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@ Resumen:

Uso de compuestos con estructura 2-ciclopentenona para
inhibicion de enzimas de la familia de las aldo-keto reduc-
tasas.

La presente invencién se refiere al uso de una serie de
compuestos que poseen un nucleo de 2-ciclopentenona
sustituido por cadenas alquilicas y alquénilicas que han
demostrado ser inhibidores de enzimas aldo-keto re-
ductasas (AKR), mas particularmente de la AKR1B1 y
AKR1B10. Por tanto, los compuestos de la presente in-
vencién son Utiles para el tratamiento de enfermedades o
condiciones patolégicas en las que estas enzimas estén
implicadas.

Venta de fasciculos: Oficina Espaiiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2365 587 Al

DESCRIPCION

Uso de compuestos con estructura 2-ciclopentenona para la inhibicién de enzimas de la familia de las aldo-keto
reductasas.

Estado de la técnica anterior

Las aldo-keto reductasas (AKRs) constituyen una superfamilia de enzimas que catalizan la oxidorreduccién de
una amplia variedad de sustratos dependiente de NAD(P)(H). Entre las enzimas de esta familia, la aldosa reductasa
(AKRI1BI) cataliza la conversion de glucosa a sorbitol y se ha demostrado que la dicha enzima juega un papel cru-
cial en la respuesta inflamatoria, probablemente a través de su capacidad de generar aldehidos lipidicos con efecto
proinflamatorio [Ramana et al., Circulation 2006, 114, 1838-46]. La AKR1B1 presenta también implicaciones muy
importantes en el desarrollo de las complicaciones diabéticas. En situaciones de hiperglucemia, como ocurre en la
diabetes, se produce un incremento en la conversion de glucosa en sorbitol catalizada por la AKR1B1. La aparicion de
complicaciones diabéticas se ha atribuido a una generacién incrementada de sorbitol que puede tener efectos toxicos
y dar lugar a estrés osmético. Por otra parte, el flujo incrementado a través de esta via, que se conoce como via de los
polioles, puede dar lugar a desequilibrios en los niveles de NADPH o de NADH y a la produccién de estrés oxidativo,
que también puede contribuir a la patogenia de las complicaciones de la diabetes. La conexién entre las complicacio-
nes diabéticas y el papel patogénico de la AKR ha sido explorada sobre todo en modelos de neuropatia, nefropatia
y retinopatia diabética. De hecho esta proteina es una diana clave para el desarrollo de fairmacos que reduzcan estas
complicaciones [Oates, Curr. Drug Targets, 2008, 9, 14-36].

Otras enzimas de esta familia, como la AKR1B10, tienen implicaciones en el desarrollo de tumores o en la resis-
tencia de éstos a agentes anticancerigenos. Se ha constatado que la expresion de la AKR1B10 se encuentra elevada en
determinados tipos de tumores por lo que actualmente se considera un marcador tumoral. Ademds se ha demostrado
que la inhibicién de la AKR1B10 o la reduccion de su expresion tiene efecto antitumoral en modelos celulares [Yan
etal., Int. J. Cancer, 2007, 121, 2301-6], por lo que la bisqueda de inhibidores de esta enzima es un activo campo de
investigacion.

El rango de compuestos inhibidores de las enzimas de la familia de las aldo-keto reductasas que se han descrito a lo
largo del tiempo es muy amplio. Entre los inhibidores disponibles de la AKR1B1 se encuentran el sorbinil, el tolrestat
y el zopolrestat. Las concentraciones ICs, de estos inhibidores se encuentran en el rango micromolar. Por ejemplo, el
sorbinil y el tolrestat poseen ICs, de 3,6 uM y 0,4 uM, respectivamente. En el caso de la AKR1B10 se han descrito
ICs, de 8 uM para Zopolrestat y 100 uM para sorbinil. Sin embargo, a pesar de la amplia bateria de compuestos que se
ha explorado como potenciales inhibidores de estas enzimas, hasta la fecha muchos de los compuestos desarrollados
han resultado poco eficaces en los ensayos clinicos o han presentado multiples efectos adversos que han impedido
su uso en clinica. El compuesto conocido como Epalrestat se ha usado en ensayos clinicos en Japdn, aparentemente
con buenos resultados en algunos grupos de pacientes. Por ejemplo, se ha documentado un efecto protector frente al
desarrollo de la retinopatia diabética, aunque no produjo mejoria una vez instaurada. También ha mostrado efectos
positivos en algunos estudios en neuropatia diabética. Se ha propuesto que el compuesto Ranirestat también podria
tener utilidad clinica en el futuro, sin embargo las evidencias disponibles no son concluyentes y existe todavia cierta
controversia en cuanto al posible uso de los inhibidores disponibles en clinica.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de compuestos que contienen estructura ciclopentenona para inhibir la
actividad de enzimas de la familia de las aldosa reductasas tanto in vitro como en células u organismos.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula (I)
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donde

R, y R, son independientemente grupos alquilos o alquenilos sustituidos o sin sustituir con un nimero de carbonos
entre 1 y 10,

Rj; se selecciona entre hidrégeno o -OH,
----- representa un enlace que puede ser sencillo o doble
0 sus isOmeros, sales o solvatos,

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad o condicién mediada
por una aldo-keto reductasa.

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencién, a radicales de cadenas hidrocarbonadas, lineales o ra-
mificadas, que tienen de 1 a 10 4tomos de carbono, preferiblemente de 5 a 7, y que se unen al resto de la molé-
cula mediante un enlace sencillo, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-
pentilo, n-hexilo, etc. Los grupos alquilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mds sustituyentes ta-
les como halégeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, carbonilo, ciano, acilo, alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto y
alquiltio.

El término “alquenilo” se refiere a radicales de cadenas hidrocarbonadas que contienen uno o mas enlaces carbo-
no-carbono dobles, por ejemplo, vinilo, 1-propenilo, alilo, isoprenilo, 2-butenilo, 1,3-butadienilo etc. Los radicales
alquenilos pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como halo, hidroxilo, alcoxilo,
carboxilo, ciano, carbonilo, acilo, alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto y alquiltio.

La estructura activa de los compuestos con estructura ciclopentenona es un carbonilo @,8-insaturado que determina
la presencia de carbonos electréfilos capaces de sufrir ataques por parte de grupos nucledfilos como los tioles en las
protefnas y dar lugar a aductos covalentes que se conocen como aductos de Michael.

Los compuestos de la presente invencion representados por la féormula (I) pueden incluir isémeros, dependiendo
de la presencia de enlaces miiltiples (por ejemplo, Z, E), incluyendo isémeros 6pticos o enantidmeros, dependiendo
de la presencia de centros quirales. Los isdmeros, enantidmeros o diastereoisdmeros individuales y las mezclas de los
mismos caen dentro del alcance de la presente invencion, es decir, el término isémero también se refiere a cualquier
mezcla de isémeros, como diastereémeros, racémicos, etc., incluso a sus isémeros opticamente activos o las mezclas
en distintas proporciones de los mismos. Los enantiémeros o diastereoisémeros individuales, asi como sus mezclas,
pueden separarse mediante técnicas convencionales.

Los compuestos de la invencién pueden estar en forma cristalina como compuestos libres o como solvatos. En este
sentido, el término “solvato”, tal como aqui se utiliza, incluye tanto solvatos farmacéuticamente aceptables, es decir,
solvatos del compuesto de férmula (I) que pueden ser utilizados en la elaboracién de un medicamento, como solvatos
farmacéuticamente no aceptables, los cuales pueden ser ttiles en la preparacion de solvatos o sales farmacéuticamente
aceptables. La naturaleza del solvato farmacéuticamente aceptable no es critica siempre y cuando sea farmacéutica-
mente aceptable. En una realizacion particular, el solvato es un hidrato. Los solvatos pueden obtenerse por métodos
convencionales de solvatacién conocidos por los expertos en la materia.

Para su aplicacién en terapia, los compuestos de férmula (I), sus sales o solvatos, se encontraran, preferente-
mente, en una forma farmacéuticamente aceptable o sustancialmente pura, es decir, que tiene un nivel de pureza
farmacéuticamente aceptable excluyendo los aditivos farmacéuticos normales tales como diluyentes y portadores, y
no incluyendo material considerado téxico a niveles de dosificacién normales. Los niveles de pureza para el principio
activo son preferiblemente superiores al 50%, mas preferiblemente superiores al 70%, y todavia mas preferiblemente
superiores al 90%. En una realizacién preferida, son superiores al 95% de compuesto de férmula (I), o de sus sales o
solvatos.

En una realizacion preferida de la presente invencion el compuesto con estructura ciclopentenona es un prostaglan-
dina del tipo de la PGA1, o alguno de sus isémeros o derivados.
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Preferiblemente, la presente invencidn se refiere al uso de un compuesto de férmula (I) se selecciona entre el
siguiente grupo:

COOH

OH

0 sus isomeros, sales o solvatos,

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad o condicién mediada
por una aldo-keto reductasa.

Por tanto, los compuestos de férmula (I) descritos pueden ser usado como inhibidores de las aldo-keto reducta-
sas en enfermedades y condiciones patoldgicas en la que estas enzimas estdn sobreexpresadas, tales como procesos
inflamatorios, neuropatias, nefropatias y retinopatias diabéticas, tumores o resistencia de tumores al tratamiento con
agentes anticancerosos.

Una realizacion preferida de la presente invencion es el uso de compuestos de férmula (I) en para la fabricacion de
un medicamento para combatir las complicaciones diabéticas.

Otra realizacién preferida de esta invencién es el uso de compuestos de férmula (I) para inhibir la aldosa reductasa
en procesos tumorales en los que esta enzima esté sobreexpresada, ademds de ser usados como terapia coadyuvante
del tratamiento anticancerigeno junto con un agente quimioterapico.
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Dado que los compuestos aqui descritos interaccionan con las enzimas en un sitio diferente al de la mayoria de
los inhibidores disponibles, los compuestos de férmula (I) se pueden usar en la preparacién de inhibidores mixtos que
combinaran varios tipos de estructuras para aumentar la potencia o la especificidad de la inhibicion.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencidn se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras
Figura 1. Inhibicién de la AKR1B1 (aldosa reductasa, AR) por concentraciones crecientes de PGAL1 in vitro.
Figura 2. Muestra la inhibicién de la AKR1B1 por diversos compuestos in vitro.

Figura 3. Muestra la inhibicién de la AKR1B10 en células COS7. (A) Células COS7 transfectadas con un pldsmido
de expresion de la AKR1B10 (B) Células COS7 transfectadas con plasmidos de expresion “vacio” o con los cDNA de
la AKR1B10 silvestre o mutada en la cisteina 298.

Figura 4. Muestra la inhibicion de la actividad aldosa reductasa enddgena en células de carcinoma de pulmén
A549.

Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de los compuestos de férmula (I) como inhibidores de enzimas AKR.

Ejemplo 1
Inhibicion de la AKRIBI in Vitro

La AKR1B1 recombinante, obtenida de la casa comercial Wako Chemicals, USA, se incubd a una concentracion
de 5 uM en 0,5 mM fosfato sédico, pH 7,0 con 100 uM DTT y 1% glicerol, en presencia de vehiculo (DMSO) o
PGAL a las concentraciones indicadas durante 2 h a temperatura ambiente en 100 I de volumen final. A continuacién
la mezcla de incubacidn se diluy6 con 900 ul de tampdn de ensayo y la actividad enzimética se determiné como se
describe mas adelante (Figura 1).

La AKRI1B1 recombinante se incubd, como se describe anteriormente, en presencia de vehiculo o de los compues-
tos indicados a una concentracién de 50 uM, excepto fenofibrato y ciclopentenona (CP) que se usaron a 100 uM, y
15-desoxi-PGJ2 (15d-PGJ2) que se us6 a 10 uM, durante 2 h a temperatura ambiente y a continuacion se determind
la actividad enzimaética (Figura 2).

Ejemplo 2

Inhibicion de la aldosa keto-reductasa (AKRIBI10) expresada en células COS-7 por compuestos con estructura ciclo-
pentenona del tipo de la PGAI

Las células COS7 se cultivan en medio DMEM con 10% (v/v) suero fetal y antibidticos penicilina/estreptomicina.

El plasmido de expresion de la AKR1B10 se ha obtenido de la casa comercial Origene. El ORF de la AKR1B10
obtenido de este pldsmido se ha clonado en el plasmido pECFL-KZ-AUS. La construccion resultante pECFL-KZ-
AUS5-AKRI1BI10 es un vector de expresion para células de mamiferos de la enzima AKR1B10 con un epitopo AUS
en su extremo N-terminal. Este vector o el vector vacio han sido transfectados en células COS7 usando el reactivo
Lipofectamina2000 siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen).

Después de 24 horas las células transfectadas han sido incubadas en presencia de los compuestos con estructura
ciclopentenona PGA1 o PGA1-biotinilada (PGA1-B) a 60 uM o s6lo con vehiculo (DMSO). Después de 24 horas de
tratamiento las células han sido lisadas y se han obtenido las fracciones citosdlicas (S100) mediante ultracentrifugacién
a200.000xg durante 30 min.

La actividad aldosa reductasa presente en estas fracciones se ha determinado mediante un ensayo colorimétrico
usando D,L-gliceraldehido como sustrato. Las concentraciones de reactivos en el ensayo han sido: 100 mM Buffer
Fosfato Sédico pH 6.8, 200 uM NADPH, 10 mM D,L-gliceraldehido, 50 ug proteina total (fraccion citosdlica).

Después de 20 minutos a temperatura ambiente, se ha medido la absorcién a 340 nm para monitorizar la disminu-
cidén de la concentracion de NADPH, que da la medida de la actividad enzimatica.
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En estas condiciones, la PGA1 induce una disminucién de la actividad aldosa reductasa en estas células de aproxi-
madamente el 50% para una concentracién 60 M del compuesto (Figura 3).

El compuesto con estructura ciclopentenona PGA1-B, que consiste en una molécula de PGA1 a la que se ha unido
una molécula de biotina mediante un espaciador, muestra un efecto inhibidor similar al de la PGA1 (Figura 3).

Ejemplo 3
Inhibicion de la actividad aldosa keto-reductasa en células de carcinoma de pulmon A549

Las células de carcinoma de pulmén A549 (ref ATCC) se cultivan en medio RPMI con 10% (v/v) suero fetal y
antibidticos gentamicina y penicilina/estreptomicina.

Estas células expresan diversas proteinas de la familia de las aldosa keto-reductasas y poseen actividad aldosa
reductasa medible mediante el ensayo espectrofotométrico utilizando NADPH y D,L-gliceraldehido.

Estas células se han incubado en presencia de compuestos con estructura ciclopentenona en las siguientes condi-
ciones: PGA1 y PGA1-B a concentracién 60 uM o solo con vehiculo (DMSO) durante 24 horas.

Tras la incubacién se han obtenido las fracciones citosélicas de las células (S100) como se ha detallado en el
ejemplo 1 y se ha determinado la actividad aldosa reductasa presente mediante el ensayo espectrofotométrico antes
detallado.

Se ha observado inhibicién de la actividad aldosa keto-reductasa endégena de aproximadamente 50% tras el tra-
tamiento de las células con 60 uM PGA1 y PGA1-B en comparacién con las células tratadas con vehiculo (Figu-
ra4).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de férmula (I):

donde

R; y R, son independientemente grupos alquilicos o alquenilicos sustituidos o sin sustituir con un nimero de
carbonos entre 1 y 10,

R; se selecciona entre hidrégeno o -OH,

---------- representa un enlace que puede ser sencillo o doble

0 sus isOmeros, sales o solvatos,

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad o condicién me-
diada por una aldo-keto reductasa, donde dicha enfermedad o condicién se selecciona entre procesos inflamatorios,

neuropatias, nefropatias y retinopatias diabéticas, tumores o resistencia de tumores al tratamiento con agentes antican-
Cerosos.

2. Uso segun la reivindicacién 1 donde R1 es una cadena alquilica o alquenilica sustituida por un grupo -COOH
en su C terminal.

3. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde la aldo-keto reductasa se selecciona entre AKR1B1 o
AKRI1B10.

4. Uso de un compuesto que se selecciona del siguiente grupo:
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COOH

OH

0 sus isomeros, sales o solvatos,
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad o condicion mediada
por una aldo-keto reductasa.

5. Uso de un compuesto de férmula (I) segtn las reivindicaciones anteriores como inhibidor de enzimas aldo-keto
reductasas en ensayos biolégicos.
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1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
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paginas 196-199, apartados 9y 10.
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2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud se refiere al uso de compuestos con estructura derivada de la 2-ciclopentenona de férmula | para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad mediada por una familia de enzimas
que son aldo-ceto reductasas, enzimas que catalizan la oxidorreduccién de una amplia variedad de sustratos dependientes
de NAD (P) H, siendo esta enfermedad seleccionado entre procesos inflamatorios, neuropatias, nefropatias y retinopatias
diabéticas, tumores o resistencia de tumores al tratamiento con agentes

El documento D1 es una revisién sobre las actividades biolégicas atribuidas a las prostaglandinas que tienen en su
estructura un anillo de ciclopentenona. Se citan las actividades antiinflamatorias, anti-neoplasicas y anti-virales. Se refiere
asimismo a diferentes prostaglandinas entre las que se encuentran las PGAl, PGA2, PGJ2, etc, dichas estructuras se
corresponden con las referidas en la reivindicacion 4 de la presente solicitud y entran dentro de la definicion de la estructura
de formula I.

Los documentos D2 y D3 se refieren a la antividad anti-inflamatoria de los derivados de ciclopentenona prostaglandinas.

El documento D4 se refiere a la actividad antitumoral de la prostaglandina Al en diversos tipos de neoplasias.

Los mecanismos de accion referidos en los documentos citados son diversos, sin embargo en ninguno de ellos se cita la
accioén mediada por las enzimas aldosa ceto reductasas.

Por lo tanto, a la vista de los documentos citados, las reivindicaciones 1-5 de la presente solicitud tienen novedad y actividad
inventiva segun los articulos 6.1y 8.1 dela L.P
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