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DESCRIPCION
Estereoisémeros de tetrapéptido ciclico
Referencia cruzada a solicitud relacionada

La solicitud reivindica el beneficio de y la prioridad con respecto a la solicitud provisional estadounidense de n.° de
serie 62/023.392 presentada el 11 de julio de 2014.

Antecedentes

Los receptores opioides son un grupo de receptores acoplados a proteinas G inhibidores con opioides como ligandos.
Los receptores opioides se distribuyen ampliamente en el cerebro y se encuentran en la médula espinal y el tubo
digestivo. Los tipos de receptores opioides son mu (u) MOR, kappa (k) KOR y delta (8) DOR. Los receptores
generalmente se nombraron usando la primera letra del primer ligando que se encontrod para unirlo a los mismos. Por
ejemplo, la morfina fue la primera sustancia quimica mostrada para unir a receptores mu. La primera letra de la droga
morfina es m, representada como la letra griega correspondiente p. De manera similar, se mostré por primera vez que
una droga conocido como ketociclazocina interactiia con los receptores kappa, mientras que el receptor delta se
nombrd por el tejido de los conductos deferentes del raton en el que se caracterizé por primera vez el receptor. El
receptor mu es la diana principal de los analgésicos narcoticos utilizados actualmente.

Los tipos de receptores opioides son idénticos al ~70% con diferencias sustanciales ubicadas en extremos N- y C-
terminales, asi como en otras regiones de los receptores. Se cree que la proteina G se une al tercer bucle intracelular
de los receptores opioides. Tanto en ratones como en humanos, los genes de los diversos subtipos de receptor se
ubican en diferentes cromosomas.

A continuacion, se presentan algunas caracteristicas del MOR, KOR y DOR.

El receptor opioide mu (u) (MOR) se encuentra en el cerebro (por ejemplo, en la corteza (laminas Il y 1V), talamo,
estriosomas, sustancia gris periacueductal y bulbo rostral ventromedial), en la médula espinal (por ejemplo, en la
sustancia gelatinosa), en las neuronas sensoriales periféricas y en el tubo intestinal. El receptor mu tiene funciones en
analgesia, dependencia fisica, depresion respiratoria, miosis, euforia, motilidad gastrointestinal reducida, dependencia
fisica y posible vasodilatacion.

El receptor opioide kappa (k) (KOR) se encuentra en el cerebro (por ejemplo, en el hipotalamo, sustancia gris
periacueductal y claustro), en la médula espinal (por ejemplo, en la sustancia gelatinosa) y en las neuronas sensoriales
periféricas. Los receptores opioides Kappa tienen funciones en la analgesia, los efectos anticonvulsivos, la depresion,
los efectos disociativos/alucindgenos, la diuresis, la disforia, la miosis, la neuroproteccion, la sedacién y el estrés.

El receptor opioide delta (8) (DOR) se encuentra en el cerebro (por ejemplo, en los nucleos protuberanciales, amigdala,
bulbos olfativos, corteza profunda) y en las neuronas sensoriales periféricas. Los receptores opioides delta tienen
funciones en la analgesia, los efectos antidepresivos, los efectos convulsivos, la dependencia fisica, y pueden modular
la depresion respiratoria mediada por receptores opioides .

El péptido macrociclico CJ-15,208 (ciclo [Phe-D-Pro-Phe-Trp] se conoce bien en la técnica, presenta actividad
antagonista de receptor opioide kappa (KOR)/agonista opioideo mixta in vivo y es un compuesto de partida prometedor
para desarrollar terapias novedosas para el tratamiento del dolor y el abuso de drogas, véase, por ejemplo, los
documentos WO 2010/006267 A2, US 5.885.959 A, Eans et al. BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, 2013, vol.
169, pags. 426-436; Aldrich et al: BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLY, 2014, vol. 171, pags. 3212-3222; y Dolle
et al. BIBOORGANIC & MEDICINAL CHEMISTRY LETRES, 2009, vol. 19, pags. 3647-3650. Se sintetizaron analogos
de este péptido de partida para explorar la influencia de los restos aromaticos en los perfiles de actividad opioide de
analogos.

Sumario

La presente invencion se define por las reivindicaciones. Cualquier materia objeto que esta fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona Unicamente como informacion. Se dan a conocer en el presente documento
compuestos tetrapéptidos ciclicos, composiciones farmacéuticas y métodos de uso de tales composiciones
farmacéuticas. Los compuestos tetrapéptidos ciclicos y las composiciones farmacéuticas dados a conocer en el
presente documento son analgésicos potentes activos en varios modelos de dolor con, en algunos casos, tolerancia
disminuida y probabilidad reducida de inducir adiccion en relacion con otros opiaceos conocidos.

En una realizacién, se da a conocer un tetrapéptido ciclico que tiene una secuencia de ciclo [Phe-Pro-Phe-Trp] que
tiene una estructura de férmula 1 o un derivado de la misma.
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Férmula 1

En la estructura ilustrada de formula 1, las lineas onduladas en las cadenas laterales de aminoacidos indican la
existencia de un estereocentro indefinido. Cada uno de estos estereocentros de aminoacidos puede definirse como
“D” o “L” utilizando la notacion estandar para aminoacidos. Por consiguiente, el tetrapéptido ciclico de féormula 1 puede
tener una configuracion de aminoacidos de una de LDDL, DDLL, DDDL, DDLD, LDDD, LLLL, DDDD, LLDL, DLLL,
DLDL, LLLD, LLDD, DLDD o DLLD. Un tetrapéptido ciclico que tiene una configuracion de aminoacidos de LDLL esta
especificamente excluido de las reivindicaciones en el presente documento. El tetrapéptido ciclico CJ-15,208 que se
produce de manera natural tiene la configuracion de aminoacidos de LDLL.

Preferiblemente, el tetrapéptido ciclico de formula 1 tiene una configuracion de aminoacidos de una de DDLL, DDDL,
LDDD, DDLD o DDDD. Mas preferiblemente, el tetrapéptido ciclico de férmula 1 tiene una configuracion de
aminoacidos de una de DDLL, DDDL, LDDD o DDDD. Lo mas preferiblemente, el tetrapéptido ciclico de férmula 1
tiene una configuracién de aminoacidos de DDDL o DDDD.

En otra realizacion, se da a conocer una composicion farmacéutica. La composicion farmacéutica incluye un excipiente
o portador farmacéuticamente aceptable, y una cantidad terapéuticamente eficaz del tetrapéptido ciclico de formula 1
que tiene una configuracion de aminoacidos de una de LDDL, DDLL, DDDL, DDLD, LDDD, LLLL, DDDD, LLDL, DLLL,
DLDL, LLLD, LLDD, DLDD o DLLD. Preferiblemente, el tetrapéptido ciclico de férmula 1 tiene una configuracion de
aminoacidos de una de DDLL, DDDL, LDDD, DDLD o DDDD. Mas preferiblemente, el tetrapéptido ciclico de formula
1 tiene una configuracion de aminoacidos de una de DDLL, DDDL, LDDD o DDDD. Lo mas preferiblemente, el
tetrapéptido ciclico de férmula 1 tiene una configuracion de aminoacidos de DDDL o DDDD.

En otra realizacion, se da a conocer un método para tratar dolor. El método incluye administrar a un sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica que contiene un tetrapéptido ciclico de férmula 1
que tiene una configuracién de aminoacidos de una de LDDL, DDLL, DDDL, DDLD, LDDD, LLLL, DDDD, LLDL,
DLLL, DLDL, LLLD, LLDD, DLDD o DLLD. Preferiblemente, el tetrapéptido ciclico de férmula 1 tiene una
configuracion de aminoacidos de una de DDLL, DDDL, LDDD, DDLD o DDDD. Mas preferiblemente, el tetrapéptido
ciclico de férmula 1 tiene una configuracion de aminoacidos de una de DDLL, DDDL, LDDD o DDDD. Lo mas
preferiblemente, el tetrapéptido ciclico de férmula 1 tiene una configuracién de aminoacidos de DDDL o DDDD.

Estos y otros objetos y caracteristicas de la presente invencion se haran evidentes de manera mas completa a partir
de la siguiente descripcion y las reivindicaciones adjuntas, o pueden aprenderse mediante la practica de la invencion
como se establece en adelante en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

Para aclarar mas las ventajas y caracteristicas anteriores y otras de la presente invencion, se hara una descripcion
mas particular de la invencién haciendo referencia a las realizaciones especificas de la misma, que se ilustran en los
dibujos adjuntos. Se aprecia que estos dibujos representan solo las realizaciones ilustradas de la invencién. La
invencion se describira y explicara con especificidad adicional y detalle a través del uso de los dibujos adjuntos en los
que:

la figura 1 ilustra un efecto analgésico de un tetrapéptido ciclico en un ensayo de formol;

la figura 2 ilustra un efecto analgésico de un tetrapéptido ciclico en un ensayo de estiramiento de acido acético;

la figura 3A-3B ilustra un efecto analgésico de los tetrapéptidos ciclicos en un ensayo de constriccion nerviosa;

la figura 4 ilustra que la administracion de los tetrapéptidos ciclicos no induce al comportamiento de busqueda de
droga;
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la figura 5 ilustra que la administracion de tetrapéptidos ciclicos seleccionados previene la reincorporacion inducida
por estrés del comportamiento de busqueda de cocaina.

Descripcion detallada

Se dan a conocer en el presente documento compuestos de tetrapéptidos ciclicos, composiciones farmacéuticas y
métodos de uso de tales composiciones farmacéuticas. Los compuestos de tetrapéptidos ciclicos y las composiciones
farmacéuticas que se dan a conocer en el presente documento son analgésicos potentes activos en varios modelos
de dolor con tolerancia generalmente disminuida y probabilidad reducida de inducir adiccién en relacién con otros
opiaceos conocidos.

Recientemente, se ha demostrado que un tetrapéptido ciclico, CJ-15,208 y que tiene la formula 1, puede interactuar
con receptores opioides (patente estadounidense 5,885,959). El CJ-15,208 (es decir, ciclo [Phe-D-Pro-Phe-Trp])
parece ser el producto natural (véase Ross et al., Tetraedron Letters, 2010, 51, 5020-5023). La interaccion se indico
para proporcionar actividad analgésica, que puede atribuirse a ser un agonista, y proporcionar actividad de
desintoxicacion, que puede atribuirse a ser un antagonista. En consecuencia, la verdadera funcionalidad de CJ-15,208
no se caracterizé adecuadamente. Actualmente se ha encontrado que CJ-15,208 tiene actividades antagonista y
agonista débiles en los receptores opioides kappa (KOR) in vivo. La estructura de CJ-15,208 se muestra a

continuacion.
i’-. /<O
O N HN
NH HN

/NH

CJ-15,208 (ciclo [Phe-D-Pro-Phe-Trp])

Actualmente se ha encontrado que los tetrapéptidos ciclicos que son isdmeros estereoquimicos de CJ-15,208 pueden
tener una actividad agonista superior de receptor opioide (es decir, actividad que alivia el dolor), y por lo tanto pueden
ser Uutiles como analgésicos para tratar dolor inflamatorio y neuropatico. Se ha encontrado ademas que los
tetrapéptidos ciclicos seleccionados que se dan a conocer en el presente documento muestran una tolerancia
disminuida y una probabilidad reducida de inducir adiccion en relacion con otros opiaceos conocidos.

Los tetrapéptidos ciclicos comentados en el presente documento tienen una estructura de férmula 1 o un derivado de
la misma.

Férmula 1

En la estructura ilustrada de formula 1, las lineas onduladas en las cadenas laterales de aminoacidos indican la
existencia de un estereocentro indefinido. Cada uno de estos estereocentros se puede definir como “D” o “L” de
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acuerdo con la convencion estandar de aminoacidos. Por consiguiente, el tetrapéptido ciclico de férmula 1 puede tener
una configuracion de aminoacidos de una de LDDL, DDLL, DDDL, DDLD, LDDD, LLLL, DDDD, LLDL, DLLL, DLDL,
LLLD, LLDD, DLDD o DLLD. Las discusiones de analogos o derivados en el presente documento excluyen
expresamente el CJ-15,208, que tiene una configuracion de aminoacidos de LDLL.

Tal como se utiliza en el presente documento, se considera que los “derivados” incluyen cambios de R con respecto
a las cadenas laterales de aminoacidos de aminoacidos del tetrapéptido ciclico de férmula 1. Se considera que los
derivados incluyen intercambios de atomos o sustituyentes, tales como uno o mas atomos de hidrégeno que se
sustituyen por un alquilo, halégeno, hidroxilo, amina o combinaciones de los mismos. Por ejemplo, en la técnica se
conocen varios derivados de fenilalanina (Phe) y triptéfano (Trp). Por consiguiente, los derivados de Phe y Trp pueden
incluir cambios donde uno o mas atomos de hidrégeno, carbono o heteroatomos de la cadena lateral se sustituyen por
uno o mas de halo, amino, alquilo de cadena recta, alquilo ramificado, alquiloxi, nitro, haloalquilo, ciano o hidroxi.

Los tetrapéptidos ciclicos dados a conocer y reivindicados en el presente documento son completamente diferentes
en estructura de los ligandos opioides conocidos, que suelen ser o bien péptidos o bien no péptidos. Por ejemplo, los
tetrapéptidos ciclicos carecen de una amina basica de extremo N-terminal libre que se encuentra en ligandos de
péptidos opioides enddgenos y otros péptidos con alta afinidad para receptores opioides. Curiosamente, cambiar la
estereoquimica del resto de Trp, que se cree que es importante para la union de KOR, resulta en un nuevo analogo
que conserva la afinidad de KOR comparable a la CJ-15,208 primario, lo cual es sorprendente e inesperado. Tanto en
CJ-15,208 como en el analogo D-Trp de CJ-15,208 (ciclo [Phe-D-Pro-Phe-D-Trp] (formula 2802). En la patente
estadounidense n.° 8.809.278 se mostré que la sustitucion de Phe por Ala potencia la afinidad del tetrapéptido ciclico
para KOR aproximadamente de 4 a 10 veces. A diferencia de los péptidos lineales, los tetrapéptidos ciclicos son
metabdlicamente estables a las proteasas y presentan una penetracion de membrana potenciada (por ejemplo, a
través de la barrera hematoencefalica).

Los tetrapéptidos ciclicos mostrados a continuacién en las tablas 1 y 2 pueden utilizarse como analgésicos para el
tratamiento del dolor. Ademas, estos tetrapéptidos ciclicos, que son ligandos receptores opioide, pueden utilizarse en
la prevencion, inhibiciéon y/o tratamiento del abuso de drogas, especificamente para tratar, inhibir y/o prevenir el
comportamiento de busqueda de droga inducido por estrés. Los tetrapéptidos ciclicos pueden ser metabdlicamente
estables y pueden estar activos tras la administracion sistémica (por ejemplo, oral (por via oral), subcutanea, s.c., o
intravenosa, i.v.). Los antagonistas de tetrapéptido ciclico pueden bloquear la reincorporacién inducida por estrés del
comportamiento de busqueda de droga después de la administracion sistémica.

En una realizacion, los tetrapéptidos ciclicos dados a conocer y reivindicados en el presente documento pueden
utilizarse como analgésicos. Los agonistas de receptores opioides son compuestos farmacolégicos que activan los
receptores opioides. Los opioides agonistas completos activan los receptores opioides completamente resultando en
el efecto opioide completo. Ejemplos de agonistas completos son la heroina, la oxicodona, la metadona, la
hidrocodona, la morfina, el opio y otros. Los tetrapéptidos dados a conocer y reivindicados se demuestran en el
presente documento que tienen propiedades analgésicas similares a los opioides tradicionales. Como tal, los
tetrapéptidos ciclicos dados a conocer y reivindicados en el presente documento pueden utilizarse para tratar y/o
inhibir el dolor tratable por un analgésico.

Se estudioé la funcionalidad de los tetrapéptidos ciclicos mediante la preparacion de isémeros estereoquimicos de
CJ-15,208, y el ensayo de las interacciones con los receptores opioides in vitro y en diversos modelos de dolor in vivo.
Actualmente se ha encontrado que los cambios estereoquimicos en los aminodacidos en el tetrapéptido ciclico en
realidad aumentaron los efectos analgésicos en ensayos de dolor relevantes de una manera sorprendente e
inesperada.

Debido a que se conoce que los ligandos de receptores opioides tienen efectos en el sistema nervioso central, los
tetrapéptidos ciclicos dados a conocer y reivindicados en el presente documento también pueden utilizarse para el
tratamiento del abuso de drogas mediante el bloqueo de la reincorporacion inducida por estrés del comportamiento de
busqueda de droga después de la administracion sistémica (véase, por ejemplo, la figura 5). Las drogas incluidos en
esto son al menos cocaina, alcohol, metanfetaminas, anfetaminas, opioides (por ejemplo, alcaloides opioides
narcoticos, morfina, codeina, heroina, oxicodona, hidrocodona y cualquier alcaloide de bencilisoquinolina; opiaceos
sintéticos, fentanilo, meperidina y metadona). En consecuencia, los tetrapéptidos ciclicos podrian utilizarse como
profilactico para prevenir la recaida a la adiccion a las drogas. Se espera que los tetrapéptidos ciclicos también puedan
ser activos en modelos para el tratamiento de drogas de uso indebido distintos de la cocaina, especificamente
opiaceos y anfetamina, y posiblemente otros (por ejemplo, el alcohol y la nicotina).

Asimismo, en una realizacioén, los tetrapéptidos ciclicos dados a conocer en el presente documento pueden utilizarse
para tratar, inhibir y/o prevenir la depresion. Basandose en la actividad de los ligandos de receptores opioides de
moléculas pequenas, se espera que los tetrapéptidos ciclicos presenten actividad antidepresiva. Del mismo modo, los
tetrapéptidos ciclicos se pueden utilizar para tratar, inhibir y/o prevenir la ansiedad.

Estructuras de isdmeros estereoquimicos de CJ-15,208
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Numero JVA

)
Compuesto

Estructura

2801 (LDLL) *

ciclo [Phe-D-Pro-Phe-Trp]

2802 (LDLD)

ciclo [Phe-D-Pro-Phe-D-Trp]

3606 (LDDL)

ciclo [Phe-D-Pro-D-Phe-Trp]

3605 (DDLL)

ciclo [D-Phe-D-Pro-Phe-Trp]

3607 (DDDL)

ciclo [D-Phe-D-Pro-D-Phe-Trp]
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3609 (DDLD)

ciclo [D-Phe-D-Pro-Phe-D-Trp]

3608 (LDDD)

ciclo [Phe-D-Pro-Phe-D-Trp]

3612 (LLLL, todo L)

ciclo [Phe-Pro-Phe-Trp]

3613 (DDDD, todo D)

ciclo [D-Phe-D-Pro-Phe-D-Trp]

3023 (DDTS)

ciclo [D-Phe-Pro-D-Phe-D-Trp]

*La notacion abreviada entre paréntesis indica las configuraciones de aminoacidos dentro del péptido.

Tabla 1
Numero JVA Compuesto Estructura
3636 (LLDL) ciclo [Phe-Pro-D-Phe-Trp] Q
% &
o Hﬁﬂ HK l;

HH HM
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3637 (DLLL) ciclo [D-Phe-Pro-Phe-Trp]

3638 (DDL) ciclo [D-Phe-Pro-D-Phe-Trp]

3639 (LLLD) ciclo [Phe-Pro-Phe-D-Trp]

3640 (LLDD) ciclo [Phe-Pro-D-Phe-Trp]

3641 (DLLD) ciclo [D-Phe-Pro-Phe-D-Trp]
Tabla 2

Los isémeros estereoquimicos de péptido ciclico de CJ-15,208 dados a conocer en el presente documento y
mostrados en la tabla 1 se sintetizaron por una combinacion de sintesis de fase sélida con ciclacion en disolucion.

Los péptidos de la tabla 1 mostrados a continuacion en las tablas 3 y 4 se evaluaron en ensayos de union de
radioligando para afinidades de los receptores opioides mu, kappa y delta in vitro, y en el ensayo de extraccion de cola
de agua caliente a 55 °C in vivo en el raton para actividad antagonista opioide y antinocicepcion. Adicionalmente, los
péptidos 3605, 3607 y 3608 mostraron propiedades analgésicas significativas cuando se evaluaron en otros modelos
de dolor (figuras 1-3B), y los péptidos 3605 y 3607 no mostraron evidencia de inducir el comportamiento de busqueda
de droga cuando se evaluaron en un ensayo de respuesta en lugar condicionado (figura 4).

Afinidades de unién de receptor in vitro?

Ki (hM = SEM)° Selectividad
Numero JVA KOR MOR DOR°® KOR/MOR/DOR
2801 (CJ-15,208) | 35,4 % 3,6 (4) 619 87 (3) 1720 = 350 (5) 1/18/49
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16,9+ 5,2 (3) 200 + 54 (2) 1/12/102
3605 5120 + 690 >10.000 (4) >10.000
3606 362 £ 51 3920 + 200 (3) >10.000 111/>27
3607 2560 + 480 7780 + 410 >10.000 1/3/>3,8
2802  ([D-Trp]CJ- | 30,6 6 3,4 (5) 259+ 29 4190 + 860 (6) 1/8,5/137
15,208)

7,064,8 (3) 1/37/599
3609 >10.000 >10.000 >10.000 -
3608 353+ 19 5800 + 1450 >10.000 1/16/>28
3613 2010 £ 270 >10.000 >10.000 1/>4,9/,4,9

@ Ninguno de estos compuestos presenta actividad agonista en KOR o MOR en el ensayo GTPyS a 10 puM.
Table 3

Los estereoisémeros de tetrapéptidos ciclicos de CJ-15,208 tienen una afinidad relativamente baja para KOR, MOR y
DOR. Sdlo dos estereoisémeros, 3606 y 3608, presentan K; < 1 uM y estos estereoisémeros muestran una afinidad
muy baja para MOR (K; > 1 uM) y una afinidad insignificante para DOR. Ninguno de estos estereoisémeros presenta
evidencia de actividad agonista en el ensayo funcional in vitro.

Sin embargo, los analogos presentaron generalmente potente antinocicepcion in vivo comparable a la de CJ-15,208
tras la administracion tanto intracerebroventricular (i.c.v.) como oral (por via oral), a pesar de las reducciones en
afinidades de receptores opioides in vitro (tabla 4).

Actividad antinociceptiva y antagonista opioide:

EDso (95% Cl)
Numero JVA i.c.v. (nmol) p.o. (mg/kg) Receptores Antagonismo (dosis,
implicados nmol)
2801 (CJ-15,208) 1,74 (0,62-4,82) 3,49 (1,98-5,73) KOR, MOR KOR
3605 0,75 (0,36-1,44) 7,62 (5,12-12,2) KOR, MOR, DOR KOR (30), DOR
(100)
3606 Agonista parcial | >30 (~45% de | KOR, MOR Ninguno (100)
(~60% max) respuesta @ 30
mg/kg)
3607 1,00 (0,64-1,60) 4,12 (3,30-5,31) KOR, DOR (MOR | Ninguno (30)
no)
2802 ([D-Trp] CJ- | ~40% @ 30 nmol ~25% @ 60 mg/kg KOR KOR
15,208)
3609 2,39 (1,40-4,56) = 10 mg/kg (~60% a | DOR, KOR (MOR | Ninguno (30)
30 mg/kg) no)
3608 0,56 (0,38-0,91) 4,72 (3,70-6,39) KOR, MOR, DOR DOR(100)
3613 0,51 (0,39-0,67) 2,47 (0,97 - 4,71), DOR MOR (KORno) | DOR (30)
Tabla 4

Todos de estos estereoisomeros de 2801 y 2802 excepto 3606 son potentes agonistas completos en el ensayo de
antinocicepcion después de la administracion central. Todos de estos estereoisémeros excepto 3606 y 3609 son
potentes agonistas completos después de la administracion oral. Curiosamente, estos resultados in vivo no se
correlacionan con los resultados in vitro. Esto indica que el(los) mecanismo(s) de agonismo in vivo de receptores
opioides puede(n) ser complejo(s).

La evidencia mostré que multiples receptores opioides contribuyeron a la antinocicepcion de cada analogo. Estos
incluyen compuestos donde los receptores opioides mu (MOR) no estan implicados (3607 y 3609), y los compuestos
en los que receptores opioides kappa (KOR) no estan implicados (3613). A diferencia de los péptidos primarios (es
decir, 2801 y 2802), solo uno de los analogos presenté antagonismo de KOR in vivo. Sélo un estereoisémero, 3605,
presenta actividad antagonista de KOR, pero la respuesta a la dosis del antagonismo de este compuesto es inusual.
Tres de los estereoisomeros, 3605, 3608 y 3613, presentan actividad antagonista de DOR. En una comparacion
interesante con los otros tetrapéptidos ciclicos, el compuesto 3613 (DDDD) es un agonista del receptor opioide mu
(MOR) y antagonista del receptor opioide delta (DOR). Los agonistas de MOR/antagonistas de DOR son de gran
interés debido a su perfil de sensibilidad reducida (disminucion de potencial de adiccion y el perfil de sensibilidad, tal
como la tolerancia) en comparacion con los agonistas de MOR como morfina. Ademas, el compuesto 3613 es eficaz
para prevenir la reincorporacion inducida por estrés del comportamiento de busqueda de cocaina en el ensayo de
preferencia de lugar condicionado (figura 5). Este es un resultado sorprendente dado que el compuesto 3613 no parece
tener actividad antagonista de KOR.
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Haciendo referencia ahora a las figuras 1-3B, datos de diversos ensayos muestran que los compuestos 3605, 3607 y
3708 muestran actividad contra el dolor en varios modelos. Estos modelos se basan en el ensayo de formol, el ensayo
de estiramiento de acido acético y el ensayo de constriccion nerviosa. Los ensayos de estiramiento de acido acético
y formol son indicativos de actividad contra el dolor inflamatorio (es decir, dolor nociceptivo) y el ensayo de constriccion
nerviosa es indicativo de actividad contra el dolor neuropatico.

El dolor inflamatorio (es decir, dolor nociceptivo) esta causado por la estimulacion de las fibras nerviosas periféricas
que responden solo a estimulos que se acercan a o exceden la intensidad de dafio (nociceptores), y pueden
clasificarse segun el modo de estimulacion nociva. Las categorias mas comunes son “térmica” (por ejemplo, calor o
frio), “mecanica” (por ejemplo, aplastamiento, desgarro, corte, etc.) y “quimica” (por ejemplo, sal o yodo en un corte).

El dolor neuropatico esta causado por dafio o enfermedad que afectan a cualquier parte del sistema nervioso implicado
en los sentimientos corporales (el sistema somatosensorial). El dolor neuropatico periférico a menudo se describe

como “ardor corriente eléctrica”, “punzada” o “alfileres y agujas”.

» o« » o«

, “hormigueo”,

La figura 1 demuestra que una administracion oral de 3607 de 10 mg/kg es eficaz para aliviar el dolor en el ensayo de
formol en comparacion con la administracion intraperitoneal de solucién salina. El mismo consiste en la inyeccion de
una disolucion diluida de formol en la superficie de la pata trasera del roedor, seguida de la calificacion de
comportamientos estereotipados tales como estremecimiento, lamiendo y mordiendo la pata trasera afectada. Los
comportamientos duran aproximadamente 1 hora, con la fase temprana o aguda (directamente después de la
inyeccion) reflejando la activacion directa de nociceptores y la fase tardia o tonica (15 a 20 minutos después de la
inyeccion) reflejando la inflamacion. La administracion de 3607 produjo una reduccion significativa en el tiempo
empleado en lamer después de la administracion de formol.

La figura 2 demuestra que la administracion de 3607 fue efectiva para la reduccién del dolor en el ensayo de
estiramiento con acido acético. El ensayo de estiramiento con acido acético es un modelo para el dolor visceral y es
el ensayo quimico mas popular de nocicepcion. En el ensayo, se da a los sujetos una inyeccion subcutanea (s.c.) de
droga o excipiente liquido 60 min antes de una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de acido acético al 0,6%. Después de la
administracion del acido acético, los sujetos se colocan en jaulas transparentes (11 x 7 x 5 pulgadas) y se califican
para estiramientos abdominales durante un periodo de observaciéon de 20 min. El estiramiento se definié como
contorsiones corporales, presion abdominal y extensiéon de las extremidades posteriores de las cuales se infirid
nocicepcion visceral. La administracion de 10 mg/kg y 30 mg/kg de 3607 produjo una antinocicepcion significativa en
comparacion con la administracion de morfina. Y aunque el efecto de 3607 no fue tan pronunciado como con la morfina,
las reducciones observadas en el estiramiento fueron significativas, indicacion de que 3607 tiene un efecto significativo
de reduccién del dolor.

Haciendo referencia ahora a las figuras 3A-3B, las figuras 3A-3B demuestran que 3607 (figura 3A) y 3605 y 3608
(figura 3B) son adicionalmente activos en el ensayo de constriccion nerviosa para dolor neuropatico. En el ensayo de
constriccion nerviosa, un nervio de un roedor sujeto se ata o constrifie de manera crénica y luego se evalua el animal
con respecto a respuesta a estimulos de dolor tales como una retirada de pata. La figura 3A demuestra que 3607 a 3
mg/kg, 10 mg/kg y 30 mg/kg produce un alivio significativo del dolor neuropatico, en comparacion con 50 mg/kg de
gabapentina. La gabapentina es un tratamiento aceptado para el dolor neuropatico. La figura 3B demuestra que 3605
y 3608 a 10 mg/kg p.o. producen un alivio significativo del dolor neuropatico, en comparacion con 50 mg/kg i.p. de
gabapentina y el compuesto 2801.

De manera interesante, cuando se examina en un modelo de tolerancia aguda, la tolerancia antinociceptiva observada
varié notablemente entre los péptidos, desde no mostrar importancia de tolerancia hasta un desplazamiento hacia la
derecha en la curva dosis-respuesta igual o mayor que la presentada por la morfina.

Los cambios en la estructura del tetrapéptido macrociclico se toleraron bien con retencién de actividad antinociceptiva,
mientras que el antagonismo de KOR fue muy sensible a cambios en los restos aromaticos. La identificacion de
compuestos con antinocicepcion potente que presentan tolerancia disminuida en el examen inicial es un avance
prometedor en la busqueda de analgésicos potenciales con perfiles de sensibilidad mejorados.

Pruebas de sensibilidad:

Numero JVA Tolerancia  aguda | Rotorod (10 mg/kg, | Locomocion Depresion
desplazamiento de | p.o.) (CLAMS, 10 mg/kg, | respiratoria 10
EDs @ p.o.) mg/kg p.o.)
2801 (CJ-15,208) 1,73 V (10 y 60 mg/kg)
3605 19,5-21,5 N (sedacién | Depresion
significativa @ 10 respiratoria
mg/kg, pero no 30 significativa
mg/kg)
3606 Desplazamiento N Hipolocomocién N

10
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sustancial® significativa

3607 5,19 N N N

2802 (I[D-Trp] CJ- v (60 mg/kg)

15,208)

3609 1,87 N (sedacion | Hipolocomotion Depresion
significativa a 40-60 | significativa respiratoria
min solamente)

3608 9,87 N Hipolocomotion Depresion

significativa respiratoria

3613 2,55 3

a E| sulfato de morfina causa un desplazamiento de 9,2 veces en el EDsp en estas condiciones; © Vindica que se ha
sometido a prueba (si no hay otro comentario, entonces no hay efecto significativo); © No se puede calcular de forma
fiable los valores de EDsg porque el compuesto es un agonista parcial.

Tabla 5

Tal como se muestra en la tabla 5, los compuestos sometidos a prueba se comportaron generalmente bien en ensayos
de someter a prueba la sensibilidad. En ensayos de tolerancia aguda, el desplazamiento en los valores de EDsg varid
notablemente desde minimos (3609 y 3613) a mas que la morfina (3605). Esto fue sorprendente. En una prueba de
rotorod para sedacioén y coordinacion motora, solo en el caso de 3605 hubo efectos similares al agonista selectivo de
KOR U50,488, sugiriendo sedacion.

Ninguno de los compuestos mostré hiperlocomocioén similar a morfina y otros agonistas de MOR. Dado que la mayoria
de los analogos no mostraron evidencia de sedacion en el ensayo de rotorod, las disminuciones en la locomocién
observadas probablemente no se deben a la sedaciéon. Algunos analogos, concretamente, 3605, 3608 y 3609,
mostraron evidencia de depresion respiratoria a 10 mg/kg, p.o.

Basandose en los perfiles de sensibilidad, los esterecisémeros mas prometedores parecen ser 3607 y 3613.
Haciendo referencia ahora a la figura 4, se observé que los compuestos 3605 y 3607 no muestran evidencia de
preferencia de lugar condicionado (comportamiento de busqueda de droga) o aversion al lugar condicionado a
continuacioén de la administracion oral. Los compuestos 3605 y 3607 se compraron con morfina y U50,488, los cuales
muestran preferencia de lugar condicionado significativa (comportamiento de busqueda de droga) y aversion al lugar
condicionado, respectivamente.

Péptidos que contienen L-prolina:

Resultados in vitro: Estos estereoisomeros muestran baja afinidad para KOR (Ki > 1% puM). También muestran
generalmente baja afinidad para MOR, con solo dos estereoisémeros que presentan una K; < 1 uM. Estos compuestos
presentan una afinidad insignificante para DOR

Resultados in vivo:

Hasta la fecha, la mayoria de estos estereoisémeros solo se han evaluado a continuacion de la administracion i.c.v.
Solo se han evaluado analogos seleccionados en dosis > 10 nmol.

Esteoisémeros con actividad antinociceptiva demostrada:

3612: EDso = 3,52 (2,01-6,42) nmol i.c.v., 4,28 (3,56-5,27) mg/kg p.o. (KOR, MOR y DOR implicados)
3638: EDso = 8,93 (1,96-19,5) nmol i.c.v.

3639: EDso = 49,7 (34,8-69,8) nmol i.c.v.

Hasta la fecha, no se ha detectado actividad antagonista o solo se ha detectado una actividad débil para estos
estereoisdmeros, pero algunos analogos soélo se han sometido a prueba a una dosis mas baja (10 nmol i.c.v.)

11
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REIVINDICACIONES

Tetrapéptido ciclico que tiene una secuencia de ciclo[Phe-Pro-Phe-Trp] y que tiene una estructura de formula
1, en el que el tetrapéptido ciclico tiene una configuracion de aminoacidos de una de LDDL, DDLL, DDDL,
DDLD, LDDD, LLLL, DDDD, LLDL, DLLL, DLDL, LLLD, LLDD, DLDD o DLLD, y en el que el tetrapéptido
ciclico no tiene una configuracion de aminoacidos de LDLL.

Férmula 1

Tetrapéptido ciclico segun la reivindicacion 1, en el que el tetrapéptido ciclico tiene una configuraciéon de
aminoacidos de una de DDLL, DDDL, LDDD, DDLD o DDDD.

Tetrapéptido ciclico segun la reivindicacion 1, en el que el tetrapéptido ciclico tiene una configuraciéon de
aminoacidos de una de DDLL, DDDL, LDDD o DDDD.

Composicion farmacéutica, que comprende:

un excipiente o portador farmacéuticamente aceptable, y

una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un tetrapéptido ciclico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, en la que el tetrapéptido ciclico tiene una configuracion
de aminoacidos de una de DDLL, DDDL, LDDD, DDLD o DDDD.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, en la que el tetrapéptido ciclico tiene una configuracion
de aminoacidos de una de DDLL, DDDL, LDDD o DDDD.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, en la que el tetrapéptido ciclico tiene una configuracion
de aminoacidos de DDDL

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, en la que el tetrapéptido ciclico tiene una configuracion
de aminoacidos de DDDD.

Composicion farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 4-8, en la que la cantidad
terapéuticamente eficaz del tetrapéptido ciclico es eficaz para la analgesia.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4-8, en la que la cantidad terapéuticamente eficaz del
tetrapéptido ciclico es eficaz para tratar dolor inflamatorio.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4-8, en la que la cantidad terapéuticamente eficaz del
tetrapéptido ciclico es eficaz para tratar dolor inflamatorio y dolor neuropatico.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 4-11 para su uso en el tratamiento
y/o prevencion del dolor.

12
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i Excipiente liquido
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Figura 1
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¢ Valores de referencia (tras cirugia)
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