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DESCRIPCION

Uso de derivados de paulonas para la fabricacion de medicamentos para el tratamiento de la mucoviscidosis y de
enfermedades ligadas a un defecto de direccionamiento de las proteinas en las células

[0001] La invencién se refiere al uso de kenpaulona y de derivados de la kenpaulona para fabricar unos
medicamentos capaces de restaurar el direccionamiento de proteinas del reticulo endoplasmatico hacia las
membranas plasmaticas. Se refiere en particular al tratamiento de la mucoviscidosis.

[0002] La mucoviscidosis (CF: Cystic Fibrosis) es la enfermedad genética recesiva, autosémica, letal mas extendida
entre la poblacion europea y norteamericana. El gen CF (locus 7q31) codifica para la proteina transmembranaria
denominada CFTR (por Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Unas mutaciones del gen CF
provocan un transporte anormal de agua y de electrolitos a través de las membranas celulares de diferentes érganos
como los pulmones, las glandulas sudoriparas, el intestino y el pancreas exocrino. Aunque existen mas de 1.000
mutaciones de la proteina CFTR, la mutacion mas frecuente (el 70 % de los pacientes) es la delecion de una
fenilalanina en el dominio NBF1 en la posiciéon 508 (delta F508). La principal causa de mortalidad de los pacientes
de CF esta ligada a esta delecion y conduce a infecciones o a una insuficiencia pulmonar, provocadas por un
aumento de la viscosidad del moco. Esta viscosidad causa la oclusion de las vias respiratorias y favorece las
infecciones bacterianas oportunistas. Ademas, se ha constatado un empeoramiento a nivel digestivo y, en particular,
pancreatico (paciente con insuficiencia pancreatica). La proteina CFTR es una glicoproteina de 1.480 acidos
aminados, que pertenecen a la superfamilia de los transportadores membranarios ABC. La CFTR es un canal de
cloro localizado dentro de la membrana plasmatica apical de las células epiteliales pulmonares en los individuos
sanos.

[0003] La CFTR es responsable del transporte transepitelial de agua y de electrolitos, y permite en un individuo sano
la hidratacion de las vias aéreas pulmonares.

[0004] En los pacientes de CF, homocigotas para la mutacion delta F508, y de manera mas general para los
mutantes de clase Il (mutaciones que producen una proteina ausente de la membrana plasmatica), esta proteina
esta ausente de las membranas plasmaticas debido a un mal direccionamiento de la proteina que queda retenida en
el reticulo endoplasmatico (RE). La hidratacion de las vias aéreas, de los pulmones ya no es funcional en este caso.
La delecion delta F508 perturba el plegamiento del dominio NBF1 e impide la maduracién completa de la proteina
que, por lo tanto, se degrada muy pronto durante su biosintesis. Sin embargo, si la proteina delta F508 alcanza la
membrana, esta funciona como un canal de cloro.

[0005] Una de las claves del tratamiento de esta enfermedad consiste, por lo tanto, en un re-direccionamiento de
delta F508 hacia la membrana plasmatica de las células al nivel de la cual se puede estimular la actividad de
transporte de delta F508 mediante unos agonistas fisioldgicos.

[0006] De manera sorprendente, los inventores han demostrado que los derivados de paulonas conocidos en
particular por su efecto anti-proliferante eran capaces de activar la CFTR salvaje y unas formas mutadas y de
provocar una relocalizacion membranaria de la proteina delta F508-CFTR restaurando de este modo su capacidad
de transporte transmembranario. De manera general, estos derivados son capaces de restaurar un fallo de
direccionamiento de las proteinas dentro de las células. Ademas, estos compuestos presentan la ventaja de una
gran inocuidad.

[0007] El documento WO 0024391 describe un método de tratamiento de enfermedades, entre las que se encuentra
la Fibrosis Quistica o mucoviscidosis, que consiste en administrar un agente que permite la liberacion de proteinas
del reticulo endoplasmatico. Este describe como agente unas moléculas de estructuras muy diversas, como la
tapsigargina, el acido clopiazénico, el DBHQ (diterc-butil-hidroquinona), el halotano o unos oligonucledtidos
antisentido de UGGT, calnexina o Ca®*-ATPasa asi como los derivados de estos.

[0008] D1 describe que los derivados de paulona inhiben la enzima GSK-3B y se pueden utilizar para el tratamiento
de la diabetes. Ahora bien, la inhibicién de la enzima GSK-3f no tienen ninguna relacin con el tratamiento de la
mucoviscidosis. La glicogeno sintasa quinasa-3 (GSK-3) es una proteina quinasa importante implicada en la
regulacion del metabolismo de la glucosa dentro de las células. De este modo, esta enzima, aunque es un blanco
terapéutico importante para las enfermedades citadas, no esta asociada a la fisiopatologia de la mucoviscidosis ni a
los mecanismos de regulacion de las funciones respiratorias en el hombre.

[0009] La invencion tiene, por lo tanto, como objetivo proporcionar un nuevo uso de los derivados de paulonas para
fabricar medicamentos para el tratamiento de la mucoviscidosis y de enfermedades ligadas a un fallo en el
direccionamiento de las proteinas dentro de las células.

[0010] Estos derivados responden en particular a la férmula general (1I):
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en la que

— Xrepresenta un grupo C = O, C-S-CHjs, C-S, -C-NHOH,;

- R representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo en Cq a Cs;

- R" representa un atomo de hidrégeno, o un grupo -C-CO,-(CHjs)s;

- R'a R4, R’ a R" idénticos o diferentes, representan un atomo de hidrégeno, de halégeno (F, Cl, Br, 1), un
grupo hidroxi, alquilenohidroxi, alcinoalquilenohidroxi, alcinohidroxiciclohexilo, alquilo, alcoxi,
alquilenoalcoxi, alquilenociano, estos radicales siendo de cadena recta o ramificada, en C1 a Cys, €l grupo
alquileno siendo saturado o insaturado; dicha cadena sustituyéndose, en caso de que fuera necesario, por
uno o varios grupos hidroxi o amino; un grupo trifluorometilo; un grupo -COM; -COOM; o -CH,COOM ( con
M representando un atomo de hidréogeno, un grupo alquilo en Cq a C4s, de cadena recta o ramificada,
sustituida, en caso de que fuera necesario, por uno o varios grupos hidroxi y/o amino); un grupo nitroso; o
un grupo ciano;

y las sales fisioldgicamente aceptables de estos derivados.
[0011] En un grupo de derivados de paulonas de estas diferentes familias, X representa C = 0.

[0012] La invencién se refiere de manera mas especial a un nuevo uso de la kenpaulona para fabricar
medicamentos para el tratamiento de la mucoviscidosis.

[0013] La kenpaulona utilizada de acuerdo con la invencién responde a la férmula (V):

[0014] Tal y como se ilustra en los ejemplos, la kenpaulona es, en particular, eficaz para provocar la re-localizacion
membranaria de la proteina delta F508-CFTR en la mucoviscidosis donde esta proteina queda retenida dentro del
reticulo endoplasmatico, y restaurar de este modo su capacidad de transporte trans-membranario.

[0015] Durante la elaboracién de los medicamentos, los principios activos, utilizados en cantidades
terapéuticamente eficaces se mezclan con los vehiculos farmacéuticamente aceptables para el modo de
administracion seleccionado.

[0016] De este modo, para una administracion por via oral, los medicamentos se preparan en forma de capsulas
duras, comprimidos, grageas, cdpsulas, pildoras, gotas, jarabes y analogos. Estos medicamentos pueden contener
de 1 a 100 mg de principio activo por unidad.

[0017] Para la administracion por via inyectable (intravenosa, subcuténea, intramuscular), los medicamentos se
presentan en forma de soluciones estériles o esterilizables.
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[0018] También pueden estar en forma de suspensiones o de emulsiones.
[0019] Los medicamentos de la invencion se administran de manera mas particular en forma de aerosoles.

[0020] Las dosis por unidad de toma pueden variar de 1 a 50 mg de principio activo. La posologia diaria se
selecciona de tal modo que se obtenga una concentracién final de como méaximo 100 uM de derivados de paulonas
en la sangre del paciente tratado.

[0021] Se mostraran otras caracteristicas y ventajas de la invenciéon en los resultados que se exponen a
continuacion con la finalidad de ilustrar la invencion:

[0022] En estos ejemplos, se hace referencia a las figuras 1 a 5 que representan, respectivamente:

— la figura 1: un diagrama de barras que muestra el porcentaje de activacion de la CFTR después del
tratamiento de células CF15 en diferentes condiciones;

— la figura 2A: el porcentaje de activacion de la CFTR en funcidon de la distribucion logaritmica entre
[kenpaulona] M y la figura 2B: el efecto de inhibidores habituales de CFTR sobre la actividad delta F508
después del tratamiento con la kenpaulona;

— la figura 3A: una foto que muestra la localizacion de delta F508 en los compartimentos intra-celulares y la
figura 3B: una foto que muestra la re-direccion de la proteina hacia la membrana, después del tratamiento
con la kenpaulona;

— las figuras 4A a 4C: la inmunolocalizaciéon de delta F508-CFTR, después de 2 h de tratamiento o en
ausencia de tratamiento;

— las figuras 5A y 5B: la activacién de delta F508-CFTR en unas células CF15 después del tratamiento con la
kenpaulona.

Material y métodos
M1. Cultivo celular

[0023] Células CHO-WT: Las células CHO (Chinese Hamster Ovary) son unos fibroblastos que se han transfectado
con el gen de la CFTR salvaje (CFTR-WT). Estas células van, por lo tanto, a sobreexpresar la proteina CFTR.

[0024] Medio de cultivo: Medio MEM alfa (GIBCO) + 7 % de suero de ternero fetal + 0,5 % de
penicilina/estreptomicina + 100 uM de metotrexato (ametopterina, Sigma).

[0025] Células CF15: Las células CF15 son unas células epiteliales humanas de origen nasal que expresan el gen
AF508-CFTR.

[0026] Medio de cultivo: Medio DMEM + HAM F12 + 10 % de FCS + 0,6 % de penicilina/estreptomicina + factor de
crecimiento (insulina 5 pg/ml, transferrina 5 pg/ml, epinefrina 5,5 yM, adenina 0,18 mM, EGF 10 ng/ml, T3 2 nM,
hidrocortisona 1,1 yM).

[0027] Células Calu-3: Las células Calu-3 son unas células epiteliales humanas de origen pulmonar que expresan el
gen de la CFTR salvaje.

[0028] Medio de cultivo: Medio DMEM/F12 con glutamax + 7 % de suero de ternero fetal + 1 % de
penicilina/estreptomicina.

M2. Inmunomarcaje

[0029] EIl inmunomarcaje permite visualizar la localizacién celular de la proteina CFTR por medio de un anticuerpo
(Ac) primario anti-CFR, a continuacién un anticuerpo secundario al anticuerpo primario marcado con fluoréforo Cy3.

[0030] Las células se siembran previamente sobre unas laminillas en un medio de cultivo adecuado. Se realizan 3
lavados con TBS (NaCl: 157 mM, Tris base: 20 uM, pH 7,4) de 5 min cada uno. Las células se fijan entonces,
mediante adicion de TBS-paraformaldehido (3 %) durante 20 min. Después de 3 lavados con TBS (5 min), las
células se incuban con TBS-Triton 0,1 % (10 min) que permite la formacion de agujeros en la membrana celular, a
continuacién se realizan de nuevo 3 lavados con TBS antes de que se junten las células con el TBS-BSA 0,5 %-
saponina 0,05 % durante 1 h. A continuacion las células se incuban con el anticuerpo primario anti-C terminal CFTR
(2 pg/ml) durante 1 h. Se realizan 3 lavados con TBS-BSA-saponina de 5 min cada uno antes de la incubacion con el
anticuerpo secundario GAM-cy3 (1/400) durante 1 h. Después de 2 lavados con TBS de 5 min, los nlcleos se
marcan mediante incubacién con Topro3 (1/1.000) durante 5 min. Por ultimo, las laminillas se pueden montar sobre
una lamina después de 3 ultimos lavados con TBS de 5 min. Las laminas se observan en el microscopio confocal
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(Bio-Rad) por medio de una excitacion con laser en las longitudes de onda apropiadas. Con el fin de diferenciar el
marcaje entre Cy3 y Topro3 el color de la fluorescencia de Topro3 se ha cambiado al azul (color de los nucleos).

Ma3. Flujo de salida de radiotrazadores

[0031] Las mediciones de transporte de iones cloruro dentro de las células se han realizado por medio de la técnica
de los flujos de salida de yoduro radioactivo (Becq y otros, 1999; Dormer y otros, 2001). El trazador (125I) se
incorpora al medio intracelular. A continuacion, se mide la cantidad de radiotrazador que sale de la célula después
de la adicion de diferentes agentes farmacoldgicos. El yoduro se utiliza como un trazador del transporte de iones
cloruro. | presenta, ademas, la ventaja de tener una vida util corta comparada con la de otros marcadores como
¢l (1/2 vida respectivamente 30 dias y 300.000 afios).

[0032] Las células se ponen en cultivo sobre unas placas de 24 pocillos en un medio adecuado. Se realizan 2
aclarados con el medio de flujo de salida (NaCl: 136,6 mM, KCI: 5,4 mM, KH2PO4: 0,3 mM, NaH2PO4: 0,3 mM,
NaHCOs: 4,2 mM, CaClz: 1,3 mM, MgCl,: 0,5 mM, MgSOas: 0,4 mM, HERPES: 10 mM, D-glucosa: 5,6 mM) con el fin
de eliminar las células muertas que siguen liberando la radioactividad de forma anarquica. A continuacion, se ponen
a las células a incubar con 500 pl de carga (1 uCi/ml de 125INa) durante 30 min en el caso de las CHO-WT o1 hen el
caso de las CF15 y Calu-3. El yoduro se equilibra a ambos lados de la membrana celular. El robot (MultiPROBE,
Packard) realiza las etapas siguientes: el medio de carga se lava con el medio de flujo de salida para eliminar la
radioactividad extracelular. El sobrenadante se recoge cada minuto en unos tubos de hemodialisis y el medio se
sustituye por un volumen equivalente (500 pl). Las extracciones de los 3 primeros minutos no experimentan la
adicion de droga, estas permiten obtener una linea de base estable, que determina la salida pasiva de los iones I.
Las 7 extracciones siguientes se obtienen en presencia de la molécula que hay que probar. Al término del
experimento, las células se lisan mediante la adicion de 500 pl de NaOH (0,1 N/ 0,1 % SDS (30 min), de este modo,
se puede determinar la radioactividad que queda en el interior de la célula. La radioactividad presente en los tubos
de hemodidlisis se mide en cuentas por minuto (cpm) por medio de un contador gamma (Cobra Il, Packard). Los
resultados en cpm se expresan en forma de velocidad de salida de yoduro radioactivo (R) segun la siguiente
formula: R (min™") = [In("®l t;) - In("®l t)]/(ts-t2), siendo "®I t;: cpm en el tiempo t1; "%l t: cpm en el tiempo t,. Este
flujo de yoduro se representa en forma de curva. Con el fin de cuantificar la salida de yoduro causada por la
administracion de la molécula probada, se calcula el flujo relativo siguiente que permite liberarse del flujo de base:
Velocidad relativa (min'1) = Rpico - Rbasal. Por ultimo, estos resultados se generalizan para poder comparar el
efecto de las diferentes drogas entre si. Los resultados se presentan en forma de media +/- SEM. La prueba
estadistica de Student se utiliza para comparar el efecto de las drogas en los controles (los valores correspondientes
a P < 0,01 se consideran como estadisticamente significativos).

M4. Prueba de citotoxicidad

[0033] La prueba de citotoxicidad con MTT es una prueba colorimétrica que reside en la capacidad de las
deshidrogenasas mitocondriales para metabolizar el MTT (sal de tetrazolio amarillo) en formazan (purpura). La
absorbancia, proporcional a la concentracion de colorante convertido, se puede medir entonces mediante
espectrofotometria. Las células se ponen a incubar sobre unas placas de 96 pocillos en presencia del agente que
hay que probar durante 2 h. Se realizan 3 controles: 100 % de células vivas: células sin agente; 0 % de células
vivas: células dejadas al aire libre; blanco: medio sin célula. Las células se aclaran con el medio RPMI sin rojo de
fenol para que el color del medio no interfiera en las mediciones de la absorbancia. A continuacién, estas se incuban
durante 4 h con 100 pl de solucién de RPMI suplementada con MTT (0,5 mg/ml). Se elimina entonces el medio, la
adicion de 100 yl de DMSO permite solubilizar el colorante convertido (formazan). La absorbancia se mide mediante
espectrofotometria a 570 nm (purpura); 630 nm (ruido de fondo). Con la finalidad de liberarse del ruido de fondo, se
realiza el siguiente calculo: DOrea = DOs7onm - DOs3onm. A continuacion, se generalizan los resultados con respecto a
los controles (100 % y 0 % de células vivas) y se presentan en forma de media +/- SEM.

Resultados
R1. Efecto de la kenpaulona sobre el direccionamiento de delta F508 en las células CF15

[0034] EI estudio del direccionamiento de la proteina delta F508-CFTR se realiza en el laboratorio combinando
enfoques de farmacologia, de tratamiento de imagenes celulares, de pruebas bioquimicas y electrofisiolégicas sobre
unas células CF15 epiteliales humanas pulmonares homocigotas para la delecién delta F508.

[0035] En cada experimento, la adicién de un céctel (Forskolina 10 M + Genisteina 30 uM) permite la activacion de
la CFTR cuando esta se localiza en la membrana. De este modo, se podra observar un flujo de salida de yoduro si el
direccionamiento de delta F508 se ha restaurado. Los resultados, que se presentan en forma de diagrama de barras,
se han generalizado con respecto a un tratamiento de referencia (tratamiento de las células con MPB-91 250 uM
durante 2 h) para el cual se considera que se tiene un 100 % de actividad CFTR. La figura 1 muestra que un
tratamiento de 2 h con 100 uM de kenpaulona restaura la actividad delta F508-CFTR a un nivel superior del que se
obtiene con el MPB-91. Por el contrario, la alsterpaulona (100 uM) en las mismas condiciones experimentales que la
kenpaulona no tiene ningun efecto (figura 1). Estos resultados muestran que el tratamiento con la kenpaulona, pero
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no con la alsterpaulona, de las células CF15 durante 2 h a 37 °C restaura el direccionamiento de la proteina delta
F508 y permite que esta funcione en calidad de transportador iénico (figura 1).

[0036] En ausencia de tratamiento de las células, la proteina delta F508 no es membranaria y no hay flujo de salida
de yoduro estimulado por el céctel (Forskolina 10 uM, Genisteina 30 uM). La ECsg (concentracion de la molécula que
da el 50 % de la eficacia maxima) de la kenpaulona se ha determinado en 22 + 1,7 uyM (figura 2A, n = 4, para cada
condicion). Para precisar el efecto observado, se han probado unos inhibidores habituales de CFTR sobre la
actividad de delta F508 después del tratamiento con la kenpaulona. Los resultados que se presentan en la figura 2B
muestran que este transporte se bloquea con la glibenclamida y el DPC, pero es insensible al DIDS y al calixareno.
Este perfil farmacolégico corresponde al de la CFTR.

[0037] En los pacientes de CF, la proteina delta F508 esta ausente de las membranas plasmaticas debido a un mal
direccionamiento de la proteinas que queda retenida dentro del reticulo endoplasmatico (RE). Mediante el
tratamiento de imagenes celulares en las células CF15, se localiza efectivamente delta F508 en unos
compartimentos intracelulares (figura 3A). Por el contrario, el tratamiento con 100 uM de kenpaulona permite redirigir
la proteina delta F508 hacia la membrana tal y como se representa en la figura 3B.

[0038] Las figuras 4A a 4C también ilustran la inmunolocalizacion de delta F508-CFTR después de 2 h de
tratamiento con la kenpaulona o en ausencia de tratamiento. Se trata de una visualizacion confocal de CFTR-delta
F508 dentro de las células CF15 con un anticuerpo monoclonal anti-CFTR de raton. Las células CF15 tratadas 24 h
a 27 °C se han utilizado como control positivo.

[0039] Las figuras 5A y 5B representan la activacion de delta F508-CFTR dentro de las células CF-15 después del
tratamiento con la kenpaulona y a titulo comparativo con la alsterpaulona.

[0040] Los flujos de salida de yoduro se han observado después de 2 h de incubacién con 100 uM de estos
compuestos o en ausencia de tratamiento.

[0041] Las células CF15 que han experimentado un tratamiento de 24 h a 27 °C se han utilizado como control
positivo y las células CF15 como control negativo (37 °C).

[0042] La siguiente tabla ofrece un resumen de experimentos de competicion realizados mediante la técnica de flujo
de salida de yoduro entre la kenpaulona y la maquinaria de la chaperona del RE.

(b,
& \Q .Q‘b
O o‘.‘\& Qeﬁ@ & 5 O
XY S ° oy ~ &
r S T S S @ AP
Q’:Q & < \QQ‘ SN Q SN ,@Q \’Q\? +H S @ 6@\ ,Lig\?
Potencializacion del efecto o k% * - e e
de la kenpaulona L I i J -y
. I_Y ’ W .y
Inhibidores de glicosilacion Inhibidores de calnexina via de degradacion
de los inhibidores

- inhibicion, ** P < 0,01, *P < 0,1, ne P > 0,1 (prueba t de Student)

[0043] Se observa una inhibicion de la kenpaulona con la Brefeldina A (BFA), inhibidor del trafico vesicular ERGIC,
lo que demuestra que la kenpaulona induce un redireccionamiento de la proteina delta F508-CFTR. No se observa
ninguna modulacion del efecto de la kenpaulona en presencia de MG132, un inhibidor del proteasoma, lo que
demuestra una competicién entre la kenpaulona y MG132.

R2. Efecto de la kenpaulona sobre la actividad de CFTR en las células Calu-3
[0044] Con la finalidad de demostrar que el efecto de la kenpaulona es especifico del direccionamiento de delta

F508 y no altera los demas canales de cloro, se prueba la kenpaulona en calidad de activador potencial sobre unas
células Calu-3. Estos resultados se han obtenido en flujo de salida de yoduro sobre células Calu-3. Nuestros
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controles son la forskolina (5 uM, n = 8) y el MPB-91 (250 uM, n = 8), la kenpaulona (n = 8) no es un activador de la
CFTR salvaje ni de otros transportes aniénicos de estas células (no hay una diferencia significativa).

R3. Efecto de la kenpaulona sobre el direccionamiento de CFTR en las células Calu-3

[0045] Con la finalidad de demostrar que el efecto de la kenpaulona es especifico del direccionamiento de delta
F508, se ha probado la kenpaulona en calidad de modulador del direccionamiento de la CFTR salvaje sobre unas
células Calu-3. Estos resultados se han obtenido en flujo de salida de yoduro sobre células Calu-3 tratadas 2 h con
la kenpaulona (100 uyM). La actividad CFTR en esta condim experimental no resulta significativamente diferente
con respecto a los controles. Estos resultados demuestran que la kenpaulona no afecta a la via de direccionamiento
de la CFTR salvaje o de otros canales de cloro, ni altera la actividad de CFTR en las células epiteliales humanas
pulmonares no-CF.

RA4. Citotoxicidad de la kenpaulona

[0046] Con la finalidad de probar la citotoxicidad de la kenpaulona, se han incubado unas células CHO-WT durante
2 h con diferentes concentraciones de inhibidores antes de realizar la prueba de viabilidad celular con MTT. Los
resultados muestran que las células son viables para todas las concentraciones de la kenpaulona. Esta molécula no
presenta, por lo tanto, citotoxicidad celular.

CONCLUSIONES

[0047] Las pruebas de flujo de salida han mostrado que la kenpaulona permite una relocalizacién membranaria de
la proteina delta F508-CFTR que restaura de este modo su capacidad de transporte trans-membranario, inhibe la via
de degradacioén y parece que modula la interaccion entre CFTR y la calnexina (mecanismo calcio-dependiente). Un
tratamiento con kenpaulona de células CF parece interferir de este modo con la capacidad que tiene la maquinaria
de control para interactuar y para retener la proteina delta F508-CFTR dentro del reticulo endoplasmatico por medio
de una inhibicién de la calnexina y de unas moléculas chaperonas que intervienen en la via de degradacion.

[0048] Esta molécula no es téxica en las pruebas utilizadas. Ademas, los estudios de toxicidad de la kenpaulona,
realizadas en animales, han demostrado una muy baja toxicidad. Se puede alcanzar una elevada concentracion
plasmatica mediante acoplamiento con PEG. La kenpaulona se considera muy selectiva de la inhibicion de GSK-3.

Ejemplo de formulacién

[0049] Se prepara una solucion para inhalacién con una ampolla nebulizadora a partir de cloruro de sodio, de
cloruro de calcio deshidratado y de agua para preparaciones inyectables.

[0050] La kenpaulona se afiade como ingrediente activo.

[0051] La solucién se formula en unas ampollas de 2,5 ml.

[0052] Se preparan de este modo unas ampollas que contienen 5 mg, 10 mg o 20 mg de kenpaulona.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de derivados de paulonas para fabricar medicamentos para el tratamiento de la mucoviscidosis, estos
derivados respondiendo a la férmula general (ll):
en la que

— Xrepresenta un grupo C = O, C-S-CHj3, C-S, -C-NHOH;
R® representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo en C4 a Cs;
R representa un atomo de hidrégeno, o un grupo -C-CO,-(CHa)s;

R'a R* R” a R" idénticos o diferentes, representan un atomo de hidrégeno, de halégeno (F, CI, Br, ), un
grupo hidroxi, alquilenohidroxi, alcinoalquilenohidroxi, alcinohidroxiciclohexilo, alquilo, alcoxi,
alquilenoalcoxi, alquilenociano, estos radicales siendo de cadena recta o ramificada, en C1 a Cys, €l grupo
alquileno siendo saturado o insaturado; dicha cadena sustituyéndose, en caso de que fuera necesario, por
uno o varios grupos hidroxi o amino; un grupo trifluorometilo; un grupo -COM; -COOM; o -CH,COOM ( con
M representando un atomo de hidréogeno, un grupo alquilo en Cq1 a C4s, de cadena recta o ramificada,
sustituida, en caso de que fuera necesario, por uno o varios grupos hidroxi y/o amino); un grupo nitroso; o
un grupo ciano;

y las sales fisiolégicamente aceptables de estos derivados.
2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza por que X representa C = 0.

3. Uso para fabricar medicamentos para el tratamiento de la mucoviscidosis de la kenpaulona que responde a la
férmula (V):

4. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se caracteriza por que los medicamentos
estan preparados para una administracion en forma de capsulas duras, comprimidos, grageas o capsulas.

5. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se caracteriza por que los medicamentos
estan preparados para una administracion por via inyectable, en forma de solucién.

6. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se caracteriza por que los medicamentos
estan preparados para una administracién en forma de aerosol.



2007,

% activacion

ES 2378 829 T3

EmMPB Il
M kenpaullone -
[Jalsterpaullone
== contrdle

' _keni)auvl'lone. . alsterp‘aul‘lo-né LS

FIG. 1



ES 2378 829 T3

1259EC5 =222 %1.7 yM
: 1251 ‘G
1004 § ‘ CJFsk + Gst
s & £ 1001 SN+ DIDS
- S E:H—calixarene_ ’
g S s " C+DPC
S 5ol 8 'EZ3+ glibenclamide
R R 504 — Ctrl-
) 251 254
0 T T . 1 - 0-
) -5 -4 -3
Log [Kenpaullone] (M)
FIG. 2

10



ES 2378 829 T3

A. Cos7/GFP/CFTR-DF508 B. Cos7/GFP/CFTR-DF508
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