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DESCRIPCION

Compuestos para el tratamiento selectivo del componente inmuno-inflamatorio intestinal de la enfermedad celiaca
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a compuestos para el tratamiento selectivo del componente inmuno-
inflamatorio intestinal de la enfermedad celiaca.

[0002] La presente invencién proviene del campo de farmacos para el tratamiento de enfermedades que tienen un
componente inflamatorio y estan localizadas en el nivel de la mucosa del primer tracto del intestino delgado, tal
como la enfermedad celiaca.

Antecedentes de lainvencion

[0003] En particular, la presente invencion se refiere a un grupo de moléculas adecuadas para reducir
selectivamente la inflamaciéon que se desarrolla en el nivel del duodeno y del yeyuno proximal en individuos que
padecen de la enfermedad celiaca.

[0004] La enfermedad celiaca, también conocida como esprue celiaco, es una enfermedad autoinmunitaria
bastante comun que tiene componentes genético, inmunoldgico y medioambiental.

[0005] En la base de la enfermedad celiaca esta una intolerancia permanente a gliadina, una fraccién proteica del
gluten contenido en el trigo, o a fracciones proteicas similares solubles en alcohol (prolaminas), contenidas en
cebada, centeno, escanda, kamut y en otros cereales minoritarios.

[0006] En la enfermedad celiaca, la mucosa del intestino delgado se dafia posteriormente a la exposicion al
antigeno (gliadina). En la enfermedad, las vellosidades intestinales tienden a aplanarse y las criptas hiperproliferan
para compensar, los enterocitos toman la forma cubica mas que cilindrica y el nimero de linfocitos aumenta en la luz
intestinal.

[0007] La sintomatologia que acompafia a la enfermedad es muy compleja y no se limita a la zona gastroentérica.
De hecho, los sintomas tipicos en un nivel local que comiunmente comprenden diarrea, dolor abdominal con posible
hemorragia, intolerancia a la lactosa, van acompafiados por una sintomatologia extraintestinal que puede
comprender estomatitis aftosa, dolor dseo, pérdida de peso progresiva con desnutricion. Ademas, en los casos de
enfermedad celiaca no tratada o resistente existen riesgos de desarrollar carcinoma o linfoma gastrointestinal
también.

[0008] Frecuentemente, ademas, el sujeto con enfermedad celiaca puede mostrar un déficit de hierro o ferritina,
junto con posible carencia de vitaminas A, B12, D, E, K y acido félico, provocado por la absorciéon anémala intestinal.
Ademas, la pérdida continua de grasas a través de la defecacién puede provocar una carencia de calcio y
desarrollar dos posibles complicaciones, una a un nivel renal con formacién de calculos de oxalato de calcio y la otra
a un nivel 6seo, con el desarrollo de osteomalacia, una patologia que provoca debilitacion dsea.

[0009] En un porcentaje de individuos, la enfermedad puede ser incluso total o parcialmente asintomatica, es decir,
no muestra claros sintomas o esta en forma latente, lista para manifestarse tras acontecimientos particulares.

[0010] Puesto que se conoce el antigeno que desencadena la enfermedad, es posible obtener una remision
completa de los sintomas correlacionados simplemente evitando el consumo de alimentos que contienen gluten.

[0011] Puesto que el control de la enfermedad se basa en la adhesion a una dieta estricta, no es suficiente evitar
el consumo de alimentos que como todo el mundo sabe contienen gluten, tal como la pasta, el pan, cebada,
escanda, sino que también es esencial evitar tomar alimentos que puedan contenerlo en pequefias cantidades, por
ejemplo como agente espesante o estructurante, o como trazas perdidas en el procesamiento.

[0012] Por ejemplo, el paciente con enfermedad celiaca debe evitar tomar café expreso en el bar (éste puede estar
contaminado con cebada), especias, azucar glas, algunas preparaciones farmacéuticas y prestar atencién también
al pegamento hallado, por ejemplo, en sellos y sobres.

[0013] La dieta de pacientes con enfermedad celiaca puede variarse, en algunos casos, suficientemente y puede
estar bien equilibrada comiendo sélo alimentos tal como arroz, maiz, trigo sarraceno, mijo, amaranto, carne,
pescado, vegetales, fruta, queso y legumbres.

[0014] Segun algunos estudios recientes existe un umbral critico de 20 ppm de gluten por alimento, mas alla del
cual el contenido del alimento pasa a ser toxico para el sujeto con enfermedad celiaca. EI Cdédigo Alimentario
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contempla dos tipos de umbrales para el alimento etiquetado como sin gluten. Uno primero se fija a 100 ppm y se
refiere a alimento “desintoxicado” que entre los materiales de partida también contiene derivados de cereales
téxicos, tales como por ejemplo almidén de trigo, y un umbral de 20 ppm para el alimento sin ingredientes derivados
de cereales toxicos.

[0015] EI cumplimiento estricto de la dieta y de algunas normas de comportamiento basicas previene la aparicion
de nuevos sintomas y generalmente provoca, de manera mas o menos marcada segun la respuesta individual, la
remision de los sintomas desarrollados. La dieta, sin embargo, debe observarse para toda la vida a pesar de la
ausencia de sintomas o incluso la ausencia de anticuerpos en suero.

[0016] Sin embargo, ademas de la dieta no esta disponible actualmente ninguna forma de tratamiento para sujetos
con enfermedad celiaca, en particular no existen productos que puedan restringir los sintomas inflamatorios que
acompafian la ingestion, incluso accidental, de alimentos que contienen gluten.

[0017] Los pocos procedimientos de intervencion terapéutica intentados hasta este punto no condujeron al logro
de resultados significativos.

[0018] Puesto que la enfermedad esta estrictamente correlacionada con algunos genes que codifican para los
antigenos de leucocitos humanos (HLA) DQ2 y DQS8, algunas formas de tratamientos tienen como objetivo inhibir el
enlace de los péptidos de gluten a HLA DQ2/DQ8. En particular, algunos compuestos que bloquean HLA-DQ2 se
han sometido a prueba pero sin lograr resultados significativos.

[0019] EIl uso de antagonistas de zonulina, una proteina implicada en la regulacion de las uniones intercelulares
del intestino delgado, la expresion de la cual aumenta durante la fase aguda de la enfermedad, se ha descrito en la
bibliografia para el tratamiento del sindrome celiaco. Sin embargo, no esta disponible actualmente en el mercado
ningun farmaco basado en esta proteina.

[0020] Ademas, los farmacos antiinflamatorios para uso mucosal tépico no han encontrado aplicacion hasta la
fecha distinta del tratamiento de formas inflamatorias intestinales crénicas, localizadas a nivel del colon, el tracto
distal del intestino. Por este motivo, las preparaciones disponibles en el mercado para tratar la enfermedad de Crohn
y la colitis ulcerosa se venden como supositorios o disoluciones para uso rectal. Por el contrario, cuando estas
preparaciones estan pensadas para la administracion oral, se formulan para la liberacion retardada del principio
activo de modo que pasen intactas a lo largo del tubo digestivo y permitan la liberacion del principio activo al nivel
del colon Unicamente.

[0021] Estos farmacos no tienen efecto, por tanto, en la parte duodenal del intestino donde esta localizado el foco
inflamatorio in la enfermedad celiaca. EI documento W0O2007/010516 da a conocer el compuesto de la siguiente
férmula

Y A
\CH

NR,R,

en la que R1 y R2 pueden ser idénticos o diferentes y se seleccionan del grupo que comprende H o grupo alquilo
lineal o ramificado que tiene de 1 a 6 atomos de carbono o juntos forman un anillo aromatico o alifatico; Y y Z, que
pueden ser idénticos o diferentes, se seleccionan del grupo que comprende H, -OH, -COOH, -ORS3, -
CH(OR3)COOH, en el que R3 se selecciona de H, fenilo, bencilo, -CF3, o -CF2CF3, vinilo, alilo y un grupo alquilo
lineal o ramificado que tiene de 1 a 6 atomos de carbono. Tales compuestos se han dado a conocer para su uso en
la prevencion y el tratamiento de tumores que expresan los receptores PPARy y los receptores EGF y para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas. No se hace ninguna referencia a la enfermedad celiaca.

[0022] EI documento WO2005/072113 da a conocer composiciones para las enfermedades intestinales
inflamatorias u otras enfermedades inflamatorias que comprenden acido 5-aminosalicilico o éster o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; al menos un antioxidante; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El
objeto de tal solicitud de patente difiere de la presente en que la estructura basica de fenilo esta sustituida con -
CH(Y)(Z) y no con -COOH.

[0023] EI documento US2006/270635 da a conocer derivados de acido 4- 6 5-aminosalicilico y una composicion
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farmacéutica que contiene estos derivados de acido 4- 6 5-aminosalicilico como principios activos, utiles para el
tratamiento de enfermedades intestinales como enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) y enfermedad del
intestino irritable (IBS) y para la prevencion / el tratamiento de cancer de colon. Se hace referencia a la enfermedad
celiaca sélo como una posible enfermedad entre otras diversas.

[0024] Por tanto, existe actualmente una necesidad clinica de tener sustancias dotadas de actividad farmacolégica
que deberian permitir la restriccion de los sintomas basados en la inmuno-inflamacién que se desarrollan al nivel de
la mucosa duodenal del intestino delgado en la enfermedad celiaca.

Sumario de lainvencion

[0025] Un objeto general de la presente invencion consiste en proporcionar nuevas indicaciones adecuadas sobre
el uso de compuestos dotados de una actividad farmacoldgica.

[0026] Uno de los principales objetos de la presente invencion es, por tanto, proporcionar compuestos dotados de
una accion selectiva sobre el componente local inmuno-inflamatorio de la enfermedad celiaca.

[0027] En un aspecto, el solicitante ha encontrado que compuestos de formula (l) descritos a continuacién en el
presente documento, tienen afinidad especifica y por ejemplo son agonistas para los receptores PPARgamma
(PPARY) y proporcionan activacion de los mismos. En particular, la presencia de un receptor de este tipo se ha
detectado a nivel de las células epiteliales del duodeno en pacientes afectados por la enfermedad celiaca, en los
que el efecto anti-inflamatorio de los compuestos de féormula | se demostré mediante una reduccion de la produccién
de citocinas inflamatorias.

[0028] Normalmente, los compuestos de férmula (1) tienen estructura similar a acido aminofenilpropiénico y actian
bloqueando las citocinas liberadas en la enfermedad celiaca.

[0029] En una realizacion, los compuestos de férmula (1) son especificamente utiles en el tratamiento de la
enfermedad celiaca resistente a la dieta, en fallos alimenticios y en la reduccién del tiempo de remisiéon de la
enfermedad celiaca.

[0030] Segun un aspecto de la presente invencién se proporciona el uso de un compuesto de férmula (1)

wg, ()

en la que

R1y R2, iguales o diferentes entre si, se seleccionan del grupo que comprende -H o un grupo alquilo lineal o
ramificado que tiene de 1 a 6 carbonos, Y y Z, iguales o diferentes entre si, se seleccionan del grupo que
comprende -H, -OH, -COOH, -OR3, -CH (OR3)COOH,

en el que R3 se selecciona de H, un grupo alquilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 6 carbonos, y ésteres o
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, para su uso en el tratamiento del componente inmuno-
inflamatorio de la enfermedad celiaca.

Descripcion detallada de la invencién

[0031] En un aspecto se describen ejemplos adicionales de los compuestos de férmula (1) adecuados para los
usos de la invencion en la solicitud WO 2007/010516.

[0032] EI solicitante ha observado que los compuestos de férmula | tienen una actividad especifica sobre el
componente inmuno-inflamatorio observado al nivel de la mucosa intestinal, en particular al nivel de la segunda parte
duodenal, del sujeto con enfermedad celiaca.

[0033] EI solicitante ha observado adicionalmente que la actividad local anti-inflamatoria ejercida por los
compuestos de férmula (1) esta relacionada con una actividad inhibidora en la liberacion de citocinas, sustancias que
tienen un papel importante en procesos flogisticos y/o su conversién en crénicos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2384361 T3

[0034] En particular, se ha encontrado sorprendentemente que los compuestos de formula | bloquean de manera
sustancial, o en cualquier caso inhiben sustancial y significativamente las citocinas en sujetos con enfermedad
celiaca unicamente, mientras que no tienen una actividad significativa en sujetos que padecen enfermedades
inflamatorias que afectan un tracto gastrointestinal especifico, distintas de la enfermedad celiaca.

[0035] En particular, los compuestos de formula | son adecuados para bloquear las denominadas citocinas Th1
(célula T cooperadora tipo 1) proflogogénicas puesto que favorecen la captacion de células inmunitarias e
inflamatorias en el sitio de lesion.

[0036] Esta actividad especifica puede atribuirse al hecho de que en la enfermedad celiaca la persistencia de una
flogosis de tipo Th1 refleja la activacion del sistema inmunitario contra el antigeno (fraccidon de gliadina de gluten)
que no puede eliminarse y hacia el cual el sistema no puede desarrollar tolerancia.

[0037] Ciertas citocinas proflogogénicas (Th1) implicadas en la inmunopatogénesis de la enfermedad celiaca
comprenden (L-1, IL-2, IL-6 (interleucinas 1, 2, 6), IFN (interferén). Ademas, las citocinas asociadas a Th2 (célula T
cooperadora tipo 2), asi como las citocinas derivadas de macroéfagos tales como TNF-a. (factor de necrosis tumoral)
estan también implicadas en la enfermedad celiaca. En particular, el TNF-a tiene un importante papel en el
desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas debido a su capacidad de fomentar la produccion de citocinas
proflogogénicas, algunas de las cuales estan dotadas de toxicidad considerable.

[0038] En particular, el efecto de los compuestos de férmula (1) sobre la produccién y liberacion de citocinas de
muestras de mucosa intestinal que padecen la enfermedad celiaca se ha verificado usando un sistema de cultivo
organico. En particular, se ha observado una reduccién eficaz de la flogosis, como se destaca mediante una
reduccion significativa de los valores de IFN-y, IL-2, TNF-a usando uno o mas de los compuestos de formula (I) en
biopsias de mucosa intestinal sometidas a cultivo.

[0039] Segun otro aspecto de la invencidn, se proporciona el uso de un compuesto de férmula I, tal como se
describié anteriormente, para la fabricacién de un farmaco para tratar la inflamacién en sujetos con enfermedad
celiaca resistente.

[0040] Segun otro aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un compuesto de férmula |, tal como se
describié anteriormente, para la fabricacion de un farmaco para tratar una reaccién inflamatoria en un sujeto con
enfermedad celiaca en la dieta, desencadenada por un fallo alimenticio.

[0041] Segun otro aspecto de la invencioén, se proporciona el uso de un compuesto de férmula | para la fabricacion
de un farmaco, normalmente en combinacién con uno o mas excipientes o adyuvantes farmacéuticamente
aceptables, para tratar el componente inmuno-inflamatorio en la enfermedad celiaca para acortar el tiempo de
remision clinica y/o histolégica.

[0042] En la preparacion de farmacos segun uno o mas de los aspectos de la invencion también es posible usar,
ademas de uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, también lubricantes, humectantes, agentes de
suspensién, agentes dispersantes, conservantes normalmente usados dentro del alcance de preparaciones para uso
farmacéutico.

[0043] En una realizacion, los compuestos de formula (I) pueden administrarse en diversas formas tales como
comprimidos, capsulas, formulaciones granuladas, dispersiones y otra formulacién tipica del campo farmacéutico.

[0044] Normalmente, los principios activos (l) pueden incorporarse en la formulacion adecuada para la
administracion en una cantidad eficaz para lograr la respuesta antiinflamatoria en la enfermedad celiaca.

[0045] A modo de ejemplo, el principio activo puede incorporarse en la composiciéon farmacéutica en una cantidad
que oscila desde 50 mg hasta 2000 mg, preferentemente en el intervalo desde 200 mg hasta 600 mg, mas
preferentemente desde 250 mg hasta 500 mg.

[0046] Se ha mostrado que el uso de farmacos basados en uno o mas compuestos de formula (I) determina una
mejora de la conformidad del paciente y médico, disminuyendo el tiempo de remision.

[0047] En otra realizacion, los compuestos de formula (1) encontraron otra aplicacion terapéutica en el tratamiento
de la enfermedad celiaca resistente y/o refractario.

[0048] Los siguientes ejemplos se proporcionan Unicamente como una ilustracién de la presente invencion, y no
pretenden limitar el alcance de proteccion tal como aparece en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo de referencia 1

[0049] Se evaluo el efecto de mesalazina sobre el componente inflamatorio observado en la enfermedad celiaca.
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[0050] Para este fin se seleccionaron 16 sujetos en la fase activa de la enfermedad y 6 pacientes en fase de
remision clinica en una dieta sin gluten.

[0051] Se tomaron 5 fragmentos de biopsias por cada sujeto de estudio mediante examen EGDS.
[0052] Se tomaron 5 fragmentos de biopsias por cada sujeto de estudio mediante examen EGDS.

[0053] Se colocéd en cultivo cada fragmento de mucosa intestinal en un medio adecuado, tanto con como sin
mesalazina (5ASA).

[0054] Entonces se observo lo siguiente en liquidos de cultivo:

el nivel de citocinas liberadas en los diferentes medios de cultivo
la cantidad de las mismas citocinas presentes en la mucosa homogeneizada de manera adecuada.

Materiales y procedimientos

Procedimiento

[0055] Se evaluaron 3 grupos de sujetos.

[0056] EI primer grupo (atréfico) incluia 29 sujetos con pruebas en suero positivas con respecto a anticuerpos
antiendomisio y anti-trans-glutaminasa, con un nuevo diagnostico de enfermedad celiaca y dieta que contiene

gluten.

[0057] EIl segundo grupo (remision) incluia 17 sujetos con enfermedad celiaca en remision clinica y dieta sin gluten
durante al menos 6 meses.

[0058] EI tercer grupo (sano) incluia sujetos que no padecian la enfermedad celiaca pero que padecian
inflamacion del tracto gastroentérico.

Ensayo de citocinas en liquidos de cultivo

Cultivos de 6rgano:

[0059] Los pacientes de estudio se sometieron a 5 biopsias de mucosa duodenal mediante examen EGDS: una
para el ensayo histolégico y las otras cuatro (cada una dividida en dos partes) se someten a cultivo respectivamente
con un medio de cultivo sélo (medio C) y con péptido gliadina, y con medio de cultivo con gliadina en presencia de
mesalazina (medio + 5ASA C).

[0060] Se lavaron las biopsias en soluciéon salina durante dos minutos al menos tres veces. Se colocaron las
biopsias en medios de cultivo que tenian un volumen igual a 1 ml:

MEDIO (RPM11860 + suero de ternero fetal + penicilina/estreptomicina)

MEDIO + digestion de péptidos tripticos de gliadina o 31-43 u otros cereales

MEDIO + mesalazina (5-ASA)

MEDIO + digestion de péptidos tripticos de gliadina +5-ASA (1,5-8,0 mg por ml de medio)

[0061] Se incuban las biopsias en una atmosfera de O2 (95%) y CO2 (5%) a una temperatura de 37°C durante un
periodo que oscila desde 4 h hasta 72 h.

[0062] Se comparten tres cantidades diferentes de medio para el ensayo ELISA de citocinas Th1 y Th2 liberadas
en medios de cultivo.

Ensayo de citocina a partir de homogeneizado

[0063] Tras un tiempo de incubacion que oscila entre 4 hy 72 h, auna T de 37°C:

- el fragmento de biopsia se lava tres veces en solucion salina durante dos minutos
- las biopsias se homogeneizan mediante disgregacion mecanica o quimica

Se lleva a cabo la centrifugacion, se recoge el sobrenadante y se transfiere en un Eppendorf de 1,5 ml Se someten a
ensayo las citocinas fijadas en el tejido mucosal mediante el ensayo Elisa.
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Resultados

[0064] Los datos encontrados demuestran que la presencia de mesalazina en medios de cultivo bloquea las
citocinas en sujetos con enfermedad celiaca sélo, determinando de ese modo selectivamente una reduccion del
componente inflamatorio en muestras tomadas de sujetos con enfermedad celiaca (tabla 1).
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[0065] La reduccion del componente inflamatorio lograda permite el uso de mesalazina sola o como soporte
terapéutico en todos los casos de resolucion clinica lenta o dificultosa.

Ejemplo de referencia 2

Expresién génica de citocinas

[0066] Los fragmentos de biopsia duodenal tomados del paciente durante el procedimiento de gastroscopia se han
colocado en cultivo a 37°C durante 48 h en ausencia y en presencia del farmaco 5-ASA. Tras el cultivo, los
fragmentos se han homogeneizado en una disoluciéon de fase Unica compuesta por fenol y guanidinio (reactivo de
lisis Isol-RNA).

[0067] Se ha usado un homogeneizador IKA T10-Ultra Turrax para la homogeneizacion.

[0068] Se ha separado toda la materia insoluble de la disoluciéon mediante centrifugacion y se ha transferido el
sobrenadante a un tubo de ensayo limpio, al cual se han afiadido 200 pl de cloroformo por ml de lisis.

[0069] Después de una agitacion mecanica corta, las muestras se han dejado sedimentar durante algunos minutos
a temperatura ambiente y mas tarde se han centrifugado a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. La fase inorganica
que contiene ARN se ha transferido a un tubo de ensayo limpio.

[0070] Se ha hecho precipitar ARN afiadiendo 500 ul de alcohol isopropilico por ml de lisis. Se han incubado las
muestras a temperatura ambiente durante 10 minutos y entonces se han centrifugado a 12000 rpm durante 15
minutos a 4°C.

[0071] Tras haber eliminado el sobrenadante, el sedimento de ARN se ha lavado con 1000 pl de etanol al 75% por
ml de lisis, se ha agitado mecanicamente y se ha centrifugado a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Finalmente, se
ha eliminado el etanol y se ha secado al aire el sedimento de ARN en una campana quimica.

[0072] Se ha resuspendido el ARN en una cantidad adecuada de agua libre de RNasa.

[0073] La concentracion del ARN se ha determinado midiendo la absorcidon a 260 nm en el espectrometro; también
se ha estimado la razén A260/A280 para diferentes moldes de ARN.

RT-PCR

[0074] EI ADNc se ha sintetizado comenzando desde cantidades diferentes de ARN extraido diluido en voliumenes
adecuados de agua libre de RNasa. El ADNc de los genes afectados (citocinas) se ha amplificado mediante PCR
con el uso de cebadores especificos.

[0075] Se ha usado el sistema Masterscript - RT-PCR (5 PRIMA) para la RT-PCR.

[0076] Con el fin de verificar la presencia y la cantidad de ARNm que codifica para las citocinas en las muestras de
biopsia, se ha realizado una electroforesis en gel de agarosa al 1% en 1X TBE.

[0077] Los resultados obtenidos se muestran en el diagrama de referencia de la figura 1.
Ejemplo de referencia 3

Presencia del receptor PPARgamma en células epiteliales duodenales de pacientes con enfermedad celiaca

[0078] EI receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas pertenece a la superfamilia de receptores
nucleares, que incluye receptores para estrégenos, glucocorticoides, hormonas tiroideas, vitamina D3 y &cido
retinoico, asi como también receptores que pueden unir diferentes productos del metabolismo de lipidos, tal como el
PPARy el receptor LXR.

[0079] Especificamente, la familia de PPAR incluye 3 subtipos (PPAR alfa, beta o delta y gamma) con distinta
distribucién en tejidos y diferente especificidad a ligandos.

[0080] Tanto PPAR gamma como alfa se han expresado en macrofagos humanos diferenciados, en los que
regulan los genes implicados en la respuesta inflamatoria y modulan la diferenciacién macrofaga.

[0081] Los diferentes agonistas PPARgamma inhiben la produccién de citocinas inflamatorias en monocitos

humanos y reducen la expresion génica para TNF-alfa, IL-6, IL-1b, INOS, B gelatinoso, receptor A eliminador y COX-
2 en macroéfagos activados, lo que confirma el papel anti-inflamatorio de PPARgamma.
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[0082] Uno de los objetos principales era detectar la presencia de un receptor de este tipo en células epiteliales
duodenales de pacientes con enfermedad celiaca, en los que se ha confirmado previamente el efecto anti-
inflamatorio de los compuestos de formula |, y especificamente de 5-ASA dado a conocer mediante una reduccion
de la produccién de citocinas inflamatorias.

Inmunofluorescencia

[0083] Se ha tomado un fragmento de biopsia duodenal, mediante el procedimiento EGDS, tanto de pacientes con
enfermedad celiaca en dieta que contiene gluten como de sujetos no afectados por la enfermedad celiaca (grupo
control). Se han lavado los fragmentos de biopsia, se han orientado en OCT y se han almacenado a -80°C. Se han
obtenido algunas secciones 5 um de cada pieza de biopsia congelada (tomada en la etapa de EGDS tanto de
pacientes con enfermedad celiaca como de sujetos no afectados por la enfermedad), tales secciones se han
expuestos al anticuerpo primario de PPARgamma durante la noche (tras tratamientos adecuados de fijacion y
eliminacion de especificidad).

[0084] Tras haberse lavado en PBS, las muestras se incubaron durante aproximadamente una hora con el
anticuerpo secundario fluorescente ALEXA 488. En el caso de union del anticuerpo primario al receptor
PPARgamma, si esta presente, se forma un complejo de anticuerpo primario/secundario que puede revelarse como
fluorescencia en la seccidén que puede observarse mediante microscopio.

[0085] La presencia del receptor PPARgamma, revelada mediante un microscopio de fluorescencia, es evidente a
partir de las figuras 2 y 3 (diagndstico por fotos).

[0086] En particular, en las imagenes de las figuras 2 y 3, la presencia del receptor se revela mediante la sefial de
fluorescencia detectable en la parte periférica de la secciéon. La fluorescencia demuestra la presencia del
PPARgamma al nivel de enterocitos, células epiteliales intestinales en la superficie desviada hacia la luz intestinal.

[0087] Las biopsias de los pacientes no afectados por la enfermedad celiaca se han usado como control negativo:
el resultado ha sido una ausencia de sefial y por consiguiente de la ausencia de receptor en las secciones
analizadas mediante microscopio. En particular, las figuras de referencia 4 y 5 (controles) muestran que no se ha
detectado fluorescencia: ésta es la sefial de la ausencia de receptor en el nivel de la misma parte intestinal, en el
control, grupo sano.

[0088] De la misma manera se sometieron a prueba los compuestos detallados en el presente documento a
continuacion y se lograron resultados similares:

Ejemplo de referencia 4

[0089] Se monitorizé la expresion génica (ARNm) de las citocinas pro-inflamatorias IL-2, TFN-alfa y IFN-gamma,
liberadas en la fase aguda de la enfermedad.

[0090] En particular, los diagramas ilustrados en las figuras de referencia 6 a 8 indican los valores de densidad
optica (IMAGEN J) extrapolados de diferentes bandas, obtenidas mediante ejecucion electroforética con 1x gel de
agarosa, en relaciéon con los amplificadores de citocina objeto del estudio.

[0091] La expresion génica de las citocinas se ha evaluado mediante RT-PCR del ARN extraido mediante biopsias
duodenales de los pacientes afectados por la enfermedad celiaca. Tales biopsias se han mantenido para su
crecimiento a 37°C durante 48 h, tanto en un medio de cultivo que contiene una digestion triptica de gliadina (PT) y
en un medio PT, al que se ha afiadido el farmaco 5-ASA.

Resultados
[0092] Los tres diagramas muestran que, en los fragmentos de biopsias mantenidos en cultivo en presencia de
farmaco, se reduce bien la expresion génica (ARNm) de las citocinas pro-inflamatorias IL-2, TFN-alfa y IFN-gamma,

liberadas en la fase aguda de la enfermedad.

[0093] La reduccion aumenta cuando el paciente se somete a un tratamiento mas duradero y constante con el
farmaco;

Ejemplo de referencia 5

Estudio sobre los efectos de compuestos de referencia sobre la activacion/expresion de PPARY y la regulacién de la
proliferacién celular y apoptosis.

13



10

15

20

25

30

ES 2384361 T3

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Compuestos A - G

[00911} Se adquirio 5-ASA en Sigma-AldrichTM (St Quentin Fallavier, Francia). Se adquirid rosiglitazona en Spi
BIO" (Massy, Francia). Los siguientes compuestos A a G, se sometieron a prueba:

A B C
CO-NH-OH COOH
CO-NH-OH N o
0“‘--..
oy
H,N NH, H
D a E F
CO-NH-OH 9 COOH
Z I o~ Ha o UOT
HNTX O/Y H,N
G
COOH

,.\Nﬁj
P

[0095] Se hizo crecer de manera rutinaria la linea de células de colon HT-29 STD (ATCC HTB-38) en DMEM
complementado con FCS al 10% inactivado por calor y antibidticos. Se hicieron crecer las células en monocapas,
incubadas a 37°C en un 5% de CO2 y un 95% de humedad relativa.

Lineas celulares

Transfeccion transitoria con PPARy y estimulacion de células

[0096] Se transfectaron células HT-29 STD de manera transitoria usando el reactivo de transfeccion EffecteneTM
(QiagenTM) segun las instrucciones del fabricante. Para someter a prueba la activacion de PPARy se realiz6 la
transfeccion con 500 ng de un constructo de promotor minimo que contiene dos copias de PPRE obtenido del
citocromo p450 4A (2XCYP). También se transfecto el plasmido de luciferasa de renilla (0,1 pg/pocillo) como control
interno para monitorizar la eficacia de la transfeccion y para normalizar la actividad de luciferasa de luciérnaga. Las
células transfectadas se dejaron durante 48 horas de incubacion a 37°C. Se realizaron estimulaciones tras la
incubacién de células durante 3-6-9-12-15-18-24 horas con los compuestos A - G a una concentracién de 30 mM y
en comparacioén con los dos ligandos sintéticos PPARy se usaron 5-ASA 30 mM vy rosiglitazona 10-5 M como
controles positivos. Se ajusté el pH de las disoluciones de fa&rmaco hasta 7,4 con NaOH. Se prepararon extractos de
células totales usando el tampon de lisis Passive (PromegaTM, Madison, Wis.). Se sometié a ensayo la actividad de
la luciferasa en 20 pl del extracto usando el sistema de ensayo de luciferasa Dual de PromegaTM segun el protocolo
del fabricante. Se sometieron a ensayo las transfecciones por triplicado en al menos tres experimentos separados.
Se expreso la actividad de la luciferasa como veces de la actividad obtenida en células tratadas con las diferentes
moléculas divididas por la actividad de la luciferasa de células no estimuladas.
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Evaluacién de PPARYy y B-actina mediante analisis de inmunotransferencia tipo Western

[0097] Las proteinas totales se obtuvieron mediante la homogeneizacion de células en un tampéon de extraccion
que consistia en PBS con un 2% de TritonTM, fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) 100 mM y un cdctel clasico de
inhibidor de proteasa. Entonces se separaron las proteinas totales mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y
se electroinmunotransfirieron. Se incubaron membranas de poli(difluoruro de vinilideno) (PVDF) durante la noche
con anticuerpo primario policlonal de conejo dirigido frente a PPARYy (diluciéon 1/500, TEBU, Le Perray en Yveline,
Francia). Se detectd B-actina_usando un anticuerpo primario monoclonal de conejo diluido a 1/10.000 (Sigma). Se
realizé la inmunodetecciéon con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (1/1000, DakoTM, Trappes,
Francia) y quimioluminiscencia segun el protocolo del fabricante (ECLTM, Amersham Pharmacia BiotechTM, Orsay,
Francia). Se proporcionaron valores de densidad éptica de PPARy para cada condiciéon en proporcion a la cantidad
del control interno B-actina en la misma muestra.

Analisis de proliferacién celular mediante inmunotincién con Ki-67

[0098] Tras 24 h de cultivo, se trataron las células HT-29 STD durante 24 h con los compuestos A, B, C,Dy F, a
30 mM. Se usaron 5-ASA (30 mM) y rosiglitazona (10-5M) como controles positivos. La molécula G no estaba
incluida en este experimento debido a su baja solubilidad. Se ajusté el pH de las disoluciones de farmaco hasta 7,4
con NaOH. Se fijaron las células en PFA al 4%, se permeabilizaron en PBS que contenia un 0,1% de Triton X-
100TM a 4°C y entonces se incubaron con suero normal de cabra y tampoén de bloqueo (1% de BSA en PBS) para
minimizar la adsorcién no especifica del anticuerpo.

[0099] Se evalud la proliferacion celular mediante una tincién con Ki-67 nuclear usando anticuerpo primario
monoclonal de ratén dirigido frente a Ki-67 (dilucion 1:50 durante la noche; ZYMEDTM, ClinisciencesTM, Montrouge,
Francia). El anticuerpo primario se revel6 con IgG de mono anti-ratén con Alexa 594 conjugado con fluorocromo de
rojo acridina (dilucion 1:100, Molecular ProbesTM, InvitrogenTM, Cergy Pontoise, Francia). Se tifieron nucleos con
solucion de Hoescht 33342 (0,125 mg/ml) (Sigma-Aldrich-TM) y se visualizaron en un microscopio de fluorescencia
(LeicaTM, Bensheim, Alemania). Los controles negativos consistian en tincion con un suero de ratéon no especifico
en lugar del anticuerpo especifico. Se realizaron recuentos de al menos 500 células/muestra sistematicamente a
ciegas en un experimento. Los resultados se expresaron como la media + EEM del niumero de células tefiidas.

Deteccién de apoptosis

[0100] Tras 24 h de cultivo se trataron las células HT-29 STD durante 24 h con los compuestos A, B, C, D, F, a una
concentracion de 30 mM. Se usaron 5-ASA (30 mM) y rosiglitazona (10-5M) como controles positivos. Las moléculas
E y G no estaban incluidas en este experimento debido a su baja solubilidad. Se ajustd el pH de las disoluciones de
farmaco hasta 7,4 con NaOH. Se identificaron las células que se experimentaron apoptosis mediante marcaje
enzimatico de cadenas de ADN usando un ensayo de marcaje de extremo libre por dUTP de transferasa terminal
(ensayo TUNEL, Roche DiagnosticsTM, Meylan, Francia). Se realizaron recuentos de al menos 500 células/muestra
sistematicamente a ciegas en un experimento. Los resultados se expresaron como la media £+ EEM del numero de
células tefiidas.

Resultados

[0101] Se ha observado que las moléculas C y F inducen la activacion de PPARy. El compuesto D también induce
PPARy, pero en un grado ligeramente menor. La activacion de PPARy da como resultado una cascada de
reacciones que conducen a una union a elementos de la secuencia de ADN especificos denominados elementos de
respuesta a los proliferadores de peroxisomas (PPRE).

[0102] Se sometid a investigacion la actividad transcripcional de PPARy mediante transfecciones transitorias de
células epiteliales con los plasmidos de PPRE vy luciferasa de renilla. Las células se estimularon con las diferentes
moléculas durante 24 horas. El andlisis de la actividad de PPARy en células HT-29 transfectadas mostré que el
compuesto C y F a una concentracién de 30 mM aumenté la actividad del gen indicador en dos veces mostrando de
ese modo una actividad similar a 5-ASA Yy rosiglitazona. Los compuestos A, B y G a una concentracion de 30 mM
ejercieron un rapido efecto citotoxico sobre las células epiteliales limitando la investigacion de la activacion de
PPARYy tras 6 horas.

[0103] En particular, las moléculas C, D y F inducen la expresion de PPARy. En general todos los compuestos A -
G muestran la capacidad de inducir la expresion de PPARy a niveles de proteina en la linea celular HT-29. En
particular se observé una induccion de dos veces promedio de niveles de proteina PPARy cuantificados mediante
inmunotransferencia de tipo Western en células tratadas durante 24 horas con las moléculas C, Dy F.

[0104] En particular, las moléculas C y F inhiben la proliferacién de células epiteliales. Se evalud en la linea celular

HT-29 STD el papel de las moléculas en la regulacion de la proliferacion celular. Se evalud la proliferaciéon celular
mediante regulacion nuclear de proliferacion celular. Se evalud la proliferacion celular mediante tincion con Ki-67 de
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proteina nuclear expresada en células que proliferan, siendo necesaria la presencia de Ki-67 para mantener la
proliferacion celular. En comparacion con células no tratadas, la incubacion de células HT-29 durante 24 h con las
moléculas C y F (30 mM) dieron como resultado una inhibicion del 67% al 75% de la proliferacion celular.

[0105] Se obtuvieron resultados similares con los dos controles positivos rosiglitazona (10-5M) y 5-ASA (30 mM)
usados en sus concentraciones 6ptimas. La demostracion del efecto anti-mitdgeno potencial de las moléculas A, B y
D estaba limitado por sus efectos citotoxicos rapidos sobre las células epiteliales a esta concentracion.

[0106] EI compuesto F también induce la apoptosis de células epiteliales a través de PPARy. De manera similar a
rosiglitazona y 5-ASA, la molécula F mostré apoptosis en un 80% de células epiteliales identificadas mediante
marcaje de cortes de cadena de ADN usando un marcaje de extremo libre por dUTP de transferasa terminal
(TUNEL). De manera similar al experimento previo, las moléculas A, B y D inducian un efecto citotdxico rapido a 30
mM impidiendo el analisis de apoptosis celular.

Conclusién

[0107] Este ejemplo muestra especificamente la capacidad de los compuestos C y F para estimular la expresion y
activacion de PPARy y para regular la proliferacion de células epiteliales y la apoptosis. Ademas, los efectos
citotoxicos sobre las células epiteliales de los compuestos A, B, D (asi como también E a G) a 30 mM pueden estar
relacionados con la presencia en su estructura de un grupo acido hidroxamico sumamente reactivo que se sabe que
muestra una gran afinidad por muchas enzimas diversas.

Ejemplo de referencia 6

[0108] Se realizaron estudios de modelado molecular usando el software SYBYL version 6.9.1 (Tripos Associates
IncTM, St Louis, MO) ejecutandose en una estacion de trabajo de Silicon GraphicsTM. Se construyé un modelo
tridimensional de la forma zwitterionica de 5-ASA a partir de una biblioteca de fragmentos convencional, y
posteriormente se optimizd su geometria usando el campo de fuerza Tripos. Ya que la pKa de los compuestos se
desconoce todavia, se us6 la calculadora en linea SPARC para determinar las especies que se producian a pH
fisiolégico (7,4). Se construyeron modelos tridimensionales de los compuestos ionizados a partir de una biblioteca de
fragmentos convencional, y posteriormente se optimizé su geometria usando el campo de fuerza Tripos incluyendo
el término electroestatico calculado a partir de cargas atémicas de Gasteiger y Hiickel. El procedimiento de Powell
disponible en el procedimiento Maximin2 se usé para la minimizacién de la energia hasta que el valor del gradiente
era menor de 0,001 kcal/mol.A. La estructura del dominio de unién a ligando de PPARy humano se obtuvo a partir de
su estructura cristalina de rayos X compleja con tesaglitazar (AZ 242) disponible en el banco de datos de proteinas
RCSB (1171) (4,5). La fijacion flexible de los compuestos en el sitio activo de receptor se realiz6é usando el software
GOLD. Los modelos de fijacion mas estables se seleccionaron segun la conformacién mejor puntuada predicha por
las funciones de puntuacion GoldScore y X-Score. Los complejos se minimizaron energéticamente usando el
procedimiento Powell disponible en el procedimiento Maximin2 con el campo de fuerza Tripos y una constante
dieléctrica de 4.0 hasta que el valor de gradiente alcanzé 0,01 kcal/mol.A. La funcién de hibridacién se usé
definiendo el ligando una region caliente (10 A).

Estudios de fijacion

[0109] Los compuestos A a G se fijan de manera ajustada con el PPARy-LBD interaccionando por medio de
puente de hidrégeno con His-323, His-449, Tyr-473 y Ser-289 considerados

[0110] Los compuestos A a G se fijan de manera ajustada con el PPARy-LBD interaccionando por medio de
puente de hidrogeno con His-323, His-449, Tyr-473 y Ser-289 considerados como determinantes clave requeridos
para el reconocimiento molecular y la activacion de PPARy.

[0111] Se ha demostrado que los efectos anti-inflamatorios de los compuestos con estructura aminosalicilica
estaban mediados a través de PPARYy principalmente expresada por las células epiteliales. Los analisis de fijacion
revelaron que los compuestos mencionados, usados a una concentracién de 30 mM, activan PPARy, inducen su
expresion por las células epiteliales intestinales y ejercen una accién farmacoldgica sobre el componente inmuno-
inflamatorio de la enfermedad celiaca.

Conclusién

[0112] Se ha demostrado previamente que los efectos anti-inflamatorios de compuestos de férmula Il con
estructura amino-salicilica (como estructura 5-ASA) se mediaron a través del PPARy, expresado en las células
epiteliales a nivel de duodeno. El desarrollo racional de los compuestos A a G basandose en el analisis de fijacion
revelé que dichos compuestos, especificamente C, F, usados a una concentracion de 30 mM, activan PPARy e
inducen su expresion por las células epiteliales intestinales. Los compuestos también inhiben la proliferacién de
células epiteliales e inducen apoptosis, dos importantes mecanismos atribuidos a la activacién de PPARy. En
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particular, en relaciéon a las moléculas A, B, D, G se ha detectado que tienen efectos citotdxicos directos sobre las
células epiteliales a una concentracion de 30 mM, impidiendo el analisis de PPARy la activacion y regulacion y
evaluacion de la proliferacion celular y la apoptosis.

Ejemplo 7

[0113] Efectos de compuestos H - Q de férmula (1) sobre la activacion de PPARy

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Materiales

[0114] Se adquirid 5-ASA en Sigma-AldrichTM (St Quentin Fallavier, Francia). Se adquirié rosiglitazona en Spi

BioTM (Massy, Francia). Se sometieron a prueba los siguientes compuestos H — Q, que se encuentran dentro de la
férmula (1):
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Lineas celulares

[0115] Se hizo crecer de manera rutinaria la linea de células de carcinoma de colon HT-29 STD (ATCC HTB-38) en
DMEM complementado con FCS al 10% inactivado por calor y antibioticos. Se hicieron crecer las células en
monocapas, incubadas a 37°C en un 5% de CO2 y un 95% de humedad relativa.

Transfeccion transitoria con PPARy y estimulacién de células

[0116] Se transfectaron células HT-29 STD de manera transitoria usando el reactivo de transfeccion Effectene™
(QiagenTM) segun las instrucciones del fabricante. Para someter a prueba la activacion de PPARy se realizé la
transfeccion con 500 ng de un constructo de promotor minimo que contiene dos copias de PPRE obtenido del
citocromo p450 4A (2XCYP). También se transfectd el pldsmido de luciferasa de renilla (0,1 pg/pocillo) como control
interno para monitorizar la eficacia de la transfeccion y para normalizar la actividad de luciferasa de luciérnaga. Las
células transfectadas se dejaron durante 24 horas de incubacion a 37°C. Se realizaron estimulaciones tras la
incubacién de células durante 18 horas con los compuestos H-Q a una concentracion de 1 mM y en comparacion
con los dos ligandos sintéticos PPARy se usaron 5-ASA (30 mM) y rosiglitazona (10-5 M) como controles positivos.
Se ajustd el pH de las disoluciones de farmaco hasta 7,4 con NaOH. Se prepararon extractos de células totales
usando el tampon de lisis Passive (PromegaTM, Madison, Wis.). Se sometié a ensayo la actividad de la luciferasa en
20 pl del extracto usando el sistema de ensayo de luciferasa Dual de PromegaT'\’I segun el protocolo del fabricante.
Se sometieron a ensayo las transfecciones por triplicado en al menos tres experimentos separados. Se expreso la
actividad de la luciferasa como veces de la actividad obtenida en células tratadas con las diferentes moléculas
dividiendo entre la actividad de la luciferasa de células no estimuladas.

RESULTADOS

[0117] La activacion de PPARy da como resultado una cascada de reacciones que conducen a una unién de
elementos de secuencia de ADN especificos denominados elementos de respuesta a los proliferadores de
peroxisomas (PPRE).

[0118] Se someti6 a investigacion la actividad transcripcional de PPARy mediante transfecciones transitorias de
células epiteliales con los plasmidos de PPRE vy luciferasa de renilla. Para evaluar si los compuestos H - Q tenian
eficacia asi como también o incluso sobre 5-ASA para estimular la activacion de PPARy, se sometieron a prueba
estas moléculas a una concentracién de 1 mM. Se comparé el efecto de las nuevas moléculas a una concentracion
de 1 mM con 5-ASA vy rosiglitazona, usados como controles positivos a concentraciones 6ptimas de 30 mM y 10-5 M
respectivamente. Se estimularon las células con las diferentes moléculas durante 24 horas.

5-ASA para estimular la activaciéon de PPARYy, se sometieron a prueba estas moléculas a una concentracion de 1
mM. Se comparo el efecto de las nuevas moléculas a una concentracion de 1 mM con 5-ASA y rosiglitazona, usados
como controles positivos a concentraciones 6ptimas de 30 mM y 10-5 M respectivamente. Se estimularon las células
con las diferentes moléculas durante 24 horas.

[0119] El analisis de la actividad de PPARy en células HT-29 transfectadas demostré que dichos compuestos 40 a
1 mM aumentaron la actividad del gen indicador en 4,8+0,71; 2,73+0,31; 2,64+0,46; 3,4+0,97 veces
respectivamente, mostrando de ese modo una actividad similar o superior a 5-ASA a 30 mM (2,8+0.7) y rosiglitazona
a 10-5 M (3,17+0,29).

[0120] Existen pruebas de la capacidad de las moléculas H - Q que se encuentran en compuestos de férmula ()

de la invencién, para aumentar la actividad de PPARy en células HT-29 transfectadas, mostrando una actividad
similar o incluso superior a 5-ASA a 30 mM y rosiglitazona a 10-5 M.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (1)

en la que

R1y R2, iguales o diferentes entre si, se seleccionan del grupo que comprende -H o un grupo alquilo lineal o
10 ramificado que tiene de 1 a 6 carbonos,

Y y Z, iguales o diferentes entre si, se seleccionan del grupo que comprende -H, -OH, -COOH, -ORS3, -

CH(OR3)COOH,

en el que R3 se selecciona de H, un grupo alquilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 6 carbonos, y ésteres o

sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, para su uso en el tratamiento del componente inmuno-
15 inflamatorio de la enfermedad celiaca.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto se selecciona del grupo que comprende:
20 - acido (+) 3-(3’-aminofenil)-2-hidroxi-propiénico de férmula

OH

OH

acido 2-(4-aminofenil)-2-metoxiacético,
25 acido 2-(3-aminofenil)-2-etoxiacético,
acido 2-(4-aminofenil)-2-etoxiacético,
acido 3-(4’-aminofenil)-2-metoxipropionico de férmula

o

OH

NH,

30
acido 3-(4’-aminofenil)-2-etoxipropionico de férmula
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N0

o
OH
NH,

acido 3-(3’-aminofenil)-2-metoxipropionico de formula

‘\0
(o]
OH
NH,,

acido 3-(3’-aminofenil)-2-etoxipropionico de férmula

)
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