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DESCRIPCION
Moduladores del receptor de tipo toll y usos de los mismos
Declaracion en relacion a investigacion financiada por el Gobierno Federal

Esta invencion se efectud con apoyo gubernamental con la subvencion nimero UL1 RR025780 concedida por los
National Institutes of Health. El gobierno tiene determinados derechos sobre la invencion.

Campo de la invencion

La invencién se refiere a moduladores del receptor de tipo toll, a composiciones que comprenden a los mismos, y a
métodos para preparar y usar los mismos.

Antecedentes de la invencion

La farmacologia y tratamiento del dolor tienen una historia larga y tumultuosa. Desde los comienzos del uso de
extractos de la amapola del opio para tratar el dolor aproximadamente en el afio 3500 AC, la busqueda de tratamientos
para proporcionar un alivio efectivo del dolor agudo y crénico ha continuado creciendo a un ritmo extraordinario. Hoy
en dia, el dolor sigue siendo un asunto de salud publica significativo, con dos tercios de los pacientes obteniendo poco
o ningun alivio del dolor con la gran cantidad de farmacoterapias y pautas de tratamiento actualmente disponibles. El
uso de farmacoterapia de opioides (es decir, opiaceos) produce varios efectos secundarios gratificantes y de refuerzo,
lo que da lugar al uso del farmaco de manera abusiva. Desafortunadamente, un efecto secundario del intento de
mejorar la calidad de vida de los pacientes es que algunos se hacen dependientes de los tratamientos que se
prescribieron para ayudarles. En los ultimos afios, el mal uso de los opioides ha aumentado drasticamente, haciendo
que médicos y pacientes se muestren reacios al tratamiento del dolor en su maxima extension.

Por lo tanto, hay una necesidad continuada de compuestos, composiciones, y métodos para tratar el dolor que no den
como resultado una dependencia no deseada.

Sumario de la invencion

Algunos aspectos de la invencién proporcionan varios compuestos, a composiciones que comprenden a los mismos, y
estos compuestos y composiciones para su uso en la modulacién de los receptores de tipo toll (TLR) asi como para
tratar varias afecciones clinicas asociadas con los TLR.

Otros aspectos de la invencidn proporcionan un compuesto de férmula |
2
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donde

cada uno de n y m es un nimero entero de 0 a 5;

cada uno de X' es independientemente alcoxi, alquilo opcionalmente sustituido, o alquenilo;
X2es O,NR% 0'S;

X% es -OR®, -SR®, 0 NR°R’; cada uno de X* es independientemente haluro o alcoxi; y

cada uno de R, R® R%, R', R% y

R® es independiente hidrégeno o alquilo.

En algunas realizaciones, el compuesto tiene la férmula:
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cada uno de n y m es independientemente un nimero entero de 0-5;
normalmente cada uno de m y n es independientemente un nimero entero de 0-4;
a menudo cada uno de m y n es independientemente un nimero entero de 0-2; y
X', X%, X3, X* R", R% y R® son los definidos en el presente documento.

En estas realizaciones, en algunos casos X2 es O. Ademas en otros casos, X° es -OH. En otros casos adicionales, R',
R? y R® son alquilo. Normalmente, R', R?, y R® son metilo. En otros casos adicionales, X' es alcoxi, alquilo o
alquenil-alquilo heterosustituido. A menudo X"es metoxi, metoxietilo, o alilo. En otros casos mas, X* es alcoxi, Cl, o F.
De forma tipica, X* es metoxi o Cl.

Otros aspectos mas de la invencién proporcionan un compuesto de féormula | para su uso en la inhibicion de la
actividad del receptor de tipo Toll (TLR4) en un sujeto, para tratar el dolor o un efecto secundario opiaceo no deseado
en dicho sujeto. El método comprende de forma tipica administrar al sujeto un compuesto descrito en el presente
documento. La dolencia clinica comprende a menudo dolor neuropatico, o una combinacién de las mismas. En otras
realizaciones, la dolencia clinica comprende dolor crénico, nocicepcion o una combinacién de las mismas.

Otros aspectos mas de la invencion proporcionan una composicion que comprende un opiaceo y un compuesto de la
invencion. En algunas realizaciones, el opiaceo y el compuesto de la invencién estan intimamente mezclados. En otras
realizaciones, el opiaceo y el compuesto de la invencion estan en formas separadas. En general, se puede usar
cualquier opiaceo conocido por un experto en la materia en las composiciones (y métodos) de la invencion. Los
opiaceos ilustrativos incluyen los isémeros (+) y (-). Normalmente, las composiciones (y métodos) de la invencién
comprenden una composicién enantiomericamente enriquecida, por ejemplo, 90% ee o mas, normalmente 95% ee o
mas, y a menudo 98% ee o mas del (-)-opiaceo. Los ejemplos especificos de opiaceos adecuados incluyen, pero sin
limitacion, morfina, metadona, oxicodona, buprenorfina, fentanilo y petadina/meperidina, entre otros.

Como los compuestos de la invencion potencian el efecto del opidceo, normalmente la cantidad de opiaceo en la
composicioén es menor que la cantidad de opiaceo normalmente utilizada en ausencia del compuesto de la invencion.
En algunas realizaciones, la cantidad del opidceo presente en la composicion es aproximadamente el 50% a
aproximadamente el 100%. normalmente, de aproximadamente 75% a aproximadamente 100%, y a menudo de
aproximadamente 90% a aproximadamente 100% con respecto a la dosificacion recomendada del opiaceo en
ausencia del compuesto de la invencién. Como alternativa, la relacién molar entre el opiaceo y el compuesto de la
invencion en la composicién varia desde aproximadamente 1000: 1 a aproximadamente 10:1, normalmente de
aproximadamente 100: 1 a aproximadamente 10: 1, y a menudo desde aproximadamente 50: 1 a aproximadamente
10: 1.

Otros aspectos adicionales de la invencién proporcionan un compuesto de la invencion para su uso en métodos para
potenciar los efectos analgésicos de un compuesto opiaceo. Dichos métodos incluyen coadministrar al sujeto un
opiaceo y una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la invencién. El término "coadministrar" se
refiere a administrar el opiaceo y el compuesto de la invencién con una separacién de unas horas entre si, por ejemplo,
con una o dos horas, normalmente en una hora 0 menos, a menudo con media hora 0 menos y mas frecuentemente
con tres minutos o menos. Debe apreciarse que cuando el opidceo y el compuesto de la invencidn se administran por
separado, el compuesto de la invencion puede administrarse antes de o después de la administracion del opiaceo. En
algunas realizaciones, el opiaceo y el compuesto de la invencion se administran sustancialmente de manera
simultanea. Las expresiones "sustancialmente de manera simultanea" y "simultdneamente” se refieren a administrar el
opiaceo y el compuesto de la invencion con una separacion de cinco minutos, normalmente con tres minutos, y a
menudo con un minuto entre si. En algunas realizaciones particulares, el compuesto de la invencién se administrar
antes de la administracién del opiaceo. En dichas realizaciones, generalmente, el compuesto de la invencién se
administra no mas de 2 horas antes, normalmente no mas de 1 hora antes, y a menudo no mas de 0,5 hora antes de la
administracion del opiaceo. En otras realizaciones particulares, el compuesto de la invencién se administrar después
de la administracién del opiaceo. En dichas realizaciones, generalmente, el compuesto de la invencidén se administra
aproximadamente 2 horas 0 menos después, normalmente 1 hora 0 menos después, y a menudo 0,5 horas 0 menos
después de la administracién del opiaceo.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1C muestran los resultados de los experimentos de acoplamiento molecular de (a, b) compuesto de
comparaciéon A-2 uniéndose a MD-2; (a) Vista global del complejo compuesto de comparacion A-2/MD-2 humano,
que muestra que el compuesto de comparacién A-2 reconoce un sitio alostérico que es diferente del sitio de unién
a LPS (indicado con una flecha) en la superficie de MD-2. (b) Vista en primer plano que muestra que el compuesto
de comparacion A-2 reconoce el bolsillo con alta complementariedad espacial. (c) Compuesto A-1 a repeticiones
de LRR de TLR4’, uniéndose a la misma hendidura sobre la superficie de TLR4 que reconoce la proteina MD-2.
La Figura 2 es un diagrama de barras que muestra el resultado del ensayo de inmunoprecipitacion de TLR4/MD-2.
Las Figuras 3A y 3B son graficas que muestran que el Compuesto A-1 y el compuesto de comparacion A-2,
respectivamente, bloquean la activacién de TLR4 inducida por LPS en macréfagos.

La Figura 4 es un diagrama de barras de los resultados de un ensayo de viabilidad que mostraron que ni el
Compuesto A-1 ni el compuesto de comparacion A-2 causaron toxicidad celular significativa a estas
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concentraciones ensayadas.
Las Figuras 5A-5C muestran los resultados del Test de Hargreaves para algunos de los compuestos de la
invencion.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

"Alquilo” se refiere a un resto de hidrocarburo monovalente lineal saturado de uno a doce, normalmente uno a seis,
atomos de carbono o a un resto de hidrocarburo monovalente ramificado saturado de tres a doce, normalmente tres a
seis, atomos de carbono. Los grupos alquilo ilustrativos incluyen, pero sin limitacion, metilo, etilo, n-propilo, 2-propilo,
terc-butilo, pentilo, y similares.

"Alquilo opcionalmente sustituido" se refiere a un grupo alquilo tal como se define en el presente documento en el que
uno o mas atomos de hidrégeno estan opcionalmente sustituidos con un sustituyente tal como haluro, hidroxilo, alcoxi,
u otro heteroatomo sustituyente.

"Alquileno” se refiere a un resto de hidrocarburo divalente lineal saturado de uno a doce, normalmente uno a seis,
atomos de carbono o a un resto de hidrocarburo divalente ramificado saturado de tres a doce, normalmente tres a seis,
atomos de carbono. Los grupos alquileno ilustrativos incluyen, pero sin limitacion, metileno, etileno, propileno, butileno,
pentileno, y similares.

“Alquenilo” se refiere a un resto de hidrocarburo lineal monovalente de dos a diez 4&tomos de carbono o un resto de
hidrocarburo ramificado monovalente saturado de tres a diez atomos de carbono, que contiene al menos un doble
enlace, por ejemplo, etenilo, propenilo, y similares.

"Alquenil alquilo" se refiere a un resto de la férmula -R®R®, donde R? es alquileno y R® es alquenilo tal como se define
en el presente documento.

"Alcoxi" se refiere a un resto de la férmula -OR", donde R" es alquilo tal como se define en el presente documento.

"Alcoxialquilo" se refiere a un resto de la férmula -RP-O-RY%, donde que RP es alquileno y R? es alquilo tal como se define
en el presente documento.

"Antagonista" se refiere a un compuesto o composiciéon que atenua el efecto de un agonista. El antagonista puede
unirse de forma reversible o irreversible a una region del receptor en comudn con un agonista. El antagonista puede
unirse también a un sitio diferente en el receptor o un canal de iones asociado. Ademas, el término "antagonista"
incluye también un antagonista funcional o un antagonista fisioldgico. El antagonista funcional se refiere a un
compuesto y/o composiciones que revierte(n) los efectos de un agonista en lugar que actuar en el mismo receptor, es
decir, un antagonista funcional produce una respuesta en el tejido o en el animal que se opone a la accién de un
agonista. Los ejemplos incluyen agentes que tienen efectos opuestos sobre un segundo mensajero intracelular, o, en
un animal, sobre la tension arterial. Un antagonista funcional puede producir algunas veces respuestas que imitan
estrechamente las de tipo farmacoldgico.

"Centro quiral" (es decir, centro estereoquimico, estereocentro, o un centro estereogénico) se refiere a un atomo
sustituido asimétricamente, por ejemplo, un atomo de carbono al cual se unen cuatro grupos diferentes. El criterio
definitivo de un centro quiral, sin embargo, es la incapacidad de superposicién de su imagen especular.

Los términos "halo", "halégeno” y "haluro” se usan de manera indistinta en el presente documento y se refieren a fluor,
cloro, bromo, o yodo.

"Haloalquilo" se refiere a un grupo alquilo tal como se define en el presente documento en el que uno o mas atomos de
hidrégeno estan opcionalmente sustituidos por atomos de halégeno iguales o diferentes. El término "haloalquilo”
incluye también grupos alquilo perhalogenados en los que todos los atomos de hidrégeno del alquilo se sustituyen por
atomos de haldégeno. Los grupos haloalquilo ilustrativos incluyen, pero sin limitacion, -CH2Cl, -CF3, - CH.CFs3,
-CH2CCls, y similares.

"Alquilo heterosustituido” se refiere a un grupo alquilo tal como se define en el presente documento que contiene uno o
mas heterodtomos tales como N, O, o S. Dichos heterodtomos pueden ser hidroxi, alcoxi, amino, mono o
dialquilamino, tiol, alquiltiol, etc.

"Hidroxialquilo" se refiere a un grupo alquilo que tiene uno o mas sustituyentes hidroxilo.
"Exceso enantiomérico" se refiere a la diferencia entre la cantidad de enantiomeros. Se puede calcular el porcentaje de

exceso enantiomérico (% ee) restando el porcentaje de un enantibmero del porcentaje del otro enantiomero. Por
ejemplo, si el % ee del enantiomero-(R) es del 99% y el % ee del enantiomero-(S) es del 1%, el % ee del isémero-(R)
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es del 99%-1% o del 98%.

"Grupo saliente" tiene el significado asociado convencionalmente con dicho término en quimica organica sintética, es
decir, un atomo o un grupo que se puede desplazar mediante un nucledfilo e incluye halo (tal como cloro, bromo, y
yodo), alcanosulfoniloxi, arenosulfoniloxi, alquilcarboniloxi (por ejemplo, acetoxi), arilcarboniloxi, mesiloxi, toxiloxi,
trifluorometanosulfoniloxi, ariloxi (por ejemplo, 2,4-dinitrofenoxi), metoxi, N,O-dimetilhidroxilamino, y similares.

"Excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un excipiente que es Util para preparar una composicién
farmacéutica que es generalmente seguro, no toxico y ni biolégicamente ni de otra manera indeseable, e incluye
excipientes que son aceptables para el uso veterinario asi como para el uso farmacéutico humano.

“Sal farmacéuticamente aceptable” de un compuesto significa una sal que es farmacéuticamente aceptable y que tiene
la actividad farmacolégica deseada del compuesto progenitor. Dichas sales incluyen: (1) sales de adicién de acido,
formadas con acidos inorganicos, tales como &cido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfdrico, acido nitrico, &cido
fosforico, y similares; o formadas con acidos organicos tales como acido acético, acido propidnico, acido hexanoico,
acido ciclopentanopropiénico, acido glicélico, acido pirdvico, acido lactico, acido maldnico, acido succinico, &acido
malico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido 3-(4-hidribenzoil)benzoico,
acido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido 1,2-etanodisulfénico, acido
2-hidroxietanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido 4-clorobencenosulfénico, acido 2-naftalenosulfénico, acido
4-"toluensulfénico, acido alcanforsulfénico, acido 4-metilbiciclo[2.2.2]-oct-2-eno-1-carboxilico, acido glucoheptoénico,
acido 3-fenilpropidnico, acido trimetilacético, acido terc-butilacético, acido laurilsulfdrico, acido glucénico, acido
glutamico, acido hidroxinaftoico, acido salicilico, acido estearico, acido muconico, y similares; o (2) sales formadas
cuando un protdn acido presente en el compuesto progenitor se sustituye por un ion metalico, por ejemplo, un ion de
metal alcalino, un ion alcalinotérreo, o un ion de aluminio; o coordinadas con una base organica tal como etanolamina,
dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N-metilglucamina, y similares.

Los términos "pro-farmaco" y profarmaco” se usan de manera indistinta en el presente documento y se refieren a
cualquier compuesto que libera un farmaco progenitor activo de acuerdo con la Férmula | in vivo cuando dicho
profarmaco se administra a un sujeto mamifero. Los profarmacos de un compuesto de Férmula | se preparan
modificando uno o mas grupo(s) funcionales presentes en el compuesto de Férmula | de tal manera que la(s)
modificacién(es) se puede(n) escindir in vivo para liberar el compuesto progenitor. Los profarmacos incluyen
compuestos de Formula | donde un grupo hidroxi, amino, o sulfidrilo en un compuesto de Férmula | se une a cualquier
grupo que se puede escindir in vivo para regenerar el grupo hidroxilo, amino, o sulfidrilo libre, respectivamente. Los
ejemplos de profarmacos incluyen, pero sin limitacion, ésteres (por ejemplo, derivados de acetato, formato, y
benzoato, carbamatos (por ejemplo, N,N-dimetilaminocarbonilo) de grupos funcionales hidroxi en compuestos de
Férmula |, y similares.

"Grupo protector" se refiere a un resto, excepto los grupos alquilo, que cuando se une a un grupo reactivo en una
molécula enmascara, reduce o evita esta reactividad. Se pueden encontrar ejemplos de grupos protectores en T.W.
Green y P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 32 Edicion, John Wiley & Sons, Nueva York, 1999, y
Harrison y Harrison y col.,, Compendium of Synthetic Organic Methods, Volumenes 1-8 (John Wiley and Sons,
1971-1996). Los grupos protectores de hidroxi representativos incluyen grupos acilo, éteres de bencilo y tritilo, éteres
de tetrahidropiranilo, éteres de trialqulsililo y alilo. Los grupos protectores de amino representativos incluyen, grupos
formilo, acetilo, trifluoroacetilo, bencilo, benciloxicarbonilo (CBZ), terc-butoxicarbonilo (Boc), trimetil sililo (TMS),
2-trimetilsilil-etanosulfonilo (SES), ftritilo y ftritilo sustituido, aliloxicarbonilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC),
nitro-veratriloxicarbonilo (NVOC), y similares.

"Grupo protector correspondiente" significa un grupo protector adecuado que corresponde al heteroatomo (es decir, N,
O, P 0 S) al cual esta unido.

Una "cantidad terapéuticamente efectiva” significa la cantidad de un compuesto que, cuando se administra a un
mamifero para tratar una enfermedad, es suficiente para efectuar dicho tratamiento para la enfermedad. La "cantidad
terapéuticamente efectiva" variara dependiendo del compuesto, la enfermedad y su severidad, la edad, peso, etc., del
mamifero que se esté tratando.

"Tratar" o "tratamiento” de una enfermedad incluye: (1) prevenir la enfermedad, es decir, hacer que los sintomas
clinicos de la enfermedad no se desarrollen en un mamifero que puede estar expuesto o predispuesto a la enfermedad
pero que aun no experimenta o muestra sintomas de la enfermedad; (2) inhibir la enfermedad, es decir, detener o
reducir el desarrollo de la enfermedad o de sus sintomas clinicos; o (3) aliviar la enfermedad, es decir, causar la
regresion de la enfermedad o de sus sintomas clinicos.

Cuando se describe una reaccion quimica, los términos "tratar", "poner en contacto" o "hacer reaccionar" se usan de
manera indistinta en el presente documento, y se refieren a afiadir o mezclar dos o més reactivos en las condiciones
adecuadas para producir el producto indicado y/o deseado. Debe apreciarse que la reaccién que produce el producto
indicado y/o deseado puede no ser el necesariamente el resultado de la combinacién de dos reactivos que se
anadiesen inicialmente, es decir, puede haber uno o mas intermedios que se producen en la mezcla que finalmente
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conduce a la formacién del producto indicado y/o deseado.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "aquellos definidos anteriormente” y "aquellos definidos en el
presente documento" cuando se refieren a una variable incorporan por referencia la definicion amplia de la variable asi
como cualquier definicion mas estrecha y/o preferida, mas preferida y las mas preferidas, en caso de haberlas.

La expresion "un derivado o un andlogo de los mismos" se refiere a aquellos compuestos que se derivan de o que
tienen una estructura basica similar y mantienen toda la actividad del compuesto al que se refieren. La expresion "toda
la actividad biologica" se refiere a actividades biolégicas citadas en el presente documento cuando se discute el
compuesto, por ejemplo, la propiedad antagonista de TLR, etc.

"Dolor crénico" se refiere a dolor que persiste durante mas tiempo que el curso temporal de la curaciéon natural,
asociado con un tipo concreto de lesién o proceso de enfermedad.

"Dolor nociceptivo" se refiere a dolor asociado con los nervios que sienten y responden a partes del cuerpo que sufren
danos. El dolor nociceptivo estd causado por una lesién o enfermedad fuera del sistema nervioso. Es a menudo un
dolor o presion sorda permanente, en vez del dolor agudo similar al traumatico més caracteristico del dolor
neuropatico. Indican irritacion de tejidos, lesion inminente, o lesion real. Cuando se activan, transmiten senales de
dolor (a través de los nervios periféricos asi como de la médula espinal) hasta el cerebro. El dolor estd normalmente
bien localizado, es constante, y tiene a menudo una cualidad de intenso. El dolor visceral es el subtipo de dolor
nociceptivo que incluye a los 6rganos internos. Tiende a ser episédico y vagamente localizado. El dolor nociceptivo
esta a menudo limitado en el tiempo, por ejemplo, cuando el dafo del tejido sana, el dolor normalmente desaparece.
(La artritis es una excepcién destacable en la que no esta limitado). Normalmente, el dolor nociceptivo tiende a
responder bien al tratamiento con opioides. Los dolores nociceptivos ejemplares incluyen esguinces, fracturas éseas,
quemaduras, golpes, contusiones, inflamacién (de una infeccién o trastorno inflamatorio), obstrucciones, y dolor
miofascial (que pueden indicar esfuerzos musculares anormales).

Descripcion general

Debido a la capacidad de transmisién del dolor, las neuronas han sido la principal diana intencional de todas las
terapias farmacolégicas desarrolladas hasta la actualidad. En general, se cree que los opioides modulan el dolor
unicamente actuando en los receptores de opioides neuronales y que los antagonistas de opioides, del mismo modo,
ejercen sus efectos Unicamente en las neuronas. Ademas, se cree convencionalmente que los efectos perjudiciales
(por ejemplo, tolerancia, hiperalgesia, dependencia, recompensa, etc.) y beneficiosos (por ejemplo, analgesia,
supresion de la tos, etc.) de los opioides estan mediados a través de mecanismos muy similares y potencialmente
inseparables, dependientes de los receptores de opioides neuronales.

Por el contrario, los presentes inventores han demostrado que las células de inmunocomplemento del sistema
nervioso central (glia), sus receptores, y sus factores de sefalizacion secretados estan involucradas en el
procesamiento del dolor y farmacodinamica de los opioides. En particular, se ha demostrado que la glia tiene un papel
en la iniciacién y mantenimiento de la nocicepcion aumentada en respuesta a una lesidn nerviosa periférica.
Recientemente, se ha sugerido que la glia también puede modular las acciones analgésicas de los opioides
administrados de manera cronica. Por consiguiente, algunos aspectos de la invencion proporcionan direccionamiento
farmacolégico (por ejemplo, modulacién) de la glia para modular (por ejemplo, reducir o eliminar) el dolor y una eficacia
mejorada de los opioides.

Los presentes inventores también han demostrado que los opioides causan activacion glial directa de una manera no
tipica de receptor de opioide, a través de la activacién inducida por opioides de un tipo de receptores de
reconocimiento de patrones llamados receptores de tipo toll (TLR). Los TLR son mediadores significativos del dolor
neuropatico, tolerancia a los opioides, dependencia de los opioides, y recompensa de los opioides. De esta manera, en
algunos casos, antagonizar a los TLR revierte el dolor neuropatico, y potencia la analgesia opioide y no opioide.
También se divulgan en el presente documento los efectos beneficiosos (por ejemplo, la analgesia clasica mediada por
el receptor de opioides neuronal) y perjudiciales (por ejemplo, efectos secundarios mediados por la glia) de
compuestos analgésicos, como los opioides, y métodos para modularlos.

La activacion glial también contribuye de manera significativa al dolor neuropatico y al desarrollo de tolerancia a los
opioides, dependencia de los opioides y recompensa de opioides. De esta manera, la atenuacion de la activacion glial
alivia el dolor neuropatico y reduce el desarrollo de tolerancia, dependencia y recompensa de los opioides. Se cree que
la activacion glial inducida por opioides sucede a través de un receptor no opioide debido a actividad de agonista no
estereoselectiva. Por consiguiente, algunos aspectos de la invencion se refieren a la atenuacién de la activacion glial
antagonizando o bloqueando a los TLR (por ejemplo, TLR2, TLR4, u otro TLR que pueda unirse tanto a analgésicos
opioides, analgésicos no opioides o sefales de peligro enddgenas conocidas como agonistas de TLR, o una
combinacion de los mismos) o en generar reducir la activacién glial. La reduccion de la activacién glial reduce los
estados de dolor exagerados, potencia la analgesia de opioides, y reduce el desarrollo de tolerancia, dependencia y
recompensa de los opioides.
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Algunas de las demas afecciones clinicas asociadas con los TLR incluyen, pero sin limitacion, patologias
gastrointestinales (por ejemplo, colitis, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, enfermedad del
intestino irritable, y enfermedad celiaca), enfermedad cardiovascular (por ejemplo, enfermedad coronaria inflamatoria,
inflamaciéon vascular, isquemia de miocardio/lesién de reperfusion, y aterosclerosis), diabetes (por ejemplo,
diabetes/resistencia a la insulina, (muerte de células de islote)), afecciones relacionadas con el sistema inmune (por
ejemplo, alergia, asma, eccema, trastornos autoinmunes incluyendo artritis, lupus y glomerulonefritis), patologias
sistémicas (por ejemplo, septicemia primaria o secundaria, rechazo de trasplante de érganos, y toxicidad hepatica),
neurodegeneracion (por ejemplo, trastornos neurodegenerativos que de manera general incluyen Alzheimer,
Parkinson, demencia, esclerosis multiple, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, y envejecimiento),
y otras funciones fisioldgicas (por ejemplo, induccion del parto, fiebre, convulsiones, epilepsia, y epileptogénesis).

Convencionalmente, se vio la glia (astrocitos y microglia) como soporte estructural para neuronas e importante para
mantener la homeostasis del sistema nervioso central (SNC). Se ha pasado por alto la glia en investigacién sobre el
dolor debido a su ausencia de axones y sus papeles aln por descubrir en la comunicacion célula a célula. Los papeles
de la glia del SNC en la provision de vigilancia inmunitaria, eliminaciéon de residuos, y regulacién de la composicion
i6nica y quimica del espacio extracelular en la supervivencia del hospedador son bien conocidos. Sin embargo, se ha
investigado solo recientemente una posible participacion de la glia en varios estados del dolor. Una posible indicacion
de un papel potencial de la glia en la regulacién del dolor es una unién asociativa entre la activacion de astrocitos y el
dolor neuropatico, por ejemplo, los farmacos que bloquearon el dolor neuropatico también disminuyeron la activacion
glial.

Tras la activacion, las funciones de la microglia y astrocitos cambian en que producen y liberan varias sustancias
neuroexcitantes que incluyen moduladores nociceptivos tradicionales, tales como especies de oxigeno reactivo, 6xido
nitrico, prostaglandinas, aminoacidos excitantes, factores de crecimiento, y citoquinas proinflamatorias, que también
se reconocio recientemente. Las principales entre las citoquinas proinflamatorias son interleucina (IL)-1, IL-6 y factor
de necrosis tumoral a. Sin estar ligado a ninguna teoria, se cree que la glia de la médula espinal es uno de los
principales productores de estas citoquinas proinflamatorias en el sistema nervioso central. De hecho, la activacion
glial espinal y posterior liberacion de mediadores proinflamatorios se cree que esta relacionado con la iniciacién y
mantenimiento de varios estados de dolor potenciados incluyendo el dolor neuropatico.

Hay varios puntos a lo largo de la regulacién glial del dolor neuropatico que pueden usarse como diana para tratar el
dolor neuropatico. Las terapias tradicionales para el dolor han usado normalmente como diana la transmision de las
sefales de dolor a través de las neuronas con éxito limitado. Sin embargo, solo tratar el componente neuronal de la
patologia deja al componente glial sin disminuir, todavia intentando comunicarse con neuronas para propagar sefiales
de dolor. Es posible que la glia sean neuronas activadoras mediante diferentes vias/cascadas de senalizacion
intracelular que se modulan mediante farmacos dirigidos a neuronas. Quiza esta explicacion puede aclarar la
desafortunada ausencia de éxito generalizado de las actuales terapias para el dolor.

Se cree que uno de los pasos iniciales en la via del dolor neuropatico es la activacién de la glia. Se han identificado
varias sefales de activacion glial. La senal (o las sefales) que inicia la activacion glial puede variar dependiendo de la
lesion. Varios mediadores de la activacion glial estan bien caracterizados incluyendo a fractalquina liberada
neuronalmente y los moduladores y transmisores nocicpetivos neuronales, tales como especies de oxigeno reactivo,
Oxido nitrico, prostaglandinas, amino&cidos excitantes, sustancia P, ATP, factores de crecimiento, y citoquinas
proinflamatorias. En la mayoria de estos casos, se han caracterizado los sucesos mediados por receptores conocidos.

Pueden usarse como dianas varios puntos en el dolor neuropatico para tratar el dolor neuropatico con el que
contribuye la glia. Se necesita una sefnal de activacion o una serie de sefales de activacién para activar la glia. La
activacién de la glia estd a menudo mediada mediante receptores de la superficie celular que pueden antagonizarse.
La expresién "activacion glial" se refiere al estado en que la glia libera mediadores proinflamatorios. Este estado (es
decir, la activacion glial) puede modularse o atenuarse, por tanto inhibiendo varios eventos celulares que bloquean la
activacion glial o sus consecuencias aguas abajo. Puede también producirse un ambiente antiinflamatorio que
aumenta el umbral que tiene que superar una sefal de activacién para activar las células.

Los mediadores inflamatorios inmunes como citoquinas proinflamatorias pueden neutralizarse antes de alcanzar a su
diana de receptor pretendida (pre y/o postsinaptica) usando receptores solubles (que existen de manera enddgena),
anticuerpos neutralizantes, o compuestos que disminuyan la maduracion de citoquinas en su forma activa o0 aumenten
la velocidad de degradacién de citoquinas. La accion de muchos mediadores o neuronas inflamatorias gliales (pre y/o
postsinapticas) también pueden antagonizarse en sitios de receptor neuronal. Hay cientos de terapias dirigidas a
neuronas empleadas actualmente que disminuyen la sefalizacién neuronal de las sefiales de dolor (pre y/o
postsinapticas).

Algunos aspectos de la invencion se refieren a modular el iniciador y mediador del dolor neuropatico que incluye
sefnales retransmitidas por receptores similares a toll (TLR), tales como TLR2, TLR4, otro TLR que reconoce sefales
de peligro endégenas, o una combinacioén de las mismas. Los TLR son una familia de aproximadamente 10 receptores
sencillos transmembrana que reconocen un intervalo amplio de restos o "patrones" de sustancias exdégenas (por
ejemplo, lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram negativas, tales como E. coli y Salmonella) y endégenas (por
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ejemplo, proteinas de choque térmico y componentes de la membrana celular liberados por células dafiadas) que se
consideran como senales de peligro y por lo tanto ordenan la activacion del sistema inmune innato dirigido a defender
la supervivencia del hospedador. TLR4 se ha caracterizado de manera extensa, ya que es el TLR que reconoce a LPS.
La unién de agonistas a TLR activa las vias de sefializacion intracelular aguas abajo (similar a la unién de IL-1 a su
receptor cognato) lo que da como resultado una sefal proinflamatoria.

Algunos aspectos de la invencion modulan TLR4 que puede unirse tanto a analgésicos opioides, analgésicos no
opioides o sefiales de peligro enddgenas conocidas como agonistas de TLR, o una combinacion de las mismas. Como
se divulga en el presente documento, una amplia variedad de compuestos quimicamente diversos pueden modular
TLR2, TLR4, otros TLR como los anteriores o una combinacién de las mismas. Sin estar ligado a ninguna teoria,
usando TLR2 y TLR4 como ejemplares, se cree que TLR2 y TLR4 son algunos (pero no todos) los TLR claves para
reconocer y responder a sefiales de peligro endégenas que se liberan por neuronas y otras células danadas, en
proceso de muerte o muertas y otras (ADN y ARN del hospedador, proteinas de choque térmico, componentes de la
membrana celular, etc.) y aspectos mas generales de lesion de tejidos (proteinas plasmaticas, productos de
degradacién de la matriz extracelular, etc.). Los presentes inventores han demostrado que la administracién intratecal
aguda de un antagonista selectivo de TLR4 en ratas normales suprime el dolor neuropatico bien establecido
introducido por lesion de constriccion cronica.

La lesién del nervio periférico conduce a una expresion prolongada de proteinas de choque térmico en axones
proximales de neuronas sensoriales dafadas y a la degradacién de terminales presinapticos. La degeneracién
nerviosa en el sistema nervioso central sucede lentamente, tomandose de meses a afios. Por lo tanto, esta claro que
las senales de peligro enddgenas creadas como resultado de una lesiéon nerviosa pueden producir la activacion
conservativa de al menos TLR2 y TLR4 y, por lo tanto, una unidad conservativa para mantener el dolor neuropatico.
Sin estar ligado a ninguna teoria, se cree que puede preverse que una activaciéon en paralelo de al menos TLR2 y
TLR4 suceda en, y sea a causa de, dolor por lesién en la médula espinal, dolor posterior a ictus, dolor por esclerosis
multiple y otros dolores cuyo origen esta en el sistema nervioso central. Por consiguiente, puede usarse la modulacion
de la activacion glial para tratar el dolor neuropatico.

Algunos aspectos de la invencién proporcionan compuestos y composiciones que pueden modular (por ejemplo,
antagonizar) a TLR4 para el control del dolor neuropatico. Ya que TLR2, TLR4, y otros TLR pueden sefalizar la
presencia de sefiales de dolor enddgenas, algunas realizaciones de la invenciéon proporcionan compuestos y
composiciones que pueden modular a TLR4. En algunas realizaciones, los compuestos y composiciones de la
invencion son permeables a la barrera sangre-cerebro.

El receptor de opioides se une a isémeros (-) de opioides de manera selectiva. Los presentes inventores han
descubierto que una amplia variedad de compuestos son capaces de bloquear la activacién de TLR4 inducida por
LPS. Usando una linea celular transfectada de manera estable con TLR4 (Invivogen) con una cotransfeccion estable
en un gen indicador de NF-kB (fosfatasa alcalina secretada embrionica; SEAP) los presentes inventores han
descubierto un antagonismo significativo no competitivo de la actividad de LPS en TLR4.

Los compuestos de la invencion también revierten la alodinia inducida por CCI a continuacién de una administracion
sistémica. Dichos resultados indican que moléculas pequenas permeables a la barrera sangre-cerebro pueden usarse
para antagonizar la actividad de TLR4 in vivo. Ademas, el antagonistmo de TLR4 mediante moléculas pequefas puede
revertir la alodinia inducida por CCI. Estos datos también muestran un papel de os receptores TLR4 en el dolor
neuropatico. Se cree que la analgesia de los opioides puede no verse afectada ya que los compuestos de la invencién
carecen de actividad de opioide. Sin estar ligado a ninguna teoria, se cree que los compuestos de la invencién
revierten el dolor neuropatico antagonizando receptores TLR4.

Los compuestos de la invencién también revierten la alodinia establecida y otros dolores neuropaticos. Sin estar ligado
a ninguna teoria, se cree que esta actividad se logra mediante sus acciones como antagonista de TLR4.

El modo de activacion glial que da como resultado un dolor potenciado puede variar dependiendo de la lesion infligida.
De esta manera, un tratamiento efectivo para el dolor neuropatico depende normalmente de qué sefiales activadoras
gliales son las responsables de la via del dolor. Un enfoque terapéutico mas amplio es inhibir o atenuar la actividad
glial existente y/o productos liberados por la glia activada. En algunos casos, los compuestos de la invencion revierten
el dolor neuropatico y devuelven al animal a la capacidad de respuesta al dolor basal, en vez de producir analgesia.
Por lo tanto, todos estos tratamientos son anti alodinicos y/o anti hiperalgésicos, dejando la nocicepcién basada sin
afectar.

Los mediadores inflamatorios y pro-nociceptivos liberados por la glia en su estado activado son numerosos. Por lo
tanto, antagonizar o neutralizar clinicamente cada mediador tiene sus limitaciones. Sin embargo, en algunos casos, las
citoquinas proinflamatorias parecen ser uno de los factores en la potenciacion glial del dolor. En algunos casos,
neutralizar la accién de las citoquinas proinflamatorias principales (por ejemplo, IL-1, IL-6, factor de necrosis tumoral a)
0 antagonizar sus receptores se ha demostrado como una estrategia exitosa para prevenir y revertir el dolor
neuropatico.
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Se ha observado que hay una similitud entre la activacion glial observada en respuesta a neuropatia periférica y la
activacion glial posterior a la exposicion crénica a opioides. También se ha observado que los agonistas opioides
activan TLR2, TLR4, otros TLR, o una combinacién de los mismos, y que los compuestos de la invencién bloquean de
manera no estereoselectiva uno o mas de estos receptores.

Los presentes inventores han descubierto que los TLR son responsables tanto del dolor neuropatico como de la
activacion glial inducida por opioides.

Desde el descubrimiento de la modulacion de la morfina de la funcién de los linfocitos T en 1979, una gran cantidad de
trabajo se ha enfocado en caracterizar la influencia que la exposicion a opioides tiene en el funcionamiento del sistema
inmune en su papel tradicional de defensa del hospedador. Sin embargo, el impacto que tiene la activacion de células
inmunocompetentes sobre las acciones de los opioides se ha estudiado solo recientemente. Mientras que la
modulacion de las células inmunitarias periféricas mediante opioides es importante para entender la defensa del
hospedador, estas células no tienen la misma probabilidad que la glia de tener un efecto profundo sobre la
farmacodinamica de los opioides. Las células inmunocompetentes que median los efectos de la analgesia de los
opioides son normalmente la glia de los ganglios de la raiz dorsal, médula espinal y cerebro. Las células inmunitarias
periféricas se han implicado en varias enfermedades clinicas mediadas por TLR, como la enfermedad de Crohn.

Se ha reconocido recientemente una relacion causal entre la activacion glial inducida por opioides y el desarrollo de
tolerancia a los opioides. Se cree que a continuacion de la administracién crénica de morfina, se producen tolerancia e
hiperalgesia inducida por morfina, al menos en parte, como consecuencia de la activacion glial. Un mecanismo que se
ha propuesto como responsable de dichos efectos es mediante la activacion de MAPK p38 inducida por éxido nitrico,
con regulacién positiva aguas abajo de citoquinas proinflamatorias. La interleucina-1, interleucina-6 y el factor de
necrosis tumoral, a su vez, se oponen a la analgesia de la morfina.

Se cree que la morfina actia no solo en los receptores opioides clasicos en neuronas nociceptivas, sino también como
una senal de activacion glial que produzca los mismos, o al menos una cascada similar de eventos que de como
resultado una nocicepcion aumentada. La suma de la actividad anti nociceptiva neuronal de la morfina y su activacion
glial pro nociceptiva da como resultado una reduccién neta en la analgesia. Ademas, la activacién glial aumenta con el
tratamiento prolongado con opioides y da como resultado una tolerancia analgésica que aumenta. Ademas, la
activacion glial inducida por opioides contribuye de manera significativa a la alodinia e hiperalgesia atipica como
consecuencia de la administracién crénica de opioides. Los presentes inventores han descubierto que IL-1, asi como
otras citoquinas proinflamatorias, se oponen a la analgesia de la morfina a los pocos minutos de la administracion tanto
sistémica como intratecal.

Los presentes inventores han observado una similitud entre las activaciones gliales inducidas por neuropatia o por
opioides usando agentes que revierten la alodinia inducida por lesiéon nerviosa para definir si esos mismos agentes
modulan también la analgesia de la morfina. Los presentes inventores han descubierto que agentes que se oponen al
dolor neuropatico ya sea suprimiendo la activaciéon glial o neutralizando o antagonizando los productos gliales
proinflamatorios también se oponen a la atenuacion glial de la analgesia de la morfina, tanto aguda como crénica. La
eficacia de la morfina puede potenciarse usando la activacion glial inducida por opioides como diana o neutralizando o
antagonizando la accion de citoquinas proinflamatorias.

Se cree que la activacion de la glia no esta mediada a través del receptor de opioides "similar a neuronal". Los
presentes inventores han descubierto la participacion de un receptor de opioides no clasico en la activacion glial
usando antagonistas de TLR, que posee actividad de receptor de opioides no clasica, causa una activacion glial
significativa, alodinia e hiperalgesia, asi como la regulacién positiva de ARNm, proteinas y liberacion de citoquinas
proinflamatorias. Algunas glias expresan receptores de opioides clasicos. Sin embargo, se cree que la
inmunomodulacién resultante de la exposicién a los opioides no esta mediada por estos receptores.

Se divulgan métodos para usar antagonistas de TLR para potenciar la analgesia de opioides (-) (por ejemplo, morfina),
por ejemplo, bloqueando la activacion glial inducida por opioides (-) y el consiguiente aumento de citoquinas
proinflamatorias anti analgésicas. En algunas realizaciones, los antagonistas de TLR potenciaron de manera
significativa la analgesia de los opioides tanto aguda como crénica.

Sin estar ligado a ninguna teoria, se cree que los opioides (-) que se usan para tratar el dolor son agonistas de TLR2,
TLR4, otros TLR, o una combinacion de las mismas. Por ejemplo, cuando se ensayaron varios opioides (-) empleados
clinicamente, se descubrié que eran antagonistas de TLR4. Estos agonistas de TLR4 opioides incluyeron morfina,
metadona, oxicodona, buprenorfina, fentanilo y petadina/meperidina, entre otros.

En general, cualquier antagonista de TLR4 (por ejemplo, oxcarbazepina, venlafaxina u otros inhibidores de la
recaptacién de serotonina/norepinefrina) puede usarse para bloquear la activacion de TLR por farmacos, por
moléculas enddgenas (sefiales de peligro enddgenas) y por moléculas exdgenas (bacterias, etc.). En general, un
antagonista de TLR4 es (til para bloquear el agonismo de TLR4 por cualquier medio por el que se active TLR4.
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Al usar como diana la activacion de TLR gliales inducidos por opioides, los presentes inventores fueron capaces de
reducir o prevenir este aspecto no deseado de la activacion glial a causa del progreso hacia la tolerancia, alodinia e
hiperalgesia inducida por opioides. La analgesia beneficiosa de opioides inducida neuronalmente deja de estar
impedida mediante la activacion glial inducida por opioides.

Se cree que al menos TLR4 es responsable de iniciar un componente de la activacion glial inducida por opioides que
contribuye de manera significativa a los efectos pro nociceptivos de la administracion de opioides. Por consiguiente,
algunos aspectos de la invencién proporcionan métodos para reducir los efectos pro nociceptivos de la administracién
de opioides mediante la administracion de un antagonista de TLR.

Se ha observado que varios tratamientos inmunosupresores no selectivos mejoran los comportamientos de
abstinencia a la morfina. Ademas, la participacion glial en la potenciacion del dolor durante la abstinencia de morfina se
bloquea mediante antagonistas del receptor de IL-1 o IL-10.

La coadministracion de un antagonista de TLR con un régimen de dependencia cada vez mayor de morfina redujo
significativamente conductas precipitadas de abstinencia a naloxona. Ademas, hubo una reduccion correspondiente
en la activacion glial en los nucleos cerebrales con accién opioide.

En otro experimento, se observé que un antagonista de TLR protege contra la dependencia previa y la abstinencia
espontanea, como se refleja en la supresion de los niveles de actividad espontanea de abstinencia inducida y la
pérdida de peso. Estos datos muestran que la activacién glial inducida por opioides esta involucrada en el desarrollo de
dependencia a la morfina y la precipitacion de comportamientos de abstinencia. Por consiguiente, algunos aspectos de
la invencién proporcionan métodos para reducir la dependencia a los opioides, los comportamientos de abstinencia a
los opioides, o una combinacion de los mismos mediante la administracién de un antagonista de TLR. Por ejemplo, los
presentes inventores han observado que la coadministracion de un antagonista de TLR redujo de manera significativa
los comportamientos de abstinencia y atenuaron la pérdida de peso inducida por morfina.

Como se afirma anteriormente, los TLR median las acciones de refuerzo y adictivas de la morfina. Como tales, otros
aspectos de la invencion proporcionan métodos para aumentar las acciones beneficiosas, reducir los efectos no
deseados, 0 una combinacion de los mismos de los opioides. Dichos aspectos de la invencion usan frecuentemente la
activacion glial como diana. Por ejemplo, se observé que la coadministracion de un antagonista de TLR dio como
resultado una reduccion significativa de la recompensa de la morfina.

Sin estar ligado a ninguna teoria, se cree que la activacion glial dependiente de TLR da como resultado dolor
neuropatico. Por consiguiente, algunos aspectos de la invencion proporcionan métodos para reducir el dolor
neuropatico modulando (por ejemplo, reduciendo o previniendo) la activacién glial dependiente de TLR. Una
realizacién particular incluye administrar un antagonista de TLR.

También se cree que la activacion glial dependiente de TLR da como resultado efectos de opioide, tales como reducir
la analgesia de opioides (por ejemplo, morfina), producir dependencia y recompensa a los opioides, y causar
depresion respiratoria. Por lo tanto, otros aspectos de la invencion proporcionan métodos para reducir o prevenir los
efectos de opioides, por ejemplo, reduccion de la analgesia, dependencia, recompensa o una combinacion de los
mismos de los opioides Una realizacion particular incluye administrar un antagonista de TLR.

Los presentes inventores también han descubierto que antagonizar a los TLR o atenuar la activacion glial en el dolor
neuropatico y durante la exposicion a los opioides reduce, al menos parcialmente, la alodinia y reduce los efectos
secundarios no deseados de los opioides, a la vez que mantienen la eficacia analgésica de los opioides. Los efectos
secundarios negativos (es decir, no deseados) de los opioides pueden separarse de las acciones beneficiosas, por
ejemplo, usando como diana la activacion glial inducida por opioides usando farmacoterapias permeables a la barrera
sangre cerebro, tales como antagonistas de TLR.

Se cree también que la activacién glial es al menos responsable de la capacidad de recompensa de varios
componentes abusados. Por lo tanto, la activacién glial es un predictor del riesgo de abuso del farmaco por parte de un
paciente. Los ejemplos de poblaciones de pacientes donde esto puede suceder incluyen VIH/SIDA, estrés, depresion,
etc. En todos estos casos, el abuso de farmacos es una preocupacion considerable. Por consiguiente, algunos
aspectos de la invencion proporcionan métodos para reducir o prevenir el abuso del farmaco mediante la
administracion de un antagonista de la activacion glial.

Compuestos

Algunos aspectos de la invencion proporcionan un compuesto de formula I
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R! /‘l\\

donde

cada uno de n1y m es un nimero enterode 0 a 5;

cada uno de X' es independientemente alcoxi, alquilo opcionalmente sustituido, o alquenilo;
X®es O,NR% 0 S;

X% es -OR®, -SR®, o -NR°R’;

cada uno de X* es independientemente haluro o alcoxi; y

cada uno de R%, R®, R%, R", R?, y R® es independiente hidrogeno o alquilo.

En algunas realizaciones, el compuesto tiene la férmula:

X3 R1R2 /N\
2\/Ik/l :
S X N o X4
1 I / Y (X ")m
S \ .

cada uno de n y m es independientemente un nimero entero de 0-5;
normalmente cada uno de m y n es independientemente un nimero entero de 0-4;
a menudo cada uno de m y n es independientemente un nimero entero de 0-2; y
X', X%, X3, X* R", R% y R® son los definidos en el presente documento.

donde

En estas realizaciones, en algunos casos X2 es O. Ademas en otros casos, X° es -OH. En otros casos adicionales, R',
R? y R® son alquilo. Normalmente, R', R?, y R® son metilo. En otros casos adicionales, X' es alcoxi, alquilo o
alquenil-alquilo heterosustituido. A menudo X"es metoxi, metoxietilo, o alilo. En otros casos mas, X* es alcoxi, Cl, o F.
De forma tipica, X* es metoxi o Cl.

Otros aspectos de la invencion proporcionan una composicion de un compuesto de Férmula |, o una sal o su
profarmaco farmacéuticamente aceptable,

Sintesis

Los compuestos de la invencién pueden prepararse facilmente a partir de los materiales de partida disponibles.
Diversos sustituyentes en los compuestos de la invencion pueden estar presentes en los compuestos, afiadidos a uno
cualquiera de los compuestos intermedios o afiadidos tras la formacion de los productos finales mediante métodos de
sustitucion o reacciones de conversidén conocidos. Por ejemplo, se pueden afadir grupos nitro mediante nitracion y el
grupo nitro se puede convertir en otros grupos, tales como amino, mediante reduccién, y halégeno, mediante
diazotacion del grupo amino y sustitucion del grupo diazo con halégeno o sencillamente mediante reaccion de
halogenacion. Se pueden afadir grupos acilo mediante acilacién de Friedel-Crafts. A continuacion, los grupos acilo se
pueden transformar en los correspondientes grupos alquilo mediante diversos métodos, que incluyen la reduccién de
Wolff-Kishner y la reduccién de Clemmenson. Los grupos amino se pueden alquilar para formar grupos mono y
dialquilamino; y se pueden alquilar los grupos mercapto e hidroxi para formar los éteres correspondientes. Los
alcoholes primarios se pueden oxidar mediante agentes de oxidacion conocidos en la materia para formar acidos
carboxilicos o aldehidos, y los alcoholes secundarios se pueden oxidar para formar cetonas. De esta manera, se
pueden emplear reacciones de sustitucién o alteracion para proporcionar varios sustituyentes en la totalidad del
material de partida, compuestos intermedios, o el producto final, incluyendo productos aislados.

Adicionalmente, como sera evidente para los expertos en la materia, pueden ser necesarios grupos protectores
convencionales para evitar que determinados grupos funcionales experimenten reacciones indeseadas. La seleccién
de un grupo protector adecuado para un grupo funcional concreto, asi como las condiciones adecuadas de proteccion
y desproteccién, son bien conocidas en la materia. Por ejemplo, se describen numerosos grupos protectores, y su
introduccion y eliminacién, en T. W. Greene y G. M. Wuts, Protecting Groups in Organic Synthesis, 32 ed., John Wiley
& Sons, Nueva York, 1999, y las referencias citadas en los anteriores.
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Como los compuestos de la invencion pueden tener determinados sustituyentes que estan necesariamente presentes,
la introduccién de cada sustituyente es, por supuesto, dependiente de los sustituyentes especificos implicados y de la
quimica necesaria para su formacion. De esta manera, las consideraciones de la forma en que un sustituyente se veria
afectado por una reaccion quimica cuando se forma un segundo sustituyente implicarian técnicas familiares para una
persona normalmente experta en la materia. Esto seria dependiente del anillo implicado.

En algunos casos, se puede preparar una mezcla racémica de compuestos de la invencién y el isémero (+) o (-)
deseado se puede resolver o separar (es decir, enriquecerse enantioméricamente) utilizando cualquiera de la variedad
de métodos de resolucién quirales conocidos por un experto en la materia. Dichos métodos de resolucion se
describen, por ejemplo, en el cuarto volumen del compendio Optical Resolution Procedures for Chemical Compounds:
Optical Resolution Information Center, Manhattan College, Riverdale, N.Y., y en Enantiomers, Racemates and
Resolutions, Jean Jacques, Andre Collet y Samuel H. Wilen; John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 1981.

En algunos métodos de resolucién, una mezcla racémica se convierte en una mezcla de diastereémeros mediante
unién, tanto quimica como enzimatica, de un resto relativamente enantioméricamente puro. A diferencia de los
enantiomeros, la mayoria de los diasteredbmeros tienen propiedades fisicas diferentes, por ejemplo, solubilidad, punto
de ebullicién, afinidad (por ejemplo, para columnas de cromatografia y enzimas), y similares. Se pueden usar estas
propiedades fisicas diferentes para separar un diasterecisomero de otro, por ejemplo, mediante cristalizacion
fraccionada, destilacion cromatografia, resolucion cinética usando una enzima, y similares.

Como alternativa, el compuesto se puede sintetizar enantioselectivamente partiendo de un material de partida
enantioméricamente puro o enriquecido.

Cuando el compuesto de la presente invencion contiene un resto olefina y dicho resto olefina puede tener
configuracién tanto cis como trans, se puede sintetizar el compuesto para producir cis o trans olefina, selectivamente,
como el producto predominante. Como alternativa, se puede producir el compuesto que contiene un resto olefina como
una mezcla de cis y transolefinas y separarse utilizando procedimientos conocidos, por ejemplo, mediante
cromatografia tal como se describe en W.K. Chan, et al., J. Am. Chem. Soc. 1974, 96, 3642.

Los compuestos de la invenciéon forman sales con acidos cuando una funcién amino basica esta presente y sales con
bases cuando una funcién acida, por ejemplo, acido carboxilico o acido fosférico, esta presente, Todas las sales
mencionadas son Utiles en el aislamiento y/o la purificacién de los nuevos productos. De particular valor son las sales
farmacéuticamente aceptables con &cidos y bases. Los acidos adecuados incluyen, por ejemplo, clorhidrico, oxalico,
sulfurico, nitrico, bencenosulfénico, toluenosulfénico, acético, maleico, tartarico y similares que son
farmacéuticamente aceptables. Las sales basicas para uso farmacéutico incluyen sales de Na, K, Ca y Mg.

Estan facilmente disponibles métodos para producir muchos de los compuestos de la invencion de diversos articulos
de revistas, que se pueden obtener facilmente, por ejemplo, investigando en la base de datos de los servicios del
Chemical Abstrac, por ejemplo, CAS en linea.

Composiciones farmacéuticas

Los compuestos de la invencién pueden administrarse a un paciente para lograr un efecto fisiolégico deseado.
Normalmente, el paciente es un mamifero, a menudo, un ser humano. El compuesto puede administrarse en varias
formas adaptadas para la via de administracion seleccionada, es decir, por via oral o parenteral. La administracion
parenteral, a este respecto, incluye la administracion a través de las siguientes vias: intravenosa; intramuscular;
subcutanea; intraocular; intrasinovial; transepitelial incluyendo transdérmica, oftalmica, sublingual y bucal; tépica
incluyendo oftalmica, dérmal, ocular, rectal, y por inhalacion (por ejemplo, por insuflacién y aerosol); intraperitoneal;
sistémica rectal, y central (por ejemplo, intratecal, tal como en el fluido cerebroespinal alrededor de la médula espinal,
e intracerebral en el cerebro o en el fluido cefalorraquideo del cerebro).

El principio activo puede administrarse por via oral, por ejemplo, con un diluyente inerte o con un vehiculo comestible
asimilable, o puede encapsularse en capsulas duras o blandas de gelatina, o puede comprimirse en comprimidos, o
puede incorporarse durectamente con la comida de la dieta. Para la administracién terapéutica oral, el principio activo
puede incorporarse con excipiente y usarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos,
capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, y similares. Dichas composiciones y preparaciones pueden contener
al menos un 0,1 % de principio activo. El porcentaje de las composiciones y preparaciones pueden, por supuesto,
variarse y pueden estar convenientemente entre aproximadamente un 1 a aproximadamente un 10 % del peso de la
unidad. La cantidad de principio activo en dichas composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se obtendra una
dosificacién adecuada. Las composiciones o preparaciones pereridas de acuerdo con la presente invencion se
prepararn de tal forma que una forma de dosificacion unitaria oral contiene de aproximadamente 1 a aproximadamente
1000 mg de principio activo.

Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas y similares también pueden contener los siguientes: un aglutinante

como goma de tragacanto, goma arabiga, almidén de maiz o gelatina; excipientes, tales como fosfato dicalcico; un
agente disgregante, tal como almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico y similares; un lubricante, tal como
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estearato de magnesio; y un agente edulcorante, tal como sacarosa, lactosa o sacarina o un agente aromatizante
como menta, aceite de gaulteria 0 aroma de cereza. Cuando la forma de dosificacion unitaria es una capsula, esta
puede contener, ademas de materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido. Pueden estar presentes otros varios
materiales como recubrimientos o para modificar de otro modo la forma fisica de la dosificacién unitaria. Por ejemplo,
comprimidos, pildoras, o capsulas pueden recubrirse con goma laca, azlcar o ambos. Un jarabe o elixir puede
contener al principio activo, sacarosa como agente edulcorante, metil y propilparabenos como conservantes, y tintes y
aromas, tales como aroma de cereza o fresa. Por supuesto, cualquier material usado en la preparacion de cualquier
forma de dosificacion unitaria debe ser farmacéuticamente puro y sustancialmente no toxico en las cantidades
empleadas. Ademas, el principio activo puede incorporarse en preparaciones y formulaciones de liberacion sostenida.

El principio activo también puede administrarse por via parenteral. Las soluciones del principio activo como una base
libre o sal farmacéuticamente aceptable pueden prepararse en agua adecuadamente mezcladas con un tensioactivo
como hidroxipropilcelulosa. La dispersion también puede prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas
de los mismos y aceites. En condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un
conservante para evitar el crecimiento de microorganismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectables incluyen soluciones acuosas o dispersiones estériles para
la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma tiene
que ser estéril y tiene que ser fluido hasta el punto de que sea facilmente inyectable. Puede ser estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento y tiene que conservarse contra la acciéon contaminante de
microorganismos como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente de medio de dispersion que contiene,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas
adecuadas de los mismos, y aceites vegetales. Puede mantenerse la fluidez adecuada, por ejemplo, usando un
recubrimiento como lecitina, manteniendo el tamafo de particula necesario en el caso de las dispersiones y mediante
el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos puede lograrse por medio de varios agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutano, fenol, acido sérbico, timerosal, y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares o cloruro sddico. Puede lograrse la
absorcion prolongada de las composiciones inyectables mediante la adicion de agentes que retardan la absorcion, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando el principio activo en la cantidad necesaria en el
disolvente adecuado con varios otros ingredientes indicados anteriormente, segin sea necesario, seguido de
esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando los varios principios activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los demas ingredientes necesarios de
entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacion preferidos son secados al vacio y la técnica de criodesecaciéon que produce un
polvo del principio activo més cualquier ingrediente deseado adicional de la solucion previamente esterilizada por
filtracion.

Los compuestos terapéuticos de la invencion pueden administrarse a un mamifero solos o en combinacion con
vehiculos farmacéuticamente aceptables, tal como se han sefialado anteriormente, cuya proporcion se determina
mediante la solubilidad y naturaleza quimica del compuesto, via de administracion elegida y la practica farmacéutica
estandar.

El médico determinara la dosificacion de los presentes agentes terapéuticos que seran los mas adecuados para la
profilaxis o tratamiento y variaran con la forma de administracion y el compuesto concreto elegido, y también, variara
con el paciente concreto que esté sometido a tratamiento. El médico deseara generalmente iniciar el tratamiento con
pequeiias dosis a pequefios incrementos hasta que se alcance el efecto éptimo dependiendo de las circunstancias. La
dosificacién terapéutica puede ser generalmente de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1000 mg/dia, y
preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 mg/dia, o de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal por dia y preferentemente de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
20 mg/kg de peso corporal por dia y puede administrarse en varias dosificaciones unitarias separadas. Pueden
necesitarse dosis mayores, del orden de aproximadamente 2X a aproximadamente 4X, para administracion oral.

Objetos adicionales, ventajas, y caracteristicas novedosas de esta invencién haran evidentes para los expertos en la
técnica tras la examinacion de los siguientes ejemplos de la misma, que no se pretende que sean limitantes. En los
ejemplos, los procedimientos que se reducen de manera constructiva a la practica se describen en tiempo presente, y
los procedimientos que se han llevado a cabo en el laboratorio se exponen en tiempo pasado.

Ejemplos

Se cree que la glia se activa mediante opiaceos (por ejemplo, morfina, metadona, meperidina y oxicodona) y que esta
respuesta glial inducida por opioides suprime la analgesia de los opioides, contribuyendo al desarrollo de tolerancia y
dependencia a los opioides. Los presentes inventores han descubierto que la activacion glial inducida por opioides se
regula por la via de sefalizacién del receptor de tipo toll 4 (TLR4). TLR4 es un receptor transmembrana que funciona
en complejo con su proteina accesoria, factor de diferenciacién mieloide 2 (MD-2). El descubrimiento por parte de los
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presentes inventores de que los opioides interactian con TLR4 condujo al desarrollo de compuestos que pueden
mejorar las terapias actuales de tratamiento del dolor basadas en opioides.

TLR4 es un receptor de superficie de la familia de proteinas TLR, un grupo de glucoproteinas integrales de membrana
de tipo | que incluye mas de 11 miembros homélogos. La estimulacion de los distintos TLR induce distintos patrones de
expresion génica, que no solo conduce a la activacion de la inmunidad innata, sino que también instruye el desarrollo
de la inmunidad adquirida especifica de antigeno. Se cree que TLR4 detecta lipopolisacaridos (LPS, un agonista
clasico de TLR4 y un componente de las pareces celulares bacterianas de bacterias gram negativas) y por lo tanto es
importante en la activacion del sistema inmune innato. Dentro del sistema nervioso central (SNC), se cree que TLR4 se
expresa principalmente por la glia (predominantemente microglia pero también algunos astrocitos) pero no por
neuronas. Esta glia esta formada por células inmunocompetentes importantes en las respuestas inmunes innatas del
en el SNC. La distincién funcional entre neuronas y glia indica que es posible usar de manera selectiva a la glia como
diana sin afectar a las neuronas. Esta selectividad permiti6 métodos para potenciar los efectos analgésicos de la
morfina. En algunas realizaciones, suprimiendo los efectos secundarios activadores de la glia de la morfina, pero
manteniendo el efecto analgésico en las neuronas, es posible mejorar la actividad de la morfina mientras que se
inhiben de manera simultanea las vias que contribuyen al desarrollo de tolerancia y adiccion a los opioides.

La interaccion TLR4/MD-2 es una de las dianas terapéuticas atractivas ya que la interaccion es parte de la via de
sefalizacion de TLR4. Ademas, MD-2 interactda principalmente con TLR4 de entre la familia de proteinas TLR. Dichos
descubrimientos permiten selectividad y especificidad para los moduladores de molécula pequefa (por ejemplo,
inhibidores). En algunas realizaciones, se usé un enfoque de biologia quimica para establecer el complejo TLR4/MD-2
como una diana valida para el descubrimiento de farmacos usando dos sondas de molécula pequefia que se dirigen a
la interfaz TLR4/MD-2: uno que se dirige a ambos compareros de unién de la proteina. Estudios tanto in vitro como in
vivo mostraron la eficacia de las moléculas. Estos resultados muestran una nueva estrategia para suprimir la
activacion glial inducida por opioides. Dicha estrategia también proporciona herramientas para investigar el desarrollo
de dependencia y tolerancia a los opioides.

Para identificar sondas de molécula pequefia para investigar la activacion glial mediada por TLR4, los presentes
inventores usaron estructuras de rayos X de alta resolucion del complejo TLR4/MD-2. Se desarrollé6 una metodologia
de deteccidn in silico de alto rendimiento para identificar inhibidores selectivos de la via de sefalizacion de TLR4. La
metodologia se aplicd a ambas proteinas en el complejo, que usaba la interfaz proteina-proteina como diana para
tanto validar la estrategia como maximizar las probabilidades de identificar sondas quimicas utiles. Partiendo de la
estructura en alta resolucion de MD-2 (PDB ID 2E56, resolucién 2,00 A), se relajé primeramente la proteina con un
ciclo de dinamica molecular para establecer cada diana de proteina, representadas usando varias conformaciones de
proteina. La estructura de TLR4 se tom¢ del complejo del TLR4 humano con el antigeno 96 de linfocitos (PDB ID 2265,
resolucion 2,70 A).

Las estructuras de ligandos para evaluacion virtual se tomaron de la biblioteca de la coleccién de evaluacion ENAMINE
que contiene 1 millén de agentes de molécula pequeiia tipo farmaco. La biblioteca se agrup6 primeramente usando el
algoritmo Jarvis-Patrick implementado en QUANTUM. La medida de la disimilitud ("distancia") entre las moléculas se
determiné mediante similitud de Tanimoto calculada con Huellas de luz diurna de las moléculas. El ciclo de dindmica
molecular de perturbacion de energia libre para todo el complejo proteina-ligando en ambiente acuoso se efectud
usando un modelo de solvatacion continua desarrollado por los presentes inventores. Este método ha demostrado ser
altamente preciso para calcular la energia libre de un liquido polar. EI modelado condujo a una biblioteca enfocada de
aproximadamente 10 mil representantes agrupados de peso molecular adecuado. Todos los compuestos
seleccionaron se extrajeron de archivos sdf suministrados por ENAMINE, procesados mediante la recuperaciéon de
estructuras QUANTUM y componentes del programa informatico de tipificacién en modo de lotes y preparados para su
posterior acoplamiento. Esta configuracion, junto con los centroides de mejor agrupamiento, se selecciond para
simulaciones dinamicas moleculares posteriores. Ademas, se perfilé una "huella" de las coincidencias identificadas
acoplandolas a un panel original de proteinas que representan al proteoma humano completo (aproximadamente 500
proteinas representativas seleccionadas entre varias familas de proteinas) y los datos de Clsg recogidos para cada
proteina/molécula pequefia y complejo proteina/proteina fuera de este panel. Efectuando estos agrupamientos
adicionales, la probabilidad de identificar inhibidores altamente selectivos y especificos para las dos proteinas
aumenté. El modelado mostr6 que el Compuesto A-1 se une a TLR4 con valores de Clso calculados < 10 uM y el
compuesto de comparacién A-2 era un potente antagonista de MD- 2. Véase Figura 1.

Estos compuestos se sintetizaron como se muestra en los Esquemas 1 y 2. El compuesto de comparacion A-2 se
prepar6 en dos etapas mediante aciclaciones iterativas de 1,4.difenilendiamina (2-2). La sintesis del compuesto A-1 se
logré6 mediante alquilacién del pirazol (1-3), seguido de una reaccion similar a reaccion de Mannich para producir el
derivado de pirazol tetrasustituido (1-5). Finalmente, la abertura de epéxido del compuesto 1-2 con la funcionalidad
amino del compuesto 1-5 proporcion6 el compuesto A-1.
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Estos compuestos también se evaluaron para la inhibicién de la via de sefalizacion de TLR4 in vitro e in vivo. Un

5 ensayo de inmunoprecipitacion mostré que el compuesto A-1 y el compuesto de comparaciéon A-2 interrumpieron la

interaccion TLR4/MD-2. Se cotransfectaron células Hela con vectores de expresion para FLAG.sTLR4 y

MD-2-FLAG-his. El complejo MD-2/proteina TLR4 se purificé a partir de los sobrenadantes del cultivo usando resina de

niquel, se separaron mediante SDS-PAGE y se detectaron mediante inmunotransferencia contra el marcador FLAG.

La incubaciéon del complejo MD-2/TLR-4 en presencia de 0,1-100 uM de compuesto de comparacion A-2 suprimio

10 sustancialmente la union de TLR4 a MD-2, cuantificada mediante visualizacion de los marcadores FLAG mediante
transferencia de Western. El compuesto A-1 mostré un efecto similar (Figura 2).

La observacion de la sefalizacion de Akt1 demostrd que tanto el compuesto A-1 como el compuesto de comparacion
A-2 bloquearon la sefalizacién de TLR4 en una linea celular de macrofagos de rata (RAW 264.7). La actividad de
15 TLR4 inducida por lipopolisacarido (LPS) inicia la cascada de fosfoinositida 3-quinasa (PI3K), provocando la
traslocacion de Akt1 a la membrana plasmatica en macréfagos murinos. Las células RAW 264.7 transfectadas con un
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indicador13 Akt1-GFP se trataron con farmaco y a continuacién se activaron con LPS. En ausencia de LPS, Akt1-GFP
se difundié de manera uniforme por todo el citosol segin se observdé mediante microscopia de fluorescencia. La
adicion de LPS (2 ng/ml) caus6 una rapida traslocacion de Akt1-GFP a la membrana plasmatica, disminuyendo la
concentracién de Akt1-GFP en el citosol. Dosis del compuesto A-1 tan bajas como 2 uM y de compuesto de
comparacion A-2 tan bajas como 200 nM suprimieron sustancialmente la activacién de la via de sefializacion inducida
por LPS. Véanse las Figuras 3A y 3B,

Después de la adicién de LPS, las células mostraron un perfil de activacién muy similar al de las células no tratadas.
Figuras 3A y 3B. Una pequefa dosis de péptido C5a quimiotactico (25 ng/mL) que estimula a PI3K15 fue capaz de
rescatar la sefalizacion de Akt inhibida por cualquiera de los compuestos. Se observo la traslocacion global de
Akt1-GFP a la membrana plasmatica, loque confirma que estas células mantuvieron las funciones de transduccién de
la sefalizacion de Akt normales. Akt1 esta directamente aguas abajo de TLR4 en la via de transduccién de senales.
Por lo tanto, estos datos indican que tanto el compuesto A-1 y el compuesto de comparacién A-2 bloquean la
sefalizacion mediada por TLR4 interactuando directamente con el complejo TLR4/MD-2. Los macréfagos murinos
expresan varios TLR y receptores inmunes. La inhibicién del agonismo inducido por LPS de TLR4 indica que ambos
antagonistas son especificos para la via de TLR4 frente a otros TLR. La actividad del compuesto A-1 se confirmé
adicionalmente en un ensayo establecido de TLR4 en células HEK293, donde se localiza un gen indicador de fosfatasa
alcalina aguas abajo del promotor de NF-kB. ElI compuesto A-1 fue efectivo bloqueando a los efectores
proinflamatorios aguas abajo de TLR4 de manera dependiente de la dosis. Ademas, ni el compuesto A-1 ni el
compuesto de comparacion A-2 mostraron una toxicidad celular significativa. Véase Figura 4.

Se us6 un modelo animal establecido para ensayar si los antagonistas de la sefializacion de TLR4 eran capaces de
potenciar el efecto analgésico de la morfina in vivo. Se usé el test de Hargreaves para medir el tiempo que tardan en
observarse respuestas de abstinencia inducidas por calor radiante en las patas traseras y colas de ratas no retenidas.

Después de la administraciéon del farmaco, se registraron dos lecturas para cada sitio con latencias iniciales de 5-6
segundos. Después de estas medidas iniciales prefarmaco, se inyectaron por via intratecal los farmacos (en el espacio
del fluido cerebroespinal que rodea a la médula espinal lumbosacral) y se volvieron a determinar las respuestas a calor
radiante de las ratas durante un transcurso de tiempo de dos horas. La inyeccion de compuesto A-1 o compuesto de
comparacién A-2 individualmente no produjo efectos de comportamiento detectables (por ejemplo, no se
autolesionaron con mordeduras o lucha, sin vocalizacion, ni otros signos de angustia). Aunque las sondas de molécula
pequeria no tuvieron efecto en la respuesta al dolor en ausencia de morfina coadministrada, potenciaron
significativamente los efectos analgésicos de la morfina de tal modo que las ratas mostraron la analgesia registrable
maxima en la prueba durante el tiempo de dos horas (el calor se termind automaticamente a los 10 segundos para
evitar lesiones de tejidos).

Un enfoque de biologia quimica para estudiar el campo de la neurobiologia ha proporcionado una herramienta util para
entender los mecanismos de la activacién glial. Usando evaluacién in silico de alto rendimiento, los presentes
inventores han identificado inhibidores selectivos y especificos de la interaccion TLR4/MD-2. El compuesto de
comparacion A-2 se dirigi6 a MD-2 y el compuesto A-1 se dirigi6 a TLR4. También se demostr6 que ambos
compuestos potencian los efectos analgésicos de la morfina. La interaccion TLR4/MD-2 es una diana molecular
adecuada para la regulacion de la activacion glial inducida por opioides. Algunos aspectos de la invencién también
proporcionan una estrategia terapéutica para suprimir la tolerancia y dependencia a opioides.

Modelado molecular y prediccion de parametros fisicoquimicos

El procedimiento de evaluacién virtual incluyé dos etapas: acoplamiento a un modelo de proteina estatica y
refinamiento usando modelado dinamico de proteinas. El acoplamiento a modelos de proteinas dinamicos y estaticos
se efectué usando las utilidades del programa informatico Quantum. El acomplamiento a un modelo estatico de
proteina incluy6 la identificacién de la posicién del ligando en el bolsillo de unién con la energia minima de unién, y
estimacion de la energia de union. En el estudio de dindmica molecular, la energia de unién proteina-ligando calculada
se refind respecto a la flexibilidad de la proteina. El procedimiento de refinado usado fue un ciclo completo de dinamica
molecular de perturbaciéon de energia libre para todo el complejo proteina-ligando en ambiente acuoso. De esta
manera, se refiere a flexibilidad tanto de proteina como de ligando.

Sintesis quimicas

Todas las reacciones se llevaron a cabo en material de vidrio secado al horno o secado a la llama con nitrégeno seco
o atmosfera de argon. Se destilo el metanol mediante destilacion simple y se almacend con tamices moleculares de 4
A. Se destilo la acetona antes del uso. La sal de HCI de metilamina se sec6 a alto vacio durante la noche utilizando
P-0Os como oxidante. Todos los restantes reactivos y disolventes se usaron tal como se recibieron del proveedor. Se
llevo a cabo la cromatografia instantanea utilizando gel de silice 32-64 pum. Se registraron los espectros de RMN 'H a
300 MHz, 400 MHz, o0 500 MHz en CDCls usando el CHClI3 residual (7,26 ppm) como patrén interno. Se registraron los
espectros de RMN '*C a 75 MHz en CDCl; utilizando el CHCls residual (77,23 ppm) como referencia interna. Se
determiné la masa exacta utilizando ionizacién por electropulverizacion.
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2-((4-etoxifenoxi)metil)oxirano

4-Etoxifenol (0,25 g, 1,81 mmol), carbonato de potasio anhidro (0,50 g, 3,62 mmol) y epiclorohidrina (0,57 ml, 7,24
mmol) se afiadieron a acetona (4,52 ml) y la disolucion heterogénea resultante se mantuvo a temperatura de reflujo
durante 16 h. La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente, se filir6 a través de un parche de celite y el filtrado se
concentré a presion reducida. El aceite resultante se disolvié en tolueno (20 ml), se lavé secuencialmente con agua (15

ml), disolucién acuosa de NaOH al 5% (20 ml) y agua de nuevo (20 ml). La capa organica se secd con MgSQO, y se
concentrd a presion reducida para dar como resultado 0,292g (83%) de 2-((4-etoxifenoxi)metil)oxirano como un sélido
de color blanco (pf=41°C). RMN'H (400 MHz, CDCls) & 6,91 - 6,77 (m, 4H), 4,17 (dd, J=11,0, 3,2, 1H), 3,98 (c, J = 7,0,

2H), 3,91 gdd J=11,0, 5,6, 1H), 3,34 (m, 1H), 2,90 (dd, J= 4,9, 4,1, 1H), 2,75 (dd, J = 5,0, 2,7, 1H), 1,39 (t, J = 6,98,
3H). RMN'®C (75 MHz, CDCls) & 153,72, 152,78, 115,90, 115,90, 115,59, 115,59, 69,71, 64,18, 50,49, 44,98, 15,15.
HRMS (m/z): [MNa]" calc. para C11H1403Na+, 217,08; encontrado 217,0826.

1-(2-clorobencil)-3,5-dimetil- 1H-pirazol

Se afadié hidroxido de potasio en polvo (1,751 g, 31,2 mmol) a una disolucion de 3,5-dimetilpirazol (2 g, 20,81 mmol)
en DMSO anhidro (10,40 ml) y la disolucién heterogénea resultante se agité durante 1,5 h a 80 °C antes de enfriarse a
temperatura ambiente. A continuacion se afiadio cloruro de 2-cloro bencilo (2,64 ml, 20,81 mmol) en DMSO 6 M
durante 15 min, y la disolucion se agité durante 1,5 h. Tras la finalizacién, que se observo mediante TLC, la reaccién se
verti6 en agua y la fase acuosa resultante se extrajo con porciones de 20 ml de CHCIls. Las capas organicas
combinadas se lavaron con 100 ml de agua, se secaron con MgSQ4 anhidro y se concentraron a presion reducida para
dar como resultado 4,55 g (99%) de 1-(2-clorobencil)-3,5-dimetil-1H-pirazol como un liquido transparente. RMN'H
(300 MHz, CDCl3) 8 7,41 - 7,31 (m, 1H), 7,24 - 7,09 (m, 2H), 6,59 - 6,50 (m, 1H), 5,90 (s, 1H), 5,31 (s, 2H), 2,26 (s, 3H),
2,15 (s, 3H). RMN'*C (75 MHz, CDCls) & 148,32, 139,96, 135,46, 131,96, 129,42, 128,76, 127,72, 127,48, 105,84,
50,12, 13,80, 11,15. HRMS (m/z): [MNa]" calc para C12H13CIN2Na* 243,07; encontrado 243,0651.

1-(1-(2-clorobencil)-3,5-dimetil- 1 H-pirazol-4-il)-N-metilmetanamina

Ci

Iy
NHMe

Una disolucion de 1-(2-clorobencil)-3,5-dimetil-1H-pirazol (1,00 g, 4,53 mmol), paraformaldehido (0,82 g, 27,20 mmol)
y HCI de metilamina (0,92 g, 13,59 mmol) se disolvié en metanol (9,06 ml) se agité a 60 °C durante 24 h. Se enfri6 la
mezcla a temperatura ambiente y se inactivé rapidamente con una disolucion acuosa de NaHCO3 (15 ml). Se extrajo la
capa acuosa 3 veces con éter (15 ml) y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (30 ml). La capa
organica se secé con MgSO. y se concentré a presion reducida. El aceite de color amarillo resultante se purificd
utilizando cromatografia instantanea en columna con 1:4:0.01 de acetato de etilo:hexanos:trietilamina como disolvente
eluyente dando como resultado 0, 73 g (62%) de 1-(1-(2-clorobencil)-3,5-dimetil-1H-pirazol-4-il)-N-metilmetanamina
como un aceite transparente. RMN'H (300 MHz, CDCls) & 7,40 - 7,31 (m, 1H), 7,23 - 7,08 (m, 2H), 6,54 - 6,43 (m, 1H),
5,32 (s, 2H), 3,31 (s, 2H), 2,91 (s, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,12 (s, 3H). RMN13C (75 MHz, CDCl3) 5 148,12,
138,48, 135,57, 131,94, 129,42, 128,72, 127,61, 127,41, 114,38, 50,24, 49,08, 40,68, 12,36, 9,75. HRMS (m/z): [MH]+
calc para C14H1sCINs, 264,13; encontrado 264,1253.

1-(((1-(2-clorobencil)-3,5-dimetil- 1H-pirazol-4-il)metil) (metil)amino)-3-(4-etoxifenoxi)propan-2-ol

Oq%\:@

2-((4-Etoxifenoxi)metil)oxirano (0,06 g, 0,32 mmol) 1-(2-clorobencil)-3,5-dimetil-1H-pirazol-
4-il)-N-metilmetanamina (0,10 g, 0,38 mmol) se disolvi6 en metanol (0, 32 mI) se calenté a 68 °C y se agit6 hasta que
se consumio6 el oxirano tal como se observé mediante TLC. La disolucion se enfri6 a temperatura ambiente y el
disolvente se eliminé a presion reducida. El aceite resultante se purificd utilizando cromatografia instantanea en
columna con 1:2:0,01 acetato de etilo:hexanos:trietilamina como el disolvente eluyente para dar como resultado 0,099
(63%) de 1-(((1-(2-clorobencil)-3,5-dimetil-1H-pirazol- 4-il)metil)(metil)amino)-3-(4-etoxifenoxi)propan-2-ol como un
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liquido transparente. RMN'H (500 MHz, CDCls) & 7,35 (dd, J= 7,8, 1,2, 1H), 7,17 (td, J = 7,7, 1,3, 1H), 7,12 (td, J = 7,5,
1,2, 1H), 6,85 - 6,79 (m, 4H), 6,48 (dd, J= 7,6, 0,9, 1H), 5,28 (s, 2H), 4,12 - 4,04 (m, 1H), 3,97 (c, J = 7,0, 2H), 3,90 (d,
J=4,9,2H),3,47 (d,J=13,2, 1H), 3,34 - 3,29 (m, 1H), 2,60 (dd, J=12,2,9,7, 1H), 2,48 (d ¢, = 12,2, 3,9, 1H), 2,26 (s,
3H), 2,24 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 1,38 (t, J= 9,1, 3H). RMN'C (75 MHz, CDCls) & 153,47, 153,04, 148,04, 138,67, 135,31,
131,92, 129,43, 128,79, 127,58, 127,50, 115,63, 115,63, 115,53, 115,53, 113,71, 71,25, 66,37, 64,14, 59,51, 51,70,
50,28, 42,09, 15,13, 12,36, 9,82. HRMS (m/z): [MNa]+ calc para C2sH32CN3OsNa+, 480,20; encontrado 480,2030.

El cloruro de 1-adamantocarbonilo (238 mg, 1,20 mmol) se afiadié a una mezcla de 1,4-difenilendiamina (108 mg, 1,0
mmol), trietilamina (202 mg, 2,00 mmol), DMAP (6 mg, 0,05 mmol) y 1,4-dioxano (4.0 ml) a ta. Después de agitar
durante 12 horas, la mitad del disolvente de reaccion se evapor6 y la disolucion posterior se sometioé a cromatografia
en columna con EtOAc como eluyente. El compuesto intermedio se obtuvo como un polvo incoloro; rendimiento 113
mg, 40 %. Se afadié cloruro de isovalerilo (14 mg, 0,10 mmol) a una disolucién del intermedio (27 mg, 0,10 mmol),
trietilamina (20 mg, 0,20 mmol), DMAP (1,2 mg, 0,010 mmol) y 1,4-dioxano (1.0 ml) a ta. Después de agitar durante 12
horas, la mezcla de reaccién se someti6 a cromatografia en columna (1:1 EtOAc-Hexanos). El compuesto A-2 se
obtuvo como un polvo incoloro; rendimiento 30 mg, 85 %.

Compuesto comparativo A-2

Otros compuestos

Algunos de los compuestos comparativos representativos que se prepararon y ensayaron se relacionan a continuacion
(algunas de las sales y los isomeros enantioméricamente enriquecidos se prepararon también pero no se muestran por
separado):

H —
R4 N X Rz
YO Y
O QO
X Ri Ro Y
iso-butilo (A-2) -CH (cpd n% 4019)
n-butilo -CH
-NH- sec-butilo -CH
terc-butilo -CH
=
| -CH
P
iso-butilo -N
n-butilo -CH
q/ sec-butilo -CH

\O o

iso-butilo -CH
n-butilo -CH
0 sec-butilo -CH
~ terc-butilo -CH
n-pentilo -CH
/\( @\ o
| = -CH
o

18



ES 2519572713

.. =
OMe
OMe

\@, CcH
Cl

| = -CH

P

)@ o

Se relacionan a continuacion algunos de los compuestos representativos de la invencion que se prepararon y
ensayaron (algunas de las sales y los isbmeros enantioméricamente enriquecidos se prepararon también pero no se
muestran por separado):

) o

2126 2126-9

e cu@o OH
o oo ™ |
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TR o R

Otros compuestos ilustrativos de la invencién incluyen los siguientes:

Ry

R | Ri R2
-OH | -ClI H

‘H | -H -CHs
-OEt | -Cl | -CHyCeHs

La sustitucion de un OH en la posicién R amplia las relaciones de actividad de la estructura (SAR) con respecto a los
éteres que se prepararon en esta posicion.

Una version metil éter del compuesto 2126 mostré una excelente actividad. Los compuestos de la invencién incluyen
otros derivados de éter tales como bencil éter. Silos compuestos de éter muestran una actividad biol6gica aumentada,
entonces esto puede indicar que el grupo hidroxilo esta enfrentado a un bolsillo hidréfobo en el sitio de unién. Las
versiones quirales de estos compuestos y de los éteres adicionales estan comprendidas en el alcance de la presente
invencion, por ejemplo, Ro= Et, iPr, t-Bu, etc.).

Los datos experimentales indican que los fragmentos de ep6xido y de la amina son activos. Se pueden introducir
interacciones hidrofobas adicionales en los compuestos de la invencion, por ejemplo, utilizando la siguiente estrategia
de reaccion.

*

N N
HN €l Rr,B(OH), Pd(OAc), MM~ Ry

R; =Ph, Bn, alilo

Simulacion de acoplamiento asistida por ordenador.

Los estudios de acoplamiento se efectuaron usando AutoDock 4.0. El algoritmo genérico Lamarckiano (LGA) y los
angulos de torsién del ligando se variaron usando AUTOTORS. Todos los demas procedimientos para el experimento
de acoplamiento se siguieron como se describe en el manual del usuario para el programa AutoDock 4.0. Las
conformaciones acopladas se clasificaron automaticamente por el programa AutoDock 4.0 usando una funcién de
clasificacion de camp de fuerza. Se encontraron un total de 100 agrupaciones conformacionales tras 100 ciclos usando
una tolerancia de rmsd de 1,0 A. Entre estos, uno de las estructuras con mayor calificacion se usé para visualizacion
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molecular.
Ensayo de inmunoprecipitacion de TLR4/MD-2

Se crecieron células HeLa en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al
10 % (FBS) a una densidad de 8 x 10%ml y se transfectaron mediante electroporacion (250V, 960 uF) con 20 ug de
Flag-sTLR4 y 10 ug de MD-2-Flag-His en Dulbecco PBS/DMSO al 1,25 %. Los plasmidos fueron una amable donacion
del laboratorio Fabio. Las células se replantaron en placas de 10 cm en DMEM que contenia FBS para permitir la
recuperacion y adhesioén celular. Después de 6-8 h el medio celular se sustituyé por medio libre de suero 293 SFM2
(Invitrogen, CA, EE.UU.). El medio se recogi6 24 h mas tarde. Para capturar los complejos de proteina marcada con
His, el medio filtrado se incub6 con resina de niquel ProBond (Invitrogen, CA, EE.UU) durante la noche. La resina se
lavo a continuacion con suero salino tamponado con fosfato (PBS), se resuspendié en tampén de muestra Lemmli, se
hirvié y analiz6 mediante SDS-PAGE y se inmunotransfirié usando AcM anti-Flag. El efecto de las moléculas pequefias
sobre la interaccion de TLR4/MD- 2 se determiné mediante la adicién de compuestos disueltos en DMSO (y una
cantidad igual de DMSO para el control) a las células antes de la incubacién durante la noche.

Microscopia en tiempo real de la seializacion de TLR4 en una linea celular de macréfagos de raton RAW264.7.

La senalizacion de TLR4 conduce a la activacion simultdnea de tres vias de sefalizacion intracelulares paralelas. Dos
de estas (a través de NF-kB y MAPK) se cree que son principalmente responsables de las respuestas proinflamatorias
inducidas por la activacion de TLR4, mientras que la tercera via paralela (PI3K/Aktl) se cree que esta mas relacionada
con la supervivencia celular, la apoptosis y la motilidad celular. Ya que las tres se activan por agonismo en TLR4,
cualquiera de estas puede usarse como un reflejo de la activacion de TLR4. Dada la disponibilidad de una linea celular
de macrofago de raton RAW264.7 transfectada de manera estable para expresar Akt1 marcado con proteina verde
fluorescente (GFP), la movilizacién y aclaramiento citosélico de GFP-Aktl se us6 como un indicador de la activacion de
TLR4. El lipopolisacarido (LPS; Escherichia coli, serotipo: 0111:B4) se obtuvo a través de Sigma (St. Louis, MO,
EE.UU.). Las células se crecieron en medio de crecimiento suplementado con FBS al 10 %, penicilina/estreptomicina
10x y L-glutamina 10x y después se emplacaron a una densidad de 2 x 10° células/ml en medio de crecimiento en
placas de fondo de vidrio de 35 mm MatTek (Ashland, MA, EE.UU.) durante 18 h antes de la obtencién de las
imagenes. Justo antes de la obtencion de las imagenes, el medio de crecimiento se retird de las placas, se lavaron dos
veces con 1 ml de solucién salina tamponada de Hank (HBSS) suplementada con HEPES 25 mM tamponado a pH 7,4
y se reemplazé con 1 ml de medio tamponado de Hank templado acondicionado para la obtencién de imagenes (el
medio se acondicion6 mediante una incubacién de 24 h con células RAW264.7). La obtencion de las imagenes se llevo
a cabo en un microscopio invertido Nikon (Melville, NY, EE.UU.) con un objetivo de inmersion en aciete de 60x, un
espejo dicroico GFP/RFP con los correspondientes filiros de excitacion de una banda y de emision (Chroma
Technology, VT, EE.UU.) y una camara CoolSNAP ES (Photometrics, Tucson, AZ, EE.UU.). Una lampara de mercurio
proporcioné la excitacién. Las imagenes se capturaron cada 7,5 s. La fluorescencia inicial se capturd durante 5
fotogramas, tras lo cual se afadio vehiculo o antagonista en 200 pl. La obtencién de imagenes continué durante 20
fotogramas mas, tras lo cual se aplicaron LPS o antagonista de ensayo (200 pl) y se controlaron durante 20
fotogramas mas. Si no se obtenia respuesta visual, se afiadia C5a (200 pl) a las placas para confirmar si las células
tenian capacidad de respuesta. El aclaramiento citosélico de GFP-Akt1 se cuantificd usando Imaged y se expresé
como un cambio normalizado en la fluorescencia citoplasmica respecto al tiempo.

Ensayo de selectividad de LTR RAW264.7 con oxido nitrico

Se crecieron células RAW en DMEM suplementado con FBS al 10 %, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100
mg/ml) y L-glutamina (2 mM). Las células RAW se plantaron a continuacion en placas de 96 pocillos a 100,000 células
por pocillo y se crecieron durante 24 h en el medio descrito anteriormente. Después de 24 h, el medio se retird y se
reemplaz6 con Macrophage-SFM (Invitrogen, CA, EE.UU.). Las calles se doparon con los ligandos especificos de TLR
apropiados: LPS (lipopolisacarido), poli(l:C) (acido poliinosinico-policitidilico), FSL-1
((S,R)-(2,3-bispalmitoiloxipropil)-Cys-Gly-Asp-Pro-Lys-His-Pro-Lys-Ser-Phe), R848
(4-amino-2-(etoximetil)-a,a-dimetil-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-1-etanol) y PamzCSK4 (W-palmitoil-S-[2,3-bis(palmi-
toiloxi)-(2RS)-propil]-[R]-cisteinil-[S]-seril-[S]-lisil-[S]-lisil-[S]-lisil-[S]-lisina.3HCI) se usaron para ctivar de manera
selectiva a TLR4, TLR3, TLR2/6, TLR7 y TLR2/1 respectivamente. Se prepararon dos calles para cada ligando, uno
que contenia solo ligando y el otro con el ligando y 300 nM de compuesto A-1. Las placas se incubaron a continuacion
durante 24 h. Después de la incubacién se retiraron 100 uL de medio y se afiadieron a placas de microfluorescencia
negras planas de 96 pocillos (Thermo scientific, MA, EE.UU.). 10 uL de 2,3-diaminonaftaleno (0,05 mg/ml en HCI 0,62
M) se afnadieron a cada pocillo y se incubaron durante 15 min. La reaccién se inactivd mediante la adicion de 5 pL de
NaOH 3 My la placa se ley6 en un lector Beckman Coulter DTX880 (Beckman Coulter, CA, EE.UU) con excitacion a
365 nm y emisién a 450 nm. La concentracién de nitrito (un metabolito estable del 6xido nitrico) se determiné a partir de
una curva patron de nitrito.

Para entender la especificidad de los inhibidores entre los diferentes TLR, la selectividad de un compuesto que mostré
una inhibicion del 99 % en el ensayo de activacién del gen indicador SEAP (ver a continuacion) se investigé midiendo
la produccién de 6xido nitrico (NO) en células RAW. Las células RAW expresan todos los TLR y cada TLR especifico
puede activarse de manera individual mediante tratamiento con un ligando especifico de receptor. La activacion de los
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TLR da como resultado la sefalizacion aguas abajo y produccion de mediadores proinflamatorios, tales como 6xido
nitrico (NO). Este compuesto (27 uM) inhibié la producion de NO mediada por TLR4 pero mostré efectos insignificantes
en la sefalizacion de TLR3, TLR 2/6, TLR 2/1 y TLR7. Estos resultados indican que este compuesto inhibe
selectivamente la activacién de TLR4 inducida por LPS sin afectar de manera significativa a otros receptores tipo toll
homologos.

Ensayo de fosfatasa alcalina secretada (SEAP)

Los materiales para el ensayo SEAP se obtuvieron a través de Applied Biosystems (CA, EE.UU.) y se utilizaron de
acuerdo con las especificaciones del fabricante. Las células de rindn embrionario humano 293 (HEK293) transfectadas
de manera estable con TLR4 y un gen indicador de fosfatasa alcalina secretada (SEAP) se obtuvieron a través de
Invivogen (CA, EE.UU.). Las células se cultivaron en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10 %,
penicilina/estreptomicina 10x, L-glutamina 10x, normocina (ant-nr-1) 1x y HEK Blue (hb-sel) 1x. Las células se
implantaron en placas de 96 pocillos durante 24 horas a 37 °C antes del tratamiento con el farmaco. En el dia del
tratamiento, el medio se eliminé de las placa de 96 pocillos, se reemplaz6 por tampoén de fluido cerebroespinal (CSF)
(NaCl 124 mM, KCI 5 mM, 0,1 mM de CaCly, 3,2 mM de MgClz, NaHCO3; 26 mM y glucosa 10 mM, pH 7,4) que contenia
1-20 ng/ml de LPS, asi como 0,2-50,0 uM de farmaco o 3-400 ng/mL de LPS-RS con DMSO al 0,5 %.

Se recogié una muestra de tampén de CSF (15 puL) de cada pocillo y se transfiri6 a una placa blanca opaca de 96
pocillos (Microfluor 2, Thermo Scientific, MA, EE.UU.). Cada pocillo se traté con 45 uL de tampon de dilucién 1x, se
recubrié con Microseal (MSB1001, Bio-Rad, CA, EE.UU) y se incubaron durante 30 min a 65 °C. Después de 30 min,
se enfriaron las placas a temperatura ambiente sobre hielo y se afiadieron 50 uL de tamp6n de ensayo SEAP a cada
pocillo. Después de una incubacibn de 5 min, se afadieron a cada pocillo 50 pL de 3-(4-
metoxiespiro{1,2-dioxetano-3,2-(5-cloro)triciclo[3.3.1.13,7]decan}-4-il)fenil fosfato disédico (CSPD) diluido a 1:20 con
tampon de reaccion. Después de 20 min, se midi6 la luminiscencia de cada pocillo usando un lector de placas
(Beckman Coulter, DTX 880, CA, EE.UU.) con programa informatico de analisis multimodo. Algunos de los ensayos de
activacion de gen indicador de SEAP se muestran en la tabla a continuacion:

OH l -*"N\N
ANy
; —_-\Rl

o
R' R2 % Inhibicién
2-Cl 4-OFEt 52 %
2-Cl 4-OFt 61 %
2-Cl 4-OFt 0%
4-OMe 4-OFt 4%
H H 1%
2-Cl 4-(CoH4)OMe 32 %
2-Cl 2-OMe 36 %
2-Cl 4-Cl 99 %
2-F 4-OFEt 40 %
2-OMe 4-OFEt 35 %
2-Me 4-OFEt 31 %

Ensayo de viabilidad celular

Se transfectaron células de rifidn embrionario humano 293 (HEK293) con TLR4 y las proteinas de ensamblaje y
sefalizacion necesarias (MD-2, CD-14, LPSBP, etc.). Las células se cultivaron en DMEM suplementado con FBS al
10 %, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml), L-glutamina (2 mM), 0,1 mg/ml de normocina (InvivoGen, CA,
EE.UU) y reactivo de seleccion HEK Blue 1x (InvivoGen, CA, EE.UU.). Las células se implantaron en placas de 6 cm y
se crecieron hasta un 65-75 % de confluencia incubando a 37 °C, antes del tratamiento con el farmaco. En el dia del
tratamiento, se retiré el medio de la placa de 6 cm y se reemplaz6 por tampdn de fluido cerebroespinal (CSF)
suplementado con tratamiento de farmaco. Después de 24 h de incubacion a 37 °C, se retiré el CSF y se agitaron las
células con tripsina al 0,05 % mas 0,2 g/l de EDTA (Invitrogen, CA, EE.UU.) y se resuspendieron en medio DMEM
fresco suplementado. Después de la resuspension, se tomd una muestra de 100 pl de cada placa de 6 cm, se mezclé
suavemente con 100 pl de Trypan Blue al 0,4 % (Sigma, MO, EE.UU) y se dej6 asentar durante 5 min. La proporcién
de células tefidas de azul respecto a células totales se cuantificé a continuacién usando un hemocitometro Bright Line
de 0,1 mm de profundidad (VWR, PA, USA) bajo un microscopio de luz TMS de Nikon (Nikon Instrumentals, CA,
EE.UU.).
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La regulacion negativa de TLR4 y MD-2 mediante ARNi inhibe la activacion de la microglia inducida por
morfina

Una linea celular microglial murina, BV-2, se crecién en medio DMEM suplementado con FBS al 10 % FBS en un
matraz tratado con Primaria (Falcon, BD Bioscience, CA, EE.UU.). Las células se desprendieron del matraz mediante
digestion de tripsina cuando se alcanzé una confluencia de ~80 %. 6 pl de solucién madre de ARNip SMART pool
(Dharmacon, Lafayette, CO, EE.UU.) (50 pM) se diluy6 con 14 pl de D-PBS, y 8 pul de lipofectamina LTX (Invitrogen,
Carslbad, CA, EE.UU.) se diluy6 con 12 pl de D-PBS. A continuacion, las soluciones de ARNip de TLR4 y lipofectamina
LTX se mezclaron suavemente juntas en los pocillos de una placa de 6 pocillos y se incubaron a temperatura ambiente
durante 30 min. A continuacion, se plantaron las células en la placa de 6 pocillos a una densidad celular de 5x10*
células por ml. Después de 48 h con el ARNi, se afiadieron 200 uM de morfina. Las placas se incubaron durante 24 h
adicionales. Después se recogieron las células y se lisaron mediante reactivo de extraccién de proteinas de mamifero
M-PER (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE.UU.). Para investigar el efecto de regular negativamente MD-2 o TLR4 en
un fondo de factores inflamatorios, se recogieron las células 72 h después de la adicion del ARNi. Se analizaron los
niveles de IL-1 B y TNF-a mediante ELISA (BD Bioscience, San Diego, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

Inhibicion de la activacion de la microglia inducida por morfina mediante inhibidores de molécula pequena

Se crecieron células BV-2 en medio DMEM suplementado con FBS al 10 % FBS en un matraz tratado con Primaria
(Falcon, BD Bioscience, CA, EE.UU.). Las células se desprendieron del matraz mediante digestién de tripsina cuando
se alcanzé una confluencia de ~80 %. Las células se plantaron entonces en una placa de 6 pocillos a 4 x 10° células
por pocillo y se crecieron durante 24 h. Después de 24 h, se retird el medio y se reemplazé con DMEM suplementado
con FBS al 1 % y se afadi6é morfina (200 puM). Ademas, se coadministr6 el compuesto 1,2 0 3 (10 pM) con la morfina
o en solitario. Las placas se incubaron durante 24 h adicionales. Después se recogieron las células y se lisaron
mediante reactivo de extraccién de proteinas de mamifero M-PER (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE.UU.). IL- 18 se
analiz6 mediante ELISA (BD Bioscience, San Diego, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Determinacion de comportamiento de respuesta a calor radiante (Prueba de Hargreaves)

Se usaron en todos los experimentos ratas macho adultas Sprague-Dawley libres de patdgenos (n=5-6 ratas/grupo
para cada experimento; 300-375 g; Harlan Labs, Madison, WI, EE.UU.). Las ratas se alojaron en salas de temperatura
(23 + 3 °C) y luz (ciclo de 12 hr:12 hr de luz:oscuridad; las luces se encienden a las 07:00) controladas con comida
estandar para roedores y agua disponibles ad libitum. Todo el ensayo se llevé a cabo en ciego respecto a la asignacién
de grupos. Las ratas recibieron al menos tres habituaciones de 60 minutos al ambiente de ensayo adecuado antes de
la prueba de comportamiento. Los umbrales de respuesta de comportamiento a estimulos de calor aplicados a la cola
se determinaron usando una prueba de Hargreaves modificada. En resumen, los valores iniciales de abstinencia se
calcularon a partir de una media de dos latencias de abstinencia consecutivas de la cola, medidas a intervalos de 15
minutos. Las latencias para el estimulo termal al comienzo se encontraban en el intervalo de 2 a 3 segundos y se
impuso un tiempo de parada de 10 segundos para evitar el dafio de tejidos. Las determinaciones de latencia de
abstinencia iniciales se efectuaron antes de, y de nuevo durante el curso temporal después de la administracion del
farmaco. Los vehiculos se administraron en volimenes iguales a los farmacos ensayados.

Modelo de inflamacion de sangre completa

El ensayo de inhibicion de TLR4 mediante compuestos de la invencion respecto al impacto en la secrecion de
citoquinas IL-6, IL-8, (TNF-a,) e IL-18 en el modelo de sangre completa de inflamacién se llevo a cabo usando el
procedimiento descrito por Mollnes et al., (Blood, 2002, 100, 1869-1877) usando (i) LPS para comparar las dos
variantes de 2126-HCI en una configuracién restringida, (ii) bacterias gram negativas para iniciar la respuesta
inmunitaria innata que incluye tanto a TLR4/MD-2, TLR2, asi como el sistema de complemento (comparado con
anti-CD14 y compstatina).

La sal clorhidrato del compuesto 2126 (es decir, 2126-HCI) fue uno de los inhibidores de TLR4 mas efectivos, en el
ensayo de sangre completa. Sus efectos sobre la liberacion de citoquinas tras la estimulacion de LPS se observaron a
concentraciones en el intervalo micromolar, y fue mas efectivo que la sal de clorhidrato del compuesto 2126-9 a
concentraciones equimolares (150 pM) en presencia del activador inflamatorio LPS. La sal clorhidrato del compuesto
2126 no mostro efectos toxicos significativos ni indujo hemolisis apreciable a estas concentraciones. La sal clorhidrato
del compuesto 2126 mostrd una de las mayores inhibiciones de la secrecién de IL-8 tras la estimulacion con LPSy E.
coli, en comparacioén y a diferencia de anti-CD14. La adicién de inhibidor complementario compstatina disminuyé
adicionalmente la liberacion de citoquinas en respuesta a E. coli. Sin embargo, la proporcién entre los niveles de
citoquina ensayados permaneci6 igual para el bloqueo tanto mediante anti-CD14 como para la sal clorhidrato del
compuesto 2126 de la sefializacién aguas abajo. La compstatina por si misma parecié especifica para IL-8 e IL-1B y
tuvo escaso impacto en la secrecion de la citoquina IL-6 temprana dependiente de CD14. Pero aumento el efecto
inhibidor tanto de anti-CD14 como de 2126-HCI en los niveles de IL-6 cuando se usé E. colicomo activador. Anti-CD14
fue muy activo en la reduccién de los niveles plasmaticos de IL-6. Por el contrario, 2126-HCI parecié inhibir a IL-6 asi
como a TNF-a y a IL-1B, pero de una manera significativamente menor a IL-8.
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Interesantemente, la inhibicién de CD14 no alteré los niveles en plasma de IL-1B regulados por complemento tras la
estimulacién con E. coli a pesar de que hubo una reduccion del 100% cuando se usé LPS como activador. El supuesto
inhibidor de TLR4, 2126- HCI (500 uM), sin embargo, si tuvo un impacto. Redujo los niveles en plasma de IL-1B en
aproximadamente un 50 %, similar a lo que se logré mediante compstatina (25 uM), y condujo a una reduccién
adicional del 30 % en presencia de compstatina.

25



10

15

20

25

30

35

40

ES 2519572713

REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de la férmula:
R?
X gl =N,
Xz\/é\/}Lf e N
(X')n—t‘ = 3 \,/(X"}m
I P R

donde
cada uno de Ny mesun numero entero de 0 a 5;
cada uno de X' es independientemente alcoxi, alquilo opcionalmente sustituido o alquenilo;
X?es O,NR%0 S;
X% es -OR®, -SR” 0 -NR°R’;
cada uno de X* es independientemente haluro o alcoxi; y
cada uno de R%, R®, R%, R", R? y R® es independiente hidrégeno o alquilo.
2. El compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 1, donde X? es O.
3. El compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 1, donde X° es -OH
4. El compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 1, donde R', R? y R® son alquilo.
5. El compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 4, donde R', R? y R® son metilo.
6. El compuesto de acuerdo con la Reivindicacién 1, donde X' es alcoxi, alquilo o alquenil-alquilo heterosustituidos.

7. El compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 1, donde X* es alcoxi, Cl o F.

8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para su uso en la inhibicion de la actividad del receptor TLR4 en un
sujeto, tratando el dolor o un efecto secundario de opioides no deseado en dicho sujeto.

9. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, donde dicho dolor comprende dolor crénico,
nocicepcién o una combinacion de los mismos.

10. Una composicion que comprende un opiaceo y un compuesto de la Reivindicacién 1.

11. La composicién de la Reivindicacién 10, donde dicho opiaceo y dicho compuesto de la Reivindicacién 1 se mezclan
en ultimo lugar.

12. La composicion de la Reivindicacion 10, donde la cantidad de dicho opiaceo es desde aproximadamente el 50 % a
aproximadamente el 100 % en relacion a la dosificacién recomendada de dicho opiaceo en ausencia de dicho
compuesto de la Reivindicacion 1.

13. La composicion de la Reivindicacién 10, donde la relacion molar de dicho opiaceo a dicho compuesto de la
Reivindicacion 1 esté en el intervalo de aproximadamente 1000:1 a aproximadamente 10:1.
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