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DESCRIPCION
Uso de 24-norUDCA

La presente invencion se refiere a nuevos usos del acido 24-nor-ursodesoxicolico (norUDCA) tal y como se definen
en las reivindicaciones.

El acido ursodesoxicolico (UDCA), el acido biliar de origen natural, que se puede encontrar en pequefias cantidades
en la bilis y en la sangre de los seres humanos, es un farmaco ampliamente utilizado para el tratamiento de
enfermedades hepaticas, en donde una de las areas de indicacién mas importantes del UDCA es la disolucién de los
calculos biliares y el tratamiento de la cirrosis biliar primaria (PBC) y colangitis esclerosante primaria (PSC). EIl UDCA
es un acido biliar natural citoprotector, estabilizador de membrana y con efectos anti-apoptéticos. Por otra parte, el
UDCA disminuye los niveles séricos de bilirrubina, transaminasas y fosfatasa alcalina como marcador de la
colestasis (Trauner & Graziadei 1999, Beuers & Paumgartner 2002).

Los estudios de UDCA en pacientes que sufren de enfermedades del higado, especialmente los pacientes con PBC,
han demostrado que la administracion de UDCA aumenta la velocidad de flujo de la bilis desde los hepatocitos,
combatiendo de este modo la colestasis y diluyendo e inhibiendo los acidos biliares toxicos, que son los principales
responsables de la lesidon de los hepatocitos. Ademas, el UDCA también es capaz de inhibir la respuesta inmune en
el higado reduciendo la lesion inmunolégica de los conductos biliares y del higado. UDCA- como hemos dicho - se
utiliza regularmente para tratar PSC y PBC.

La PSC, que afecta principalmente a los machos, es una enfermedad inflamatoria de los conductos biliares, lo que
puede conducir a la colestasis (bloqueo del transporte de bilis al intestino). El bloqueo de los conductos biliares
conduce a la acumulacién de acidos biliares en el higado y en la bilis, dafa el higado y eventualmente causa la
insuficiencia hepatica. La mayoria de los pacientes que sufren PSC muestran también una inflamacién cronica del
colon (por ejemplo, colitis ulcerosa). La inflamaciéon del conducto biliar puede afectar también al tejido hepatico
circundante y dar lugar a una cicatrizacién de los conductos biliares pequefios y grandes, lo que causara que la
constriccion del sistema biliar. En consecuencia, esta constriccion conduce a una secrecién alterada de liquido biliar
dafando aun mas el higado. En el transcurso de la enfermedad se pueden desarrollar cirrosis hepatica y
colangiocarcinoma. También PBC es una enfermedad inflamatoria de los conductos biliares, que afecta inicialmente
los conductos biliares mas pequefios y finalmente da como resultado cirrosis hepatica. En contraste con PSC, PBC
afecta principalmente a las hembras y no esta relacionada con las enfermedades inflamatorias del colon.

El método mas eficaz para el tratamiento de PBC y PSC es el trasplante de higado. Hasta ahora el Unico tratamiento
farmacologico prometedor de ambas enfermedades implica el uso de UDCA. En la actualidad, el UDCA es el Unico
farmaco aprobado para el tratamiento de enfermedades hepaticas colestasicas (Paumgartner y Beuers 2002). El
UDCA se utiliza en PBC a una dosis de 12-15mg/ kg/ dia (generalmente 1000-1500 mg) administrado por via oral
una vez o dos veces al dia. Este uso ha sido aprobado por la “Food and Drug Administration” de EE.UU. Se ha
afadido colchicina al tratamiento con UDCA. La colchicina se prescribe a una dosis de 0,6 mg dos veces al dia,
debido a sus potenciales efectos anti-inflamatorios y anti-fibréticos. Varios estudios han demostrado mejoras leves
en las pruebas hepaticas utilizando colchicina. Sin embargo, ninguno encontré un beneficio para la histologia
hepatica o la supervivencia de pacientes con PBC. El metotrexato, un agente inmunsupresor, es otro farmaco que
ha sido probado en la PBC. Se administra a una dosis de 15 mg por semana. En estudios pequefios, el metotrexato
ha mejorado los sintomas, los analisis de sangre del higado y la progresion de la histologia cuando se utiliza durante
varios afios. Sin embargo, el metotrexato provoca efectos secundarios graves, incluyendo supresion de la médula
Osea, el empeoramiento de la enfermedad hepatica y fibrosis pulmonar potencialmente mortal.

El UDCA tiene eficacia limitada en PSC y no se ha demostrado que prolongue la supervivencia (libre de trasplante
de higado Trauner y Graziadei 1999, & Paumgartner Beuers 2002). Los ensayos en curso examinan si las dosis
altas de UDCA pueden ser mas eficaces. En particular, el UDCA reduce el riesgo de cancer de colon en pacientes
con PSC y colitis ulcerosa. Sobre la base de la hipétesis de que la PSC tiene una causa inmunolégica, Se han
probado corticosteroides y otros inmunosupresores. Los corticosteroides orales produjeron una mejoria inicial en el
perfil bioquimico. Sin embargo, la falta de pruebas para el beneficio a largo plazo, asi como la desmineralizacion
6sea, son un argumento en contra de la utilizacién de este régimen. Otros medicamentos como la cazatioprina, la
ciclosporina, probados en asociacion con corticosteroides y UDCA, nunca han sido evaluados por si solos en la
terapia de la PSC. El metotrexato y la D-penicilamina también demostraron ser ineficaces. Por lo tanto, la terapia
farmacologica para la PSC necesita todavia ser optimizada (Trauner & Graziadei 1999, Beuers & Paumgartner
2002).

El tratamiento endoscépico en pacientes con PSC estricturas sintomaticas dominantes, calculos biliares o restos se
considera que es una opcidon valiosa ademas del tratamiento médico. Los pacientes con PSC sometidos a
tratamiento endoscdépico tenian una mayor supervivencia, que era mucho mayor que la predicha a partir de los
modelos de supervivencia.

El trasplante ortotépico de higado es una terapia eficaz para PSC y hasta ahora la Unica opcién para salvar la vida
de la enfermedad en fase terminal. Después del trasplante, sin embargo, PSC tiende a reaparecer en 15-30% de los
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pacientes, y también hay una alta tasa de recurrencia de estenosis biliares, rechazo crénico, y colangitis reflujo.
Desafortunadamente, el uso de inmunosupresores no mejora la supervivencia y la recurrencia de la enfermedad. Por
lo tanto, existe una necesidad urgente de un tratamiento eficaz de drogas prevencion de progresion de la
enfermedad de PSC, asi como la recurrencia después del trasplante hepatico (Trauner & Graziadei 1999, Beuers &
Paumgartner 2002).

Aunque el UDCA, que se tolera bien con la excepcion de raros episodios de diarrea y prurigo (Trauner & Graziadei
1999, Beuers & Paumgartner 2002), se utiliza principalmente para el tratamiento de enfermedades hepaticas
colestasicas, la eficacia del UDCA en PSC y en pacientes con enfermedades hepaticas como la colestasis
intrahepatica familiar progresiva de tipo 3 es muy limitada (Trauner & Graziadei 1999, Jacquemin, Hermans, et al.
1997, Jacquemin 2000, Ismail, Kalicinski, et al. 1999).

En el documento EP0652773B1 se describe el uso de derivados nor y homo de acidos biliares, opcionalmente
conjugados con taurina, glicina o alanina, como potenciadores de la absorcién de medicamentos por via enteral y
otras vias no parenterales. Estos derivados muestran propiedades lipéfilas y detergentes y no se metabolizan por la
flora bacteriana intestinal.

El documento EP0624595B1 describe derivados nor diméricos de acidos biliares para el uso en un medicamento,
especialmente apropiado para el tratamiento de la hiperlipidemia. Las sustancias descritas en la misma consisten en
dos derivados de acidos biliares individuales, que estan unidos covalentemente entre si.

El documento US4892868 describe el acido 22-metil-nor-ursodesoxicolico y el acido 23-metil-ursodesoxicolico que
se utilizan para tratar los trastornos de la funcién hepatobiliar, con particular referencia al metabolismo del colesterol
y a la produccién de bilis (por ejemplo, para el tratamiento de la colestasis).

Es un objeto de la presente invencion proporcionar productos farmacéuticos alternativos para el tratamiento de
enfermedades hepaticas crénicas, seleccionadas entre el carcinoma hepatocelular y el colangiocarcinoma, que son
mas eficaces que los farmacos conocidos como el acido ursodesoxicolico y muestran menos efectos secundarios
que el metotrexato.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere al uso del acido 24-nor-ursodesoxicdlico y/o sus sales
farmacéuticamente aceptables para uso en el tratamiento y/o la prevencion del carcinoma hepatocelular y el
colangiocarcinoma.

De forma inesperada resulté que un medicamento o composicién farmacéutica que comprende acido 24-nor-
ursodesoxicolico, un andlogo de cadena lateral Cy3 corta del acido ursodesoxicélico (UDCA) acido biliar Cps de
origen natural, y/o sus sales farmacéuticamente aceptables puede ser empleado con éxito para el tratamiento de
diversas enfermedades hepaticas, porque esos analogos influyen en las propiedades fisiolégicas de los acidos
biliares (Hofmann 1999, Schmassmann, Hofmann, et al., 1990, Yoon, Hagey, et al. 1986, Cohen, Hofmann, et al.
1986). Aunque ambas sustancias son estructuralmente muy similares ambas sustancias muestran caracteristicas
diferentes cuando se administran a mamiferos (véase, por ejemplo Yoon YB, Hagey LR, et al., 1986).

El acido 24-nor-ursodesoxicolico y sus sales conducen a la induccién de la secrecion de bicarbonato biliar, lo que
diluye el contenido biliar téxico y protege a las células epiteliales del conducto biliar contra el estrés oxidativo ya que
el bicarbonato es un limpiador potente para especies reactivas de oxigeno. Esto conduce a la reconstitucion de la
funcién de barrera del colangiocito y detendra la pericolangitis en curso y la fibrosis periductal posterior, reduciendo
al minimo la lesion de las células epiteliales del conducto biliar del lumen del conducto biliar. Ademas, el acido 24-
nor-ursodesoxicolico y sus sales resultd tener también efectos anti-inflamatorios y anti-fibroticos.

A diferencia del acido 24-nor-desoxicolico y sus sales, el acido ursodesoxicolico sélo mejora la fibrosis periductal de
los conductos biliares lobulares y aumenta los niveles séricos de alanina aminotransferasa (ALT) e induce infartos
biliares. Sin embargo, el acido ursodesoxicélico no mejora la enfermedad del conducto pequefio. Los efectos
divergentes de ambos acidos biliares en lo que respecta a la lesion hepatica puede estar relacionado con las
diferencias en el nivel de secrecion de la bilis es decir, que el acido 24-nor-ursodeoxicolico y sales estimulan
principalmente la secrecion ductular mientras que el acido ursodesoxicolico estimula la secrecién canalicular de la
bilis aguas arriba de los conductos afectados.

La administracion de acido 24-nor-desoxicolico y sus sales induce la desintoxicacion del acido biliar a través de la
hidroxilacion, la sulfatacion y glucuronidacion dando como resultado metabolitos de acidos biliares con una mejor
solubilidad en el agua y por lo tanto menos téxicos, que diluyen los acidos biliares téxicos en la bilis ductular e
inducen un coleresis ductular rica en bicarbonato reduciendo el estrés oxidativo.

La generacion de una coleresis rica en bicarbonato por el acido 24-nor-ursodeoxicélico y sus sales también tiene
implicaciones terapéuticas en las colangiopatias humanas (por ejemplo, PSC, PBC, el rechazo del injerto hepatico
cronico, la colangitis destructiva no supurativa), como derivacion colehepatica da como resultado un flujo continuo de
moléculas a través del epitelio ductal biliar que ayuda a los conductos biliares alterados a manejar mejor el estrés
toxico/oxidativo. Por ejemplo, sulindaco, un AINE que también experimenta derivacion colehepatica en los seres
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humanos, se ha demostrado que mejora las enzimas hepaticas en pacientes con PBC con respuesta incompleta al
tratamiento con UDCA.

Los métodos para la preparacion de acido 24-nor-ursodesoxicolico y sus sales son conocidos por el experto en la
técnica y se pueden preparar preferiblemente mediante un método como se describe en Schteingart CD y Hofmann
AF (J. Lip. Res. 29 (1988): 1387-1395).

Por supuesto, el medicamento segun la presente invencion puede usarse en seres humanos, asi como en los
mamiferos (por ejemplo, cerdos, caballos, primates, ganado, gatos, perros).

Un medicamento que comprende el acido 24-nor-desoxicolico y sus sales puede ser utilizado para la
prevencion/quimioprevencion del carcinoma de higado, seleccionado entre el carcinoma hepatocelular y el
colangiocarcinoma. También pueden ser tratados con este farmaco el rechazo del injerto hepatico crénico y la
colangitis destructiva no supurativa.

Especialmente las enfermedades que son un resultado o consecuencia de una lesién de la via biliar pueden ser
tratadas por un medicamento que comprende el acido 24-nor-ursodeoxicolico y sus sales.

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) como el ibuprofeno reducen la inflamacién portal y
lobular en el higado (que dara lugar a la fibrosis periductal y a la proliferacion ductular) y la formacién del carcinoma
hepatocelular (HCC) (Pikarsky, Porat, et al. 2004). Dado que el acido 24-nor-ursodesoxicolico y sus sales exhiben
también propiedades anti-inflamatorias, el acido 24-nor-ursodesoxicélico puede utilizarse solo o en combinacién con
otros farmacos anti-inflamatorios, como los AINE (por ejemplo, ibuprofeno, sulindaco (Bolder, Tran, et. al 1999)).

Segun una realizacion preferida de la presente invencion el acido 24-nor-ursodesoxicolico y sus sales pueden
formularse para administracién oral o intravenosa, en donde estas formulaciones comprenden ademas
transportadores farmacéuticamente aceptables, adyuvantes, excipientes y/o vehiculos.

Las formas de dosificacion sélidas para administracion oral pueden incluir comprimidos, preferiblemente
efervescentes o tabletas masticables, capsulas, pildoras, polvos y granulos. En tales formas de dosificacion sélidas,
el acido 24-nor- ursodesoxicélico se pueden mezclar con sustancias usadas normalmente como sacarosa, manitol,
sorbitol, almidon y derivados de almiddn, lactosa, agentes lubricantes (por ejemplo estearato de magnesio),
disgregantes y agentes amortiguadores. Las tabletas y pildoras pueden prepararse también con recubrimientos
entéricos con el fin de evitar que el acido 24-nor-ursodesoxicélico se vea afectado por los acidos y enzimas del
estdbmago. Como comprimidos de liberacién inmediata, estas composiciones pueden comprender ademas celulosa
microcristalina y/o fosfato dicalcico.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral pueden incluir emulsiones farmacéuticamente
aceptables, disoluciones, suspensiones y jarabes que contienen diluyentes inertes usados comunmente en la
técnica, tales como el agua. Estas formas de dosificacion pueden contener celulosa microcristalina para impartir
volumen, acido alginico o alginato sédico como agente de suspension, metilcelulosa como un potenciador de la
viscosidad, y agentes edulcorantes/aromatizantes. Cuando se administra por aerosol nasal o inhalacién, las
composiciones segun la presente invencion se pueden preparar como disoluciones en disolucién disolucién salina,
empleando alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de absorcidon para mejorar la
biodisponibilidad, fluorocarbonos y/o otros agentes solubilizantes o dispersantes.

Los supositorios para administracion rectal del acido 24-nor-ursodesoxicélico se pueden preparar mediante la
mezcla de los compuestos o las composiciones con un excipiente no irritante adecuado tal como manteca de cacao
y polietilenglicoles que son soélidos a temperatura ambiente pero liquidos a temperatura rectal, de tal manera que se
fundiran en el recto y liberaran el acido 24-nor-ursodesoxicolico y opcionalmente otros compuestos activos presentes
en dichos supositorios.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles, pueden
formularse de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes adecuados, agentes humectantes y/o
agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una disolucién o suspension inyectable
estéril en un diluyente o disolvente no téxico parenteralmente aceptable. Entre los vehiculos y disolventes
aceptables que se pueden usar esta el agua y una disolucién de cloruro de sodio isoténica. Los aceites fijos estériles
también se utilizan convencionalmente como disolvente o medio de suspension.

De acuerdo con la presente invencion las formas de dosificacion que comprenden el acido 24-nor-ursodesoxicolico
pueden incluir ademas excipientes convencionales, preferiblemente sustancias de transporte organicas o
inorganicas farmacéuticamente aceptables que no reaccionan con el compuesto activo. Los transportadores
farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, por ejemplo, agua, disoluciones salinas, alcohol, aceites,
preferiblemente aceites vegetales, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, agentes
tensioactivos, aceites esenciales, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, es de acidos grasos de petroetral,
hidroximetil-celulosa y polivinilpirrolidona. Las preparaciones farmacéuticas pueden esterilizarse y, si se desea,
mezclarse con agentes auxiliares, como lubricantes, conservantes, estabilizantes, agentes humectantes,
emulsionantes, sales para influir en la presidon osmotica, amortiguadores, colorantes, sustancias aromatizantes y/o

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 550204 T3

aromaticas que no reaccionar de forma perjudicial con los compuestos activos. Para la aplicacion parenteral, los
vehiculos particularmente adecuados consisten en disoluciones, preferiblemente disoluciones oleosas o acuosas,
asi como suspensiones, emulsiones, o implantes.

Se conocen diversos sistemas de liberacion y se pueden utilizar para administrar acido 24-nor-ursodesoxicolico,
incluyendo, por ejemplo, encapsulacion en liposomas, emulsiones, microparticulas, microcapsulas y microgranulos
(por ejemplo EP1317925). La dosis requerida se puede administrar como una sola unidad o en una forma de
liberacién prolongada.

La biodisponibilidad del acido 24-nor-ursodeoxicolico se puede mejorar mediante la micronizacion de las
formulaciones utilizando técnicas convencionales tales como trituracion, molienda y secado por atomizacién en
presencia de los excipientes adecuados o de agentes tales como fosfolipidos o tensioactivos.

Segun la invencion el acido24-nor-ursodesoxicolico se pueden formular en forma de una sal o farmacéuticamente
aceptable. Las sales farmacéuticamente aceptables del acido24-nor-ursodesoxicolico incluyen preferiblemente sales
metalicas, en particular sales de metales alcalinos, u otras sales farmacéuticamente aceptables. Las sales de
adicién de acidos farmacéuticamente aceptables adecuadas se pueden preparar a partir de acidos inorganicos,
como acido clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, nitrico, carbénico, sulfurico y fosférico, o acidos organicos, como los
acidos alifaticos, cicloalifaticos, aromaticos, heterociclicos, carboxilicos y sulfénicos, tales como, acido férmico,
acético, propidnico, succinico, glicolico, glucénico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascérbico, glucurénico, maleico,
fumarico, pirdvico, aspartico, glutamico, benzoico, etanosulfénico, antranilico, mandélico, mesilico, salicilico, p-
hidroxibenzoico, fenilacético,  metanosulfénico, bencenosulfénico, pantoténico,  toluenosulfénico, 2-
hidroxietanosulfénico, algénico, sulfanilico, estearico, p-hidroxibutirico, ciclohexilaminosulfénico, galactarico y
galacturonico. Las sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables incluyen sales metalicas elaboradas a
partir de litio, aluminio, calcio, magnesio, potasio, sodio y zinc o sales organicas hechas a partir de aminas primarias,
secundarias y terciarias y aminas ciclicas. Todas las sales de 24-nor-acido ursodesoxicdlico se pueden preparar por
métodos conocidos en el estado de la técnica (por ejemplo haciendo reaccionar acido 24-nor-ursodesoxicélico con el
acido o base apropiada). Los métodos para la fabricacion de un medicamento de acuerdo con la presente invencion
que comprende acido 24-nor-ursodesoxicolico y formulado para la administracion como se describe en el presente
documento se pueden encontrar, por ejemplo, en el "Handbook of Pharmaceutical Manufacturing Formulaciones"
(Sarfaraz K Niazi, CRC Press LLC, 2.004).

El medicamento comprende preferiblemente una cantidad eficaz de acido 24-nor-ursodesoxicolico y un transportador
y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el medicamento comprende de 10 a 8000 mg,
preferiblemente de 25 a 5000 mg, mas preferiblemente de 50 a 1500 mg, en particular de 250-500 mg, de acido24-
nor-ursodesoxicolico.

En promedio el acido 24-nor ursodesoxicolico y/o sus sales farmacéuticamente aceptables se pueden administrar a
un paciente preferiblemente en una cantidad de 25 mg a 5 g, preferiblemente de 100 mg a 2,5 g, en particular de
800 mg a 1,5 g por dia. Sin embargo, se administra mas preferiblemente a un paciente 1 g de acido 24-nor-
ursodesoxicolico y/o de sus sales farmacéuticamente aceptables. Se observa ademas que el acido 24-nor-
ursodesoxicolico y/o sus sales farmacéuticamente aceptables pueden administrarse a un individuo en 1-100
mg/kg/d, preferiblemente de 5-50 mg/kg/d, mas preferiblemente 10-25 mg/kg/d, en particular 12-15 mg/kg/d. Dichas
cantidades se administran en una vez o preferiblemente en mas de una dosis (al menos 2, 3, 4, 5 6 10 dosis) por
dia. El medicamento o la composicién farmacéutica segun la presente invencion se pueden administrar durante mas
de una semana, preferiblemente durante mas de cuatro semanas, mas preferiblemente durante mas de seis meses,
lo mas preferiblemente durante mas de un afio, en particular, durante toda la vida.

El acido 24-nor-ursodesoxicolico se pueden administrar no sélo en combinacion con transportadores
farmacéuticamente aceptables y en las formas de dosificacion que se describen en la presente memoria, sino, por
supuesto, también en combinacién con uno o mas ingredientes activos adicionales (por ejemplo, acido
ursodesoxicolico, AINE, como sulindaco y el ibuprofeno), que se sabe que son también eficaces para tratar la
misma enfermedad o similares (por ejemplo, el acido ursodesoxicdlico) o contra otras enfermedades, que pueden se
preferiblemente resultado de una enfermedad hepatica.

La presente invencion se ilustra a continuacion mediante las siguientes figuras y ejemplo.
Fig. 1. El norUDCA cura la colangitis esclerosante en ratones Mdr2”.

(A) la histologia hepatica (tincion H & E) en ratones Mdr2” (KO), ratones Mdr2” (KO + UDCA) y ratones Mdr2” (KO
+ norUDCA) alimentados con la dieta de control (Ampliacion x 10). La enfermedad de los conductos biliares grandes
pronunciada en KO (puntas de flecha), reducida significativamente en KO+UDCA (puntas de flecha) y ausente en
KO + norUDCA. (B) colangitis esclerosante en KO con fibrosis periductal, células epiteliales del conducto biliar
alteradas e infiltrado inflamatorio mixto. Estas caracteristicas se mejoran en KO + UDCA y estan ausentes en KO +
norUDCA (aumento x 40). (C) La tincién con rojo sirio muestra fibrosis significativa con fibras de colageno
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periductales (rojo) en KO. Reduccidon moderada de la fibrosis en KO + UDCA y reduccion aun mas pronunciada en
KO + norUDCA (Ampliacion de b, ¢ x 40); bd, conducto biliar.

Fig. 2. El norUDCA reduce significativamente el contenido de hidroxiprolina hepatica en Mdr2™.

Contenido de h|dr0X|proI|na hepatica en el tipo silvestre (WT), en ratones Mdr2 (KO) alimentados con la dieta
control, en ratones Mdr2” (KO+UDCA) alimentados con UDCA y en ratones Mdr2” (KO+norUDCA) alimentados con
Nor-UDCA. El contenido de hidroxiprolina hepatica es significativamente mayor KO en comparacion con WT y se
reduce a niveles basales en KO+norUDCA. Los valores son promedios + SEM de n = 5 por grupo. p <0,05, WT vs.
KO; KO vs KO+norUDCA.

Fig. 3. El norUDCA reduce significativamente la infiltracion/extravasacion portal de neutréfilos en Mdr2™.

Inmunohlstqu|m|ca para CDIlb (rojo, tinciéon de neutrdéfilos) de ratones Mdr2 (KO) alimentados con la dieta control,
en ratones Mdr2” (KO+UDCA) alimentados con UDCA y en ratones Mdr2” (KO+norUDCA) alimentados con Nor-
UDCA de (A) interlobular y (B) conductos biliares lobulares. (C) Cuantificacion de las células CD11b-positivas por 20
campos portales. El norUDCA reduce significativamente el nimero de células CD11b-positivas en Mdr2”. Los
valores son promedios +SEM de n= 3 por grupo. p <0,05.

Fig. 4 El norUDCA inhibe la expresion de la molécula de adhesién celular vascular portal (VCAM) en ratones
Mdr2”

Inmunohistoquimica para VCAM (rojo) en los conductos b|||ares interlobulares (A) y lobulares (B) de ratones Mdr2
(KO) alimentados con la dieta control, en ratones Mdr2” (KO+UDCA) alimentados con UDCA y en ratones Mdr2”
(KO+norUDCA) alimentados con Nor-UDCA. (A) No hay diferencia obvia en la expresion de VCAM portal entre KO y
KO+UDCA mientras que KO + norUDCA muestra una expresion significativamente menor en las proliferaciones de
los conductos biliares. (B) A nivel de los conductos biliares lobulares tanto el UDCA como el norUDCA reducen la
expresion de VCAM colangiocelular.

Fig. 5. El norUDCA inhibe la proliferacion de los hepatocitos y colangiocitos en ratones Mdr2”.

Inmunohistoquimica de Ki-67 (rojo) en los hepatocitos (A) y colangiocitos (B) de ratones Mdr2” (KO) alimentados
con la dieta control, en ratones Mdr2” (KO+UDCA) alimentados con UDCA y en ratones Mdr2” (KO+norUDCA)
alimentados con Nor-UDCA. (A) Numerosos hepatocitos positivos para Ki-67 en KO y KO + UDCA vy nucleos
positivos dispersos en KO + norUDCA. (B) Numerosos colangiocitos positivos para Ki-67 en KO, pocos colangiocitos
positivos (cabezas de flecha) en KO + UDCA y KO + norUDCA, respectivamente. (C) Numero de hepatocitos
positivos para Ki-67 por 30 HPF y (D) numero de colangiocitos positivos para Ki-67 positivos por 20 campos
portales. Sélo el norUDCA reduce significativamente el nimero de hepatocitos y colangiocitos que proliferan. Los
valores son promedios + SEM de n = 3 por grupo. p <0,05, * WT vs. KO; + WT vs. KO +UDCA; 1 KO vs norUDCA.

Fig. 6. Correlacion positiva entre la produccion de bicarbonato biliar y el flujo de bilis en Mdr2”.

Se represento la produccién de bicarbonato biliar frente al flujo de bilis en ratones Mdr2” alimentados con la dieta
control (control, circulos ablertos) en ratones Mdr2” (KO+UDCA) alimentados con UDCA (UDCA, tridngulos
abiertos) y en ratones Mdr2” (KO+norUDCA) alimentados con nor-UDCA (norUDCA circulos cerrados) Notese la
correlacion positiva entre la produccion de bicarbonato y el flujo de bilis, asi como la agrupacion de los animales
tratados con Nor-UDCA que muestran la produccién de bicarbonato mas alta en la parte superior derecha.

Fig. 7. Mecanismos terapéuticos sugeridos del norUDCA en los ratones Mdr2”.

El norUDCA es absorbido por los hepatocitos y se secreta en los canaliculos y conductos biliares y donde es
absorbido por los colangiocitos que llevan a la secrecion del bicarbonato ductular. El norUDCA se secreta de nuevo
en el plexo peribiliar y se deriva de nuevo a los hepatocitos (derivacion colehepatica). EI norUDCA induce la
expresion de Sult2a1 etc. y Mrp3 y Mrp4 que desintoxican las sales biliares y las hace susceptibles de eliminacion
renal.

Fig. 8. Estructura quimica del norUDCA (acido 3-alfa, 7-alfa-dihidroxi-24-nor-5-beta-colan-23-oico).
Ejemplo 1:

Los ratones con alteracion dirigida del gen (ABCB4) Mdr2 codifica una flipasa fosfolipido canalicular desarrollan
colangitis esclerosante con las caracteristicas macroscopicas y microscopicas parecidas a las observadas en la
colangitis esclerosante humana (por ejemplo, la colangitis esclerosante primaria, PSC) (Fickert, Zollner, et al. 2.002,
Fickert, Fuchsbichler, et al. 2004). Las lesiones del conducto biliar en estos ratones esta vinculada a la secrecion
defectuosa de fosfolipidos biliares dando como resultado un aumento de la concentracién de acidos biliares no
micelares libres que posteriormente causan la lesion de las células epiteliales del conducto biliar (colangiocitos), la
pericolangitis, la fibrosis periductal con la proliferacion ductular y, finalmente, la colangitis esclerosante (Fickert ,
Fuchsbichler, et al. 2004, Lammert, Wang, et al. 2004). Ademas de la oportunidad de estudiar nuevas estrategias de
tratamiento para PSC este modelo puede ser relevante para probar terapias para el amplio espectro de
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enfermedades de higado humano que resultan de mutaciones MDR3 (ortélogo humano de Mdr2) que van desde la
colestasis neonatal a la enfermedad de higado adulto (Jansen & Sturm 2003).

En la actualidad, el UDCA es el Unico farmaco aprobado para el tratamiento de enfermedades hepaticas
colestasicas (Paumgartner y Beuers 2002). Sin embargo la eficacia de UDCA en PSC y en pacientes con
enfermedades hepaticas debidas a mutaciones MDR3 (por ejemplo colestasis tipo 3 intrahepatica familiar
progresiva) es limitada (Trauner y Graziadei 1999, Jacquemin, Hermans, et al. 1997, Jacquemin 2000, Ismail,
Kalicinski, et. al 1999). Acortamiento de la cadena lateral de UDCA podria aumentar su eficacia terapéutica ya que
esta modificacion influye significativamente en las propiedades fisiolégicas de acidos biliares (Hofmann 1999,
Schmassmann, Hofmann, et al., 1990, Yoon, Hagey, et al., 1986, Cohen, Hofmann, et al. 1986). El norUDCA, un
analogo Cz3 de UDCA de cadena lateral acortada, es un agente colerético potente en diferentes roedores (por
ejemplo, hamster, rata, cobaya) que padecen derivacidon colehepatica extensa e induciendo la secrecion de
bicarbonato biliar a nivel del conducto biliar (Yoon, Hagey, et al. 1986, Cohen, Hofmann, et al. 1986). A diferencia de
UDCA, los efectos del norUDCA nunca han sido estudiados en la colestasis. Para probar la hipétesis de que la
derivacion colehepatica de un acido biliar no téxico puede ser beneficiosa en el tratamiento de colangiopatias se
investigaron los efectos del norUDCA en ratones Mdr2” como un modelo de la colangitis esclerosante (Fickert,
Fuchsbichler, et al 2004). En este ejemplo se examinan los efectos positivos del norlUDCA en el tratamiento de
enfermedades hepaticas humanas causadas por mutaciones MDR3 y colangiopatias humanas, como la colangitis
esclerosante (por ejemplo, PSC).

1.1. Materiales y métodos
1.1.1. Experimentos con Animales.

Se obtuvieron ratones Mdr2” (fondo de FVB/N) de Jackson Laboratory (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
EE.UU.). Los ratones fueron alojados con un ciclo de 12: 12 horas luz-oscuridad y se les permitié el consumo ad
libitum de agua y una dieta estandar para raton (Sniff, Soest, Alemania).

1.1.2. La alimentacién con &cidos biliares a ratones Mdr2”".

Mdr2” de dos meses de edad (fase en la que cuando la colangitis esclerosante ya esta totalmente establecida en
estos animales (Fickert, Zollner, et al 2002) fueron o bien alimentados con una dieta suplementada con norUDCA
(0,5%, wiw) o con UDCA como comparador clinico (0,5% w/w) durante 4 semanas y se comparé con los Mdr2”
alimentados con la dieta estandar y con los controles de tipo silvestre.

1.1.3. Histologia hepatica.

Para la microscopia de luz convencional, los higados se fijaron en una disolucién de formaldehido amortiguado
neutro al 4% y embebidos en parafina. Las secciones (4 um de espesor) fueron tefiidas con tincién H & E y rojo sirio,
respectivamente. Las secciones fueron catalogadas y examinadas por un patélogo (H.D.) que ignoraba el
tratamiento de los animales.

1.1.4. Bioquimica sérica de rutina.

Las muestras de suero se almacenaron a -70°C hasta que se realiz6 el andlisis de la alanina transaminasa (ALT) y
de la fosfatasa alcalina (AP) por quimica clinica de rutina en un analizador Hitachi 717 (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania). Para la determinacién de los niveles de acidos biliares totales en suero, se utilizé un ensayo
de deshidrogenasa 3-alfa-hidroxiesteroide comercial (Ecoline S+; DiaSys, Holzheim, Alemania).

1.1.5. Inmunohistoquimica para la alfa-SMA.

La inmunohistoquimica para la alfa-SMA se realizé6 con secciones de parafina (4 micras de espesor) tratadas con
microondas (0,01 mmol/L de tampdn citrato pH 6,0) utilizando el ratbn monoclonal anti alfa-SMA (dilucién 1:500,
Sigma, St Louis, MO). La unién del anticuerpo se detecté usando el sistema ABC (Dako, Glostrup, Dinamarca)
utilizando R-amino-9-etil-carbazol (AEC; Dako) como sustrato.

1.1.6. Inmunohistoquimica para el marcador de proliferacion Ki-67.

La inmunohistoquimica para Ki-67 se realizé con secciones de parafina (4 m de espesor) tratados con microondas
(0,01 mmol/L de tampén citrato pH 6,0) usando un anticuerpo anticuerpo anti-Ki-67 policlonal de conejo (dilucién 1:
750, Novocastra, Newcastle upon Tyne, Reino Unido). La unién del anticuerpo se detectd usando el sistema ABC
(Dako) usando AEC (Dako) como sustrato. El nimero de hepatocitos proliferantes se calculé contando los nucleos
positivos en 30 campos de alta potencia en secciones de 3 animales en cada grupo. El nimero de células epiteliales
del conducto biliar proliferantes se calculé contando nucleos positivos en 20 campos portales en secciones de 3
animales en cada grupo.
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1.1.7. Inmunohistoquimica para el marcador CD-11b de neutréfilos.

Para cuantificar los neutréfilos se detectaron las células CD-11B positivas como se describié anteriormente (Fickert,
Fuchsbichler, et al. 2004) con la modificacién de que la unién del anticuerpo se detectd usando el sistema ABC
(Dako) usando AEC (Dako) como sustrato. El nimero de neutréfilos se calculd contando las células positivas en 20
campos portales en secciones de 3 animales en cada grupo.

1.1.8. Inmunohistoquimica para la molécula de adhesion celular vascular (VCAM).

La inmunohistoquimica para VCAM se llevd a cabo con criosecciones fijadas en acetona utilizando el raton
monoclonal anti CD106 (VCAM-1, dilucidon 1:30 PharMingen, San Diego, CA, EE.UU.) y la union del anticuerpo se
detecté mediante el sistema ABC (Dako ), utilizando AEC (Dako) como sustrato.

1.1.9. Inmunohistoquimica para aductos de 4-hidroxinonenal en proteinas.

Las secciones de higado se desparafinaron y después se incubaron con el supresor de peroxidasa de Immunopure
(Pierce, Rockford, IL) durante 30 min y posteriormente se bloquea la proteina (DAKO, Carpenteria, CA) durante 2 h.
Esto fue seguido de la incubacion durante la noche con el anticuerpo anti-4-hidroxinonenal primario (Calbiochem,
San Diego, CA) a temperatura ambiente y la unién del anticuerpo se detectd usando el sistema ABC (Dako) con
AEC (Dako) como sustrato.

1.1.10. Determinacion del contenido de hidroxiprolina hepatica.

Para cuantificar la fibrosis hepatica en nuestro modelo hepatico se determiné el contenido de hidroxiprolina. El l6bulo
derecho del higado se homogeneizé en HCI 6- normal (200 mg de tejido hepatico / 4 ml de HCI) y se hidroliz6 a 110°
C durante 16 h. Después de la filtracion se afiadieron 50p | a 450 u |1 2,2% de NaOH disuelto en amortiguador citrato-
acetato (50 g de acido citrico x H20, 12 ml de acido acidico, 120 g de acetato de sodio x 3 H2O, 34 g de NaOH y 1
litro de agua destilada; pH 6,0). Después de afhadir 250 pl de acido perclérico y 12 min de incubacion a temperatura
ambiente se afiadieron 250 pl una disolucion de p-dimetilaminobenzaldehido y se incubé a 60° C durante 20 min. Se
midié el contenido de hidroxiprolina a 565 nm utilizando una curva estandar de hidroxiprolina.

1.1.11. Anadlisis del ARNm y PCR de genes clave de la fibrosis.

El aislamiento del ARN, la sintesis de ADNc y PCR Tagman® en tiempo real se realizaron como se ha descrito
previamente (Wagner, Fickert, et al. 2003). Se utilizaron los siguientes cebadores y sondas marcadas con 5 'FAM, 3'
TAMRA: Colla1 fwd: caatgcaatgaagaactggactgt (Seq ID No. 1), Colla1 rev: tcctacatcttctgagtttggtga (Seq ID No. 2) y
la sonda Colla1: cagaaagcacagcactcgccctee (Seq ID No. 3 ); TIMP-1 fwd: catggaaagcctctgtggatatg (Seq ID No. 4),
TIMP-1 rev: aagctgcaggcattgatgtg (Seq ID No. 5) y TIMP-1 sonda: ctcatcacgggccgcctaaggaac (Seq ID No. 6); MMP-
2 fwd: ctttgagaaggatggcaagtatgg (Seq ID No. 7), MMP-2 rev: ttgtaggaggtgccctggaa (Seq ID No. 8) y MMP-2 sonda:
cagatggacagccctgcaagttccc (Seq ID No. 9).

1.1.12. Medicion de flujo de bilis.

El flujo biliar se determiné gravimétricamente y se normalizé para el peso del higado como se ha descrito
previamente (Fickert, Zollner, et al. 2001). La concentracion de fosfolipidos biliares se determiné usando un kit
disponible comercialmente (fosfolipido B; Wako, Neuss, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. La
concentracion de colesterol biliar se determind usando un kit comercialmente disponible (Colesterol Liquicolor;
Human, Wiesbaden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. (GSH). La concentracion del
glutation biliar se determiné después de la precipitacion de la proteina en acido metafosforico al 5% usando el Kit de
ensayo de Glutation (Calbiochem, San Diego, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante. La concentracion de
acidos biliares biliar se analizé usando un ensayo de deshidrogenasa 3-alfa-hidroxiesteroide (Ecoline St, DiaSys) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

1.1.13. El analisis estadistico.

Los datos se presentan como promedios aritméticos + DS. Se estudiaron de 4 a 6 animales en cada grupo. Se
realizé un analisis estadistico utilizando la prueba t de Student cuando era apropiado o ANOVA con un test posterior
de Bonferroni cuando se comparaban tres o0 mas grupos. Un valor de p <0,05 fue considerado significativo.

1.2. Resultados

1.2.1. norUDCA mejora significativamente la lesion hepdtica, reduce la fibrosis, y cura la colangitis
esclerosante en los ratones Mdr2".

Los niveles de ALT y AP sérica (como marcadores bioquimicos de la lesion hepatica y de la colestasis) fueron
significativamente elevados en los ratones Mdr2” (KO) alimentados con la dieta estandar en comparacion con los
controles silvestres (Tabla 1).
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Tabla 1. Bioquimica del suero y de los niveles de acidos biliares en diversas condiciones experimentales.

ALT (U/L) AP (UIL) Bilis
wT 71£19 92413 0,090,003
KO 4054187 235155 0,32+0,11
KO+UDCA 576+175* 399+73* 0,55+0,19
KO+Nor-UDCA 165+23*# 162+25"# 0,23+0,2#

NOTA. Los valores se expresan como promedio + DS de n= 5 por grupo. ALT, alanina transaminasa; AP, fosfatasa
alcalina; SBA, los acidos biliares en suero, WT, ratones de tipo silvestre; KO, ratones Mdr2 knock-out, KO + UDCA,
ratones Mdr2 knock-out alimentados con UDCA; KO + norUDCA, ratones knock-out Mdr2 alimentados con norUDCA

* *p <0.05, KO vs KO + UDCA y KO vs KO + norUDCA (ANOVA con un test posterior de Bonferroni)
* #p <0,05, KO + UDCA vs KO + norUDCA (ANOVA con un test posterior de Bonferroni)

El norUDCA mejor¢ significativamente los niveles en suero de ALT y de AP en comparacion con Mdr2”" alimentados
con dieta estandar (Tabla 1). En paralelo los Mdr2” alimentados con dieta estandar muestran una colangitis
esclerosante pronunciada (Fig. 1) con proliferacion ductular y f|br03|s hepatica reflejada en el contenido
significativamente elevado de hidroxiprolina hepatica (Fig. 2). Los Mdr2” alimentados con norUDCA mostraron
conductos biliares de tamafio medio regular y con ninguna o sélo una moderada fibrosis periductal (Fig. 1); |
proliferacion ductular estaba practicamente ausente (no se muestra). En linea con estos camblos histolégicos, eI
norUDCA redujo significativamente el contenido de hidroxiprolina hepatica en Mdr2” (Fig. 2), que estaba
acompafada de una reduccion significativa la expresion del RNAm del colageno hepatico 1y 3 (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias (5 '- 3') de los cebadores de PCR en tiempo real

_ Sentido Antisentido
Cyp2bl0 [CAATGGGAACGTTGGAAGA ATGCACTG!
Cyp3all kCACCAGTAGCACACTTTCS T TCCATCTCCATCACAGTATCA
IL-18 CTGGTGTGTGACGTTCCCATTA CCGACAGCACGAG(
IL-1R GCCAGGACCGCTCAGAGA I'GCCTCGACTGTTAGTCAAG
IL-6 G \CCAAGAACGA GAJ ACTGGATGGAA
MMP3 CCCACCAAGTCTAACTCTCTGGAA  GGGTGCTGACTGCATCAAAGA
MIP-2 [CCTCAACGGAAGAACCAAAGAI CTCAGACAGCGAGGCACAT
Mrp3 GGCAGGGCCACACTGAGT AGTCCTCAGATGTCAGCCTA
Mrpd [TTAGATGGGCCTC I'C1 ( ACAATTCCAAT AA
1-NOS IWCATCAGG o ATCACT ( ACCGGATGAGH TGAA
Procolageno 1 [GCAGGGTTCCAACGATGTTG GCAGCCATCGACTAGGACAGA
Procolageno 3GGTGGTTTTCAGTTCAGCTATGG CTGGAAAGAAGTCTGAGGAATGC
TGF-beta  [TCGACATGGAGCTGGTGAAA CTGGCGAGCCTTAGTTTGGA
TNF-alpha [GACCCTCACACTCAGATCATCTTCT CCTCCACTTGGTGGTTTGCT
TNF-R1 [TGCACTAAACAGCAGAACCGA I'TGCTCAGCCTCATGCAC
Sult2al GATTCTTCACAAGGT
! ( \T'} (
Ugtlal ICTGAGCCCTGCATCTATCTG CCCCAGAGGCGTTGACATA

Se estudio de forma simultanea el tratamiento con UDCA de Mdr2” como comparador clinico y el tratamiento
estandar actual de las enfermedades hepaticas colestasicas (|ncluyendo PSC). A diferencia del norUDCA, el UDCA
aumenté significativamente la actividad de ALT y de AP en Mdr2” (Tabla 1) y 2 de cada 5 animales mostraron
infartos biliares en linea con las observaciones anteriores (Fickert, Zollner, et al., 2002). EI UDCA pareci6 reducir la
fibrosis periductal de los conductos biliares lobulares e interlobulares (Fig. 1), pero mostré sélo una tendencia de
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menor contenido de hidroxiprolina hepatica sin alcanzar significacion estadistica (Fig. 2). Estos resultados indican
claramente que el norUDCA (pero no el UDCA) reduce S|gn|f|cat|vamente la lesion hepatica, la pericolangitis y la
fibrosis periductal en Mdr2”" conduciendo finalmente a la curacion de la colangitis esclerosante.

1.2.2. El norUDCA reduce la inflamacion, el estrés oxidativo y la proliferacién celular en ratones Mdr2™.

Dado que la inflamacién portal puede representar el principal desencadenante de la fibrosis periductal en Mdr2
(Pikarsky, Porat, et al. 2004) se analiz6 la reduccién de la inflamacion portal con norUDCA. ) Los ratones Mdr2”
alimentados con la dieta de control tenian un numero significativamente elevado de neutrdfilos portales en
comparacion con los controles de tipo silvestre (Fig. 3). EI nortUDCA también mejoro la pericolangitis en Mdr2
como se refleja por un nuimero significativamente reducido de neutréfilos portales en comparacion con los Mdr2”
alimentados con la dieta estandar (Fig. 3). Estos efectos anti-inflamatorios aparentes de norUDCA fueron
acompanados de la expresion significativamente menor de VCAM en las células epiteliales del conducto biliar de los
conductos biliares interlobulillares y lobulares de Mdr2” alimentados con norUDCA (Fig. 4). Dado que se habla
demostrado previamente que la inflamacién también desencadena la proliferacion en los higados de Mdr2”
(Pikarsky, Porat, et al 2004) se estudio si esta se vio afectada por el norUDCA. Los Mdr2” alimentados con la dieta
estandar mostraron un numero significativamente elevado de hepatocitos y colangiocitos positivos para Ki-67 en
comparacion con los controles de tipo silvestre (Fig. 5). EI norUDCA redujo significativamente el grado de
hepatocitos y la proliferacion de las células epiteliales del conducto biliar a los niveles cercanos al del control de tipo
silvestre (Fig. 5). EI UDCA no tuvo efectos significativos sobre la inflamacion portal (Fig. 3), en la expresion de VCAM
(Fig. 4), y en la proliferacion de los hepatocitos (Fig. 5). Sin embargo, el UDCA redujo la proliferacion de las células
epiteliales del conducto biliar en los conductos biliares grandes (Fig. 5). Una vez mas, estos datos indican que los
efectos anti-inflamatorios y anti-proliferativos del norUDCA son superiores a los del UDCA.

1.2.3. El norUDCA induce Ia secrecién de bicarbonato biliar en ratones Mdr2”

Para determinar si la coleresis rica en bicarbonato resultante de la derivacién colehepatica de norUDCA podria ser
responsable de los efectos terapéuticos observados, se determinaron el flujo de la bilis y la composicién (Tabla 3).

Tabla 3. Flujo de la bilis y excrecion biliar de los acidos biliares, colesterol, fosfolipidos y glutation en
diversas condiciones experimentales.

KO KO+UDCA KO+norUDCA

n=4 n=6 n=5
Flujo de bilis pL/g /min 2,340,3 2,440,3 3,5+0,3
Acidos biliares nmol/g/min 23,0+5,9 37,2+7,6* 29,5423
Colesterol nmol/g/min 0,2+0,1 0,3+0,1 0,2+0,04
Fosfolipidos nmol/g/min 0,4+0,1 0,3+ 0,03 0,3+0,1
Glutation nmol/g/min 4,6+2,0 5,6+1,1 5,8+1,2
Bicarbonato nmol/g/min 60,948,0 67,1+10,0 98,8+14,6#

NOTA. Los valores se expresan como promedio + desviacién estandar. KO, ratones Mdr2 knock-out, KO + UDCA,
ratones Mdr2 knock-out alimentados con UDCA; KO + norUDCA, ratones knock-out Mdr2 alimentados con norUDCA

* * p <0.05, KO vs KO + UDCA (ANOVA con un test posterior de Bonferroni)
* #p <0,05, KO + vs KO + nortUDCA (ANOVA con un test posterior de Bonferroni)

En comparacién con los Mdr2” alimentados con la dieta de control y los alimentados con UDCA, norUDCA induce
significativamente la secrecién de blcarbonato biliar consecuentemente con el concepto de que norUDCA sufre una
derivacion colehepatica relevante en Mdr2” (Bolder, Trang, et al. 1999). UDCA estimula la excrecion biliar de los
acidos biliares pero no norUDCA. No se observaron efectos significativos en la produccion biliar de acidos biliares,
colesterol, fosfolipidos y de glutation. Estos hallazgos muestran que norUDCA conduce al lavado de los conductos
biliares lesionados con una bilis menos téxica enriquecido con bicarbonato en Mdr2”,

1.2.4. EL norUDCA induce la fase Il de las rutas de desintoxicacion y de las rutas de excrecion alternativas
de los dcidos biliares en ratones Mdr2”

Para demostrar la hipétesis de que la induccion de la fase I/l de las rutas de biotransformacion y de las rutas de flujo
de salida alternativas para los acidos blllares potencialmente téxicos también pueden contribuir a los efectos
beneficiosos observados de norUDCA en Mdr2” se estudio la expreS|on de enzimas metabdlicas clave (Tabla 4) y
la composicién de acidos biliares del suero, hepatica, y biliar en Mdr2” alimentados con norUDCA.
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Tabla 4. PCR en tiempo real para la cuantificacion de los niveles de expresion relativos de las enzimas
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metabdlicas clave y proteinas de transporte en diversas condiciones experimentales.

KO KO+UDCA KO+norUDCA
Cyp2b10 100£103 751£245* 1294+418*#
Cyp3ai1 100+46 246x72* 241x45*
Sult2a1 n.d. 100+46 24157+14948#
Ugt1a1 100+54 137455 304+81*#
Cyp7a1 100+78 9+4* 60+30#
Mrp3 10033 19455 207x73*
Mrp4 10030 357+95 590+193*

NOTA. Los valores se expresan como promedio + desviacion estandar para cada grupo. n. d. no detectable, KO,
ratones Mdr2 knock-out, KO + UDCA, ratones Mdr2 knock-out alimentados con UDCA; KO + norUDCA, ratones
knock-out Mdr2 alimentados con norUDCA

* *p <0.05, KO vs KO + UDCA y KO vs KO+norUDCA (ANOVA con un test posterior de Bonferroni)
* #p <0,05, KO +UDCA vs KO + norUDCA (ANOVA con un test posterior de Bonferroni)

Se presto atencion especifica a Sult2a1 y Mrp4, ya que la sulfatacion y el transporte de los compuestos sulfatados
estan relacionados entre si para formar una ruta regulada de manera coordinada para la excrecion de esteroides
sulfatados y acidos biliares (Schuetz, Strom, et al. 2001). El nortUDCA no tuvo efectos significativos en la expresion
del ARNm de los sistemas de absorcién hepatocelular (Ntcp, Oatp1) de flujo de salida canalicular (Bsep, Mrp2) de
los acidos biliares y de los aniones organicos (datos no mostrados). Sin embargo, el norUDCA tiene como resultado
una fuerte induccion de las enzimas de desintoxicacion de la fase | y Il (Tabla 4) con efectos mas pronunciados
sobre la expresion Sult2a1. Ademas, el nortUDCA aumentd profundamente la expresion de sistemas de flujo de
salida basolateral alternativos tales como Mrp4 y - en menor grado — Mrp3 (Tabla 4, Figura 7). Los efectos de UDCA
fueron menos pronunciados (Tabla 4, Figura 7). Esta induccién coordinada por norUDCA de rutas de
biotransformacion y de los sistemas de flujo de salida fue acompafiada por la aparicion de glucurénidos de acidos
biliares y también de sulfatos lo que refleja las implicaciones funcionales de los cambios de expresion observados.

1.3. Discusion

Se pudo demostrar que el norUDCA cura la colangitis esclerosante en ratones Mdr2”, un sistema modelo bien
caracterizado para PSC, en el plazo de 4 semanas. Ademas, se pudo demostrar que el norUDCA es
significativamente mas eficaz que el UDCA.

El desarrollo de la colangitis esclerosante en Mdr2” esta directamente relacionado con la secrecion de fosfolipidos
biliares defectuosos y de forma concomitante con el aumento de los niveles biliares de acidos biliares toxicos no
micelares que causan lesiones del conducto biliar y pericolangitis (Flckert Zollner, et al. 2002, Fickert, Fuchsbichler,
et al. 2004). La induccién de la secrecion de bicarbonato biliar en Mdr2” alimentados con norUDCA presentada por
medio de este ejemplo es muy consistente con la derivaciéon colehepatica del nortUDCA (Hofmann 1977, Yoon
Hagey, et al., 1986). El aumento de la secrecion de bicarbonato biliar (i) diluye el contenido biliar toxico en Mdr2” y
(i) protege Ios conductos biliares de las células epiteliales contra el estrés oxidativo ya que el bicarbonato es un
absrobente potente para especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto el nortUDCA detiene la pericolangitis en curso, y
la fibrosis periductal subsecuente en Mdr2” minimizando la lesion de las células del conducto biliar del lumen del
conducto biliar. Esto conduce a la reconstitucion de la funcion de barrera del colang|00|to lo que significaria que los
efectos anti-inflamatorios y anti-fibréticos del norUDCA observadas en Mdr2” son secundarios. Sin embargo, es
evidente que el norUDCA también tiene efectos anti-inflamatorios y anti-fibréticos directos.

Los resultados de este ejemplo demuestran que la inhibicién de la fibrosis periductal, cuando se acompafa con la
modulacién del contenido biliar (es decir, el aumento del contenido de acidos biliares hidrofilos junto con aumento de
la concentracién de bicarbonato dentro del conducto), mejora significativamente la lesion hepatica en Mdr2”,

A diferencia del norUDCA, el UDCA mejora soélo la fibrosis periductal de los conductos biliares lobulares pero
aumenta los niveles de ALT en suero y los infartos biliares inducidos en Mdr2”. En un estudio anterior con un
periodo de tratamiento mas corto se concluyé que esto podria principalmente estar relacionado con los efectos
coleréticos del UDCA en presencia de la obstruccion biliar sin resolver comparable con los resultados en los ratones
CBDL alimentados con UDCA (Fickert, Zollner, et al. 2002). En contraste con esta suposicion anterior, sélo se
encontro una tendencia al aumento en el flujo de bilis en ratones alimentados con UDCA- e incluso mas aun en
Mdr2” alimentados con norUDCA del presente estudio utilizando a dosis bajas mas bajas. Sin embargo, aunque
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UDCA no mejoré la enfermedad en los conductos pequenos de Mdr2” esto no excluye la posibilidad del aumento de
la presion biliar a nivel de los canales de Herring en Mdr2” alimentados con UDCA lo que podria haber dado lugar a
los infartos biliares observados. Los efectos divergentes de ambos acidos biliares en lo que respecta a la lesion
hepatica se relacionan con las diferencias al nivel de la secrecion de bilis es decir, que el norUDCA estimula
principalmente la secrecion ductular mientras que el UDCA estimula la secrecion de bilis canalicular aguas arriba de
los conductos afectados.

Recientemente se ha demostrado una relacion de causalidad entre la inflamacion portal y lobular que conduce a Ia
fibrosis periductal y a la proliferacion ductular asi como la formacién del carcinoma hepatocelular (HCC) en Mdr2”
(Fickert, Fuchsbichler, et al 2004, Pikarsky , Porat, et al., 2004). En los hepatocitos normalizados norUDCA y en la
proliferacion de las células epiteliales de los conductos biliares del estudio actual Pikarsky et al. han demostrado una
reduccion de la inflamacion y de la formacion relacionada con HCC utilizando el farmaco anti-inflamatorio no
esteroideo (AINE) ibuprofeno en este modelo (Pikarsky, Porat, et al. 2004). Los efectos terapéuticos de los AINE y
del norUDCA pueden combinarse e incluso amplificarse con sulindaco, un AINE, que experimenta derivacion
colehepatica en ratas (mas audaz, Trang, et al. 1999).

Los acidos biliares naturales son N-acilamidados (conjugados) eficientemente en un enlace amida con glicina o
taurina y posteriormente secretados a los canaliculos biliares. En contraste, los acidos biliares nor (Cz3) tienen
diferencias marcadas en su biotransformacion y propiedades fisioldgicas en comparacion con sus homélogos (Czs)
naturales. Se demostré que el nortUDCA da como resultado una induccién coordinada y fuerte de Sult2a1 (una
transferasa que preferentemente sulfata esteroides y acidos biliares) y Mrp4 (un transportador de esteroides y acidos
biliares sulfatados) (Schuetz, Strom, et al., 2001, Zelcer, Reid, et al., 2003). Las consecuencias funcionales de estos
hallazgos se fundamentan en la aparicion de sulfatos de acidos biliares y glucurénidos en la orina de Mdr2”
alimentados con norUDCA. La induccién adaptativa de la desintoxicacion de los acidos biliares por el norUDCA
mediante el metabolismo de las fases | (hidroxilacion) y Il (sulfatacién, glucuronidacion) puede dar lugar a unos
metabolitos de acidos biliares mas solubles en el agua y por lo tanto menos toxicos siendo que se eliminan por
medio de bombas hepatocelulares de flujo de salida alternativas (por ejemplo Mrp4) seguido de la excrecion renal
como se demuestra en este ejemplo. La induccion de tales mecanismos por el norUDCA era mucho mas
pronunciada que la de UDCA (en este ejemplo) o la de los ligandos agonistas de CAR referidos anteriormente
(Assem et al. 2004). Esto demuestra que el norUDCA induce profundamente la desintoxicacion y la exportacion de
acidos biliares mediada por Sult2a1 y por la sobreexpresion adaptativa de Mrp4 mientras que el propio nortUDCA
experimenta una derivacion colehepatica continuada. Esto tiene un doble efecto beneficioso por (i) desplazar y diluir
los acidos biliares toxicos a la bilis ductular y (ii) e inducir una coleresis ductular rica en bicarbonato que reduce el
estrés oxidativo.

La generacion por el norUDCA de una coleresis rica en bicarbonato tiene también implicaciones terapéuticas en las
colangiopatias de humanos (por ejemplo, PSC, PBC, el rechazo del injerto hepatico crénico, colangitis destructiva no
supurativa), como resultado de maniobras colehepatica en un flujo continuo de moléculas a través de la via biliar
epitelio ductular que ayuda conductos biliares alterados para manejar mejor el estrés toxico / oxidativo. Por ejemplo,
sulindaco, un AINE que también experimenta derivacion colehepatica en los seres humanos, se ha demostrado que
mejora las enzimas hepaticas en pacientes con PBC con respuesta incompleta al tratamiento con UDCA.

Existen dos paralelismos de interés en el metabolismo del norUDCA entre los ratones y los seres humanos que
contrastan con observaciones anteriores en otros roedores y animales de experimentacion (por ejemplo, ratas con
fistulas biliares, hamster, conejillo de indias). En primer lugar, tanto los ratones como los hombres, muestran una
considerable excreciéon renal del norlUDCA. Ademas, también se encontré que el principal metabolito del norUDCA
en ratones fue un glucurénido que también esta en linea con los hallazgos en los seres humanos.

En segundo lugar, a diferencia de las ratas (Yoon, Hagey, et al. 1986) la potencia colerética estimado del norUDCA
en ratones y seres humanos se encuentra alrededor de tres veces por encima del flujo biliar normal en ambas
especie. Sin embargo, el norUDCA induce el flujo de bilis en un grado mucho mayor en las ratas (160 ml/min-kg).
No obstante teniendo en cuenta en su conjunto estos resultados se puede demostrar que los efectos del norUDCA
en Mdr2” se pueden extrapolar directamente a enfermedades hepaticas colestasicas humanos.

En resumen, se puedo demostrar que el norUDCA cura la colangitis esclerosante en Mdr2”. El norUDCA es un
compuesto eficaz para las enfermedades hepaticas colestasicas en particular para la PSC y enfermedades
hepaticas humanas relacionados con las mutaciones de MDR3.
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REIVINDICACIONES.

1. El acido nor-ursodesoxicolico y/o sus sales farmacéuticamente aceptables para uso en el tratamiento y/o la
prevencion del carcinoma hepatocelular y el colangiocarcinoma

2. El acido nor-ursodesoxicolico y/o sus sales farmacéuticamente aceptables para uso en el tratamiento y/o la
prevencion del carcinoma hepatocelular y el colangiocarcinoma, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el
acido nor-ursodesoxicolico y/o sus sales farmacéuticamente aceptables se formulan para la administracion oral,
parenteral, subcutanea, intravenosa, intramuscular, nasal, tépica o rectal.

3. El acido nor-ursodesoxicolico y/o sus sales farmacéuticamente aceptables para uso en el tratamiento y/o la
prevencion del carcinoma hepatocelular y el colangiocarcinoma, segun las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado
porque el acido nor-ursodesoxicolico y/o sus sales farmacéuticamente aceptables se administran a un paciente en
una cantidad de 25 mg a 5 g, preferiblemente de 100 mg a 2,5 g, en particular de 800 mg a 1,5 g al dia.
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Fig. 2
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Fig. 3
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