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DERIVADOS DE FENTANILO COMO AGONISTAS DE RECEPTORES OPIOIDES
DEPENDIENTES DEL PH

Descripcion

La invencion se refiere a compuestos (derivados de fentanilo) que funcionan como agonistas de receptores
opioides, que activan receptores opioides objetivo de forma dependiente del pH, usos de los mismos y
composiciones farmacéuticas que comprenden dichos compuestos.

Antecedentes de lainvencidn

El uso de analgésicos opioides actualmente disponibles esta limitado por los principales efectos secundarios
adversos tales como somnolencia, depresion respiratoria, estrefiimiento, tolerancia o adiccion. Después de
una dolorosa inflamacion y lesién del tejido periférico, los receptores opioides en los terminales periféricos de
las neuronas sensoriales primarias se regulan positivamente, se potencia su acoplamiento, sefializaciéon y
reciclaje de la proteina G, y su activacion produce una potente inhibiciéon de la excitabilidad y analgesia
neuronal. La sefializacion intracelular aumentada sugiere alteraciones conformacionales de los receptores
opioides o ligandos en el entorno inflamado. Los agonistas opioides convencionales aplicados sistémicamente
(por ejemplo, morfina) activan tanto los receptores opioides centrales como los periféricos. Los agonistas en
los receptores opiadceos centrales conducen principalmente a efectos secundarios graves, dejando una
necesidad significativa en el campo del tratamiento del dolor para los compuestos que funcionan
preferiblemente de forma selectiva en los receptores periféricos.

La inflamacion, acompafiada de acidosis tisular, es un componente esencial de un gran grupo de sindromes
dolorosos (Stein, C. et al., Brain Res Rev 60, 90-113 (2009)), que incluyen artritis, inflamacién de la piel, dolor
de espalda inflamatorio, dolor de cabeza (ciertos tipos de migrafia neurogénica), lesiones inflamatorias del
sistema nervioso central y periférico (dolor neuropético), dolor por cancer, trastornos del sistema inmune (VIH
| SIDA, esclerosis mudltiple), dolor traumético y postoperatorio. Actualmente los farmacos analgésicos
disponibles estén limitados por los efectos secundarios inaceptables, tales como las acciones centrales de los
opioides (por ejemplo, sedacién, depresion respiratoria, nauseas, adiccion, tolerancia), los efectos intestinales
de opioides (estrefiimiento, ileo), los efectos gastrointestinales y de los inhibidores de ciclooxigenasa (COX)
(p. €j., hemorragia, Ulceras, complicaciones tromboembolicas) y los efectos adversos de los anticonvulsivos y
antidepresivos (por ejemplo, sedacion, ataxia, arritmias, vasoconstriccion coronaria). Por lo tanto, existe la
necesidad del desarrollo de nuevas generaciones y formulaciones de opioides que estan desprovistos de estos
efectos secundarios pero conservan la eficacia clinica.

Esto se puede lograr por la orientacion de receptores opioides en los terminales periféricos del ganglio de la
raiz dorsal (GRD), las neuronas (también llamadas nociceptores o las neuronas sensoriales primarias) a través
de la aplicacion local de exdgena, o la liberacion de opioides enddgenos en el tejido lesionado. Por otra parte,
una proporcién grande (50 - 100%) de los efectos antinociceptivos producidos por los opioides administrados
por via sistémica puede ser mediada por dichos receptores opioides periféricos, y agonistas de opioides que
no entran facilmente en el sistema nervioso central (SNC) pueden tener la misma eficacia analgésica como
opioides convencionales (Stein, C. et al., Pharmacol Rev 2011, 63: 860 - 881), Craft, R.M., et al., J Pharmacol
Exp Ther 1995; 275: 1535-42, entre otros). Ademas, se ha demostrado que los opioides de accion periférica
reducen la inflamacién al modular mediadores proinflamatorios, edema, extravasacién de plasma y otros
parametros (Stein, C. et al., Curr Pharm Design 2012, PMID: 22747536). Sin embargo, a pesar de que se ha
demostrado que los opioides de accion periférica reducen la inflamacion, lo que conduce a un posible éxito en
las estrategias de alivio del dolor con respecto a la modulacion de los receptores periféricos, se han divulgado
pocos métodos para dirigirse eficazmente a receptores opioides selectivamente periféricos sin efectos sobre
el intestino o el SNC.

La farmacologia opioide comanda un gran arsenal de ligandos de receptores opioides peptidicos y no
peptidicos. Los mas estudiados incluyen el alcaloide morfina, el fentanilo de piperidina y el derivado encefalina
(DAla?, N-MePhe*, Gly5-ol)-encefalina (DAMGO). Todos estos se unen al receptor-mu, el tipo de receptor mas
importante para la mediacion de efectos analgésicos en animales y humanos (Zéllner, C. y Stein, C. Handbook
of Experimental Pharmacology 2007; VVol. 177 Analgesia). La modificacién quimica de tales compuestos se ha
logrado colectivamente y ha producido ligandos altamente selectivos para cada tipo de receptor asi como
también agonistas que no ingresan en el SNC. Si bien este Ultimo puede inducir una antinocicepcion potente
sin efectos secundarios centrales, es probable que active los receptores opioides en el intestino (cuando se
aplican por via oral o sistémica), lo que generalmente resulta en la aparicion de estrefiimiento o vomitos. Por
lo tanto, es necesario desarrollar ligandos del receptor opioide con un enfoque particular en la actividad
especifica alrededor del tejido dafiado (inflamado).
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El fentanilo es un potente analgésico sintético opioide ("narcético™) con un inicio rapido y una accioén de corta
duracion. Es un agonista potente en receptores opiaceos mu. Histéricamente se ha usado para tratar el dolor
cronico y avanzado y se usa comunmente antes, durante y después de los procedimientos como analgésico y
anestésico. Sin embargo, el fentanilo puede presentar efectos secundarios significativos, como nauseas,
vomitos, estrefiimiento, boca seca, somnolencia, confusion, hipoventilacion, apnea, tolerancia y adiccion,
ademas de dolor abdominal, dolor de cabeza, fatiga, pérdida de peso, mareos, nerviosismo, alucinacion,
ansiedad, depresién, sintomas parecidos a la gripe, dispepsia (indigestién) y retencién urinaria, lo que hace
que el fentanilo en muchos casos no se pueda usar, especialmente cuando se administra sistémicamente a
un sujeto que sufre dolor.

Los derivados estructurales del fentanilo se han descrito en la técnica anterior. Maryanoff et al. (Journal of
Medicinal Chemistry, 25: 8, 913 - 919) y Riley y col. (Documento US 3.923.992) describen derivados de metil-
fentanilo que exhiben un grupo metilo en la llamada "posicién 3" de fentanilo. La modificacién de fentanilo con
el sustituyente metilo conduce a una unién mejorada a receptores opioides, lo que permite, segun la técnica
anterior, la posibilidad de aislamiento de receptores opioides unidos a un ligando mediante métodos de marcaje
de afinidad (Maryanoff et al) ademas del uso farmacéutico del derivado como analgésico (Riley et al). Ademas,
en la técnica anterior se han descrito derivados de fluor-fentanilo destinados a ser utilizados en estudios sobre
receptores opioides usando tomografia de emision de positrones (Hwang et al., Journal of Labeled Compounds
and Radiopharmaceuticals, 23: 3, 277-293). Los derivados de fluor-fentanilo descritos en este documento
exhiben un dtomo de F unido al anillo de fenilo (no adyacente al grupo amida) de fentanilo. Hwang et al.
reportan una reduccion en la fuerza de unién a un receptor opioide y una reduccién en el efecto analgésico del
derivado fluor-fentanilo en comparacién con el fentanilo mismo. Es importante destacar que ninguno de estos
derivados apunta a o gener6 compuestos que se unen selectivamente y activan los receptores opioides
periféricos en un medio inflamado (acido), en contraste con la presente solicitud (véase a continuacion).

A pesar de los intentos de generar derivados de fentanilo que demuestran una unién mejorada a receptores
opioides (en medio no acido normal) y mejoras asociadas al efecto analgésico, sigue existiendo una necesidad
significativa en la técnica de desarrollar derivados de fentanilo que no exhiban los efectos secundarios
comunmente asociado con fentanilo y otros compuestos opioides convencionales (por ejemplo, morfina). Se
sabe que muchos de estos efectos secundarios estan asociados con el efecto de dichos compuestos en el
SNC.

Los mecanismos subyacentes a los efectos antinociceptivos periféricos de los opioides se han investigado en
animales y humanos (Stein, C., et al., Nat Med 9, 1003-8 (2003); Pharmacol Rev 2011; 63: 860-881). Con este
fin, se ha estudiado la inflamacién de la pata trasera inducida por el adyuvante de Freund (CFA) en roedores,
ademas de la aplicacion periférica de pequefias dosis sistémicamente inactivas de morfina en pacientes
sometidos a cirugia o que sufren de artritis cronica. En varios estudios clinicos controlados, los inventores y
otros han demostrado que la morfina intraarticular produce alivio del dolor de eficacia similar a los anestésicos
locales o esteroides sin efectos secundarios sistémicos o locales. Tales efectos son aparentemente mediados
por receptores opioides localizados en terminales periféricos de neuronas GRD. La activacion de estos
receptores reduce la excitabilidad neuronal, la propagaciéon de impulsos nociceptivos y la liberacién de
neuropéptidos proinflamatorios. En particular, se ha demostrado que los agonistas opioides inhiben el canal
ionico TRPV1, que se expresa preferentemente en las neuronas GRD y se activa mediante el compuesto
pungente de capsaicina, protones y otros estimulos. La inhibicion se produce a través de proteinas Gio
acopladas al receptor opioide y la ruta de cAMP. Ademas, se ha demostrado que la antinocicepcion opioide
mediada por via periférica es particularmente prominente dentro del tejido inflamado, y que su eficacia aumenta
con la duracion del proceso inflamatorio. Los mecanismos subyacentes incluyen la regulacion positiva de la
sintesis, el transporte axonal dirigido periféricamente y el acoplamiento de proteina G de los receptores
opioides en las neuronas GRD.

De manera importante, se han medido valores de pH tan bajos como 4-5 en la inflamacién dolorosa (Reeh,
PW & Steen, KH, Prog Brain Res 113, 143-51 (1996), Woo, YC, et al., Anesthesiology 101 , 468-75 (2004).
Este cambio significativo en el pH en el tejido inflamado proporciona un mecanismo potencial segun el cual los
agentes activos especificos de la inflamacion pueden ser desarrollados, que solo exhiben una funcion
agonistica del receptor opioide en el area de dafio, inflamacién y / o dolor. La presente invencion se refiere a
la influencia de un entorno inflamado (acido) sobre las interacciones entre el receptor opioide y el ligando y
proporciona ligandos que activan selectivamente los receptores opioides en el tejido lesionado (acido, pH
bajo). Se ha demostrado que los agonistas proporcionados en este documento exhiben actividad analgésica
en modelos animales de dolor inflamatorio in vivo. Los compuestos descritos en este documento y los métodos
de aplicacién farmacéutica trascienden los conceptos y métodos tradicionales de tratamiento del dolor
relacionados con la activacion especifica de receptores opioides periféricos. La presente invencion, por lo
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tanto, se refiere a la influencia de un entorno inflamado (acido) en las interacciones entre receptor opioide y
ligando y proporciona ligandos que activan selectivamente los receptores opioides en el tejido lesionado.

Los derivados de fentanilo son conocidos en la técnica, tales como 3-metil-fentanilo (Maryanoff et al., J. med.
Chem., 1982; 25: 8, 913-919), aunque no es evidente la selectividad en los tejidos inflamados. El fluor se
conoce como un sustituyente para reemplazar, por ejemplo, grupos metilo (Patani et al., Chem. Rev., 1996,
96, 3147-3176), sin embargo, no se encuentra en la técnica ninguna indicacién de que el F-fentanilo conduzca
a la selectividad en tejidos inflamados.

Sumario de lainvencién

A la luz de la técnica anterior, el problema técnico que subyace a la presente invencion es proporcionar
compuestos o sustancias que activan selectivamente los receptores opioides en el tejido lesionado, evitando
asi los efectos secundarios comunes asociados con la activacion de receptores opioides en el SNC o el
intestino.

Este problema se resuelve mediante las caracteristicas de las reivindicaciones independientes. Las
realizaciones preferidas de la presente invencion se proporcionan mediante las reivindicaciones dependientes.

Por lo tanto, un objeto de la invencidn es proporcionar compuestos de la Formula | general

Formula |



ES 2 655646 T3

en la cual uno de R1, R2, R3, R4 es F (fluor), y los residuos restantes en las posiciones R1, R2, R3, R4 son H

(hidrégeno)........
En las realizaciones preferidas de la presente invencion, el compuesto como se describe en la presente

memoria se selecciona de:

O

Yy
N
E Formula Il

O
ne. L

H4C

-IIIZ

ol 2

Formula Il
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H4C

il 2

Formula IV

-

Formula Vv

En una realizacion de la presente invencion, el compuesto como se describe en este documento se caracteriza

porque dicho compuesto es un agonista del receptor opioide que activa el receptor opioide objetivo de forma
dependiente del pH.
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En unarealizacién de la presente invencién, el compuesto como se describe en este documento se caracteriza
porque la activacion de dicho receptor por el compuesto ocurre selectivamente a valores de pH de 4, 4,5, 5,
5,5, 6 0 6,5, o cualquier otro valor de pH inferior a 7.

En una realizacién de la presente invencion, el compuesto como se describe en la presente memoria se
caracteriza porque dicho compuesto exhibe un valor de pKa entre 4 y 7, preferiblemente entre 4,5y 6,5, mas
preferiblemente entre 5 y 6. Una realizacién preferida adicional se refiere a un F-fentanilo derivado como se
describe en la presente memoria con un valor de pKa entre 5,5y 6,5, por ejemplo 6, 0 mas preferiblemente
6,2.

En una realizacién de la presente invencion, el compuesto como se describe en la presente memoria se
caracteriza porque dicho compuesto comprende un grupo N protonado. En una realizacion preferida, el
compuesto se caracteriza porque el compuesto candidato muestra un grupo N que puede estar protonado o
no protonado, por lo que un grupo protonado de N ocurre en compuestos candidatos de pKa <7 cuando en
condiciones de pH <7, y el compuesto que exhibe un grupo N protonado activa dicho receptor opioide objetivo.

En unarealizacién de la presente invencién, el compuesto como se describe en este documento se caracteriza
porque dicho receptor opioide objetivo se selecciona del grupo que comprende el receptor mu, receptor delta
y receptor kappa. Los receptores opioides mu (m), delta (8) y kappa (k) son parcialmente redundantes en su
funcién y estan destinados a receptores opioides objetivo de acuerdo con la presente invencion. Esto incluye
los subtipos de los receptores pi, Yz, M3, 81, 82, K1, K2 Y Ka.

En una realizacion de la presente invencion, el compuesto como se describe en la presente memoria se
caracteriza porque el compuesto activa el receptor opioide objetivo en condiciones de pH asociado a la
inflamacion, preferiblemente pH bajo, o preferiblemente valores bajos de pH fisiolégico en tejido inflamado,
preferiblemente a valores de pH de 4, 4,5, 5, 5,5, 6 0 6,5, 0 cualquier otro valor de pH por debajo de 7.

En una realizacién de la presente invencion, el compuesto como se describe en este documento se caracteriza
porque el compuesto activa receptores opioides en los terminales de las neuronas sensoriales periféricas.

En una realizacion de la presente invencion, el compuesto como se describe en este documento se caracteriza
porque el compuesto exhibe una funcién analgésica periférica especifica de la inflamacién en tejidos
inflamados o lesionados sin causar efectos centrales o intestinales.

La invencion se refiere ademas al compuesto como se describe en este documento para uso como
medicamento.

En una realizacion preferida, el compuesto de la presente invencion estd destinado para su uso como un
medicamento en el tratamiento del dolor asociado a la inflamacion, preferiblemente artritis, inflamacion de la
piel, dolor de espalda inflamatorio, dolor de cabeza (incluyendo migrafia neurogénica), lesiones inflamatorias
del sistema nervioso central y periférico (dolor neuropatico), dolor por cancer, trastornos del sistema inmune
(VIH / SIDA, esclerosis multiple), dolor traumatico, dolor postoperatorio, articulaciones inflamadas, cirugia
dental, dolor visceral, dolor de huesos, quemaduras y / o lesiones en los 0jos.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al compuesto como se describe en el presente documento para
uso como medicamento en la activacion de receptores opioides periféricos en el tratamiento del dolor en tejido
lesionado o inflamado.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el compuesto
de la presente invencion, y/o sus sales, junto con al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion preferida, la composicién farmacéutica como se describe en el presente documento
comprende una mezcla de al menos 2 compuestos de acuerdo con las férmulas II, ll, IVy /o V, y/ o sales de
los mismos, que comprenden preferiblemente una mezcla estereoisomérica de compuestos segun formulas 1,
n, Vy/oV.

La composicidn farmacéutica de la presente invencion se prepara preferiblemente para aplicacién sistémica,
oral y / o local, preferiblemente en forma de tableta o en una forma adecuada para inyeccién.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método para el tratamiento del dolor inflamatorio que
comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente relevante del compuesto y / o la composicion
farmacéutica como se describe aqui a un sujeto humano. La invencidon abarca ademas el uso de los
compuestos de la presente invencién en un método de tratamiento, ademas del uso de los compuestos para
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lograr los efectos biolégicos obtenidos aqui, ya sea en vivo o in vitro, tal como la activacién del receptor opioide
objetivio en condiciones de pH bajo, preferiblemente a valores de pH asociados con la inflamacion.

Descripcidn detallada de la invencién

La invencion se refiere a derivados de fentanilo que funcionan como agonistas del receptor opioide, que activan
receptores opioides objetivo de forma dependiente del pH. Los compuestos como se describen en la presente
memoria se refieren a derivados mejorados y / o alternativos a los compuestos de fentanilo conocidos en la
técnica. Los fluor-sustituyentes en las posiciones R1, R2, R3, R4 exhiben una electronegatividad potenciada
en comparacion con el hidrégeno y por lo tanto conducen a una electronegatividad mejorada de la molécula
de derivado de fentanilo, proporcionando asi los compuestos reivindicados con sus propiedades inventivas
como se describe. A través de la modificacion especifica de fluor de la cadena principal de fentanilo descrita
en este documento, la conformacién global o estructura tridimensional de las moléculas permanece sin
cambios, o solo cambiada en un grado menor.

De manera importante, los derivados de fentanilo descritos en la técnica anterior no exhiben la combinacion
deseada de caracteristicas estructurales y fisicas requeridas para la eficacia (dependiente del pH) mostrada
por los compuestos de la presente invencién. Los derivados de metilo como se describen en la técnica no
producen la reduccién requerida en pKa del compuesto de fentanilo para permitir la actividad especifica de pH
relacionada con la inflamacion. La electronegatividad de F en comparacion con C es significativamente mayor,
proporcionando una diferencia significativa en pKa de la molécula. Los derivados de fluor-fentanilo
previamente divulgados no reducen significativamente el pKa de los compuestos ni / 0 conducen a una
modificacion estructural desventajosa, de modo que no se produce la actividad analgésica deseada. Los
compuestos de la presente invencion, por lo tanto, demuestran una combinacién Unica de caracteristicas ni
sugeridas ni descritas en la técnica anterior.

Para ser activado, el receptor mu opioide generalmente requiere un agonista opioide con un grupo N protonado
(Li et al., Life Sciences, volumen 65, 2, 175-185, 1999). El valor de pKa del grupo N de los opioides méas
convencionales es aproximadamente 8 (por ejemplo, 8,2 para morfina, 8,4 para fentanilo). Por lo tanto, el grupo
N esta protonado tanto en tejido inflamado (pH 5-6) como en tejido sano (pH 7,4) y los receptores opioides se
activan en ambos entornos. Si el valor de pKa del grupo N de un agonista podria ser disminuido a
aproximadamente 6, estaria protonado en inflamado pero desprotonado en tejido normal y, por lo tanto, seria
activo solo en tejido inflamado. Por lo tanto, la sustitucion de hidrogeno por atomos de fluor, que no deberia
tener mayor influencia en el comportamiento dinamico del agonista opioide, proporciona una solucién elegante
al problema subyacente de la presente invencion. El fluor es muy electronegativo y, por lo tanto, atrae protones
y disminuye el valor pKa.

La "activacién dependiente del pH" entre los compuestos como se describe en la presente memoria y el
receptor opioide se refiere a una activacion del receptor potenciada a valores de pH menores que 7, en
comparacion con los valores superiores a 7. En una realizacion preferida la activacion del receptor por el
compuesto se mejora proporcionalmente con la disminucion de los valores de pH. Obviamente, a valores de
pH muy bajos, la proteina receptora puede sufrir un cambio y / o desnaturalizacion conformacional significativo,
de modo que la activaciéon del receptor ya no ocurre de una manera mejorada. Por lo tanto, la activacion del
receptor por F-fentanilo ocurre preferiblemente a valores de pH de 4, 4,5, 5, 5,5, 6 0 6,5, o cualquier otro valor
de pH por debajo de 7, por lo que la activacion del receptor ocurre mas preferentemente a valores de pH entre
5y 6. Aunque puede producirse cierta activacion del receptor a valores de pH mas altos o mas bajos como se
indica explicitamente en este documento, la activacion del receptor (y el alivio del dolor asociado in vivo) ocurre
mas preferentemente a niveles de pH, que se reducen naturalmente a aproximadamente 4, 4,5, 5, 5,5, 6 0 6,5,
o cualquier otro valor de pH por debajo de 7, después de una lesién o inflamacién de tejido de mamifero.

La activacion del receptor se produce en una realizacion preferida a través de la unién del agonista al receptor.
Sin embargo, la unién del agonista al receptor puede ser un evento estable o transitorio, de interaccion fuerte
o débil, de manera que el receptor se activa preferiblemente por interaccion fisica del receptor agonista.

La activacién de receptores opioides por compuestos como se describe en la presente memoria se refiere
preferiblemente a la activacion del receptor por compuestos de acuerdo con la férmula | y el receptor mu. Sin
embargo, debido a las similitudes estructurales y / o funcionales entre varios receptores opioides y / o vias de
sefializacion implicadas en el efecto analgésico, la activacion del receptor por los compuestos reivindicados
también puede ocurrir con receptores opioides ademas del receptor mu, como el delta -receptor, receptor
kappa u otros receptores opioides relacionados.

Los términos "dolor inflamatorio” y "dolor asociado a la inflamacién" se usan indistintamente. Dicho dolor
asociado a la inflamacion se relaciona con cualquier tipo de dolor experimentado por un sujeto cuando hay
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inflamacioén involucrada. Los compuestos de la presente invencion estan destinados para su uso en el
tratamiento de artritis, inflamacion de la piel, dolor de espalda inflamatorio, dolor de cabeza (incluida la migrafia
neurogénica), lesiones inflamatorias del sistema nervioso central y periférico (dolor neuropatico), dolor por
cancer, trastornos del sistema inmune (VIH / SIDA, esclerosis multiple), dolor traumatico, dolor postoperatorio,
articulaciones inflamadas, cirugia dental, dolor visceral, dolor de huesos, quemaduras, lesiones oculares.
Estos trastornos pretenden ser ejemplos de afecciones que estan asociadas con dolor inflamatorio y no
pretenden ser una divulgacion limitante.

Los compuestos de la presente invencion exhiben la sorprendente ventaja de que se evitan los efectos
secundarios inaceptables de los tratamientos analgésicos tradicionales, tales como las acciones centrales de
los opioides (por ejemplo, sedacién, depresién respiratoria, nauseas, adiccion, tolerancia), los efectos
intestinales de los opioides (estrefiimiento, ileo), los efectos gastrointestinales y cardiovasculares de los
inhibidores de la ciclooxigenasa (COX) (por ejemplo, hemorragia, Ulceras, complicaciones tromboembodlicas)
y los efectos adversos de los anticonvulsivos y antidepresivos (por ejemplo, sedacion, ataxia, arritmias,
vasoconstriccién coronaria). Los propios compuestos y su actividad especifica de inflamacién no han sido
sugeridos ni divulgados en la técnica anterior.

En la presente invencidn, "tratamiento” generalmente significa obtener un efecto farmacolégico deseado y / o
efecto fisiolégico. El efecto puede ser profilactico con vistas a prevenir completa o parcialmente una
enfermedad y / o un sintoma, o puede ser terapéutico en vista de curar parcial o completamente una
enfermedad y / o efecto adverso de la enfermedad. En la presente especificacion, "tratamiento” incluye
tratamientos arbitrarios de enfermedades en mamiferos, en particular, humanos, por ejemplo, los siguientes
tratamientos (a) a (c): (a) Prevencion del inicio de una enfermedad o sintoma en un paciente que puede tener
una predisposicion de la enfermedad o sintoma, pero ain no se ha diagnosticado que tenga la predisposicion;
(b) Inhibicion de un sintoma de una enfermedad, es decir, prevencion de la progresion del sintoma; (c) Mejoria
de un sintoma de una enfermedad, es decir, induccion de regresién de la enfermedad o sintoma.

El término "composicion farmacéutica" se refiere a una combinacion del agente como se describe en este
documento con un portador farmacéuticamente aceptable. La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere
a entidades moleculares y composiciones que no producen una reaccion alérgica grave o una reaccion adversa
similar cuando se administran a un ser humano. Tal como se usa en la presente memoria, "portador" incluye
cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, vehiculos, revestimientos, diluyentes, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y de retardo de la absorcién, tampones, soluciones de
vehiculo, suspensiones, polimeros, coloides y similares. El uso de tales medios y agentes para sustancias
activas farmacéuticas es bien conocido en la técnica. Los ingredientes activos suplementarios también se
pueden incorporar en las composiciones. Una composicion farmacéutica de la presente invencion puede incluir
sales farmacéuticamente aceptables de los componentes en la misma. La composicion farmacéutica que
contiene el ingrediente activo puede estar en una forma adecuada para uso topico u oral, por ejemplo, como
tabletas, trociscos, pastillas, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos dispersables, emulsiones,
capsulas duras o blandas, nanoprtadores, liposomas, geles, piruletas, adhesivos mucosos, o jarabes o elixires.
Las composiciones destinadas para uso topico u oral se pueden preparar de acuerdo con cualquier método
conocido en la técnica para la fabricacién de composiciones farmacéuticas y tales composiciones. Las tabletas
contienen el ingrediente activo en mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no toxicos que son
adecuados para la fabricacion de tabletas. Los comprimidos pueden estar sin recubrir 0 pueden estar
recubiertos por técnicas conocidas para retrasar la desintegracion y la absorcion en el tracto gastrointestinal y
proporcionar asi una accion sostenida durante un periodo mas largo. Los compuestos de la presente invencion
también se pueden usar en formas farmacéuticamente aceptables adecuadas para inyeccion, que conducen
a la administracion local o sistémica del compuesto.

Los niveles de dosificacion de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 500 mg por kilogramo de peso
corporal por dia son Utiles en el tratamiento de las afecciones indicadas anteriormente. Por ejemplo, el dolor
relacionado con la inflamacion puede tratarse eficazmente mediante la administracién de aproximadamente
0,01 a 50 mg del compuesto por kilogramo de peso corporal por dia (aproximadamente 0,5 mg a
aproximadamente 3,5 g por paciente por dia). La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con
los materiales del portador para producir la forma de dosificacién Unica variard dependiendo del huésped
tratado y del modo particular de administracion. Por ejemplo, una formulacién destinada a la administracion
oral en humanos puede variar de aproximadamente 5 a aproximadamente 95% de la composicion total.

Las formas de unidades de dosificacion generalmente contendran entre aproximadamente 1 mg y
aproximadamente 500 mg de ingrediente activo. Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis especifico
para cualquier paciente en particular dependera de una variedad de factores, incluida la actividad del
compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, el tiempo de
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administracion de la dieta, la via de administracién, la tasa de excrecién, la combinacion de farmacos y la
gravedad de la enfermedad particular que se somete a terapia. La cantidad eficaz de dosificacion de los
compuestos de acuerdo con la invencion variara dependiendo de factores que incluyen el compuesto
particular, la toxicidad y la actividad inhibidora, la afeccién tratada, y si el compuesto se administra solo o con
otras terapias. Tipicamente, una cantidad efectiva de dosificacion variara de aproximadamente 0,0001 mg / kg
a 1500 mg / kg, mas preferiblemente de 1 a 1000 mg / kg, més preferiblemente de aproximadamente 1 a 150
mg / kg de peso corporal, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 50 a 100 mg / kg de peso corporal.
La invencion se refiere también a un proceso o un método para el tratamiento de las afecciones patoldgicas
mencionadas anteriormente. Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar profilactica o
terapéuticamente, preferiblemente en una cantidad que es efectiva contra los trastornos mencionados, a un
animal de sangre caliente, por ejemplo un humano, que requiere dicho tratamiento, los compuestos
preferiblemente se usan en forma de composiciones farmacéuticas.

Figuras

La invencion se describe adicionalmente mediante las figuras. Estas no pretenden limitar el alcance de la
invencion.

Figura 1. Experimentos de union competitiva que miden la afinidad de los agonistas-mu de control por el
receptor mu.

Figura 2. Supresion de acumulacién de cAMP estimulada por FSK / IBMX por F-fentanilo (blanco) y fentanilo
(gris).

Figura 3. El flior-fentanilo reduce la sensibilidad mecanica al dolor (hiperalgesia) después de la inyeccién
intraplantar en ratas.

Figura 4. Curso temporal de la analgesia inducida por flaor-fentanilo intraplantar.

Figura 5. Fluor-fentanilo reduce la hiperalgesia mecanica después de la inyeccion intravenosa en ratas. No
tiene efecto sobre las patas no inflamadas contralaterales, no produce depresion respiratoria o sedacion
(incluso a dosis altas de 16-32 mg / kg), lo que indica una falta de acciones centrales.

Figura 6. Curso de tiempo de analgesia inducida por flior-fentanilo intravenoso.

Figura 7. El efecto analgésico del flior-fentanilo esta4 blogqueado por la naloxona metiodida (NLXM). Fluor-
fentanilo produce analgesia solo en las patas inflamadas. Este efecto esta mediado por receptores opioides
periféricos (es decir, bloqueados por el antagonista del receptor opioide periféricamente restringido NLXM).

Figura 8. Sintesis quimica de fluor-fentanilo (F-fentanilo; () -N- (3-Fluor-1-fenetil-piperin-4-il) -N-
fenilpropionamida). Se proporciona un esquema del esquema de sintesis ademas de los diagramas de las
separaciones cromatograficas tanto del precursor como de los compuestos finales usados y / u obtenidos
durante la sintesis quimica.

Ejemplos

La invencion se describe adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Estos no pretenden limitar el
alcance de la invencion. Los ejemplos experimentales se refieren a diversos experimentos in vitro que usan
cultivo celular, ademas del tratamiento de ratas usando inflamacion unilateral de la pata trasera inducida por
inyeccion intraplantar (i.pl.) ademéas de inyeccién intravenosa (i.v.). Las ratas representan un modelo de
mamifero, usado para demostrar la invencién a modo de ejemplo. Otros mamiferos, preferiblemente seres
humanos, también se pueden tratar mediante el método de la presente invencion.

Ejemplo 1: Sintesis de F-Fentanilo

La sintesis de fluor-fentanilo (F-fentanilo; (+)-N-(3-Fluor-1-fenetilpiperin-4-il)-N fenilpropionamida) se llevé a
cabo de acuerdo con lo siguiente:

Paso 1: Produccién de un éter de enililo de sililo
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TMSCI, Et,N, DMF A\

BocN O - BocN OTMS
80 C

199.25 g/mol 271.44 g/imol

El reactivo (3 g; 15,086 mmol; 1 eq) se disolvio en DMF seco bajo argén y posteriormente se mezcl6é con
trietilamina (1953 mg; 18,079 mmol; 2,4 eq) y clortrimetilsilano (5 ml; 36,134 mmol; 1,2 eq), uno después del
otro. La reaccion se desarroll6 durante 16 horas a 80 °C. La mezcla de reaccion se transfirié a un embudo de
separacion con ciclohexano (100 ml) y se lavo 3 veces con una solucion de hidrogenocarbonato de sodio (3x40
ml). Después de secar sobre sulfato de magnesio y concentrar al vacio, el producto se enjuagé 4 veces con
tolueno para eliminar completamente el DMF. Se obtuvo un aceite amarillo pardo.

Paso 2: Fluoracién

BocN \ OTMS  MeCN, Selectfluor

RT
271.44 g/mol 3%

- BocN O

217.24 gimol

El producto bruto del paso 1 (2566 mg; 9,453 mmol; 1 eq) se disolvi6é en argdn en acetonitrilo seco y se mezclé
con Selectfluor (un donador de fluor disponible comercialmente (1-clorometil-4-fluoro-1,4 diazoniabiciclo
[2.2.2]octano bis (tetrafluoroborato))) (3681 mg; 10,397 mmol; 1,1 eq). Después de agitar durante 60 minutos
a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se transfiri6 con acetato de etilo (250 ml) a un embudo de
decantacion y se lavo primero con solucién diluida (2x75 ml) y luego con solucién saturada de NaCl (80 ml).
La fase organica se sec6 sobre sulfato de magnesio y a continuacién se concentré al vacio. El producto
obtenido es limpio sin requerir mas pasos de purificacion. Se obtuvo una resina de color marrén claro.

Paso 3: Aminacién reductiva

F F
1,2-DCE, Anilina,
BocN O Triacetoxiborhidruro BocN N
RT
217.24 g/mol
1004 65 % 294.37 g/mol

1006

El compuesto fluorado (1410 mg; 6,491 mmol; 1 eq) se presentd con Anilin (0,65 ml; 7,140 mmol; 1,1 eq) y
triacetoxiborhidruro sodico (2064 mg; 9,773 mmol; 1,5 eq) y se disolvié en argdn en 1,2- dicloroetano seco. La
reaccion durd 18 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se transfirié con hidrogenocarbonato
de sodio solucién (70 ml) a un embudo de separacidn y se extrajo con acetato de etilo (2x70 ml). Las fases
organicas combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio y se concentraron. Posteriormente, el producto
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se purificd por cromatografia en columna (gel de silice 60, ciclohexano / acetato de etilo 19: 1 (1500 ml), 15: 1
(800 ml), 10: 1 (2200 ml)). Se obtuvo un producto sélido incoloro.

Paso 4: eliminacién del grupo protector

F F

BocN N N N
TFA, DCM

294.37 g/mol RT, 1h 184.25 g/mol

El producto (824 mg, 2,799 mmol, 1 eq) se disolvié en una mezcla de diclorometano y &cido trifluoroacético
(relacion de 2: 1, 9 ml) y se agit6é durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, todo el liquido se
elimind al vacio, de modo que se obtuvo un aceite marrén. El aceite se transfiri6 con metanol (2x20 ml) a un
embudo de separacion. Se afiadieron agua destilada (40 ml), sosa caustica 5 N (8 ml) y solucién saturada de
cloruro sadico (30 ml). Posteriormente, el producto se extrajo con acetato de etilo (2x100 ml). Se afadieron
agua y éter dietilico durante el tiempo necesario hasta que se produjo una separacion de fases. Las fases
organicas combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio y posteriormente se secaron al vacio, de modo
gue se obtuvo una resina marron.

Paso 5: alquilacién

F THF, NEt, .
Br
N N ©/\/ @_/— N N
50T, 31h 298 41g/mol
194 25 g/mol 34 %

La resina del paso 5 (1198 mg, 6,167 mmol, 1 eq) se disolvié en argon en THF seco (80 ml). Posteriormente,
se afiadieron trietilamina (1,71 ml; 12,335 mmol; 2 eq) y bromuro de fenetilo (2,50 ml; 18,501 ml; 3 eq). La
reaccion tardé 30 horas a 50°C. Después, la mezcla de reaccién se transfirié con acetato de etilo (250 ml) a
un embudo de separacion y se lavd con una solucién de hidrogenocarbonato de sodio (2x100 ml). La fase
organica se seco sobre sulfato de magnesio y se concentr6 al vacio, de modo que se obtuvo un aceite marrén.
El producto se purificd por cromatografia en columna (gel de silice 60, ciclohexano / acetato de etilo 10: 1
(2320 ml), 5: 1 (300 ml), 3: 1 (2100 ml). Después de la purificacion, se obtuvo un sélido incoloro.

Paso 6: acilacion

A e S

RT,4h
298 41g/mol ' 354,47 g/mol

>13%

El producto (661 mg, 2.215 mmol, 1 eq) se disolvid en piridina (35 ml) y mientras se agitaba se mezclé con
cloruro de propionilo (0,59 ml, 6,756 mmol, 3 eq). La reaccion tardd 4 horas a temperatura ambiente y
posteriormente la mezcla de reaccién se transfirié con cloroformo (2 x 50 ml) a un embudo de separacion y se
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lavé con agua destilada (60 ml). Precipitd un solido incoloro que se separ6 con una frita y se descart6. La fase
organica se lavé de nuevo con agua destilada (50 ml). El producto se purificé por cromatografia en columna
(gel de silice 60, ciclohexano / acetato de etilo 4: 1 (2650 ml), 3: 1 (800 ml), 1: 1 (400 ml), acetato de etilo (250
ml). Las fracciones, que solo contenian producto, eran concentrado, por lo que se obtuvo un aceite amarillo.
El aceite se resuspendio en dietiléter y mediante la adicion de n-pentano se precipitd un producto sélido
amarillo claro.

Se muestra un esquema de la sintesis y los resultados de la separacion del compuesto en la Figura 5.

En una realizacion preferida, la sintesis de F-fentanilo como se describe en este documento conduce a una
mezcla estereoisomérica de los derivados de fluor-fentanilo descritos por la Férmula |, en particular cualquier
combinacion dada de dos o mas de los derivados descritos por las Férmulas Il a V, que exhiben las
propiedades inventivas de la presente invencién.

También esta dentro de las capacidades de un experto en la técnica producir un derivado de fluor-fentanilo
con mas de un atomo de F unido a una o mas de las posiciones derivatizadas de la cadena principal de
fentanilo de acuerdo con la formula general .

Se conocen procedimientos para la fluoracion adicional, por ejemplo en metaposiciones, y una persona experta
esta suficientemente equipada a través de su conocimiento de técnicas de sintesis comunes para producir los
compuestos reivindicados.

Ejemplo 2: caracteristicas estructurales y fisicas del F-fentanilo

El compuesto sintetizado tenia una formula de C22H27FN20, con un peso molecular de 354,47 g / mol y una
temperatura de fusién de 110-114 grados C.

La estructura del compuesto fluor-fentanilo (F-fentanilo, () -N- (3-Fluor-1-fenetilpiperin-4-il) -N-
fenilpropionamida) sintetizada como se describié anteriormente se determind usando cromatografia liquida
acoplada con espectrometria de masas (LCMS), y se obtuvieron los espectros *H, 3C y *°F usando NMR para
el producto deseado.

1H RMN (CDCI3): 5 7.433, 7.366, 7.354, 7.296, 7.275, 7.260, 7.213, 7.188, 7.167, 7.049, 5.270, 5.146, 4.635,
4.602, 4.553, 4.527, 3.343, 3.018, 2.991, 2.767, 2.626, 2.464 , 2.429, 2.370, 2.336, 2.225, 1.996, 1.605, 1.583,
1.529, 1.511, 1.444, 1.416, 1.214, 1.035 ppm.

13C NMR (CDCI3): & 174.404, 139.978, 139.323, 131.231, 131.151, 130.157, 129.381, 128.626, 128.529,
128.392, 128.193, 126.073, 88.831, 87.064, 59.968, 56.060, 55.881, 55.060, 55.881, 55.061, 54.879, 52.505,
33.408, 28.552, 25.548, 9.464 ppm.

19F NMR (CDCI3): 5 197.809 ppm.

Ejemplo 3: funcidn del receptor opioide mu in vitro:

Se usaron células HEK-293 transfectadas y neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) cultivadas para
examinar la unién mu-agonista, la unién de GTPyS, la formacion de cAMP y la modulacion de las corrientes
de TRPV1 por mu-agonistas. La incubacion de células HEK-293 a diferentes valores de pH se inicio después
de que la expresion de los receptores opioides mu en la superficie de la membrana se completara y fuera
estable. La afinidad y el nimero de sitios de union del mu-ligando (3H-DAMGO) fueron ligeramente (no
significativos) inferiores a pH 5,5 en comparacion con pH 7,5 (Tabla 1). La preincubacién con adenilil ciclasa
activante forskolina (FSK; 10 mM) y el inhibidor de fosfodiesterasa 3-isobotyl-1-methylxanthin (IBMX; 2 mM)
(grupos de control que representan 100% de acumulacion de cAMP en comparacién con células no
estimuladas) no produjo diferencias significativas entre los valores de pH de 5,0, 6,0, 7,0 y 7,5 (Fig. 1). Sin
embargo, la supresion de la formacion de cAMP estimulada por FSK / IBMX por DAMGO y morfina fue
notablemente mas fuerte a pH 5,0 que a pH 7,5 (Tabla 1), indicando una mayor eficacia de la inhibicién inducida
por mu agonista de la actividad adenilil ciclasa en condiciones acidas.

Tabla 1. Receptores-mu de tipo salvaje: unién agonista-mu e inhibicion de cAMP

3H-DAMGO 3H-DAMGO 10 uM DAMGO 10 uM Morfina
pH Kd (nM) Bmax (fmol/mg) pH cAMP (% linea base)
55 5,561 14,04 5,0 43+6 46 +11
6.5 2,101 15,50 6,5 68+9 64 +13
7.5 1,149 23,95 7,5 82+7 80+10
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Usando fluor-fentanilo (F-fentanilo, tal como se sintetiz6 en los métodos proporcionados en este documento)
o fentanilo como ligandos del receptor mu opioide se obtuvieron los siguientes resultados: Se realizaron
experimentos de unién competitiva usando una concentracion fija de 3H-DAMGO (4 nM) en el se calculd la
presencia de concentraciones crecientes (106-1 pM) de F-fentanilo no marcado y la concentracion inhibidora
mitad maxima (IC50). Los valores IC50 resultantes fueron 1,03 nM (pH 5,5), 4.78 nM (pH 6.5) y 139.7 nM (pH
7.5), lo que indica que F-fentanilo mostré una afinidad creciente por los receptores mu con valores de pH
decrecientes. Por lo tanto, cuanto menor es la IC50, mayor es la afinidad del F-fentanilo por el receptor mu
(véase también la Fig. 1).

Tanto F-fentanilo como fentanilo produjeron reducciones significativamente mas fuertes de cAMP estimulado
por FSK/IBMX a pH 5,0 y 6,0 en comparacién con pH 7,5 (Figura 2). La diferencia entre los valores de cAMP
apH 5,0y pH 7,5 parecia ser mas pronunciado para F-fentanilo que para fentanilo (F-fentanilo: ** p = 0,0011;
fentanilo: * p = 0,0118; ANOVA; Fig. 2). Esto demuestra que el F-fentanilo activa receptores mu-opioides
predominantemente durante condiciones acidas y es mas efectivo que el fentanilo.

También evaluamos la activacion de la proteina G después de la activacion del receptor mu mediante la unién
de 35S-GTPyS. F-fentanilo produjo la mitad de las concentraciones efectivas (EC50) de 0,25 nM (pH 5,5) y
4,14 nM (pH 7,5). Los valores correspondientes para el fentanilo fueron 53,37 nM (pH 5.5) y 41,91 nM (pH
7,5). Por lo tanto, F-fentanilo fue méas potente a pH 5,5 que a pH 7,5, y fue mas potente que el fentanilo en
todos los valores de pH.

Ejemplo 4: efectos antinociceptivos de los ligandos opioides in vivo

En ratas con inflamacién unilateral de la pata trasera inducida por coadyuvante completo de Freund intraplantar
(i.pl.), fentanilo y F-fentanilo se inyectaron i.pl. En la pata inflamada o por via intravenosa (iv) se usé el umbral
de presion de la pata (PPT) como medida cuantitativa, basandose en la determinacién del umbral de respuesta
del animal para retirar la extremidad por dolor inducido por la aplicacién de una presion uniformemente
creciente a la pata

A dosis de hasta 1 mg, ambos farmacos produjeron elevaciones de PPT dependientes de la dosis (efectos
antinociceptivos) en la pata no inflamada contralateral, pero no en la contralateral. Los efectos del F-fentanilo
fueron ligeramente mas fuertes (Fig. 3). De acuerdo con nuestros estudios previos, esto indica que ambos
farmacos activan receptores opioides periféricos en tejido inflamado pero no en tejido no inflamado (Fig. 3). A
dosis mas altas (1,5 - 2 mg) el fentanilo produjo efectos también sobre la pata contralateral, o que sugiere que
el farmaco se absorbi6 en la circulacion y produjo efectos antinociceptivos mediados en el SNC (Fig. 3). Este
no fue el caso del F-fentanilo (Fig. 3), lo que indica que, incluso si el farmaco llegaba al SNC después de la
absorcion en la circulacion, no activaba los receptores opioides centrales. Experimentos de curso de tiempo
con i.pl. la administracion revela antinocicepcion selectiva en la pata inflamada para F-fentanilo, lo que
demuestra el efecto dependiente de la inflamacion de los derivados F-fentanilo (Fig. 4).

La inyeccion intravenosa (i.v.) de altas dosis (32 mg / kg) fue letal en el caso de fentanilo (debido a la depresion
respiratoria central). Lo mismo i.v. la dosis de F-fentanilo no provocé ningun efecto central perceptible sino que
produjo antinocicepcion selectiva en la pata inflamada (Fig. 5). Esto indica que los receptores opioides
periféricos en el tejido lesionado pero no se activaron los receptores centrales. Experimentos de curso de
tiempo con i.v. la administracion también revela antinocicepcion selectiva en la pata inflamada para F-fentanilo,
demostrando el efecto dependiente de la inflamacién de los derivados de F-fentanilo (Fig. 6).

La experimentacion adicional usando el bloqueador de receptor opioide periféricamente restringido naloxona
metiodide (NLXM), que no permea la barrera hematoencefélica y por lo tanto no ingresa al SNC, muestra que
el F-fentanilo, que produce analgesia solo en las patas inflamadas, estd mediado por receptores opioides
periféricos (Fig. 7).

La experimentacion adicional puede demostrar que los compuestos de fluor-fentanilo de la presente invencién
exhiben los efectos anteriormente mostrados en comparacion directa con derivados de fentanilo conocidos de
la técnica anterior, por ejemplo metil-fentanilo, que debido a sus valores de pKa desventajosos no son
apropiado para producir efectos especificos del pH. Las claras diferencias en electronegatividad entre metilo
y fluor conducen a los expertos en la técnica a reconocer que los derivados de metil-fentanilo no produciran el
efecto deseado descrito en este documento.

Métodos utilizados en los ejemplos de la presente invencion

Cultivo celular y transfeccién: las células HEK293 se mantienen en medio DMEM suplementado con 10% de
suero bovino fetal y 1% de estreptomicina-penicilina, en 5% de CO? a 37 ° C. Las células se pasaron cada 2-
4 dias y no se usaron antes del pasaje numero 30. Las células HEK293 se plaquearon en placas de 96 pocillos
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revestidas con poli-L-lisina para ELISA y en placas de cultivo de plastico de 100 mm de diametro para estudios
de union. Después de 2 dias, las células HEK293 se transfectan transitoriamente con 12 ug (experimentos de
unién) y 0,1 ug (experimentos ELISA) de ADNc de tipo salvaje de rata o receptor mu opioide mutante usando
Reactivo de Transfeccion FUGENE 6 (Roche Diagnostics). Veinticuatro horas después de la transfeccion, las
células se preincubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos a valores de pH variables (5,5-7,4) y luego
Se procesaron para otros experimentos.

Ensayo inmunoabsorbente unido a enzima AMP ciclica (ELISA): las células transfectadas se cultivan en una
placa de 96 pocillos y se incuban con forskolina 10 mM, 3-isobutil-1-metil-xantina 2 mM (IBMX) en ausencia o
presencia de morfina / DAMGO bajo diferentes condiciones de pH (5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,4) durante min 20
min a 37 ° C. Las mediciones de cAMP se realizan utilizando el protocolo de sistema de inmunoensayo
enzimatico Biotrak de cAMP (Amersham Biosciences) siguiendo el protocolo Instrucciones del fabricante. La
peroxidasa de cAMP no ligada oxida tetrametilbenzidina a un derivado azul. La reaccion se detiene aplicando
acido sulfarico dando como resultado la acumulacién de un colorante amarillo. La intensidad del color es
detectado con un fotdmetro ELISA a 450 nm.

Unién del ligando: las membranas de las células HEK 293 que expresan los receptores opioides mu se lavan
dos veces con 10 ml de tampén Tris (Trizma Preset Crystals pH 7,4; Sigma), se recogen con un raspador, se
homogeneizan y se centrifugan a 42000 g y 4 ° C durante 20 min. El sedimento se homogeneiza en 10 ml de
Tris y se centrifuga a 42000 g y 4 ° C durante 20 min. La concentracion de proteina se determina usando el
método de Bradford. Las concentraciones apropiadas de membranas celulares (200 mg) se incuban en un
volumen final de 400 ml de tampén Tris (pH 5,5, 6,5 0 7,4) con concentraciones crecientes de, p.ej. 3H-DAMGO
(0,5 nM - 16 nM) (51 Ci / mmol; Amersham) (u otros ligandos) en ausencia y presencia de naloxona 10 uM no
marcada. La presencia de naloxona define la union no especifica, que tipicamente representa del 15 al 35%
de la union total. Los filtros se empapan en una solucion de polietilenimina al 0,1% (p / v) durante 15 minutos
antes de su uso. El ligando ligado y libre estan separados por filtracion rapida al vacio a través de filtros de
fibra de vidrio Whatman GF / B, seguido de cuatro lavados con tampén Tris frio. La radioactividad unida se
determina por espectrofotometria de centelleo liquido a una eficacia de conteo del 69% para 3H después de
la extraccion durante la noche de los filtros en 3 ml de fluido de centelleo.

Unién de Guanosina-5-0- (3-35S-tio) -trifosfato (35S-GTPyS): Después de la preincubacion durante 20
minutos a valores de pH variables (5,5-7,4), células HEK 293 que expresan el tipo salvaje o el mutante Los
receptores mu-opioides se lavan dos veces con 10 ml de PBS, se recolectan con un raspador en 10 ml de
tampon de ensayo 3S-GT-PyS (Tris-HCL 50 mM, MgCI2 5 mM, EGTA 0,2 mM, NaCl 100 mM y ditiotreitol 1
mM). ), se homogeneizé y se centrifugé a 42000 g y a 4 ° C durante 10 min. Los pellets celulares son
resuspendido en 10 ml de tampén de ensayo 35S-GTPyS, homogeneizado y centrifugado de nuevo. La
concentracion de proteina se mide usando el método de Bradford. Se incuban concentraciones adecuadas de
proteina (10-50 pg), concentraciones variables de DAMGO (10-*2 -10 -* M) (u otros ligandos), GDP 50 uM y
35S-GTPyS 0.05 nM en un volumen total de 800 ml para 2 h para generar curvas de concentracion-efecto. La
union basal se detecta en ausencia de agonista y unién no especifica en la presencia de 10 pM de GTPyS
frio. Los 3°S-GTPyS unidos y libres se separan por filtracién al vacio a través de filtros GF / B. La cuantificacion
del 3S-GTPyS unido se consigue mediante un contador de centelleo liquido. De forma similar a nuestros
estudios previos, el andlisis de saturacion de la union de GTPyS estimulada por mu agonistas se realiza para
determinar la Ka de GTPyS y la cantidad total (Bmax) de unién de la proteina G al receptor mu. Se realizan
experimentos similares en membranas de GRD obtenidas a partir de las extremidades inflamadas o no
inflamadas de animales tratados con CFA intraplantar, como se lleva a cabo cominmente en la técnica.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de la Férmula | general

enlacualunode R1, R2,R3,R4esF,y
los residuos restantes en las posiciones R1, R2, R3, R4 son H.

10 2. Compuesto segun la reivindicacion anterior, segun la Férmula Il
o
HEC\)J\ /©
N
O’F

N

3. Compuesto segun la reivindicacién 1, segun la Férmula lll:
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H:*D\,j\ /©

o

N

o=

4. Compuesto segun la reivindicacion 1, segun la Férmula IV:

O

5. Compuesto segun la reivindicacion 1, segun la Formula 1V:

O

HBC\‘)J\
N

N

6. Compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para uso como
medicamento.
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7. Compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para uso como medicamento
en el tratamiento del dolor asociado a la inflamacién.

8. Compuesto segun la reivindicacion anterior para uso como medicamento, caracterizado porque el
compuesto activa un receptor opioide objetivo en condiciones de pH asociado a la inflamacién en tejido
inflamado, en el que las condiciones del pH asociado a la inflamacién exhiben un valor de pH inferior a 7.

9. Compuesto para uso como medicamento seguln la reivindicacién 8, caracterizado porque dicho receptor
opioide objetivo se selecciona del grupo que comprende el receptor mu, receptor delta y receptor kappa.

10. Compuesto para uso como medicamento segin la reivindicacion 7, caracterizado porque el dolor asociado
a la inflamacién se selecciona del grupo que consiste en artritis, inflamacion de la piel, dolor de espalda
inflamatorio, dolor de cabeza, tal como migrafia neurogénica, lesiones inflamatorias del sistema nervioso
central y periférico, como dolor neuropatico, dolor por cancer, trastornos del sistema inmunitario, como VIH /
SIDA o esclerosis multiple, dolor traumatico, dolor postoperatorio, articulaciones inflamadas, cirugia dental,
dolor visceral, dolor de huesos, quemaduras y lesiones en los 0jos.

11. Composicién farmacéutica que comprende el compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, y/o sus sales, junto con al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

12. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion anterior, que comprende una mezcla de al menos 2
compuestos de acuerdo con las formulas II, 1Il, IVy /o V, y/ o sus sales.

13. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion anterior, que comprende una mezcla estereoisomérica
de compuestos de acuerdo con las férmulas II, 11I, IV y/o V.

14. Composicion farmacéutica segin una de las reivindicaciones 11 a 13, en la que dicha composicién esta
en una forma adecuada para uso topico u oral.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8

Esquema de sintesis:
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Fig. 8 (cont.)

Paso 2:
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Fig. 8 (cont.)
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