstrucciéon gastrointestinal, autismo, estrés, ansiedad,
depresion, trastorno de ansiedad, pérdida quirirgica de sangre, hemorragia puerperal, cicatrizacion, infeccion,
mastitis, deterioro en la expulsion de la placenta y osteoporosis.

Uso de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento de afecciones de lactancia alterada, deterioro de la induccién del parto, afecciones de
atonia uterina, hemorragia excesiva, inflamacion, dolor, dolor abdominal, dolor de espalda, disfuncién sexual
masculina y femenina, sindrome del intestino irritable (Sll), estrefiimiento, obstruccion gastrointestinal,
autismo, estrés, ansiedad, depresion, trastorno de ansiedad, pérdida quirdrgica de sangre, hemorragia
puerperal, cicatrizacion, infeccion, mastitis, deterioro en la expulsion de la placenta y osteoporosis.
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