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DESCRIPCION
GLYX-13 para uso en un método para tratar depresién que no responde al tratamiento
Referencia a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud de patente de EE.UU. n.° 61/248.650, presentada el 5 de octubre de
20009.

Antecedentes

El sistema nervioso central (SNC) de mamiferos emplea muchos péptidos neuroactivos para realizar una
sefializacion especializada dentro del cerebro y la médula espinal, incluyendo los péptidos neuroactivos
somatostatina, colecistocinina, VIP, sustancia P, encefalina, neuropéptido Y (NPY), neurotensina, TRH, CCK y
dinorfina (véase generalmente The Biochemical Basis of Neuropharmacology, Cooper, Bloom y Roth, 52 ed., Oxford
University Press, Nueva York, 1986). El cuidadoso esclarecimiento de las complejas rutas de sefializacién, que
funcionan en el SNC, ha conducido a la identificacion de receptores especificos modulados por estos péptidos
neuroactivos que presentan importantes dianas terapéuticas para diversos trastornos asociados con el SNC.

El receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) (NMDAR), es un receptor de este tipo que se ha implicado en trastornos
neurodegenerativos incluyendo muerte de neuronas relacionada con accidente cerebrovascular, trastornos
convulsivos, y aprendizaje y memoria. NMDAR también desempefia un papel central en la modulacion de la
transmision sinaptica normal, plasticidad sinaptica y excitotoxicidad en el sistema nervioso central. EI NMDAR esta
implicado ademas en la potenciacién a largo plazo (LTP). LTP es el refuerzo persistente de conexiones neuronales
gue subyace al aprendizaje y la memoria (véase Bliss y Collingridge, 1993, Nature 361:31-39).

Se han caracterizado dos clases generales de receptores de glutamato en el sistema nervioso central (SNC). Son
los receptores de glutamato metabotrépicos, que pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G de
proteinas de sefializacion, y los receptores de glutamato ionotrépicos (Muir y Lees, Stroke, 1995, 26, 503-513). La
clase ionotrépica se subdivide ademas en los subtipos de receptores de AMPA, kainato y NMDA por los ligandos
selectivos que los activan.

Los receptores de glutamato ionotrépicos contienen un canal de iones dependiente de ligando, que sirve como
modulador de la transmision sinaptica. El receptor de NMDA (NMDAR) es Unico porque requiere tanto glutamato
como glicina para su activacion y posterior apertura del canal de iones (Mothet et al., Proc. Nat. Acad. Sci., 2000, 97,
4926-4931). Recientes estudios han demostrado que el sitio de glicina puede servir para modular la actividad de
transmision sinaptica de glutamato en el NMDAR. Por tanto, pueden usarse los sitios tanto de glutamato como de
glicina para la modulacion de la actividad de NMDAR.

El NMDAR se activa mediante la unién de NMDA, glutamato (Glu) y aspartato (Asp). Se antagoniza de manera
competitiva por D-2-amino-5-fosfonovalerato (D-AP5; D-APV), y se antagoniza de manera no competitiva por
fenilciclidina (PCP) y MK-801. Lo mas interesante es que el NMDAR se coactiva mediante glicina (Gly) (Kozikowski
et al., 1990, Journal of Medicinal Chemistry 33:1561-1571). La unién de glicina se produce en un sitio regulador
alostérico en el complejo de NMDAR, y esto aumenta tanto la duracion del tiempo de apertura del canal como la
frecuencia de la apertura del canal de NMDAR.

Recientes estudios clinicos con seres humanos han identificado NMDAR como diana novedosa de alto interés para
el tratamiento de la depresion. Estos estudios realizados usando antagonistas de NMDAR conocidos, CPC-101,606
y ketamina, han mostrado reducciones significativas en la puntuacion de clasificacion de la depresion de Hamilton en
pacientes que padecen depresion que no responde al tratamiento. Aunque la eficacia fue significativa, los efectos
secundarios de usar estos antagonistas de NDMAR fueron graves.

Se han desarrollado compuestos agonistas y antagonistas de molécula pequefia que modulan NMDA para su
posible uso terapéutico. Sin embargo, muchos de ellos estan asociados con indices terapéuticos muy estrechos y
efectos secundarios indeseables incluyendo alucinaciones, ataxia, comportamiento irracional y toxicidad significativa,
limitando todos ellos su eficacia y/o seguridad.

Ademas, el 50% o méas de los pacientes con depresidn no experimentan una respuesta terapéutica adecuada a
farmacos administrados conocidos. En la mayoria de los casos, se necesitan 2 0 mas semanas de terapia
farmacolégica antes de observar una mejora significativa, tal como se indica en un estudio abierto sobre el
tratamiento farmacolégico de la depresion (Rush et al, Am. J. Psychiatry 2006, 163: 1905). Actualmente no hay
ningun tratamiento eficaz individual para la depresion, ansiedad y otras enfermedades relacionadas.

Por tanto, sigue existiendo una necesidad de tratamientos mejorados de la depresién, ansiedad y/u otras
enfermedades relacionadas con compuestos que proporcionen una eficacia aumentada y efectos secundarios
indeseables reducidos.
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Sumario

La presente invencion se define en las reivindicaciones. La presente invencion se refiere a GLYX-13 para uso en un
método para tratar depresion que no responde al tratamiento en un paciente resistente al tratamiento que lo
necesita, en el que GLYX-13 debe administrarse a dicho paciente, mediante lo cual se alivia sustancialmente al
menos un sintoma en dicho paciente en el plazo de aproximadamente 14 dias.

Por consiguiente, se describe la administracién de compuestos que interaccionan funcionalmente con el sitio de
glicina de NMDAR para el tratamiento de la depresion, ansiedad y otras enfermedades relacionadas.

También se describe la administracion de un compuesto peptidico de di-pirrolidina que comprende la secuencia Thr-
Pro-Pro-Thr (SEQ ID NO: 13) mostrada a modo de ejemplo por la férmula | (GLYX-13) para el tratamiento de la
depresion, ansiedad y otras enfermedades relacionadas en mamiferos, incluyendo seres humanos.

También se describe en el presente documento un método de tratamiento de manera aguda de sintomas de
depresién en un paciente que lo necesita, que comprende administrar una cantidad eficaz de GLYX-13, por ejemplo,
en una Unica dosis unitaria. Tales métodos pueden aliviar al menos un sintoma de depresion del paciente
aproximadamente 2 semanas 0 menos, 1 semana o0 menos, 1 dia o0 menos, 1 hora o menos (por ejemplo 15 minutos
0 menos, media hora 0 menos) tras dicha administracion.

Ademas se describe en el presente documento un método de tratamiento de la depresion que no responde al
tratamiento en un paciente resistente a otros antidepresivos, en el que se le administra al paciente una cantidad
eficaz de GLYX para aliviar al menos un sintoma de depresion. En determinadas realizaciones, el paciente
resistente al tratamiento se identifica como uno que se ha tratado con al menos dos tipos de tratamientos
antidepresivos antes de la administracion de GLYX-13. En otras realizaciones, el paciente resistente al tratamiento
es uno que se identifica como que no esta dispuesto 0 no puede tolerar un efecto secundario de al menos un tipo de
tratamiento antidepresivo.

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 muestra péptidos de GLYX a modo de ejemplo;

la figura 2 muestra los resultados de pruebas de Porsolt realizadas con el fin de acceder a la accion antidepresiva de
GLYX-13;

la figura 3 muestra los resultados de pruebas de Porsolt realizadas con el fin de acceder a la accion antidepresiva de
GLYX-13 a lo largo de un intervalo de concentraciones mediante administracion o bien intravenosa o bien
subcutanea;

la figura 4 muestra los resultados de pruebas de Porsolt realizadas con el fin de acceder a la accion antidepresiva de
GLYX-13 administrado a la corteza prefrontal media;

la figura 5 muestra los resultados de pruebas de Porsolt realizadas con el fin de evaluar la accion antidepresiva de
GLYX-13 en comparacion con un péptido desordenado;

la figura 6 muestra los resultados de pruebas en campo abierto realizadas con el fin de acceder a la accion
ansiolitica de GLYX-13;

la figura 7 muestra los resultados de pruebas de campo abierto realizadas con el fin de acceder a la accion
ansiolitica de GLYX-13 a lo largo de un intervalo de concentraciones mediante administracion o bien intravenosa o
bien subcutanea;

la figura 8 muestra los resultados de pruebas de Porsolt y pruebas de campo abierto realizadas con el fin de
determinar el periodo de tiempo que persiste la accion antidepresiva y ansiolitica de GLYX-13;

la figura 9 muestra analisis mediante qrt-PCR de la expresion de ARNm cortical de NMDA tras juegos activos y
bruscos (RTP);

la figura 10 muestra que el comportamiento de RTP provoca altas tasas de vocalizaciones ultrasénicas de 50 kHz y
que la derrota social provoca altas tasas de vocalizaciones ultrasénicas de 22 kHz aversivas; y

la figura 11 muestra efectos de GLYX-13 sobre RTP en ratas.
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Descripcion detallada

La depresion es un problema psicolégico comun y se refiere a un estado mental de estado de animo bajo y aversion
a la actividad. Diversos sintomas asociados con depresion incluyen sentimientos de tristeza o ansiedad persistentes,
sentimientos de impotencia, desesperanza, pesimismo y/o inutilidad, poca energia, inquietud, irritabilidad, fatiga,
pérdida de interés en actividades o hobbies agradables, dormir en exceso, comer en exceso, pérdida de apetito,
insomnio, pensamientos de suicidio e intentos de suicidio. La presencia, gravedad, frecuencia y duraciéon de los
sintomas mencionados anteriormente pueden variar de un caso a otro.

Los estados de depresién mas comunes incluyen trastorno depresivo mayor y trastorno distimico. Otros estados de
depresién se desarrollan en circunstancias Unicas. Tales estados de depresién incluyen, pero no se limitan a,
depresion psicotica, depresion posparto, trastorno afectivo estacional (SAD), trastorno del estado de &nimo,
depresiones provocadas por estados médicos cronicos tales como céancer o dolor crénico, quimioterapia, estrés
cronico, trastornos de estrés postraumatico y trastorno bipolar (o trastorno depresivo maniaco).

La depresion que no responde al tratamiento se produce en pacientes que padecen depresion que resisten a
tratamientos farmacoldgicos convencionales, incluyendo antidepresivos triciclicos, MAOI, SSRI e inhibidores de
captacién dobles y triples y/o farmacos ansioliticos, asi como tratamientos no farmacoldgicos tales como
psicoterapia, terapia electroconvulsiva, estimulacion del nervio vago y/o estimulacion magnética transcraneal. Un
paciente resistente al tratamiento puede identificarse como uno que no logra experimentar alivio de uno o mas
sintomas de depresion (por ejemplo, sentimientos de tristeza o ansiedad persistentes, sentimientos de impotencia,
desesperanza, pesimismo) a pesar de someterse a uno o mas tratamientos farmacolégicos o no farmacologicos
convencionales. En determinadas realizaciones, un paciente resistente al tratamiento es uno que no logra
experimentar alivio de uno o mas sintomas de depresion a pesar de someterse a tratamiento con dos farmacos
antidepresivos diferentes. En otras realizaciones, un paciente resistente al tratamiento es uno que no logra
experimentar alivio de uno 0 méas sintomas de depresion a pesar de someterse a tratamiento con cuatro farmacos
antidepresivos diferentes. Un paciente resistente al tratamiento también puede identificarse como uno que no esta
dispuesto 0 que no puede tolerar los efectos secundarios de uno 0 mas tratamientos farmacolégicos o no
farmacoldgicos convencionales. En determinadas realizaciones, la invencion se refiere a métodos para tratar la
depresion que no responde al tratamiento mediante la administracion de una cantidad eficaz de GLYX-13 a un
paciente resistente al tratamiento que lo necesita.

Péptidos de GLYX

Tal como se usa en el presente documento, el término “péptido de GLYX” se refiere a un péptido que tiene actividad
agonista/antagonista parcial del sitio de glicina de NMDAR. Pueden obtenerse péptidos de GLYX mediante métodos
recombinantes o de sintesis bien conocidos tales como los descritos en las patentes estadounidenses 5.763.393 y
4.086.196 incorporadas en el presente documento como referencia. En la figura 1 se ilustran péptidos a modo de
ejemplo. En algunas realizaciones, GLYX se refiere a un tetrapéptido que tiene la secuencia de aminoacidos Thr-
Pro-Pro-Thr (SEQ ID NO: 13), o L-treonil-L-prolil-L-prolil-L-treonina-amida.

Por ejemplo, GLYX-13 se refiere al compuesto representado como:

,OH

.NH,

Férmula |

También se contemplan polimorfos, hidratos, solvatos, bases libres, formas de sal adecuadas de GLYX 13 tales
como, pero sin limitarse a, la sal de acetato. El péptido puede ser una forma ciclada o no ciclada tal como se
describe adicionalmente en el documento US 5.763.393. Se dan a conocer agonistas parciales del sitio de glicina de
NMDAR en los documentos US 5.763.393, US 6.107.271, y Wood et al., NeuroReport, 19, 1059-1061, 2008.
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Métodos

GLYX-13 puede actuar principalmente en NMDAR que contienen NR2B, y puede no presentar los efectos
secundarios clasicos de moduladores de NMDAR conocidos tales como CPC-101,606 y ketamina. Por ejemplo,
estudios in vitro muestran que GLYX-13 puede aumentar notablemente la potenciacion a largo plazo (LTP) al tiempo
gue reduce simultaneamente la depresion a largo plazo (LTD) en cultivos organotipicos de hipocampo de rata.

Adicionalmente, GLYX-13 puede tener una mejor penetracion de la barrera hematoencefalica (BBB) en comparacién
con muchos de los ligandos del sitio de glicina anteriores (Leeson & Iversen, J. Med. Chem. 37:4053-4067, 1994) y
puede atravesar facilmente la BBB. En algunas realizaciones, GLYX-13 o una composicién que comprende GLYX-
13 puede proporcionar una mejor potencia in vivo i.v. y/o concentracion de nivel en el cerebro, con respecto a los
niveles en plasma.

Adicionalmente, GLYX-13 puede tener un amplio indice terapéutico en comparacion con otros antagonistas del sitio
de glicina tales como L-701,324, u otros antagonistas del sitio de glicina que tienen indices terapéuticos estrechos,
gue dan como resultado un intervalo de dosis muy estrecho entre efectos terapéuticos y ataxia. Por ejemplo, L-
701,324 tenia efectos anticonvulsivos a dosis que producian ataxia (Bristow, et al, JPET 279:492-501, 1996). De
manera similar, una serie de compuestos de Merz tenian efectos anticonvulsivos a dosis que producian ataxia
(Parsons, et al., JPET283:1264-1275, 1997).

GLYX-13 puede proporcionar un alto indice terapéutico. Por ejemplo, GLYX-13 puede ser terapéuticamente eficaz
para la depresion y/o ansiedad con un intervalo de dosis i.v. de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg/kg.
En algunas realizaciones, no se produce ataxia, por ejemplo a una dosis de 500 mg/kg, i.v.

También se describe el uso de un péptido o péptidos de GLYX solos 0 en combinacién con uno o0 mas de otros
tratamientos antidepresivos, tales como, antidepresivos triciclicos, MAO-I, SSRI e inhibidores de la captacién dobles
y triples y/o farmacos ansioliticos para la fabricacién de un medicamento para tratar la depresién, ansiedad y/u otras
enfermedades relacionadas que incluye proporcionar alivio de la depresion, ansiedad y prevenir la recidiva de la
depresion y ansiedad. Los farmacos a modo de ejemplo que pueden usarse en combinacién con un péptido de
GLYX incluyen Anafranil, Adapin, Aventyl, Elavil, Norpramin, Pamelor, Pertofrane, Sinequan, Surmontil, Tofranil,
Vivactil, Parnate, Nardil, Marplan, Celexa, Lexapro, Luvox, Paxil, Prozac, Zoloft, Wellbutrin, Effexor, Remeron,
Cymbalta, Desyrel (trazodona) y Ludiomill.

También se describen en el presente documento métodos de tratamiento de la depresién que incluyen administrar
péptidos de GLYX en combinacion con (por ejemplo simultanea o secuencialmente) otros tratamientos no
farmacoldgicos tales como psicoterapia, terapia electroconvulsiva, estimulacion del nervio vago y/o estimulacion
magnética transcraneal.

Se espera tratar una variedad de estados de depresion segin este aspecto de la invenciéon sin afectar al
comportamiento ni a la coordinacién motora, y sin inducir ni promover actividad convulsiva. Los estados de
depresién a modo de ejemplo que se espera tratar segun este aspecto de la invencién incluyen, pero no se limitan a,
trastorno depresivo mayor, trastorno distimico, depresion psicética, depresién posparto, sindrome premenstrual,
trastorno disférico premenstrual, trastorno afectivo estacional (SAD), ansiedad, trastorno del estado de animo,
depresiones provocadas por estados médicos crénicos tales como cancer o dolor crénico, quimioterapia, estrés
cronico, trastornos de estrés postraumatico, y trastorno bipolar (o trastorno maniaco-depresivo). Ademas, los
pacientes que padecen cualquier forma de depresioén con frecuencia experimentan ansiedad. Diversos sintomas
asociados con la ansiedad incluyen miedo, panico, palpitaciones cardiacas, dificultad para respirar, fatiga, nduseas y
cefaleas entre otros. Se espera que los métodos del presente estado puedan usarse para tratar la ansiedad o
cualquiera de los sintomas de la misma.

Ademads, se espera tratar una variedad de otros estados neuroldgicos segun los métodos de la invencion. Los
estados a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, un trastorno del aprendizaje, trastorno autista, trastorno
por déficit de atencién con hiperactividad, sindrome de Tourette, fobia, trastorno de estrés postraumatico, demencia,
demencia por SIDA, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, espasticidad,
mioclonia, espasmo muscular, trastorno bipolar, un trastorno por drogadiccion, incontinencia urinaria y esquizofrenia.

También se describen en el presente documento métodos de tratamiento de la depresion en pacientes resistentes al
tratamiento o tratamiento de la depresién que no responde al tratamiento, por ejemplo, pacientes que padecen un
trastorno de depresion que no responde, y/o no ha respondido, a ciclos adecuados de al menos otro, o al menos
otros dos, compuestos 0 agentes terapéuticos antidepresivos. Por ejemplo, en el presente documento se describe
un método de tratamiento de la depresion en un paciente resistente al tratamiento, que comprende a) opcionalmente
identificar el paciente como resistente al tratamiento y b) administrar una dosis eficaz de GLYX-13 a dicho paciente.

En el presente documento, en una realizacion, se describen métodos de tratamiento de manera aguda de sintomas

de depresién en un paciente que lo necesita, que comprenden administrar una cantidad eficaz de GLYX-13, por
ejemplo, en una Unica dosis unitaria. Tales métodos pueden aliviar al menos un sintoma de depresién del paciente
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aproximadamente 2 semanas 0 menos, 1 semana 0 menos, 1 dia 0 menos, 1 hora o menos (por ejemplo 15 minutos
0 menos, media hora 0 menos) tras dicha administracién. Por ejemplo, en el presente documento se proporciona un
método que comprende administrar una cantidad eficaz de GLYX-13 a un paciente que padece depresion, en el que
se alivia sustancialmente al menos un sintoma de depresion en dicho paciente sustancialmente antes tras la primera
administracion de GLYX-13, en comparacion con el mismo paciente al que se le administra un compuesto
antidepresivo distinto de GLYX-13.

Los sintomas de depresion, y el alivio de los mismos, puede determinarlos un médico o psicdlogo, por ejemplo
mediante un examen del estado mental. Los sintomas incluyen pensamientos de desesperanza, autolesion o
suicidio y/o una ausencia de pensamientos o planes positivos.

Dosificaciones

La dosificacion de cualquier composicion descrita en el presente documento variara dependiendo de los sintomas, la
edad y el peso corporal del paciente, la naturaleza y gravedad del trastorno que va a tratarse o prevenirse, la via de
administracion, y la forma de la composicion objeto. Cualquiera de las formulaciones objeto puede administrarse en
una Unica dosis o en dosis divididas. Las dosificaciones para las composiciones pueden determinarse facilmente
mediante técnicas conocidas por los expertos en la técnica o tal como se ensefia en el presente documento.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de péptido de GLYX requerida para uso en terapia varia con la forma del
estado de depresion que estd tratdndose, el periodo de tiempo de tratamiento deseado, la edad y el estado del
paciente, y en Ultima instancia la determina el médico encargado. Sin embargo, en general, las dosis empleadas
para el tratamiento de seres humanos adultos estan normalmente en el intervalo de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 1000 mg/kg al dia. La dosis puede ser de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente
100 mg/kg al dia. La dosis deseada puede administrarse convenientemente en una Unica dosis, 0 como multiples
dosis administradas a intervalos apropiados, por ejemplo como dos, tres, cuatro o mas subdosis al dia.

Puede necesitarse identificar una cantidad o dosis eficaz, y cualquier posible efecto sobre el momento de la
administracion de la formulacion, para cualquier composicién particular de la presente invencion. Esto puede
lograrse mediante experimentos rutinarios tal como se describe en el presente documento, usando uno o mas
grupos de animales (preferiblemente al menos 5 animales por grupo) o en ensayos con seres humanos si es
apropiado. La eficacia de cualquier composicion objeto y método de tratamiento o prevencién puede evaluarse
administrando la composicion y evaluando el efecto de la administracion midiendo uno o més indices aplicables, y
comparando los valores tras el tratamiento de estos indices con los valores de los mismos indices antes del
tratamiento.

El momento preciso de administracion y la cantidad de cualquier composicidn objeto particular que proporcionaran el
tratamiento mas eficaz en un paciente dado dependeran de la actividad, farmacocinética y biodisponibilidad de una
composicién objeto, el estado fisiolégico del paciente (incluyendo edad, sexo, tipo y estadio de enfermedad, estado
fisico general, sensibilidad a una dosificacion dada y tipo de medicacion), la via de administracién y similares. Las
directrices presentadas en el presente documento pueden usarse para optimizar el tratamiento, por ejemplo,
determinando el momento y/o la cantidad 6ptimos de administracion, lo que no requerird mas que experimentacion
de rutina que consiste en monitorizar al sujeto y ajustar la dosificacion y/o el momento.

Mientras se trata al sujeto, puede monitorizarse la salud del paciente midiendo uno o més de los indices relevantes
en momentos predeterminados durante el periodo de tratamiento. El tratamiento, incluyendo la composicion,
cantidades, momentos de administracion y formulacion, puede optimizarse segun los resultados de tal
monitorizacién. Puede reevaluarse periédicamente al paciente para determinar el grado de mejora midiendo los
mismos parametros. Pueden realizarse ajustes en la(s) cantidad(es) de la composicion objeto administrada y
posiblemente en el momento de la administracién basandose en estas reevaluaciones.

Puede iniciarse el tratamiento con dosificaciones menores que son inferiores a la dosis 6ptima del compuesto.
Posteriormente, puede aumentarse la dosificacion en incrementos pequefios hasta que se alcanza el efecto
terapéutico optimo.

El uso de las composiciones objeto puede reducir la dosificacion requerida para cualquier agente individual
contenido en las composiciones porque la aparicion y la duracion del efecto de los diferentes agentes pueden ser
complementarias.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de las composiciones objeto pueden determinarse mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales de experimentacion, por ejemplo, para determinar la
DL50 y la DESO0.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivo celular y estudios con animales pueden usarse para formular

un intervalo de dosificacion para uso en seres humanos. La dosificacion de cualquier composicion objeto se
encuentra preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o
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ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion
empleada y la via de administracion utilizada. Para las composiciones de la presente invencion, la dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular.

Formulaciones

Los péptidos de GLYX pueden administrarse por diversos medios, dependiendo de su uso previsto, tal como se
conoce bien en la técnica. Por ejemplo, si deben administrarse las composiciones por via oral, pueden formularse
como comprimidos, capsulas, granulos, polvos o jarabes. Alternativamente, pueden administrarse formulaciones por
via parenteral como inyecciones (intravenosas, intramusculares o subcutaneas), preparaciones para infusion por
goteo o supositorios. Para la aplicacion mediante la via de la membrana mucosa oftadlmica, pueden formularse
composiciones de la presente invencion como colirios o pomadas para los ojos. Estas formulaciones pueden
prepararse mediante medios convencionales, y, si se desea, pueden mezclarse las composiciones con cualquier
aditivo convencional, tal como un excipiente, un aglutinante, un agente disgregante, un lubricante, un correctivo, un
agente solubilizante, un adyuvante de suspension, un agente emulsionante o un agente de recubrimiento.

También puede administrarse ADN que codifica para los péptidos de GLYX, incorporado en un vector de expresion,
usando cualquiera de los métodos de administracién conocidos, para expresar los péptidos de GLYX in vivo.

En las formulaciones descritas en el presente documento, pueden estar presentes agentes humectantes,
emulsionantes y lubricantes, tales como laurilsulfato de sodio y estearato de magnesio, asi como agentes
colorantes, agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes,
conservantes y antioxidantes, en los agentes formulados.

Las composiciones objeto pueden ser adecuadas para la administracion oral, topica (incluyendo bucal y sublingual),
rectal, vaginal, como aerosol y/o parenteral. Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de
dosificacion unitaria y pueden prepararse mediante cualquier método bien conocido en la técnica de farmacia. La
cantidad de composicion que puede combinarse con un material portador para producir una Unica dosis puede variar
dependiendo del sujeto que esta tratdndose y del modo de administracion particular.

Los métodos de preparacion de estas formulaciones incluyen la etapa de poner en asociacion las composiciones de
la presente invencidon con el portador y, opcionalmente, uno o mas componentes auxiliares. En general, las
formulaciones se preparan poniendo en asociacion, de manera uniforme e intima, agentes con portadores liquidos, o
portadores solidos finamente divididos, o ambos, y entonces, si es necesario, conformando el producto.

Las formulaciones adecuadas para la administracién oral pueden estar en forma de capsulas, sellos, pildoras,
comprimidos, pastillas para chupar (usando una base aromatizada, habitualmente sacarosa y goma arabiga o
tragacanto), polvos, granulos, o como una disoluciéon o una suspensién en un liquido acuoso o no acuoso, 0 como
una emulsién liquida de aceite en agua o de agua en aceite, 0 como un elixir o jarabe, o0 como pastillas (usando una
base inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga), conteniendo cada uno una cantidad
predeterminada de una composicidon objeto de la misma como principio activo. Las composiciones de la presente
invencion también pueden administrarse como bolo, electuario o pasta.

En las formas de dosificacién sélidas para la administracién oral (capsulas, comprimidos, pildoras, grageas, polvos,
granulos y similares), se mezcla la composicion objeto con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables,
tales como citrato de sodio o fosfato de dicalcio, y/o cualquiera de los siguientes: (1) cargas o diluyentes, tales como
almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o &cido silicico; (2) aglutinantes, tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o goma arabiga; (3) humectantes, tales como
glicerol; (4) agentes disgregantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido
alginico, determinados silicatos y carbonato de sodio; (5) agentes retardadores de la disolucion, tales como parafina;
(6) aceleradores de la absorcién, tales como compuestos de amonio cuaternario; (7) agentes humectantes, tales
como, por ejemplo, alcohol acetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, tales como caolin y arcilla de
bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos,
laurilsulfato de sodio y mezclas de los mismos; y (10) agentes colorantes. En el caso de cdpsulas, comprimidos y
pildoras, las composiciones también pueden comprender agentes tamponantes. También pueden emplearse
composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en cépsulas de gelatina rellenas blandas y duras usando
excipientes tales como lactosa o azlcares de la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Puede prepararse un comprimido mediante compresion o moldeo, opcionalmente con uno 0 mas componentes
auxiliares. Pueden prepararse comprimidos sometidos a compresion usando agente aglutinante (por ejemplo,
gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, disgregante (por ejemplo, glicolato
sodico de almidén o carboximetilcelulosa sédica reticulada), tensioactivo o dispersante. Pueden prepararse
comprimidos moldeados mediante moldeo en una maquina adecuada de una mezcla de la composicidon objeto
humedecida con un diluyente liquido inerte. Opcionalmente, los comprimidos, y otras formas de dosificacion sélidas,
tales como grageas, capsulas, pildoras y granulos, pueden ranurarse o prepararse con recubrimientos y cubiertas,
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tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de formulacion
farmacéutica.

Las formas de dosificacion liquidas para la administracién oral incluyen emulsiones, microemulsiones, disoluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de la composicion objeto, las formas de
dosificacion liquidas pueden contener diluyentes inertes cominmente usados en la técnica, tales como, por ejemplo,
agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico,
carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites
(en particular, aceites de semilla de algodoén, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol
tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitano, ciclodextrinas y mezclas de los mismos.

Las suspensiones pueden contener, ademas de la composicion objeto, agentes de suspension tales como, por
ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitano, celulosa microcristalina,
metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y goma tragacanto, y mezclas de los mismos.

Las formulaciones para la administracion rectal o vaginal pueden presentarse como supositorio, que puede
prepararse mezclando una composicion objeto con uno o més excipientes o portadores no irritantes adecuados que
comprenden, por ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol, una cera para supositorios 0 un salicilato, y que es
sélida a temperatura ambiente, pero liquida a la temperatura corporal y, por tanto, se fundira en la cavidad del
cuerpo y liberara el agente activo. Las formulaciones que son adecuadas para la administracion vaginal también
incluyen 6vulos vaginales, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones de pulverizacién que
contienen portadores tales como se conoce en la técnica que son apropiados.

Las formas de dosificacion para la administracion transdérmica de una composicion objeto incluyen polvos,
pulverizaciones, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, disoluciones y parches.

Para la administracién ocular tépica, las composiciones de esta invencion pueden adoptar la forma de disoluciones,
geles, pomadas, suspensiones o productos de insercion sélidos, formuladas de modo que una dosificacién unitaria
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del componente activo o algin mdltiplo de la misma en el caso de
una terapia de combinacion.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion parenteral comprenden una composicién objeto
en combinacién con una o mas disoluciones, dispersiones, suspensiones 0 emulsiones isotonicas estériles acuosas
0 no acuosas, o polvos estériles que pueden reconstituirse para dar disoluciones o dispersiones inyectables estériles
justo antes de su uso, farmacéuticamente aceptables, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos,
solutos que hacen que la formulacién sea isoténica con la sangre del receptor apropiado o agentes de suspension o
espesantes.

Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y
mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables,
tales como oleato de etilo y ciclodextrinas. Puede mantenerse una fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso
de materiales de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en
el caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

La presente invencion tiene multiples aspectos, ilustrados por los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos

Accién antidepresiva de GLYX-13 en ratas

EJEMPLO 1
Métodos

Para la evaluacion de las acciones antidepresivas de GLYX-13, se examiné el efecto de GLYX-13 en la prueba de
depresion de Porsolt en ratas. La prueba de Porsolt es la prueba mas cominmente usada para la evaluacion de la
depresién en un modelo animal. La prueba de Porsolt, también conocida como prueba de natacion forzada, se basa
en un rasgo de comportamiento que es sensible a cambios en el estado afectivo. Durante esta prueba, se coloca el
animal en un tanque (18 cm de diametro x 45 cm de altura) lleno hasta 30 cm con agua a 22-23°C. Tras colocar el
animal en el tanque, se mide la cantidad de tiempo durante el cual la rata permanece inmévil cuando deja de luchar.
La prueba de Porsolt se basa en el hecho de que los antidepresivos aumentan la latencia hasta la inmovilidad y
disminuyen el tiempo durante el cual la rata esta inmoévil. En la mayoria de los casos, esto se produce a dosis de
antidepresivo que no aumentan la actividad locomotriz por si mismas. La interpretacion de la prueba de Porsolt es
que los antidepresivos reinstauran mecanismos de enfrentamiento activos y disminuyen la inmovilidad pasiva
provocada por el estrés.
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Con el fin de evaluar la eficacia de GLYX-13 como antidepresivo, se separaron ratas FBNF1 de tres meses de edad
en dos grupos de 9 animales. Al primer grupo de ratas se les inyectd por via intravenosa GLYX-13 10 mg/kg y al
segundo grupo de animales se les inyectd por via intravenosa vehiculo de PBS (1 ml/kg) de manera ciega a través
de orificios de acceso cronicos en la vena femoral subdural. A ambos grupos de animales se les administraron
inyecciones de 10 a 15 minutos antes del inicio de las pruebas.

Para las pruebas de Porsolt, se proporcioné a los animales una habituacién previa a la prueba de 15 minutos en el
tanque para inducir impotencia aprendida en el dia uno. Después de esto, al dia siguiente, se les inyecto a los
animales GLYX-13 o vehiculo 10-15 minutos antes de colocarlos en el tanque para una sesién de prueba de
5 minutos. Tras colocar los animales en el tanque, se midié la cantidad de tiempo durante la cual cada animal
permanece inmévil cuando deja de luchar (tiempo de inmovilidad medio). La disminucién en el tiempo de inmovilidad
medio es una medida de la eficacia del antidepresivo.

Resultados

Tal como se muestra en la figura 2, el tiempo de inmovilidad medio del grupo de animales tratados previamente con
inyecciones i.v. de vehiculo de PBS (1 ml/kg) fue superior en comparacion con el tiempo de inmovilidad medio del
grupo de ratas tratadas previamente con inyecciones i.v. de GLYX-13 (10 mg/kg) (figura 1). GLYX-13 produjo un
efecto de tipo antidepresivo en la prueba de Porsolt con una reduccién del 56,4 + 4,6% (media + EEM) en la flotacion
en comparacion con el vehiculo de PBS (P < 0,0001). Por tanto, los datos de la prueba de Porsolt predicen la
eficacia de GLYX-13 como antidepresivo.

EJEMPLO 2
Métodos

Se realiz6 un segundo experimento de la misma manera que el ejemplo 1, excepto porque se usaron ratas Sprague-
Dawley de 2-3 meses, y se trataron con inyecciones o bien intravenosas (1, 3, 10, 32 mg/kg) o bien subcutaneas
(1,3, 10, 32, 56, 100 mg/kg) de GLYX-13 o vehiculo de solucién salina (1 mg/ml) 15 (i.v.) o 20 (s.c.) min antes del
inicio de la sesién de prueba de 5 min final. Se administré ketamina (10 mg/kg i.p.) 60 min antes del inicio de las
pruebas (Garcia et al., (2008) Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 32, 140-144). La administracion
subcutanea de ketamina 10 mg/kg seguida por pruebas tras 20 min tras la dosificacion produjo efectos secundarios
disociativos graves, tal como se muestra en la figura 3.

Resultados

El tiempo de inmovilidad medio del grupo de ratas tratadas previamente con inyecciones i.v. 0 administracion
subcutanea de vehiculo de PBS fue superior en comparacion con el tiempo de inmovilidad medio del grupo de ratas
tratadas previamente con inyecciones i.v. de GLYX-13 (figura 3; 0: 127,7 + 20,4; 2: 84,9 + 15,0; 3: 66,14 + 27,53; 10:
60,6 + 14,7; 32: 87,19 + 17,85). GLYX-13 administrado por via intravenosa produjo un efecto de tipo antidepresivo
en la prueba de Porsolt a todas las concentraciones, con una reduccion maxima del 50 + 10% (media £ EEM) en la
flotacion en comparacion con vehiculo de solucién salina (P < 0,01). GLYX-13 administrado por via subcutanea
produjo un efecto de tipo antidepresivo en la prueba de Porsolt a todas las concentraciones, con una reduccion
maxima del 43 + 7% (media + EEM) en la flotacion en comparacién con vehiculo de solucion salina (P < 0,01) (O:
142,4 + 15,6; 1: 135,5 + 22,0; 3: 100,2 + 15,7; 10: 76,9 £ 9,7; 32: 84,7,19 + 11,6). La disminucion en el tiempo de
inmovilidad medio es una medida de la eficacia del antidepresivo; por tanto GLYX-13 funciona como antidepresivo
cuando se administra por via intravenosa o subcutanea.

EJEMPLO 3
Métodos

Para determinar si GLYX-13 actla en una zona del cerebro que es clinicamente relevante para la depresion, se
administré6 GLYX-13 o bien a la corteza prefrontal media (MPFC), que estd asociada con el estado de &nimo y la
depresion, o bien a la corteza motora (figura 4). Se determind el tiempo medio pasado inmévil en la prueba de
Porsolt para grupos de 10 ratas Fisher Brown Norway F1 (FBNF1) macho de tres meses de edad tratadas
previamente con una Unica inyeccion de GLYX-13 (1, 10 ug/lado) o una Unica inyeccion de vehiculo de solucion
salina (0,5 ul/l min) de manera bilateral en la corteza prefrontal media o la corteza motora (control dorsal) en
animales con canulas permanentes crénicas implantadas mediante cirugia dirigidas a la MPFC. Se realizaron
microinyecciones 1 semana tras la cirugia, y se realizaron pruebas de Porsolt 20 min tras la inyeccion. Los animales
recibieron una Unica sesién de natacion de entrenamiento de 15 min un dia antes de la dosificacion.
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Resultados

Tal como se muestra en la figura 4, GLYX-13 inyectado en la MPFC produjo un efecto de tipo antidepresivo en la
prueba de Porsolt con una reduccion de 50 + 5% (media + EEM) en la flotacion en comparacién con control de
solucion salina o con GLYX-13 inyectado en la corteza motora (control dorsal). (Figura 4, 0: 115,2 + 10,89; 0,1:
108,77 + 12,34; 1: 53,46 + 10,65; 10: 62,54 + 8,7; vehiculo de control dorsal: 119,3 + 10,6; GLYX-13 113,7 + 13,1;
media + EEM). Estos resultados indican que el efecto antidepresivo de GLYX-13 puede estar mediado a través de la
MPFC, una zona del cerebro asociada con el estado de animo y la depresion.

EJEMPLO 4
Métodos

Para determinar si el efecto antidepresivo de GLYX-13 era especifico de la secuencia del péptido de GLXY-13, se
determiné el tiempo medio (s) pasado flotando en la prueba de Porsolt en grupos de 12 ratas Sprague Dawley de
tres meses de edad a las que se les administré GLYX-13 (TPPT-NH2; 3 mg/kg, i.v. en la vena de la cola), un péptido
desordenado (PTPT-NH3; 3 mg/kg i.v. en la vena de la cola) o vehiculo de solucién salina al 0,9% (1 ml/kg, i.v. en la
vena de la cola). La administracion se produjo 60 min antes de la sesion de prueba de 5 min. Los animales
recibieron una sesion de natacion de entrenamiento de 15 min un dia antes de la dosificacion.

Resultados

Los animales a los que se les administr6 GLYX-13 mostraron una reduccion en el tiempo de flotacion medio del 70 +
5% (media + EEM) en comparacion con los animales que recibieron una inyeccion de solucién salina o un péptido
desordenado (figura 5). Por tanto, el efecto antidepresivo es especifico de GLYX-13 y no representa un artefacto de
la administracion de un péptido de manera general.

Discusion

Los datos representados en las figuras 2-5 muestran que GLYX-13 desempefia propiedades de tipo antidepresivas
significativas en ratas a lo largo de un intervalo de dosis y vias de administracion. Al contrario que los inhibidores de
la recaptacion de serotonina selectivos (SSRI), la aparicion de la accion de GLYX-13 se produjo en el plazo de
minutos desde una Unica dosis. Estos resultados junto con los recientes ensayos clinicos de moléculas de NMDAR
conocidas, y el hecho de que GLYX-13 tiene un indice terapéutico espectacular, especialmente en comparacion con
otros moduladores de la funcién de NMDA, hacen que GLYX-13 sea un candidato atractivo para el tratamiento de la
depresién.

Estos resultados muestran que agonistas parciales del sitio de glicina de NMDAR pueden ser candidatos
terapéuticos excelentes para el tratamiento de la depresion.

Accién ansiolitica de GLYX-13

EJEMPLO 5

El propdsito de este estudio fue evaluar la acciéon de GLYX-13 sobre la ansiedad. Con el fin de calibrar el efecto de
GLYX-13 en ratas, se realizé la prueba de campo abierto de ansiedad. La prueba de campo abierto es una prueba
neofébica de ansiedad ampliamente usada (véase, Treit D, Fundytus M. Thigmotaxis as a test for anxiolytic activity in
rats. Pharmachol Biochem Behav 1989; 31:959-62).

La zona de campo abierto para la prueba de campo abierto consiste generalmente en un recinto cuadrado (o
rectangular) vacio y brillante, rodeado por paredes. Para el estudio actual, se us6é un campo abierto de 45 cm X
35 cm X 20 cm de altura. Se colocé la rata en el centro del recinto y se registré su comportamiento a lo largo de un
periodo de tiempo predefinido (habitualmente entre 2 y 15 min). La prueba de campo abierto se basa en la tendencia
natural de las ratas a evitar espacios abiertos. La prueba de campo abierto se basa en el conflicto entre la ansiedad
innata que tienen las ratas a la zona central del espacio abierto frente a su deseo de explorar nuevos entornos.
Cuando las ratas estan en un estado de ansiedad, tienen una tendencia natural a quedarse cerca de las paredes.
Esta tendencia natural de las ratas a quedarse cerca de las paredes se denomina tigmotaxis. En este contexto, se
mide el comportamiento relacionado con la ansiedad mediante el grado en el que la rata evita el centro de la prueba
de campo abierto. La determinacion de la propension de la rata a evitar el campo abierto puede determinare
midiendo el nimero de cruces por el centro realizados por las ratas a lo largo de un intervalo de tiempo predefinido,
o determinando la cantidad de veces que la rata permanece en el centro del campo.

Con el fin de evaluar la eficacia de GLYX-13 como ansiolitico, se usaron dos grupos de ratas FBNF1 de tres meses

de edad. El primer grupo estaba compuesto por 13 ratas y el segundo grupo estaba compuesto por 11 ratas. Al
primer grupo de ratas se les inyectd por via intravenosa GLYX-13 10 mg/kg y al segundo grupo de ratas se les
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inyectd por via intravenosa vehiculo de PBS (1 ml/kg) de manera ciega a través de orificios de acceso crénicos en la
vena femoral subdural. A ambos grupos de ratas se les administraron inyecciones de 10 a 15 minutos antes del
inicio de las pruebas. Tras las inyecciones de GLYX-13, se sometieron a prueba ambos grupos de ratas en el campo
abierto.

Para la prueba de campo abierto, se habituaron las ratas al campo abierto durante 2 minutos cada dia durante tres
dias consecutivos antes de la sesion de prueba de 2 minutos final en la que se administr6 GLYX-13 o vehiculo. Se
registro la actividad de campo abierto mediante una cdmara de video montada encima del entorno de campo abierto,
y se midi6 el nimero de cruces por el centro en el campo abierto.

Resultados

Se midieron los efectos del farmaco de tipo ansiolitico mediante un aumento de los cruces por el centro en el campo
abierto por las ratas tratadas previamente con inyecciones i.v. de GLYX-13 (figura 6). GLYX-13 (10 mg/kg i.v.)
produjo un efecto de tipo ansiolitico en la prueba de campo abierto con un aumento del 172,6 + 34,3% (media +
EEM) en los cruces por el centro en comparacién con vehiculo (P < 0,005).

EJEMPLO 6

Se realiz6 un segundo experimento de la misma manera que en el ejemplo 3, excepto porque se trataron
previamente grupos de 8-10 ratas Sprague-Dawley macho de dos a tres meses de edad con inyecciones o bien
intravenosas (1, 3, 10, 32 mg/kg) o bien subcutaneas (1, 3, 10, 32, 56, 100 mg/kg) de GLYX-13, ketamina (10 mg/kg
i.p.) o vehiculo de solucién salina (1 mg/ml) 15 min (i.v.), 20 (s.c.) o 60 (i.p.) min antes del inicio de la sesién de
prueba de 5 min. Cada punto de datos representa un grupo de 8-10 ratas. Se midi6 la cantidad promedio (media) de
tiempo que pasan los animales en el centro del campo.

Resultados

Se midieron los efectos del farmaco de tipo ansiolitico mediante el aumento de los cruces por el centro en el campo
abierto por las ratas tratadas previamente con inyecciones i.v. 0 subcutaneas de GLYX-13 (figura 7). La
administracion de GLYX-13 intravenosa produjo un efecto de tipo ansiolitico en la prueba de campo abierto con un
aumento del 42 + 5 % (media + EEM) en la cantidad de tiempo pasado en el centro del campo en comparacion con
vehiculo (P < 0,05). La administracion de GLYX-13 subcutéanea produjo un efecto de tipo ansiolitico en la prueba de
campo abierto con un aumento del 36 + 5 % (media + EEM) en la cantidad de tiempo pasado en el centro del campo
en comparacion con vehiculo (P < 0,05).

Discusién

Los datos notificados en este caso muestran que GLYX-13 desempefia propiedades de tipo ansiolitico significativas
en ratas a lo largo de un intervalo de dosis y vias de administracion. Los resultados con GLYX-13 muestran que los
agonistas parciales del sitio de glicina de NMDAR pueden ser candidatos terapéuticos excelentes para el tratamiento
de la ansiedad.

Evaluacion de la persistencia de la accién de los efectos antidepresivos y ansioliticos GLYX-13

EJEMPLO 7
Métodos

Para evaluar si los efectos antidepresivos y ansioliticos de GLYX-13 persistirian mas alla de unas pocas horas, se
sometieron a prueba ratas en la prueba de Porsolt y la prueba de campo abierto, descritas anteriormente. Se
trataron previamente grupos de 10-11 ratas Sprague-Dawley de tres meses de edad con inyeccion de GLYX-13 (3
mg/kg i.v.), ketamina (10 mg/kg i.v.) o vehiculo de solucion salina (1 mg/ml i.v., vena de la cola) 96 h antes del inicio
de las pruebas. Los animales recibieron una Unica sesién de natacién de entrenamiento de 15 min un dia antes de la
dosificacion. Se sometieron a prueba los animales 96 h tras la dosificacion en la prueba de Porsolt sin ninguna
prueba durante el periodo intermedio. Las pruebas de campo abierto se realizaron sin habituacién previa 1 dia tras
las pruebas de Porsolt (es decir 120 h tras la dosificacion). Se determinaron el tiempo medio (z EEM) (s) pasado
flotando en la prueba de Porsolt, el tiempo pasado en el compartimento central (s) y los cruces de linea en la prueba
de campo abierto.

Resultados
Los resultados de la prueba de Porsolt mostraron que los animales a los que se les administré GLYX-13 mostraron

una reduccién del 82% + 2 (media + EEM) en el tiempo de flotacion medio en comparacién con los animales a los
que se les administrd un control de solucion salina (figura 8, panel izquierdo). Los resultados de las pruebas de
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campo abierto muestran que los animales a los que se les administré6 GLYX-13 mostraron un aumento del 125% + 5
(media £ EEM) en el tiempo en el centro medio en comparacion con los animales a los que se les administré un
control de solucion salina (figura 8, panel central). El tiempo en el centro es una medida de la ansidlisis. Los cruces
de linea son una medida de la actividad locomotriz, y pueden usarse como control.

Discusion

Estos resultados muestran que los efectos antidepresivos de una Unica administracion de GLYX-13 duran hasta
4 dias, y que los efectos ansioliticos persisten durante hasta 5 dias. Por tanto, aunque los efectos de GLYX-13
pueden observarse en el plazo de minutos, el efecto de una Gnica administracion también persiste durante al menos
varios dias.

Comprension del fundamento molecular del afecto positivo inducido por juegos activos y bruscos (RTP) y evaluacion
del efecto heddnico de GLYX-13

EJEMPLO 8
Comprensién del fundamento molecular de RTP

Con el fin de comprender el fundamento molecular de RTP, se llevaron a cabo cuatro sesiones de RTP de 30
minutos cada una con ratas. Las ratas control usadas para este estudio recibieron un manejo idéntico que los grupos
de pruebas de RTP excepto porque se sometieron a prueba en aislamiento. Tras estas sesiones de RTP, se
midieron cambios en la expresién génica en la corteza frontal y corteza parietal en ratas mediante micromatriz. Estos
cambios en la expresion génica se examinaron 6 horas tras el final de cuatro sesiones de RTP de 30 minutos.

RTP aumenté la expresion de la familia de genes de NMDA (especificamente: subunidades NR1, NR2AD de
NMDA). La regulacion por incremento de subunidades de NMDAR se corrobor6 mediante qrt-PCR vy los resultados
se han presentado en la figura 9.

Evaluacion del efecto hedénico de GLYX-13

Para evaluar el efecto heddénico de GLYX-13 en este estudio, se examind el modelo de vocalizaciones ultrasénicas
de 50 kHz de afecto positivo en ratas (véase, Burgdorf, J., Panksepp, J., Brudzynski, S.M., Kroes, R.A. & Moskal,
J.R. (2008). The effect of selective breeding for differential rates of 50-kHz ultrasonic vocalizations on emotional
behavior in rats. Devel. Psychobiology, 51, 34-46).

Segun el modelo de vocalizaciones ultrasonicas de 50 kHz de afecto positivo, se ha mostrado que el
comportamiento de RTP en ratas proporciona recompensa y provoca altas tasas de vocalizaciones ultrasénicas de
50 kHz que a su vez se ha mostrado que reflejan estados afectivos positivos (figura 10).

Como parte del estudio, se usaron dos grupos de ratas FBNF1 de tres meses de edad. El primer grupo estaba
compuesto por 13 ratas y el segundo grupo estaba compuesto por 11 ratas. Al primer grupo de ratas se les inyecto
por via intravenosa GLYX-13 10 mg/kg y al segundo grupo de ratas se les inyectd por via intravenosa vehiculo de
PBS (1 ml/kg) de manera ciega a través de orificios de acceso cronicos en la vena femoral subdural. A ambos
grupos de ratas se les administraron inyecciones de 10 a 15 minutos antes del inicio de la prueba.

Para las vocalizaciones ultrasénicas (USV) heddnicas, los animales recibieron 2 minutos de habituacion de RTP
heteroespecifica antes de la sesion de prueba de 2 minutos final.

Resultados

La inyeccion directa de una dosis de GLYX-13 (10 mg/kg i.v.) aumento las vocalizaciones ultrasénicas de 50 kHz
inducidas por RTP heddnico. GLYX-13 aumentd las tasas de USV de 50 kHz afectivas positivas inducidas por juego
en el 178,5 + 48,3% (media + EEM) en comparacion con vehiculo (P < 0,01) (figura 11).

Discusion

Estos resultados sugieren que el receptor de NMDA puede desempeiiar un papel funcional en estados afectivos
positivos inducidos por RTP. GLYX-13 puede ser un agente terapéutico Util para aumentar la resistencia a la
depresion y a la ansiedad.

Equivalentes

Aunque se han comentado realizaciones especificas de la descripcidn objeto, la memoria descriptiva anterior es

ilustrativa y no restrictiva. Muchas variaciones de la descripcién resultaran evidentes para los expertos en la técnica
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tras la revisiobn de esta memoria descriptiva. El alcance completo de la descripcién debe determinarse mediante
referencia a las reivindicaciones y la memoria descriptiva.

A menos que se indique lo contrario, debe entenderse que todos los nimeros que expresan cantidades de
componentes, condiciones de reaccion, parametros, caracteristicas descriptivas, etcétera, usados en la memoria
descriptiva y las reivindicaciones estan modificados en todos los casos por el término “aproximadamente”. Por
consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los parametros numéricos expuestos en esta memoria descriptiva
y las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas
gue se busca obtener mediante la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. GLYX-13 para uso en un método para tratar depresion que no responde al tratamiento en un paciente resistente
al tratamiento que lo necesita, en el que GLYX-13 debe administrarse a dicho paciente, mediante lo cual se alivia
sustancialmente al menos un sintoma en dicho paciente en el plazo de aproximadamente 14 dias.

2. GLYX-13 para uso segun la reivindicacién 1, en el que dicha depresion se selecciona del grupo que consiste en
trastorno depresivo mayor, trastorno distimico, depresion psicotica, depresién posparto, trastorno afectivo estacional,
trastorno bipolar, trastorno del estado de &nimo, depresiones provocadas por estados médicos crénicos tales como
cancer o dolor crénico, quimioterapia, estrés crénico, trastornos de estrés postraumatico y trastorno maniaco-
depresivo.

3. GLYX-13 para uso segun la reivindicacion 1 6 2, en el que GLYX-13 debe administrarse en una cantidad de 0,01
mg/kg a 1000 mg/kg al dia.

4. GLYX-13 para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que GLYX-13 debe administrarse en
un intervalo de dosis i.v. de 1 a 10 mg/kg.

5. GLYX-13 para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el paciente resistente al
tratamiento se identifica como uno que se ha tratado con al menos dos tipos de tratamientos antidepresivos antes de
la administracion de GLYX-13.

6. GLYX-13 para uso segun la reivindicacion 5, en el que el paciente resistente al tratamiento se identifica como uno
gue no esta dispuesto o no puede tolerar un efecto secundario de al menos un tipo de tratamiento antidepresivo.

7. Uso de GLYX-13 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de depresién que no responde al
tratamiento en un paciente resistente al tratamiento que lo necesita, en el que GLYX-13 debe administrarse a dicho
paciente, mediante lo cual se alivia sustancialmente al menos un sintoma en dicho paciente en el plazo de
aproximadamente 14 dias.
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TABLA 1

Nombre SEQ ID NO

Secuencia de aminodcidos

NT-1: SEQ ID. NO:1.
NT-2: SEQ ID. NO:2.
NT-3: SEQ ID. NO:3.
NT4: SEQ ID. NO:4.

NT-5: SEQ ID. NO:5.
NT-6: SEQ ID. NO:6.

NT.7: SEQ ID. NO.7.

NT-8: SEQ ID. NO: 8.

NT-9: SEQ ID. NO9.

NT-10: SEQ ID. NO:10

NT-11: SEQ ID. NO:11
NT-12: SEQ ID. NO:12
NT-13: SEQ ID. NO:13
NT-14: SEQ ID. NO:14
NT-15: SEQ ID. NO:15
NT-16: SEQ ID. NO:16
NT-17: SEQ ID. NO:17
NT-18: SEQ ID. NO:18

Lys—Ala—Ser—Gln—Asp—Val—Ser—Thr—Thr—Val—Ala
Ser—Ala—Ser—Tyr—Arg—Tyr—Thr
Glo—Gln—His—Tyr—Ser—Thr—Pro—Pro—Thr
Val—Tyr—Tyr—Ser—OIn—GIn—His—Tyr—Ser—Thr—Pro—Pro—
Thr

Glu—Asp—Len—Ala—Val—Tyr—Tyr—Ser—Glo—Ghn—His—Tyr—
Ser—Thr- Thr '
Ser—Val—Gin—Alk—Ghui—Leu—Asp—Leu—Ala—Val—Tyr—Tyr—
Ser—Gln—Gln—His—Tyr—Ser—Thr—Pro—Pro—Thr

-Phe—Thr—Oe—Ser—Ser—Val—Glo—Als—Glv—Leu—Asp—Leu—

Ala—Val—Tyr—Tyr—Ser—Gln—Gn—His—Tyr—Ser—Thr—Pro—
Pro—Thr
Gin—Gln—His—Tyr—Ser—Thr—Pro—Pro—Thr—Phe—Gly—Gly—
Gly
Gin—Gln—His—Tyr—Ser—Thr—Pro— Pro— Thr—Phe—Gly—Gly—
Gly—Thr—Lys—Leu—Glu

~Gin—Gln— His —Tyr —Ser — Thr — Pro —Pro— Thr—Cys
§—8

Ser—Gin—Gln—His—Tyr—Ser—Thr—Pro—Pro—Thr—Ser
Gho—Gln—His—Tyr—Ser

Thr—Pro—Pro—Thr

Thr—Pro—Pro

Pro—Pro—Thr

Pro—Pro

Thr—Pro—Thr

Thr

FIGURA 1
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GLYX-13 es antidepresivo en la
prueba de natacion de Porsolt de ratas

wr O Vehiculo
W GLYX-13

o

1

40 4

L

Tiempo de inmovilidad medio (s) / 5 min

Tiempo medio (£ EEM) pasado inmévil en la prueba de natacion de
Porsolt usando ratas de 3 meses de edad tratadas previamente con
inyecciones i.v. de 10,0 mg/kg de GLYX-13 (n = 9) o vehiculo de PBS
(n = 9) 10-15 min antes del inicio de las pruebas. *** P < 0,001, prueba
de la t entre sujetos.

FIGURA 2
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Control dorsal
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GLYX-13 es ansiolitico en la
prueba de campo abierto de ratas

o Vehiculo
W GLYX-13

Cruces medios (+ EEM) en el compartimento central del campo
abierto durante las pruebas de juegos en ratas de 3 meses de edad
tratadas previamente con inyecciones i.v. de 10,0 mg/kg de GLYX-13
(n = 13) o vehiculo de PBS (n = 11) 10-15 min antes del inicio de las

pruebas. *** P < 0,01, prueba de la t entre sujetos.

FIGURAG
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~ Andlisis mediante qrt-PCR de la expresion de ARNm
cortical de NMDAR tras juego activo y brusco

22 : o
0 Control

234 .
Juego activo y brusco

Tl
RE-E
L
124
R L o
&3t
&5
O fda

rmalizada frente a control

n

2
£0

Razén de abundancia de transcrito

R NR2A . NRER KR2C NR2D
Subunidad de receptor de NMDA

Razén media + EEM de niveles de ARNm de subunidades de NMDAR
{pg de transcrito / ADNc) normalizada a niveles de control 6 horas tras
30 min de juego activo y brusco o 30 min sola en una jaula novedosa
(control). La expresién génica para el ARNm de NMAR aumenté tras
el juego en la corteza frontal y posterior con respecto a los controles.
Los valores de control medios + EEM (pg de transcrito / pg de ADNc)
fueron: NR136+0,4 X 10-4 NR2A16 +0,2 X 10-5,NR2B 1,0 +
0,1 X10-4, NR2C 7,2 £0,7 X 10-6, NR2D 3,4 £ 0,5 X 10-6.

*P < 0,05 de juego frente a control

FIGURA 9
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El cbmpc-rtamiento clé juego activo y brusco provoca un maximo
de USV de FM 50 kHz heddnicas y la derrota social provoca
un maximo de USV de 22 kHz aversivas
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-‘Media (+ EEM) de USV de frecuencia modulada 50 kHz y 20 kHz durante
30 min de juego activo y brusco (n = 23 parejas) a 1 mes de edad en
comparacioén con 30 min de derrota social (n = 18 parejas) a 3 meses

de edad. *** P < 0,001 entre prueba de la t bilateral de sujetos

FIGURA 10
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El agonista parcial de NMDA, GLYX-13, aumenta las USV de 50 kHz
heddnicas inducidas por RTP y la recompensa

w
»
£ £
= Gt - Es
= .
g o'Vehiculo o
S mGLYX-13 :; H
= 50 5
T L
a S
© 40 o
- [=1 181
® o T
E _:!
7 1 = 3
© o
E o
= =.3
5 104 sy
° &
3 NP
16 4 =
b 8.4
- o
o ] 0
]
=

Tasas medias (+ EEM) de voalizacion por juego en anticipacion de juego
(derecha) y el valor de recompensa del juego indexado por la velocidad de
carrera para jugar (izquierda) durante pruebas de juego en ratas de 3 meses
de edad tratadas previamente con inyecciones i.v. de 10,0 mg/kg de GLYX-13
(n=13) o vehiculo de PBS (n = 11) 10-15 min antes del inicio de las pruebas.
** P < 0,01, entre prueba de la t de sujetos.

FIGURA 11
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