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DESCRIPCION

Neuropéptidos estabilizados por polimeros.
Campo de la invencion

La invencidn se refiere a un conjugado entre un péptido y polietilenglicol o un polimero sustancialmente sustituible
y a un procedimiento para el uso del mismo.

Antecedentes de la invencion

Durante la dltima década ha habido progresos significativos en el descubrimiento y desarrollo de potenciales agen-
tes neurofarmacéuticos (moléculas pequefias, péptidos, proteinas y antisentido) para el tratamiento del dolor y de
afecciones cerebrales tales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, la admi-
nistracion sistémica de muchos agentes neurofarmacéuticos nuevos se vio obstaculizada por la falta de un sistema
eficaz para administrarlos. La administracién intravenosa es frecuentemente ineficaz debido al transporte inadecuado
a través de la barrera entre el cerebro y el suministro de sangre (“barrera hematoencefdlica” o “BHE”). La barrera
hematoencefdlica es una barrera fisica continua que separa el sistema nervioso central, es decir el tejido cerebral, de
la circulacién general de un animal. La barrera comprende células endoteliales microvasculares que estdn unidas una
con otra por medio de complejas uniones intracelulares firmes. La barrera permite un intercambio selectivo de molé-
culas entre el cerebro y la sangre y previene la entrada de muchos farmacos y péptidos hidroéfilos al cerebro. Muchos
de los nuevos agentes neurofarmacéuticos no cruzan la BHE porque tienen un peso molecular por encima de 500
daltons y son hidréfilos. Los compuestos que no son lipéfilos y que tienen un peso molecular superior a 500 daltons
generalmente no cruzan la BHE.

Se han desarrollado varias estrategias para administrar firmacos no lip6filos, con peso molecular alto al cerebro,
incluyendo la infusién intracerebroventricular, el transplante de células modificadas genéticamente que secretan el
compuesto neuroactivo y la implantacién de una matriz polimérica que contiene el agente farmacéutico. Ver Pardridge,
W. M., J. Controlled Rel., (1996) 39:281-286. Sin embargo, todas éstas incluyen procedimientos quirtirgicos invasivos
que pueden ocasionar una diversidad de complicaciones.

Se han identificado cuatro mecanismos de transporte no quirtrgicos para cruzar la BHE, incluyendo: (i) difusién
transmembrana, (ii) transporte mediado por receptores, (iii) endocitosis mediada por absorcién y (iv) transporte me-
diado por vehiculos. Ver Brownless y col., J. Neurochemistry, (1993) 60(3):793-803. La permeabilidad vascular puede
aumentarse abriendo las firmes uniones con soluciones hiperosméticas de sacdridos y andlogos de bradiquinina. Un
problema inherente en este procedimiento es la posibilidad de que compuestos indeseables entren al cerebro a través
de las aberturas artificialmente dilatadas en la barrera hematoencefélica.

Se ha descubierto que las células endoteliales capilares en la barrera hematoencefélica tienen un alto nivel de
receptores para transferrina, insulina, factor de crecimiento similar a la insulina I y II, lipoproteina de baja densidad y
factor natriurético atrial. Ver Friden, P.M., J. Controlled Rel., (1996) 46:117-128. La Patente de EEUU N° 5.833.988
de Friden describe un procedimiento para administrar un agente neurofarmacéutico o de diagnéstico a través de la
barrera hematoencefilica usando un anticuerpo contra el receptor de transferrina. Se conjuga un factor de crecimiento
neural o un factor neurotréfico a un anticuerpo especifico para el receptor de transferrina. Se administra el conjugado
resultante a un animal y es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica hacia el cerebro del animal.

La Patente de EEUU N°4.902.505 de Pardridge y col. describe el uso de péptidos quiméricos para la administracién
de neuropéptidos a través de la barrera hematoencefélica. Se usa un péptido especifico para el receptor para transportar
un péptido neuroactivo hidroéfilo a través de la BHE. Las proteinas vehiculo descritas, que son capaces de cruzar la
BHE por transcitosis mediada por receptores, incluyen histona, insulina, transferrina, factor de crecimiento similar a
insulina I (IGF-I), factor de crecimiento similar a insulina II (IGF-II), albimina bdsica y prolactina. La Patente de
EEUU N° 5.442.043 de Fukuta y col. describe el uso de un fragmento de insulina como un vehiculo en un péptido
quimérico para transportar un neuropéptido a través de la barrera hematoencefélica.

Los enfoques no invasivos para administrar agentes neurofarmacéuticos a través de la BHE son tipicamente menos
eficaces que los procedimientos invasivos para llevar el agente realmente dentro del cerebro. Para alcanzar el efecto
terapéutico deseado son necesarias altas dosis de péptidos quiméricos porque son propensos a la degradacién. La
concentracion de los péptidos quiméricos en la circulacién sanguinea puede disminuir rdpidamente por proteolisis. Un
sistema acuoso de administraciéon generalmente no es eficaz para administrar formacos hidréfobos.

En Pharm. Res. (1998) 15(4):576-582, Pardridge y col. describen otro procedimiento para administrar compues-
tos hidréfilos dentro del cerebro por transcitosis mediada por receptores. Se usa un anticuerpo monoclonal para el
receptor de transferrina (OX26 MAb) modificado con estreptavidina para transportar la proteina catiénica, factor neu-
rotrofico derivado del cerebro (BDNF) a través de la BHE. Primero se modifica el BDNF con biotina-PEG* para
formar BDNF-biotina-PEG*™, que posteriormente se une al anticuerpo modificado con estreptavidina OX26 MAb. El
conjugado resultante demostré ser capaz de atravesar la BHE hacia el cerebro.
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Mejorar la duracién de los efectos anticonceptivos en los animales puede dar como resultado una menor frecuencia
de administracién de analgésicos, que puede mejorar la conformidad del paciente y reducir los potenciales efectos
colaterales. Maeda y col. en Chem. Pharm. Bull. (1993) 41(11): 2053-2054, Biol. Pharm Bull. (1994) 17(6):823-
825, y Chem. Pharm. Bull. (1994) 42(9):1859-1863 demostraron que uniendo polietilenglicolamina 4000 a la leuci-
na del extremo C-terminal de Leu-encefalina (alejada del residuo tirosina necesario para la antinocicepcién), puede
incrementarse la potencia y duracién de Leu-encefalina cuando se administra directamente al cerebro por inyeccién
intracerebroventricular.

Existe una necesidad en la técnica para administrar agentes neuroactivos desde la circulacién sistémica a través de
la barrera hematoencefélica y dentro del cerebro que reduzca o elimine algunos de los inconvenientes y desventajas
asociados con la técnica anterior.

En el documento WO-A1 9500162 se describen conjugados de péptidos con polimeros no antigénicos en sitios pre-
determinados. La Patente de EEUU N° 5.932.462 describe polimeros monofuncionales multiarmados, hidroliticamente
estables para unir a moléculas biolégicamente activas tales como proteinas. En la Patente de EEUU N° 5.681.811 se
describen otros conjugados, sin embargo éstos tienen un fragmento lip6filo como parte fundamental.

Resumen de la invencion

Esta invencién provee un procedimiento para administrar un péptido dentro del cerebro de un ser humano y otro
animal a través de la barrera hematoencefélica. El péptido a administrar estd unido a un polimero no peptidico, soluble
en agua para formar un conjugado. Posteriormente se administra el conjugado a un animal dentro de la circulacién
sanguinea de manera que el conjugado pase a través de la barrera hematoencefélica y entre en el cerebro. El poli-
mero no peptidico soluble en agua puede seleccionarse del grupo constituido por polietilenglicol y copolimeros de
polietilenglicol y polipropilenglicol activados para conjugacién por medio de unién covalente al péptido.

En una forma de realizacion de esta invencién, se provee un conjugado sustancialmente hidréfilo que tiene un
péptido analgésico transportable, es decir un péptido analgésico capaz de atravesar la barrera hematoencefélica, unido
covalentemente a un polimero no peptidico, soluble en agua tal como polietilenglicol. El conjugado es capaz de
atravesar la barrera hematoencefdlica de un animal.

Los péptidos transportables adecuados para uso en esta forma de realizacion de la invencién incluyen dinorfinas,
encefalinas, endorfinas, endomorfinas y bifalina. Tipicamente, estos pequefios neuropéptidos son susceptibles de de-
gradacion dentro del cuerpo dentro de la circulacion sanguinea y en el cerebro. En contraste, cuando estdn conjugados
con polietilenglicol o a otro polimero no peptidico, no inmunogénico, soluble en agua con propiedades similares, estos
péptidos exhiben una estabilidad significativamente aumentada.

En otra forma de realizacién de esta invencidn, se provee una composicién que comprende un conjugado de es-
ta invencién como se describi anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composiciéon puede
administrarse directamente en la circulacién general de un animal por cualquier medio adecuado, por ej. inyeccién
parenteral, inyeccion en vena intracerebral y por administracion intranasal, pulmonar, ocular y bucal.

De acuerdo con ain otra forma de realizacién de esta invencidn, se provee un procedimiento para administrar
un péptido analgésico a través de la barrera hematoencefélica dentro del cerebro de un animal. El procedimiento
comprende proveer un conjugado de esta invencién como se describié anteriormente y administrar el conjugado en el
torrente sanguineo del animal huésped.

Se ha considerado previamente que los grandes polimeros hidréfilos tal como el polietilenglicol, cuando estan
unidos a un péptido que es capaz de cruzar la barrera hematoencefélica, podrian interferir con el transporte del péptido
a través de la barrera hematoencefalica. En particular, se ha creido que la conjugacién directa de grandes polimeros
hidréfilos con un péptido no sélo aumentaria la hidrofilia sino que también afectaria a la interaccion entre el péptido y
su receptor u otras estructuras en la BHE por interferencia estérica a partir de las grandes ramas del polimero.

Actualmente se descubrié que, aunque el conjugado es sustancialmente hidréfilo y contiene un polimero no pep-
tidico soluble en agua, el conjugado es sin embargo capaz de atravesar la barrera hematoencefélica de un animal.
Comparados con su estado nativo, los péptidos conjugados con un polimero no peptidico soluble en agua pueden exhi-
bir inmunogenicidad reducida, solubilidad en agua y estabilidad incrementadas. En particular, los péptidos conjugados
con polietilenglicol de acuerdo con esta invencidn tienen un tiempo de circulacién mayor, una susceptibilidad a la de-
gradacion metabdlica y una depuracién disminuidas y una vez administrados dentro del cerebro a través de la barrera
hematoencefdlica, exhiben vida util aumentada en el cerebro. Por ello, esta invencién permite la administracion eficaz
de péptidos analgésicos en cerebros de seres humanos y otros animales y puede mejorar significativamente la eficacia
de los péptidos administrados.

Descripcion detallada de la invencién
Como se usa en este documento, “atravesar la barrera hematoencefalica” o “cruzar la barrera hematoencefalica”
significa que, una vez administrado en la circulacién sanguinea de un animal en una dosis fisioldgicamente aceptable,

un conjugado o un péptido es capaz de tasar la barrera hematoencefalica del animal en un grado tal que se administra
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una cantidad suficiente del conjugado o péptido dentro del cerebro del animal para ejercer su efecto terapéutico,
anticonceptivos o profildctico en el cerebro, o para afectar el funcionamiento bioldgico del cerebro hasta un grado
detectable. “Atravesar la barrera hematoencefélica” o “cruzar la barrera hematoencefalica” puede también usarse en
este documento para significar que el conjugado o péptido es capaz de ser captado por el cerebro de un animal en un
grado que es detectable por un procedimiento adecuado conocido en la técnica, por ej. la perfusidn cerebral in situ
como describen Williams y col. en J. Neurochem., 66 (3), pdgs.1289-1299, 1996, que se incorpora en este documento
por referencia.

El conjugado de esta invencién es normalmente sustancialmente hidréfilo. Por el término “sustancialmente hidré-
filo”, se pretende significar que el conjugado de esta invencién no contiene un fragmento sustancialmente lipdfilo tales
como 4cidos grasos o glicolipidos. Los dcidos grasos y glicolipidos se usan en la técnica para aumentar la lipofilicidad
de una molécula con el fin de aumentar la capacidad de una molécula para atravesar membranas celulares.

El término “analgésico” como se usa en este documento significa cualquier sustancia quimica deseable, para ad-
ministrar en el cerebro de seres humanos u otros animales con el objeto de aliviar, mitigar o prevenir el dolor en seres
humanos u otros animales, o de otra manera mejorar el buen estado fisico o mental de seres humanos o animales.
Pueden introducirse péptidos analgésicos en el cerebro de un animal para ejercer un efecto terapéutico, anticonceptivo
o profilactico en las funciones bioldgicas del cerebro del animal y pueden usarse para tratar o prevenir el dolor.

Pueden unirse agentes no considerados tipicamente “analgésicos” al conjugado péptido/polimero de la invencion.
Por ejemplo, pueden unirse al conjugado agentes para diagndstico o para imdgenes. Pueden usarse en el conjugado de
esta invencion fluoresceina, proteinas y otros tipos de agentes especificamente dirigidos a un tipo particular de célula
o proteina, tales como anticuerpos monoclonales, para fines diagndsticos o de obtencion de imagenes.

Como se describi6 anteriormente, cuando un agente no es capaz de atravesar la barrera hematoencefilica, es decir,
es no transportable a través de la BHE, se usard tipicamente como un vehiculo un péptido que es capaz de atravesar la
barrera hematoencefilica, es decir, que es transportable a través de la BHE, en un conjugado de esta invencion.

En una forma de realizacién de esta invencion, el péptido es un péptido analgésico transportable. Como se usa en
este documento, el término “transportable” significa que el péptido es capaz de cruzar la barrera hematoencefélica de
un animal como se defini6 anteriormente. Por ello, se provee un conjugado que comprende un péptido transportable
unido a un polimero no peptidico, no inmunogénico, soluble en agua, incluyendo polietilenglicol.

El término “péptido” significa cualquier secuencia de de @ aminodcidos polimerizada constituida por desde 2 hasta
40 aminodcidos con un enlace peptidico (-CO-NH-) entre cada aminodcido que puede tener efecto en la afeccién
y funcién biolégica del cerebro de un animal. Un péptido analgésico normalmente es un péptido endégeno que se
presenta naturalmente en un animal, o fragmentos o andlogos del mismo. Sin embargo, se incluyen también péptidos
no enddégenos que pueden tener efecto sobre las afecciones y funciones bioldgicas del cerebro del animal.

En la técnica se conocen generalmente muchos péptidos que se cree son capaces de atravesar la barrera hematoen-
cefélica. Los ejemplos de péptidos transportables capaces de cruzar la barrera hematoencefélica tras la PEGilacién de
acuerdo con la invencién incluyen, pero no se limitan a, bifalina y péptidos opioides tales como dinorfinas, encefalinas,
endorfinas, endomorfinas, etc.. En la préctica de la invencién pueden usarse también muchos derivados y andlogos de
estos péptidos transportables.

Se cree que los péptidos opioides son especialmente adecuados para la practica de la invencién. Los péptidos
opioides exhiben una diversidad de actividades farmacoldgicas, incluyendo entre ellas el alivio del dolor y la analgesia.

La encefalina es un pentapéptido que tiene una secuencia de aminoacidos H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH (metionina
encefalina) o H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH (leucina encefalina). Se han identificado y sintetizado muchos anélogos
de encefalina que son especificos para diferentes tipos de receptores opidceos. Ver, por ej., Hruby y Gehrig, (1989)
Medicinal Research Reviews, 9(3):343-401, Por ejemplo, la Patente de EEUU N° 4.518.711 describe varios andlogos
de encefalina incluyendo DPDPE, [D-Pen?, D-Pen’] encefalina, que es un analogo ciclico de encefalina generado
sustituyendo el segundo y el quinto residuos aminodcidos de los pentapéptidos naturales con cisteina o con D- o L-
penicilamina (beta, beta-dimetilcisteina) y uniendo las dos posiciones por medio de un enlace disulfuro. DPDPE ha
demostrado ser capaz de atravesar la barrera hematoencefdlica hacia el cerebro. Ver por ej., Williams y col. (1996)
Journal of Neurochemistry, 66(3):1289-1299. La Patente de EEUU N° 5.326.751 describe el DPADPE preparado
sustituyendo el residuo glicina en la posicion tercera de DPDPE con un residuo alanina.

Otros andlogos de encefalina incluyen bifalina (H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-),, que es un andlogo sintético de en-
cefalina que es un tetrdmero dimerizado producido por acoplamiento de dos unidades que tienen la férmula H-Tyr-
D-Ala-Gly-Phe-OH en el extremo C-terminal con hidrazina. La forma dimérica de encefalina mejora la afinidad y
especificidad para el receptor delta opioide. Los andlogos diméricos de encefalina son descritos por Rodbard y col. en
la Patente de EEUU N° 4.468.383,

Las dinorfinas son otra clase de péptidos opioides. La dinorfina aislada naturalmente tiene 17 aminoécidos. Se han
propuesto en la técnica muchos fragmentos y andlogos de dinorfina, incluyendo por e€j., dinorfina (1-10), dinorfina (1-
13), dinorfina (1-13) amida, [D-Pro'’] Dinorfina (1-11) (DPDYN), andlogos de dinorfina amida, etc. Ver por €j., las
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Patentes de EEUU 4.684.624 y 5.017.689, Aunque tales péptidos analgésicos son capaces de transportarse a través
de la barrera hematoencefélica, muchos de ellos tienen una semivida muy corta debido a su susceptibilidad para la
biodegradacion dentro del cuerpo.

Aunque el polietilenglicol normalmente tiene un peso molecular alto y es hidréfilo, la conjugacién con los péptidos
transportables en ausencia de un fragmento lip6filo no interfiere con la transportabilidad de los péptidos. Los péptidos
conjugados se mantienen con capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica. Tipicamente, tras la administracién
dentro de la circulacién general de un animal, el conjugado de la invencién, que comprende un péptido transporta-
ble unido a polietilenglicol o un polimero equivalente, es captado por el cerebro en un porcentaje mucho mayor en
comparacién con una forma no conjugada del péptido. Los péptidos en los conjugados de esta invencién tienen mayor
estabilidad y exhiben semivida prolongada dentro del cuerpo.

En otra forma de realizacién de esta invencidn, se provee un conjugado que comprende un primer péptido, que
es un péptido transportable, y un segundo agente neuroactivo unidos uno al otro por medio de polietilenglicol o un
polimero equivalente. Este segundo agente neuroactivo puede o no ser capaz de cruzar la barrera hematoencefélica por
si mismo. El péptido transportable se usa como un vehiculo para transportar un agente neuroactivo no transportable a
través de la barrera hematoencefélica hacia el cerebro de un animal. El polimero de unién sirve no s6lo como un enlace
sino que también aumenta la solubilidad y estabilidad del conjugado y reduce la inmunogenicidad del neuropéptido y
del agente neuroactivo a administrar.

De acuerdo con la invencion, el péptido transportable y, opcionalmente, otro agente neuroactivo como se describi6
anteriormente, estdn unidos de manera covalente a un polimero no peptidico soluble en agua para formar un conjugado
de esta invencién. Los polimeros no peptidicos solubles en agua para uso en diversos aspectos de esta invencién
incluyen polietilenglicol, otros polialquilenglicoles y copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol.

Como se usa en este documento, el término polietilenglicol (“PEG”) estd incluido y significa cualquiera de una
serie de polimeros con férmula general:

HO - CH,CH,0 - (CH,CH,0), - CH,CH, - OH

en los que n varfa desde aproximadamente 10 hasta 2.000, PEG también se refiere a la unidad estructural:

—-CH,CH,0 - (CH,CH,0), — CH,CH,—

en la que n varfa desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 2.000, Por ello, por PEG se entiende PEGs
modificados incluyendo metoxi-PEGs; PEGs con al menos un fragmento terminal diferente de un grupo hidroxilo que
es reactivo con otro fragmento; PEGs ramificados; PEGs pendientes, PEGs bifurcados y similares.

El polietilenglicol util en la practica de esta invencién normalmente tiene un peso molecular promedio de desde
aproximadamente 200 hasta 100.000 daltons. Los pesos moleculares de desde aproximadamente 200 hasta 10.000 son
un tanto mas comtinmente usados. Los pesos moleculares de desde 300 hasta 8.000 y en particular desde aproximada-
mente 500 hasta aproximadamente 5.000 daltons son un tanto tipicos.

PEG es 1itil en aplicaciones bioldgicas porque tiene propiedades que son muy deseables y estd generalmente apro-
bado para aplicaciones bioldgicas o biotécnicas. PEG es tipicamente claro, incoloro, inodoro, soluble en agua, estable
al calor, inerte para muchos agentes quimicos, no hidroliza ni se deteriora y es generalmente no téxico. Se considera
que el poli(etilenglicol) es biocompatible, lo que es igual a decir que PEG es capaz de coexistir con tejidos vivos u
organismos son causar dafio. Mas especificamente, PEG, es por si mismo normalmente considerado no inmunogénico,
lo que es igual a decir que PEG no tiende a producir una respuesta inmune en el cuerpo. Los grupos activadores ter-
minales deseables por los que PEG puede unirse a diversos péptidos no deberfan alterar el cardcter no inmunogénico
del PEG, de manera de evitar efectos inmunogénicos. Los conjugados de PEG deseables no tienden a producir una
respuesta inmune sustancial ni causan coagulacién u otros efectos indeseables.

PEG es un polimero al azar en rollo altamente hidratado que puede proteger a las proteinas o péptidos de la diges-
tién enzimdtica, moléculas y células del sistema inmune y puede aumentar el volumen hidrodindmico para demorar
la depuracion del sistema reticulo endotelial (RES). PEG es un polimero ttil que tiene las propiedades de solubilidad
en agua asi como también solubilidad en muchos solventes orgdnicos. Las propiedades de solubilidad tinicas del PEG
permiten la conjugaciéon (PEGilacidn) con ciertos compuestos con baja solubilidad en agua, con el conjugado resultan-
te siendo soluble en agua. Sin embargo, la PEGilacién, que es conjugar una molécula de PEG con otra molécula, tiene
sus dificultades. Los efectos de un derivado de PEG en particular no son necesariamente previsibles. Los resultados
dependen de la interaccion especifica entre un compuesto particular y el polimero PEG no peptidico funcional.

El polimero usado en esta invencién normalmente puede ser lineal o ramificado. Los esqueletos de polimeros ra-
mificados son generalmente conocidos en la técnica. Tipicamente, un polimero ramificado tiene un fragmento nuclear
central y una pluralidad de cadenas de polimeros lineales unidas al niicleo central. Se usa PEG comtinmente en formas
ramificadas que pueden prepararse por agregado de 6xido de etileno a diversos polioles, tales como glicerol, pentae-
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ritrol y sorbitol. Por ejemplo, el PEG ramificado, de cuatro brazos preparado a partir de pentaeritritol se muestra a
continuacidn:

C(CH, - OH), + n C,;H,0 — C[CH,O - (CH,CH,0), — CH,CH, — OH],

El fragmento central puede derivar también de diversos aminoécidos. Un ejemplo es la lisina.

Los polietilenglicoles ramificados pueden representarse en forma general como R(-PEG-OH), donde R representa
el fragmento central, tal como glicerol o pentaeritritol y n representa el niimero de brazos. Pueden prepararse PEGs
ramificados adecuados de acuerdo con la Patente de EEUU N° 5.932.462, Estos PEGs ramificados pueden usarse de
acuerdo con las ensefianzas de este documento.

Los PEGs bifurcados y polimeros relacionados deberian ser ttiles en la practica de la invencién. El término “ra-
mificado” se usa para describir aquellos PEGs que estdn ramificados en posicién adyacente al menos a un extremo
terminal del mismo. El polimero tiene un fragmento ramificado en un extremo de la cadena del polimero y dos grupos
reactivos, uno en cada extremo del fragmento ramificado, para unién covalente a otra molécula. Cada fragmento reac-
tivo tiene un grupo conector, incluyendo, por ejemplo una cadena de alquilo, que une un grupo reactivo al fragmento
ramificado. Por ello, el extremo terminal ramificado permite al polimero reaccionar con dos moléculas para formar
conjugados. Los PEGs bifurcados y los polimeros bifurcados relacionados se describen en la solicitud de patente de
EEUU en tramitacién Ser. N° 09/265,989, que fue presentada el 11 de Marzo de 1999 y se titula Poly(ethylene glycol)
Derivatives with Proximal Reactive Groups. Los PEGs bifurcados pueden ser lineales o ramificados en el esqueleto
unido al extremo terminal ramificado.

Los polimeros no peptidicos, sustancialmente no inmunogénicos, solubles en agua diferentes de PEG deberian
ser también adecuados para la practica de la invencién, aunque no necesariamente con resultados equivalentes. Estos
otros polimeros pueden estar en forma lineal o ramificada e incluyen, pero no se limitan a, otros poli(alquilen6xidos),
incluyendo copolimeros de etilenglicol y propilenglicol y similares. En la Patente de EEUU N° 5.990.237 se presenta
una lista de ejemplos de polimeros. Los polimeros pueden ser homopolimeros o copolimeros aleatorios o de bloque y
terpolimeros basados en los mondmeros de los polimeros anteriores, de cadena lineal o ramificada.

Los ejemplos especificos de polimeros adicionales adecuados incluyen, pero no se limitan a, poli(acriloilmorfolina)
(“PAcM”) y poli(vinilpirrolidona) (“PVP”), y poli(oxazolina). PVP y poli(oxazolina) son bien conocidos en la técnica
y su preparacion deberia resultar facilmente evidente para los expertos en la técnica. En las Patentes de EEUU N°
5.629.384 y 5.631.322 se describen el PAcM vy su sintesis y uso.

Para acoplar PEG a un péptido, por ej., un péptido transportable, para formar un conjugado de esta invencion, es
frecuentemente necesario “activar” el PEG para preparar un derivado de PEG con un grupo reactivo en el extremo
terminal para reaccionar con cierto fragmento en el péptido. Muchos derivados activados de PEF se describieron en la
técnica y todos pueden usarse en esta invencion, aunque no necesariamente con resultados equivalentes. Un ejemplo
de tales derivados activados es el “éster activado” de succinimidil succinato:

CH;O - PEG - O,C - CH,CH, — CO, — NS

‘>_

donde NS=

4

El éster activo de succinidimilo es un compuesto ttil porque reacciona rdpidamente con grupos amino en proteinas
y otras moléculas para formar un enlace amida (-CO-NH-). Por ejemplo, la Patente de EEUU N° 4,179,337 de Davis
y col. describe el acoplamiento de este derivado a proteinas (representado como PRO-NH,):

mPEG - O,CCH,CH,CO,NS + PRO — NH, — mPEG - O,C — CH,CH, — CONH - PRO

Otras moléculas PEG activadas conocidas en la técnica incluyen PEGs con un fragmento cloruro ciantrico reacti-
vo, succinimidilcarbonatos de PEG, fenilcarbonatos de PEF, derivados imidazolil formato de PEG, PEG carboximetil
azida, PEG imidoésteres, PEG vinilsulfona, derivados etilsulfona activos de PEF, tresilatos de PEG, PEG fenilglio-
xal, PEGs activados con un grupo aldehido, PEG maleimidas, PEGs con un fragmento amino terminal y otros. Estos
derivados de polietilenglicol y los procedimientos para conjugar tales derivados con un agente son generalmente cono-
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cidos en la técnica y estan descritos en Zalipsky y col., Use of Functionalized Poly(Ethylene Glycol)s for Modification
of Polypeptides, en Use of Polyethylene Glycol Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications, J. M. Harris,
Ed., Plenum Press, New York (1992), y en Zalipsky, Advanced Drug Reviews (1995) 16:157-182,

Tipicamente, la conjugacién de un polimero no inmunogénico, soluble en agua con un péptido de acuerdo con esta
invencién da como resultado la formacién de un enlace entre el polimero y el péptido. El término “enlace” se usa en
este documento para referirse a grupos o uniones normalmente formadas como resultado de una reaccién quimica.

Los enlaces covalentes formados en la prictica de esta invencion pueden ser hidroliticamente estables. El enlace
puede ser sustancialmente estable en agua y no reaccionar en agua a un pH 1til, bajo condiciones fisioldgicas, durante
un periodo de tiempo prolongado, de preferencia indefinidamente. Alternativamente, el enlace covalente puede tam-
bién ser hidroliticamente degradable bajo condiciones fisiolégicas de manera que el agente neuroactivo puede liberarse
del PEG en el cuerpo de un animal, de preferencia tras su administracién dentro del cerebro del animal.

El enfoque en el que los farmacos a administrar se liberan por degradacién de agentes mas complejos bajo con-
diciones fisioldgicas es un potente componente de la administracién de fairmacos. Ver R. B. Greenwald, Exp. Opin.
Ther. Patents, 7(6):601-609 (1997). Por ejemplo, pueden formarse conjugados de la invencién uniendo PEG a péptidos
transportables y/o agentes neuroactivos usando enlaces que son degradables bajo condiciones fisioldgicas. La semivida
de un conjugado de PEG-agente neuroactivo in vivo depende del tipo de grupo reactivo de la molécula de PEG que
une el PEG con el agente neuroactivo. Tipicamente, los enlaces éster, formados por reacciéon de PEG 4cidos carbo-
xilicos o PEG activado 4cidos carboxilicos con grupos alcohol en agentes neuroactivos, hidrolizan bajo condiciones
fisiologicas para liberar el agente neuroactivo. Ver, por e€j., S. Zalipsky, Advanced Drug Delivery Reviews, 16:157-182
(1995). Por ejemplo, en la Publicacién PCT N° WO 96/23794, se describe que paclitaxel puede unirse a PEG usando
enlaces éster y el paclitaxel unido puede liberarse en suero por hidrélisis. También se demostrd la actividad antimalaria
de dihidroartemisinina unida a PEG a través de un enlace éster hidrolizable. Ver Bentley y col., Polymer Preprints,
38(1):584 (1997). Otros ejemplos adecuados de enlaces hidroliticamente inestables incluyen ésteres de carboxilato,
ésteres de fosfato, disulfuros, acetales, iminas, ortoésteres, péptidos y oligonucle6tidos.

Tipicamente, la tasa de degradacién del conjugado deberia controlarse de manera que no se produzca degradacién
sustancial hasta que el conjugado pasa dentro del cerebro del animal. Muchos péptidos en su estado nativo son objeto
de degradacién sustancial en la circulacién sanguinea y en érganos tales como el higado y el rifién. Los enlaces
hidroliticamente degradables pueden formarse de manera tal que la semivida del conjugado sea mayor que el tiempo
necesario para que la circulacién del conjugado en el torrente sanguineo alcance la barrera hematoencefalica. Puede
necesitarse algiin pequefio grado de experimentacion para determinar el enlace hidroliticamente inestable adecuado
entre los agentes neuroactivos especificos y los derivados de PEG, lo que se encuentra dentro de la capacidad de un
experto en la técnica una vez informado de la presente invencion.

Puede formarse el enlace covalente entre un péptido y un polimero haciendo reaccionar un derivado del polimero
tal como un PEG activado con un fragmento activo en el péptido. Pueden estar unidas una o méas moléculas de PEG a
un péptido.

A lainversa, péptidos multiples, incluyendo péptidos transportables y/u otros tipos de agentes neuroactivos, pueden
estar unidos a una molécula de PEG. Tipicamente, tal molécula de PEG tiene mudltiples fragmentos reactivos para
reaccionar con el péptido y agentes neuroactivos. Por esta razén, pueden usarse PEGs bifuncionales, PEGs pendientes
y PEGs dendriticos. Se han sintetizado también PEGs reactivos en los que diversos grupos funcionales activos estdn
localizados a lo largo del esqueleto del polimero. Por ejemplo, en la técnica se prepararon conjugados de lisina-PEG
en los que un nimero de grupos activados estdn localizados a lo largo del esqueleto del polimero. Zalipsky y col.,
Bioconjugate Chemistry, (1993) 4:54-62,

En una forma de realizacién de esta invencion, se provee un conjugado que tiene una estructura de pesa en el
que un péptido transportable u otro agente neuroactivo transportable capaces de atravesar la barrera hematoencefalica
de un animal estd unido al otro extremo de la molécula de PEG. Este otro agente neuroactivo puede ser un péptido
transportable, o cualquier otro agente neuroactivo. Tipicamente, no es transportable y no puede atravesar por si solo
la barrera hematoencefélica. Por lo tanto, el péptido transportable u otro agente en un extremo de la molécula de PEG
actda como vehiculo para administrar el agente neuroactivo no transportable dentro del cerebro. Para este objetivo,
pueden usarse PEGs bifuncionales, ya sean PEGs homobifuncionales o heterobifuncionales. Como se usa en este
documento “PEG bifuncional” significa un derivado de PEG que tiene dos fragmentos activos, cada uno capaz de
reaccionar con un fragmento activo en otra molécula. Los dos fragmentos activos pueden estar en los dos extremos de
una cadena de PEG, o pr6ximos uno al otro en un extremo bifurcado de una molécula de la cadena de PEG, teniendo en
cuenta el impedimento estérico, si lo hay. A continuacién se describen péptidos transportables adecuados para uso en
esta invencién incluyendo, pero no limitados a, dinorfinas, encefalinas, bifalina, endorfinas, endomorfinas y derivados
y andlogos de los mismos.
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El conjugado de esta invencién puede administrarse a un animal con el objetivo de tratar, mitigar o aliviar el dolor.
Los ejemplos de animales huésped incluyen, pero no se limitan a, mamiferos tales como seres humanos y animales
domésticos, incluyendo gatos, perros, vacas, caballos, ratones y ratas.

El conjugado de esta invencién puede administrarse a un animal de cualquier manera adecuada. Por ejemplo, puede
administrarse el conjugado por via parenteral por medio de inyeccidn intravenosa, inyeccidn intramuscular o inyeccién
subcutdnea. Alternativamente, puede también introducirse el conjugado de esta invencion en el cuerpo por inhalacién
intranasal y pulmonar o por administracién oral y bucal. De preferencia, se usa la inyeccion intravenosa de manera
que sustancialmente todo el conjugado en una inyeccién se administra al torrente sanguineo del animal, a través del
cual el conjugado circula hacia la barrera hematoencefalica del animal.

Puede inyectarse el conjugado en la forma de cualquier tipo de formulacién adecuada. Por ejemplo, puede prepa-
rarse una composicion inyectable por cualquier procedimiento conocido en la técnica conteniendo el conjugado de esta
invencién en un solvente tal como agua o solucién, incluyendo solucién salina y solucién de Ringer. Pueden agregarse
uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables compatibles con los otros ingredientes en la formulacién. También
pueden incluirse excipientes, incluyendo manitol, alginato de sodio y carboximetil celulosa. Pueden también incluirse
en la formulacién otros componentes farmacéuticamente aceptables, incluyendo antisépticos tal como feniletilalcohol;
estabilizantes tales como polietilenglicol y albiimina; agentes para mantener la isotonia tales como glicerol, sorbitol
y glucosa; compuestos para ayudar a la disolucién; tampones estabilizadores tales como citrato de sodio, acetato de
sodio y fosfato de sodio; conservantes tales como alcohol bencilico; espesantes tal como dextrosa; y otros aditivos
comunmente usados. La formulacién inyectable puede también prepararse en una forma sélida tal como una forma
liofilizada.

Pueden administrarse los péptidos PEGilados de la invencién en una variedad de formulaciones, incluyendo, por
ejemplo, administracién intranasal, bucal y oral. La dosificacién del conjugado administrado a un ser humano u otro
animal variard dependiendo del animal huésped, los tipos de péptidos transportables y/o agentes neuroactivos usados,
los medios de administracién y los sintomas sufridos por el animal. Sin embargo, los intervalos de dosificacién ade-
cuada en una situacion especifica deberian poder determinarse facilmente por un experto en la técnica sin excesiva
experimentacion.

La invencidn es ademas ilustrada por medio de los siguientes ejemplos, los que tienen una finalidad sélo ilustrativa
y que no deberian considerarse de ninguna manera como limitadores de la invencidn.

Ejemplo 1
Modificacion y purificacion de PEG-Dinorfina A

Se disolvié dinorfina A (1-11) (H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-NH,) (1,47 mg) en 0,25 ml de
agua desionizada y 0,25 ml de tampén NaP 25 mM, pH 5,8 en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se agregd
el reactivo NHS-PEG,k-Fluoresceina (1,0 mg) a la solucién de péptido en un exceso molar de aproximadamente el
doble. Tras 30 minutos de reaccién se agregd 0,1 ml de tampdn fosfato de sodio 25 mM, pH 7,4 y se dejé reaccionar
a temperatura ambiente durante 3 horas.

Se control6 la conjugacién de NHS-PEG,k-Fluoresceina por medio de electoforesis capilar (EC) y espectrometria
de masa (MALDI). Se realiz6 la purificacion del conjugado PEG-Dinorfina A en una columna de intercambio catiénico
HiTrap SP de Amersham/Pharmacia usando un gradiente de elucién de tampén fosfato de sodio desde 5 mM, pH 4,0
hasta fosfato de sodio 50 mM, tampén NaCl 1,5M, pH 7,5 en 53 minutos. Se recogieron las fracciones y se analizaron
los contenidos mediante MALDI. Se combinaron estas fracciones y se almacenaron congeladas previo a su ensayo in
vivo.

Ejemplo 2
Modificacion y purificacion de PEG-Endomorfina 11

Se disolvié endomorfina II (H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,, 2,3 mg) en 1,15 ml de tamp6n fosfato de sodio 5 mM, pH
8,0. La modificacién de Endomorfina II se realiz6 en 1,5 horas a temperatura ambiente agregando mPEG;y-SPA
(38 mg) en un exceso de 5 moles. Se analiz6 la mezcla de reacciéon mediante espectrometria de masa (MALDI) para
determinar la extension de la modificacion. Se us6 MALDI para verificar que se completd la reaccion entre mPEGyg-
SPA y Endomorfina II. Se dializ6 la muestra contra agua usando una membrana 2000 MWCO vy se liofilizé previo a
su ensayo in vivo.

Ejemplo 3

Perfusion in situ, Deplecion Capilar, Extraccion Cerebral y Estudios de Union a Proteinas de PEG-Dinorfina A 'y
PEG-Endomorfina Il

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Arizona aprobé el protocolo para
los experimentos de perfusién en cerebro de rata. La perfusion in situ, deplecion capilar, extraccidon cerebral y los
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estudios de unién a proteinas se realizaron como se informé previamente (Williams y col., J. Neurochem., 66 (3),
pags. 1289-1299, 1996). La PEG-dinorfina A (PdinA) tuvo un valor Rg, de captacién in situ muy alto de 0,343 +
1,84. En contraste, la perfusion in situ con I'* Dinorfina, dio un Ry, muy alto de aproximadamente 0,96. Se recuperé
la radiactividad total en el frente de solvente de HPLC subsiguiente mostrando que la dinorfina A (1-11) marcada se
degrada, probablemente a I'> Tyr.

Se realizaron los estudios de deplecion capilar de PdinA, y revelaron aproximadamente el 88% de la radiactividad
asociada con la fraccién capilar mas que con el parénquima cerebral.

La captacién in situ de PEG-endomorfina II (Pend) dio un valor de Rg, de 0,057 + 0,008, similar al informado
previamente para péptidos. La deplecién capilar subsiguiente mostré que de la radiactividad que entr6 al cerebro, 32%
se asoci6 con la fraccién capilar con 67% en el parénquima cerebral.

Se estudid la unién a proteinas de Pend usando el sistema de filtro centrifree. Se hallé que 30% de 25.000 dpm de
Pend estaba unido a 1% de solucién de SAB.

La principal contribucién es que la PEGilacién mejoré dramaticamente la estabilidad enzimadtica en cerebro y en
sangre. La endomorfina y la dinorfina son muy inestables en cerebro y en sangre con semividas del orden de minutos.
Tras la PEGilacién, aquellas semividas aumentaron hasta horas para endomorfina II. En el caso de endomorfina II,
la semivida en plasma sanguineo era de 3,2 minutos y en tejido cerebral de 13 minutos. Tras la PEGilacién, aquellas
semividas aumentaron hasta mas de dos horas.

Ejemplo 4
Conjugacion de PEG-Doxorrubicina con Endomorfina 1

Se disolvié endomorfina I (H-Tyr-Pro-Trp-Phe-NH,, 3,0 mg, 4,9 E-6 moles) en 1 ml de tampén fosfate de sodio 50
mM, pH 8,2 conteniendo 150 mM de NaCl y 50 mM de DTT. Se agregd un exceso molar de cuatro veces de reactivo
de Traut (2,7 mg) y se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas. Se purificé la endomorfina modificada
con tiol a partir de DTT y reactivo de Traut usando una columna de exclusién por tamafio Superdex 30 (Pharmacia).
Se recogieron las fracciones de endomorfina modificada y se liofilizaron.

Se disolvié clorhidrato de doxorrubicina (3,0 mg, 5,2 E-6 moles) en 1,0 ml de tampdn fosfate de sodio 50 mM,
pH 7,2 conteniendo 150 mM de NaCl. Se titul6 el pH de la solucién hasta 8,0 con hidréxido de sodio 0,1N. Se agregd
un exceso molar de diez veces de PEG heterobifuncional (NHS-PEG,x-OPSS) a la solucién de doxorrubicina. Se dejo
proceder la reaccién a temperatura ambiente durante 2 horas. Se purificé la OPSS-PEG,k-doxorrubicina a partir de
PEG sin reaccionar y doxorrubicina libre usando una columna de exclusién por tamafio Superdex 30. Se recogieron
las fracciones de OPSS-PEG,k-doxorrubicina y se liofilizaron.

Se reconstituyeron los polvos liofilizados de endomorfina I modificada y OPSS-PEG,k-doxorrubicina en tamp6n
fosfato de sodio 50 mM, pH 6,0. Se mezcl6é una cantidad equimolar de cada solucién y se hicieron reaccionar a
temperatura ambiente durante 6 horas. Se purificé el conjugado de doxorrubicina-PEG,k-endomorfina en una columna
de exclusién por tamafio Superdex 30.

Ejemplo 5
Conjugacion de PEF con DPDPE

Se disolvieron 3,0 g de DPDPE (Tyr-D-Pen-Gly-Phe-D-Pen) en 5 ml de acetonitrilo anhidro. Se agregé un exceso
molar de 20% molar de reactivo PEG (mPEG-SPA 5K [27,9 mg] o mPEG-SPA 2K [11,1 mg]) y trietilamina (0,8 ul)
al DPDPE. Se dej6 proceder la reaccién a temperatura ambiente bajo atmosfera de argén durante 2 dias. Se diluy6
la muestra hasta 15 ml con agua desionizada y se liofiliz6. Se reconstituyé el polvo de PEG-DPDPE en 5 ml de
agua desionizada y se purific6 en una columna de exclusién por tamafio Superdex 30. Se combinaron las fracciones
pertinentes juntas, se dializ6 contra agua y se congeld hasta los experimentos de perfusion in situ.

Tanto PEG,,-DPDPE como PEGs,-DPDPE se yodaron y probaron en estudios de perfusion in situ, deplecion
capilar, extraccion cerebral y de unién a proteinas como en el Ejemplo 3. Se observé un aumento significativo en la
captacion en cerebro para PEG,,-DPDPE y PEG;,-DPDPE. Se determiné que para ambos compuestos, el aumento de
captacion fue debido a la entrada del péptido al cerebro mds que por el atrapamiento en los capilares.

Ejemplo 6
Conjugacion de PEG con Bifalina
a. (mPEG ),-Bifalina

Se disolvi6 bifalina (21,1 mg, 0,046 mmol) en 15 ml de acetonitrilo anhidro y se trat con 16 ul de trietilamina
(0,115 mmol, exceso molar de 2,5 veces). Al mismo tiempo, se disolvié mPEG,,-SPA (110 mg, 0,055 mmol, exceso
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molar de 1,2 veces) en 5 ml de acetonitrilo. Se agregd lentamente el mPEG,kx-SPA disuelto en la solucién anterior de
bifalina y se agit6 la mezcla de reaccién durante 66 horas a temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno.

Se separaron [(mPEG,),-bifalina] di-pegilada y [mMPEG.-bifalinalmonopegilada del PEG sin reaccionar y bi-
falina libre en una columna de fase inversa Vydac C18 a 1 ml/min y detector UV 215 nm usando un gradiente de
elucion de 30% hasta 60% de solvente B. El solvente A es 0,1% TFA en agua y el solvente B es 0,1% TFA en acetoni-
trilo.

b. (mPEGs ),-Bifalina

Se disolvieron 118,7 mg de metoxi-PEGsg-SPA (2,374 x 10~° moles, exceso molar 1,5 veces) en 3,0 ml de aceto-
nitrilo anhidro. Sobre un flujo lento de Argén, se agregaron 10,0 mg de Bifalina (1,583 x 107 moles de grupo -NH,)
seguidos por 4,4 ul de trietilamina mediante pipeta (3,166 x 10~ moles, exceso molar 2,0 veces) en la solucién. Se
agito la solucién a temperatura ambiente durante la noche.

Se evaporo el disolvente en un evaporador rotatorio a 40°C hasta casi sequedad, posteriormente se secé mas en alto
vacio durante 5 minutos (se usé una trampa de nitrégeno liquido al aplicar el vacio). Se disolvié el producto restante
en 10 ml de agua desionizada. El pH de la solucién fue de 4,5. Se cargé la solucién por medio de inyeccién en una caja
de didlisis Slide-A-Lyzer con 3500 MWCO (de PIERCE) y se dializ6 contra 2 x 900 ml de agua desionizada durante
tres dias.

Se cargo la solucién en una columna de Sefarose DEAE de 2 ml. Se recogi6 el eluyente. Se eluyé la columna con
125 ml més de agua desionizada, se recogi6 el eluyente (pH 7,6). Se combinaron las dos fracciones, se congel6 la
solucién por medio de nitrégeno liquido y se liofiliz6 en un secador de congelacion.

C. (mPEGlz]()z—Bl:falina

Se disolvieron 141,4 mg de metoxi-PEG,x-SPA (1,187 x 107 moles, exceso molar 1,5 veces) en 2,0 ml de ace-
tonitrilo anhidro. Bajo un flujo lento de Argén se agregaron 5,0 mg de Bifalina-2TFA (7,915 x 107° moles de grupo
-NH,) seguidos por 2,2 ul de trietilamina por medio de pipeta (1,583 x 10~ moles, exceso molar 2,0 veces) en la
solucién. Se agit6 la solucién a temperatura ambiente durante la noche.

Se evapord el disolvente en alto vacio a temperatura ambiente hasta sequedad (se usé una trampa de nitrégeno al
aplicar vacio). Se disolvi6 el compuesto restante en 10 ml de agua desionizada. Se cargé la solucién por medio de
inyeccidn en una Caja de Didlisis prehidratada con 10000 MWCO (de PIERCE) y se dializ6 contra 2 x 800 ml de agua
desionizada durante tres dias.

Se diluyé la solucién hasta 18 ml con agua desionizada. Se cargé la solucién en una columna de DEAE Sefarose de
10 ml. Se recogié el eluyente. Se eluy6 la columna con otros 90 ml de agua desionizada. Se combinaron las fracciones,
se congeld por medio de nitrégeno liquido y posteriormente se liofiliz6 en un secador de congelacion.

d. (mPEGZOK)z-BlfalinCl

Se disolvieron 255,2 mg de metoxi-PEG,k-SPA (1,187 x 1075 moles, exceso molar 1,5 veces) en 3,0 ml de ace-
tonitrilo anhidro. Bajo un flujo lento de Argén se agregaron 5,0 mg de Bifalina-2TFA (7,915 x 107® moles de grupo
-NH,) seguidos por 2,2 ul de trietilamina por medio de pipeta (1,583 x 107 moles, exceso molar 2,0 veces) en la
solucién. Se agit6 la solucién a temperatura ambiente durante la noche.

Se evapord el disolvente en alto vacio a temperatura ambiente hasta sequedad (se usé una trampa de nitrégeno al
aplicar vacio). Se disolvié el compuesto restante en 10 ml de agua desionizada. Se cargé la solucién por medio de
inyeccion en una Caja de Didlisis prehidratada con 10000 MWCO (de PIERCE) y se dializ6 contra 2 x 800 ml de agua
desionizada durante tres dfas.

Se diluy6 la solucién hasta 25 ml con agua desionizada. Se cargé la solucién en una columna de DEAE Sefarose
de 15 ml. Se recogi6 el eluyente. Se eluy6 la columna con otros 150 ml de agua desionizada. Se combinaron las
fracciones, se congeld por medio de nitrégeno liquido y posteriormente se liofiliz6 en un secador de congelacion.

Se determind la pureza de cada muestra por medio de HPLC en fase inversa y mediante espectrometria de masa
(MALDI).

Ejemplo 7
Ensayo de Analgesia
Animales

Se usaron ratones ICR macho (20-25 g) o ratas Sprague-Dawley (250-300 g) (Harlan Sprague-Dawley Inc., In-
dianapolis, IN) para estos experimentos. Se aloj6 a los animales de a cuatro por jaula en una instalacién de cuidado
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animal, se mantuvieron a 22 + 0,5°C con un ciclo alternado de 12 horas de luz-oscuridad. Tuvieron alimento y agua
disponibles ad libitum. Se usaron los animales s6lo una vez.

Protocolo

Se disolvieron todos los farmacos en solucién salina estéril y se prepararon de manera que la dosis adecuada se
administraria en 5 ul (i.c.v.), 100 ul (i.v.), 100 gl (s.c.) y 100 wl (i.m.) de vehiculo. Se registro la latencia basal de todos
los roedores previo a la inyeccidn del farmaco. Se usé un control de morfina con los procedimientos de inyeccién i.c.v.
e i.v. para comparar las eficacias analgésicas del compuesto de prueba.

Inyeccion 1.C.V.

Se colocaron los roedores en una jarra conteniendo gasa empapada con éter etilico hasta conseguir un suefio ligero.
Se retiraron los roedores inmediatamente de la jarra y se realizé una incisién de ¥2 ” con un escalpelo para exponer la
parte superior del crdneo. Se localiz6 el ventriculo lateral derecho midiendo 2 mm laterales a la linea media y 2 mm
caudales al Bregma. En este punto se colocé una jeringa Hamilton (22G, ¥2 ) a través del craneo y se administr6 una
inyeccién de 5 ul del compuesto. Posteriormente se colocé nuevamente a los roedores en sus jaulas hasta el momento
especificado de la prueba. Se coloc6 azul de metileno en el sitio de la inyeccién para asegurar la administracién
adecuada del compuesto dentro del ventriculo lateral.

Inyeccion L.V.

Se colocaron los roedores en soportes para restringir sus movimientos y se colocaron sus colas en un recipiente
con agua templada y se frotaron con etanol para maximizar la vasodilatacién de las venas de la cola. Se selecciond
una vena y se ajusté el soporte para prevenir excesivos movimientos. Se seleccioné una aguja 30 G como el tamafio
apropiado para administrar los compuestos. Se inserté cuidadosamente la aguja en la vena de cada ratén y se administr
lentamente un bolo de 100 ul. El empalidecimiento de la vena hacia el cuerpo fue indicativo de una administracién
adecuada.

Inyeccion S.C.

Se cogieron las ratas con la mano para prevenir excesivo movimiento. Se selecciond una aguja 30 G como tamafo
apropiado para administrar los compuestos. Se inserté cuidadosamente la aguja dentro del pescuezo de cada rata y se
administré lentamente un bolo de 100 pl.

Inyeccion I.M.

Se cogieron las ratas con la mano para prevenir excesivo movimiento. Se selecciond una aguja 30 G como tamafio
apropiado para administrar los compuestos. Se insertd cuidadosamente la aguja dentro del musculo de la pata trasera
derecha de cada rata y se administré lentamente un bolo de 100 pl.

Prueba de Analgesia

Se colocaron los roedores en soportes para restringir sus movimientos y se colocaron sus colas bajo un haz de luz
emisor de calor. Se encendio6 la luz y se registré el tiempo hasta que el animal retiré con un movimiento rpido la cola
del haz de luz en cada momento puntual. Cuando los animales movieron sus colas sin movimientos rapidos, se los
sometié nuevamente a la prueba sélo si la duracion del tiempo bajo el haz de luz radiante era menor que 5 segundos.

Evaluacion de los Datos de Analgesia

Se convirtieron los datos sin procesar (tiempos registrados) en un porcentaje del maximo efecto posible (% M.E.P.)
que se determiné como 15 segundos. El % de M.E.P. se determind mediante la siguiente ecuacién:

9% M.E.P. = (Tiempos registrados — Basal)/(15 — Basal) x 100

Estos porcentajes permitieron posteriormente realizar una grifica % M.E.P. vs Tiempo del compuesto. Posterior-
mente puede analizarse la curva para determinar el 4rea bajo la curva (ABC).

Los resultados de la administracién i.c.v. del PEG-DPDPE indican claramente que la PEGilacién no interfiere con
la capacidad del DPDPE para producir un efecto analgésico (Figura 1). Ademads, el estudio mostré una tendencia hacia
una prolongacién del efecto analgésico del compuesto PEGilado en comparacién con el compuesto inicial.

La inyeccién intravenosa de PEG-DPDPE mostré que el compuesto PEGilado es capaz de cruzar la barrera hema-
toencefdlica, en cantidad suficiente como para mantener sus propiedades analgésicas (Figura 2). Este estudio también
ayudé a confirmar que la PEGilacién de DPDPE prolonga significativamente la duracién del efecto analgésico.

Todas las muestras de bifalina PEGilada y bifalina exhibieron una respuesta analgésica potente en ratones con
una respuesta maxima de 80-90% alcanzada entre 30-45 minutos. La (mPEGy),-bifalina continué prolongando el
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efecto analgésico con un 50% de M.E.P. observado en el minuto 400 del estudio en comparacién con el minuto 90
para bifalina nativa. Los datos también muestran una relacién inversa entre el peso molecular del PEG y el % M.E.P.
(Figura 3). Al comparar el efecto analgésico de bifalina monopegilada (mPEG,-bifalina) en la misma concentracién
en ratones, la duracién del efecto analgésico para mPEG,k-bifalina es casi la mitad del efecto para (mPEG),-bifalina
en el 50% M.E.P. (Figura 4). De hecho, hay un efecto analgésico casi equivalente de mPEGk-bifalina con la mitad de
la dosis de (mPEG,),-bifalina.

La administracién intravenosa de (mPEG),-bifalina da un efecto analgésico de mayor duracién en ratas que la
bifalina nativa en las diversas dosis probadas. (Figura 5). Las ratas a las que se les administré (mPEG, ),-bifalina por
via subcutdnea o intramuscular mostraron actividad analgésica elevada y sostenida en comparacién con bifalina nativa
en la misma concentracién (Figura 6).

Ejemplo 8
Estudios de Perfusion in situ de PEG-DPDPE y PEG-Bifalina

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Arizona aprobé el protocolo para los
experimentos de perfusion en cerebro de rata. Los estudios de perfusion in situ se realizaron como se informé ante-
riormente (Williams y col., J. Neurochem., 66 (3), pags. 1289-1299, 1996). PEG,x-DPDPE tuvo un valor de captacién
RBr muy alto de 3,41 + 0,15. La perfusién in situ de ' DPDPE es comparable con la de DPDPE monopegilado,
Rg,= 3,54 + 0,30. La Bifalina marcada con I'®® tiene una captacion de perfusion in situ de 7,26 + 0,11, mientras que la
captacion in situ de (mPEG,),-Bifalina fue dramdaticamente inferior, valor de RBr de 2,70 + 0,27.

Muchas modificaciones y otras formas de realizacion de la invencién surgirdn en la mente de un experto en la
técnica a la que pertenece esta invencion con el beneficio de las ensefianzas presentadas en las descripciones anteriores
y los gréficos asociados. Por consiguiente, debe entenderse que la invencién no estd limitada a las formas de realizacién
especificas descritas y que la intencién es incluir esas modificaciones y otras formas de realizacién dentro del alcance
de las reivindicaciones. Aunque en este documento se usan términos especificos, sdlo se los usa en un sentido genérico
y descriptivo y sin intencién de limitacién alguna.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado polimero-péptido sustancialmente hidréfilo que comprende un péptido covalentemente unido
a polietilenglicol o a un copolimero de polietilenglicol y polipropilenglicol que tiene un peso molecular promedio
nominal de desde 200 daltons hasta 40.000 daltons, en el que dicho péptido se selecciona del grupo constituido por
bifalina y [D-Pen2, D-Pen5] encefalina (DPDPE).

2. El conjugado de la Reivindicacion 1 en el que dicho polimero estd ademds caracterizado por la ausencia de
fragmentos lipéfilos.

3. El conjugado de la Reivindicacién 1 caracterizado ademds por la unién covalente de polietilenglicol o un
copolimero de polietilenglicol y polipropilenglicol en un residuo tirosina de dicho péptido.

4. El conjugado de la Reivindicacién 1 en el que dicho polimero es polietilenglicol.

5. El conjugado de la Reivindicacién 4, en el que dicho polietilenglicol se selecciona del grupo constituido por
monometoxipolietilenglicol, polietilenglicol ramificado, polietilenglicol con enlaces degradables en el esqueleto, po-
lietilenglicol homobifuncional, polietilenglicol heterobifuncional, polietilenglicol de brazos miiltiples, polietilenglicol
pendiente y polietilenglicol bifurcado.

6. El conjugado de la Reivindicacién 1, en el que dicho péptido estd conjugado con al menos una molécula de
polietilenglicol.

7. El conjugado de la Reivindicacion 1, que comprende bifalina unida covalentemente a dos fragmentos de polie-
tilenglicol.

8. El conjugado de la Reivindicacién 1, en el que dicho polimero es polietilenglicol con un peso molecular prome-
dio nominal de desde 200 daltons hasta 10.000 daltons, 6 300 hasta 8.000 daltons, 6 500 hasta 5.000 daltons, 6 5.000
daltons, 6 2.000 daltons.

9. Una composicion farmacéutica que comprende un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las Reivindica-
ciones 1 a 8 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. El conjugado de la Reivindicacién 1 que comprende ademds un agente neuroactivo que puede ser el mismo
péptido o uno diferente, conjugado con dicho polimero.

11. El conjugado de la Reivindicacién 10 caracterizado ademas por una estructura en forma de pesa.

12. El conjugado de la Reivindicaciéon 1 que ademds comprende doxorrubicina o un agente para diagndstico o para
generacion de imagenes conjugado con dicho polimero.

13. El uso del conjugado de la Reivindicacién 1 para la preparacién de una composicion farmacéutica para tratar
el dolor, en el que dicha composicién se administrard a través de la circulacién general.

14. El uso del conjugado de la Reivindicacién 1 para la preparacién de una composiciéon farmacéutica para ad-
ministrar un péptido dentro del cerebro de un animal, en el que dicha composicién se administrard en el torrente
sanguineo de dicho animal.

15. El uso de la Reivindicacién 14, en el que dicho polimero se selecciona del grupo constituido por monometo-
xipolietilenglicol, polietilenglicol ramificado, polietilenglicol con enlaces degradables en el esqueleto, polietilenglicol
homobifuncional, polietilenglicol heterobifuncional, polietilenglicol de brazos miiltiples, polietilenglicol pendiente y
polietilenglicol bifurcado.

16. El uso de la Reivindicacion 14 6 15, en el que la etapa de administracién de la composiciéon comprende la
inhalacién pulmonar o intranasal en dicho animal.

17. El uso de la Reivindicacion 14 6 15, en el que la etapa de administracién de la composicién es por administra-
cion oral, ocular, bucal, transdérmica o rectal.

18. El uso de un conjugado polimero-péptido sustancialmente hidréfilo entre un péptido opioide y polietilenglicol
o un copolimero de polietilenglicol y polopropilenglicol con un peso molecular promedio nominal de desde 200
hasta 40.000 daltons en el que el péptido se selecciona del grupo constituido por dinorfina, encefalina, endorfina
y endomorfinas para la preparacidon de una composicién farmacéutica para administrar un péptido opioide dentro
del cerebro de un animal para el tratamiento del dolor, en el que dicha composicién se administrard en el torrente
sanguineo de un animal.
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Analgesia de mPEG2K-DPDPE en Ratones (I.C.V.)

-8~ Morfina (10ug)

-e~ DPDPDE (S0ug)

- mPEG2K-DPDPE (50ug)

T T ™

0O 30 60 90 120 150 180

Tiempo (minutos)

FIG. 1.

14



ES 2 275561 T3

Analgesia de mPEG2K-DPDPE en Ratones (I.V.)
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Dependencia del PM de PEG en la Analgesia con Bifalina
en Ratones (I.V.)
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Analgesia de Analogos de mPEG2K-Bifalina
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Analgesia de (mPEG2K)2 Bifalina en Ratas en Diversas Dosis
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Inyeccion S.C. e [.M. de Bifalina y PEG Bifalina en Ratas
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