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DESCRIPCION
Moduladores de TGR5 y métodos de uso de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos que modulan TGR5 y composiciones que contienen dichos
compuestos utiles en métodos para el tratamiento y prevencion de enfermedades. Especificamente, los compuestos
de la invencién son analogos del acido quenodesoxicélico que tiene un sustituyente en la posicién C-16.

Antecedentes de la invencion

El receptor TGRS es un receptor acoplado a proteina-G que se ha identificado como un receptor de superficie celular
que es sensible a acidos biliares (BA). Se ha descubierto que la estructura primaria de TGRS y su sensibilidad a
acidos biliares, estd muy conservada en TGR5 entre seres humanos, bovinos, conejos, ratas y ratones, y por tanto
sugiere que TGR5 tiene funciones fisioldgicas importantes. Se ha descubierto que TGR5 estd ampliamente
distribuido y no solamente en tejidos linfoides sino también en otros tejidos. Se han detectado altos niveles de ARNm
de TGRS en placenta, bazo, y monocitos/macrofagos. Los acidos biliares han demostrado inducir la internalizacion
de la proteina de fusién de TGR5 desde la membrana celular al citoplasma. Kawamata et al. 2003, J. Bio. Chem.,
278, 9435. Se ha descubierto que TGR5 es idéntico a hGPCR19 presentada por Takeda et al. 2002, FEBS Lett. 520,
97-101.

TGR5 esta asociado con la acumulacion intracelular de AMPc, que se expresa ampliamente en diversos tipos
celulares. Aunque la activacion de este receptor de membrana en macréfagos disminuye la produccién de citoquinas
proinflamatorias ((Kawamata, Y.; Fuijii, R.; Hosoya, M.; Harada, M.; Yoshida, H.; Miwa, M.; Fukusumi, S.; Habata, Y_;
Itoh, T.; Shintani, Y.; Hinuma, S.; Fujisawa, Y.; Fujino, M., A G protein-coupled receptor responsive to bile acids. J.
Biol. Chem. 2003, 278, 9435-9440), la estimulacion de TGRS por BA en adipocitos y miocitos potencia el gasto de
energia (Watanabe, M.; Houten, S. M.; Mataki, C.; Christoffolete, M. A.; Kim, B. W.; Sato, H.; Messaddeq, N.;
Harney, J. W.; Ezaki, 0.; Kodama, T.; Schoonjans, K.; Bianco, A. C.; Auwerx, J., Bile acids induce energy
expenditure by promoting intracellular thyroid hormone activation. Nature. 2006, 439, 484-489). Este ultimo efecto
implica la inducciéon dependiente de AMPc de yodotironina desyodinasa de tipo 2 (D2), que por conversion local de
T4 en T3, da lugar a actividad de hormona tiroides aumentada. Coherente con el papel de TGRS en el control del
metabolismo energético, ratones hembra TGR5 knock-out muestran una acumulacion significativa de grasa con
ganancia de peso corporal cuando se exponen a una dieta alta en grasas, lo que indica que la ausencia de TGR5
disminuye el gasto de energia y provoca obesidad (Maruyama, T.; Tanaka, K.; Suzuki, J.; Miyoshi, H.; Harada, N.;
Nakamura, T.; Miyamoto, Y.; Kanatani, A.; Tamai, Y., Targeted disruption of G protein-coupled bile acid receptor 1
(Gpbarl/MBar) in mice. J. Endocrinol. 2006, 191, 197-205). Ademas, y en linea con la implicacién de TGRS en la
homeostasis energética, se ha informado de que la activacion por acidos biliares del receptor de membrana
promueve la produccion de péptido tipo glucagén 1 (GLP-1) en lineas celulares enteroendocrinas murinas (Katsuma,
S.; Hirasawa, A.; Tsujimoto, G., Bile acids promote glucagonlike peptide-1 secretion through TGR5 in a murine
enteroendocrine cell line STC-1. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2005, 329, 386-390). Sobre la base de todas las
observaciones anteriores, TGR5 es una diana atractiva para el tratamiento de enfermedades metabdlicas, por
ejemplo, obesidad, diabetes (tipo | y tipo Il), dislipidemia, esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), y sindrome
metabdlico.

Hasta ahora se han descrito en la bibliografia pocos ejemplos de agonistas de TGRS. Recientemente, se ha
informado de derivados 23-alquil-sistituidos y 6,23-alquil-disustituidos de acido quenodesoxicolico, tal como el acido
60-etil-23(S)-metil-quenodesoxicolico mostrado a continuaciéon, como agonistas potentes y selectivos de TGRS
(Pellicciari, R.; Sato, H.; Gioiello, A.; Costantino, G.; Macchiarulo, A.; Sadeghpour, B. M.; Giorgi, G.; Schoonjans, K.;
Auwerx, J., Nongenomic actions of bile acids. Synthesis and preliminary characterization of 23-and 6,23-alkyl-
substituted bile acid derivatives as selective modulators for the g-protein coupled receptor TGR5. J. Med. Chem.
2007, 50, 4265-4268).
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En particular, la metilacién en la posicion Cy3-(S) de BA naturales confiere una selectividad marcada para la
activacion de TGR5 sobre FXR (receptor X farnesoide), mientras que la sustitucion 6a-alquilo aumenta la potencia
en ambos receptores. Otros agonistas de TGR5 incluyen éster bencilico del acido 6-metil-2-oxo-4-tiofen-2-il-1,2,3,4-
tetrahidro-pirimidina-5-carboxilico (documento WO004067008, Takeda Chemical Industries LTD, Japén, 2004) y
acido oleandlico (Sato, H.; Genet, C.; Strehle, A.; Thomas, C.; Lobstein, A.; Wagner, A.; Mioskowski, C.; Auwerx, J.;
Saladin, R., Anti-hyperglycemic activity of a TGR5 agonist isolated from Olea europaea. Biochem. and Biophys. Res.
Commun. 2007, 362, 793-798; Ito, F.; Hinuma, K.; Kanzaki, N.; Miki, T.; Kawamata, Y.; Oi, S.; Tawaeaishi, T.; Ishichi,
Y.; Hirohashi, M. Preparation of aromatic ring-fused cyclic compounds as TGR5 receptor agonists. PN:
WO02004067008, 2004). Mas recientemente, la primera sintesis de acido quenodesoxicolico enantiomérico (CDCA) y
acido litocdlico (LCA) ha permitido evaluar la especificidad de la interaccién de BA naturales con TGR5 (Katona, B.
W.; Cummins, C. L.; Ferguson, A. D.; Li, T.; Schmidt, D. R.; Mangelsdorf, D. J.; Covey, D. F., Synthesis,
Characterization, and Receptor Interaction Profiles of Enantiomeric Bile Acids. J. Med. Chem. 2007, 50, 6048-6058).

Aunque estas herramientas quimicas han proporcionado por primera vez una diferenciacion farmacolégica de
efectos gendmicos frente a no gendmicos de BA, algunos de ellos también permitieron obtener un primer estudio de
relacion estructural-actividad donde la presencia de un bolsillo de unidon accesorio en TGR5 desempefia un papel
central en la determinacion de la selectividad de ligando (Pellicciari, R.; Sato, H.; Gioiello, A.; Costantino, G;
Macchiarulo, A.; Sadeghpour, B. M.; Giorgi, G.; Schoonjans, K.; Auwerx, J., Nongenomic actions of bile acids.
Synthesis and preliminary characterization of 23-and 6,23-alkyl-substituted bile acid derivatives as selective
modulators for the g-protein coupled receptor TGR5. J. Med. Chem. 2007, 50, 4265-4268). En este contexto, la
disponibilidad de moduladores mas potentes y selectivos de TGR5 es necesaria para identificar adicionalmente
caracteristicas adicionales que afecten a la activacion del receptor y caracterice las acciones fisioldgicas y
farmacolégicas de este receptor.

Existe una necesidad de desarrollo de moduladores de TGR5 para el tratamiento y prevencion de enfermedades. La
presente invencién ha identificado compuestos que son andlogos de acido quenodesoxicolico que tienen un
sustituyente en la posicion °C-16 asi como métodos de uso de estos compuestos para tratar enfermedades.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a compuestos y su uso para tratar y prevenir enfermedades que implican la
modulacion del receptor TGR5, tal como una enfermedad metabdlica, enfermedad inflamatoria, enfermedad
hepatica, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad cardiaca, enfermedad renal, cancer y enfermedad
gastrointestinal. Especificamente, los compuestos de la invencién son analogos de acido quenodesoxicdlico que
estan sustituidos en la posicion C-16 del anillo D como se muestra a continuacion.

CO,H

©)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en la que R» es hidrégeno o
hidroxilo; R4 es alquilo sin sustituir; y Rie es hidroxilo, alcoxi o halégeno.

En otro aspecto, la invencion incluye un compuesto que tiene la férmula D:
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HO'™

D)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en la que Ry, R4, y R1g son como
se describen en el presente documento.

En otro aspecto, la invencién incluye un compuesto que tiene la férmula E:

HO"

(E) o una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en la que Rz y R1g son como
se describen en el presente documento.

En otro aspecto, la invencion incluye un compuesto que tiene la férmula F:

H:

(F) o una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en la que R, y R4 son como
se ha descrito anteriormente con respecto a un compuesto de férmula C.

La invencion incluye un compuesto o una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del
mismo, en el que Rz es H. La invencion incluye un compuesto o una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o
conjugado de taurina del mismo, en el que R es alfa-OH. La invencion incluye un compuesto o una sal, solvato,
hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en el que R; es beta-OH. La invencidn incluye un
compuesto o una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en el que R4 es etilo.
La invencion incluye un compuesto o una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del
mismo, en el que R es alfa hidroxilo. La invencién incluye un compuesto o una sal, solvato, hidrato, conjugado de
glicina o conjugado de taurina del mismo, en el que R es beta hidroxilo.

La invencion incluye un compuesto, en el que el compuesto es el Compuesto 10:

HOY™

(10)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo. La invencién incluye un
compuesto, en el que el compuesto es una sal farmacéuticamente aceptable.

La invencion incluye un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en
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CO,H ] CO,H
1OH OH

HO"" ~"""OH HO" O
H : H :

e . y ey .
, 0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina de los mismos.

La invencion incluye un compuesto, en el que el compuesto es

Noon

Hz
RS
, 0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo.

La invencion incluye una composicion que comprende un compuesto de la invencién y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable. La invencién incluye un compuesto o composiciéon para su uso en un método de
tratamiento o prevencion de una enfermedad en un sujeto, comprendiendo el método administrar el compuesto de la
invencion. La invencion incluye el uso de un compuesto de la invencién en la fabricacion de un medicamento para un
método de tratamiento o prevencion de una enfermedad.

La invencion incluye el uso, donde la enfermedad se selecciona de enfermedad metabdlica, enfermedad
inflamatoria, enfermedad hepatica, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad cardiaca, enfermedad renal, cancer y
enfermedad gastrointestinal. La invencion incluye el uso, donde el compuesto o composicién se administra al sujeto
por via oral, parenteral, intravenosa, o topica. La invencion incluye el uso donde el sujeto es un ser humano.

La descripcion anterior expone de forma bastante amplia las caracteristicas mas importantes de la presente
invencién de modo que la descripcion detallada de la misma a continuacion pueda comprenderse, y de modo que
puedan apreciarse mejor las presentes contribuciones a la técnica. Otros objetivos y caracteristicas de la presente
invencion llegaran a ser evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada considerada junto con los ejemplos.

Descripcion de las Figuras

La Figura 1 es una serie de 2 graficos (A-B) que muestra los resultados de ensayo FRET usando el compuesto
10 (Fig. 1A) y LCA (Fig. 1B) sobre células HEK293T transfectadas de forma transitoria con el vector solamente
(V) o vector que expresa TGR5 (TGR5).

La Figura 2 es una serie de 2 graficos (A-B) que muestra los resultados del ensayo de transactivacion (indicador
CRE-Luc) para el compuesto 10 y LCA (control positivo) usando células HEK293T que expresan TGRS5.

La Figura 3 es un gréafico de barras que muestra los resultados del ensayo de expresion del gen diana TGRS
para el compuesto 10 usando células NC1-H716 intestinales y LCA como control positivo.
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La Figura 4 es una serie de 3 graficos (A-C) que muestra los resultados del compuesto 10 de ensayo de
citotoxicidad in vitro que mide la liberacion de ATP después de 4 horas de estimulacién usando intestino humano
(NCI-H716). LCA es un control positivo.

La Figura 5 es una serie de 3 graficos (A-C) que muestra los resultados para el compuesto 10 de un ensayo de
citotoxicidad in vitro que mide la liberacion de ATP después de 4 horas de estimulacion usando lineas celulares
hepéticas (HepG2). LCA es un control positivo.

La Figura 6 es un grafico que representa la tension superficial representada contra el logaritmo de la
concentracion de compuesto10 (mM) en NaCl 0,15 M.

La Figura 7 es un diagrama de flujo biliar para un experimento de infusion en el duodeno realizado usando el
compuesto 10.

La Figura 8 es un diagrama del flujo biliar para un experimento de infusion femoral realizado usando el
compuesto 10.

La Figura 9 es un grafico que representa las tasas de secrecion frente al tiempo en experimentos de infusion
femoral y duodenal realizados usando el compuesto 10.

La Figura 10 es una serie de graficos que muestra el compuesto 10 y su metabolito principal identificado en bilis
usando espectrometria de masas en un experimento iv. Los datos se presentan como valores absolutos de area.

Descripcion de la invencion

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencidon se exponen en la descripcidon adjunta a continuacion.
Aunque puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento en
la practica o ensayo de la presente invencion, ahora se describen los métodos y materiales. Otras caracteristicas,
objetos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion. En la memoria descriptiva, las formas
singulares también incluyen las plurales, a menos que el contexto indique claramente otra cosa. A menos que se
define otra, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado
que se entiende comunmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. En caso de conflicto,
prevalecera la presente memoria descriptiva.

En un aspecto, la invencién incluye un compuesto que tiene la férmula C:

HOY |
H =

Re (©)

0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en la que Rz es hidrégeno o

hidroxilo; R4 es alquilo sin sustituir; y Ris es hidroxilo, alcoxi o halégeno.

En un aspecto, la invencién incluye un compuesto que tiene la férmula D:

HO"

D)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en la que Rz, R4, ¥ R16 son como
se ha descrito anteriormente.

En un aspecto, la invencién incluye un compuesto que tiene la férmula E:

(E)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en la que Rz y Rig son como se
ha descrito anteriormente.
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En un aspecto, la invencién incluye un compuesto que tiene la formula F:

)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en la que Rz y Rig son como se
5 ha descrito anteriormente.

En un aspecto, la invencioén incluye un compuesto o una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de
taurina del mismo, en el que R, es H. En un aspecto, la invencién incluye un compuesto o una sal, solvato, hidrato,
conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en el que R; es alfa-OH. En un aspecto, la invencioén incluye

10 un compuesto o una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en el que Ry es
beta-OH.

En un aspecto, la invencién incluye un compuesto o una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de
taurina del mismo, en el que R4 es etilo.
15

En un aspecto, la invencion incluye el compuesto 10:

(10)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo.

20 En un aspecto, la invencién incluye un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en

H

e y ~
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina de los mismos.
25
En un aspecto, la invencion incluye el compuesto
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HOY™

"

0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo.
En un aspecto, la invencién incluye un compuesto, en el que el compuesto es una sal farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencién incluye una composicién que comprende un compuesto o una sal, solvato, hidrato
conjugado con glicina o conjugado con taurina del mismo y al menos un excipiente. En un aspecto, la invencion
incluye una composicion que comprende un compuesto o una sal, solvato, hidrato conjugado con glicina o
conjugado con taurina del mismo y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencion incluye el compuesto o una composicion de la invencion, para su uso en el tratamiento o
prevencion de una enfermedad en un sujeto. En otro aspecto, la invencién incluye un método de tratamiento o
prevencion de una enfermedad en un sujeto administrando un compuesto o una composicion de la invencion. En un
aspecto, la invencion incluye una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicion de la invencion
que se administra al sujeto. En un aspecto, la invencién incluye una cantidad profilacticamente eficaz de un
compuesto o composicion de la invencion que se administra.

En un aspecto, la invencion incluye el uso del compuesto o composicion de la invencién, en la fabricacion de un
medicamento para tratar o prevenir una enfermedad en un sujeto que implica la modulacion del receptor TGR5. La
invencion incluye un método de tratamiento o prevencion de una enfermedad que implica la induccién del receptor
TGRS en un sujeto mediante la administracion de un compuesto o composicion de la invencion.

En un aspecto, la invencién incluye el uso, donde la enfermedad se selecciona de enfermedad metabdlica,
enfermedad inflamatoria, enfermedad hepatica, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad cardiaca, enfermedad
renal, cancer y enfermedad gastrointestinal. La invencion incluye un método de tratamiento o prevencion de una
enfermedad seleccionada de enfermedad metabdlica, enfermedad inflamatoria, enfermedad hepatica, enfermedad
autoinmunitaria, enfermedad cardiaca, enfermedad renal, cancer y enfermedad gastrointestinal.

En un aspecto, la invencion incluye el uso, donde la enfermedad es una enfermedad metabdlica seleccionada de
obesidad, diabetes, sindrome metabdlico, resistencia a insulina, hipertension y dislipidemia. La invencion incluye un
método de tratamiento o prevencion de una enfermedad metabdlica seleccionada de obesidad, diabetes, diabesidad,
sindrome metabdlico, resistencia a insulina, resistencia prediabética a insulina, hipertension y dislipidemia.

En un aspecto, la intencion incluye el uso, donde la enfermedad es una inflamatoria seleccionada de alergia,
osteoartritis, apendicitis, asma bronquial, pancreatitis, erupcién alérgica y psoriasis. La invencion incluye un método
de tratamiento o prevencion de una enfermedad inflamatoria seleccionada de alergia, osteoartritis, apendicitis, asma
bronquial, pancreatitis, erupcion alérgica y psoriasis.

En un aspecto, la invencion incluye el uso, donde la enfermedad es una enfermedad autoinmunitaria seleccionada
de artritis reumatoide, esclerosis multiple y diabetes tipo I. La invencién incluye un método de tratamiento o
prevencion de una enfermedad autoinmunitaria seleccionada de artritis reumatoide, esclerosis multiple y diabetes
tipo I.

En un aspecto, la invencion incluye el uso, donde la enfermedad es una enfermedad gastrointestinal seleccionada
de enfermedad inflamatoria del intestino (enfermedad de Crohn, o colitis ulcerante), sindrome del intestino corto
(colitis posradiacion), colitis microscopica, sindrome del intestino irritable (absorcion deficiente) y crecimiento
bacteriano excesivo. La invenciéon incluye un método de tratamiento o prevenciéon de una enfermedad
gastrointestinal seleccionada de enfermedad inflamatoria del intestino (enfermedad de Crohn, colitis ulcerante),
sindrome del intestino corto (colitis posradiacion), colitis microscépica, sindrome del intestino irritable (absorcion
deficiente) y crecimiento bacteriano excesivo.

En un aspecto, la invencién incluye el uso, donde la enfermedad es enfermedad renal seleccionada de nefropatia
diabética, insuficiencia renal cronica, nefroesclerosis hipertensiva, glomerulonefritis créonica, glomerulopatia cronica
por trasplante, nefritis intersticial crénica y enfermedad renal poliquistica. La invencion incluye un método de
tratamiento o prevencién de enfermedad renal seleccionada de nefropatia diabética, insuficiencia renal croénica,
nefroesclerosis hipertensiva, glomerulonefritis cronica, glomerulopatia crénica por trasplante, nefritis intersticial
crénica y enfermedad renal poliquistica.
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En un aspecto, la invencion incluye el uso, donde la enfermedad es cancer seleccionado de cancer colorrectal,
cancer hepatico, carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma, cancer renal, cancer gastrico, cancer pancreatico,
cancer de prostata e insulanoma. La invencion incluye un método de tratamiento o prevencién del cancer
seleccionado de cancer colorrectal, cancer hepético, carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma, cancer renal,
cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer de préstata e insulanoma.

En un aspecto, la invencion incluye el uso, donde la enfermedad es una enfermedad hepatica seleccionada de
esteatohepatitis no alcohdlica, enfermedad de higado graso no alcohdlica, hepatitis virica crénica, enfermedad
hepatica alcohdlica, hepatitis inducida por farmacos, hemocromatosis, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante
primaria, hipertension portal, desaturacion biliar, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Wilson, deficiencia de a1-
antitripsina, nutricion parenteral total (TPN), colelitiasis, colestasis asociada a TPN y sepsis. La invencién incluye un
método de tratamiento o prevencién de una enfermedad hepatica seleccionada de esteatohepatitis no alcohdlica,
enfermedad de higado graso no alcohdlica, hepatitis virica cronica, enfermedad hepatica alcohdlica, hepatitis
inducida por farmacos, hemocromatosis, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, hipertension portal,
desaturacién biliar, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Wilson, deficiencia de a1l-antitripsina, nutricién
parenteral total (TPN), colelitiasis, colestasis asociada a TPN y sepsis.

En un aspecto, la invencion incluye el uso, donde la enfermedad cardiaca se selecciona de insuficiencia cardiaca
congestiva, infarto de miocardio, aterosclerosis, angina de pecho, arteriosclerosis y enfermedad cerebrovascular
(hemorragia, apoplejia, infarto cerebrovascular). La invencién incluye un método de tratamiento o prevencién de una
enfermedad cardiaca seleccionada de insuficiencia cardiaca congestiva, infarto de miocardio, aterosclerosis, angina
de pecho, arteriosclerosis y enfermedad cerebrovascular (hemorragia, apoplejia, infarto cerebrovascular).

En un aspecto, la invencion incluye una enfermedad que implica la modulacién del receptor TGR5. En un aspecto, la
invencion incluye un compuesto que es un agonista de TGR5. En un aspecto, el compuesto es un agonista selectivo
de TGRS5 sobre el activador de FXR.

En un aspecto, el compuesto o composiciéon de la invencién se administra al sujeto por via oral, parenteral,
intravenosa o tépica. En un aspecto, el sujeto es un ser humano.

Definiciones

Por conveniencia, ciertos términos usados en la memoria descriptiva, ejemplos y reivindicaciones adjuntas se
recogen aqui.

El término "tratar", como se usa en este documento, significa aliviar, disminuir, reducir, eliminar, modular o mejorar,
es decir, causar la regresion de la patologia o afeccion.

El término "prevenir", como se usa en este documento, significa impedir completa o casi completamente que una
patologia o afeccién aparezca en un paciente o sujeto, especialmente cuando el paciente o sujeto esta predispuesto
a dicha patologia o afeccion o esta en riesgo de contraerla. Prevenir también puede incluir inhibir, detener el
desarrollo de una patologia o afeccion y aliviar o mejorar, es decir, causar la regresion de la patologia o afeccion, por
ejemplo, cuando la patologia o afeccion puede estar ya presente.

Como se usa en este documento, la expresion "conjugado de glicina o conjugado de taurina" se refiere a conjugados
de los compuestos de las férmulas de la invencion con glicina o taurina. Dichos conjugados de los compuestos de
las formulas de la invencién tendran la ventaja afiadida de integridad potenciada en fluidos biliares o intestinales.
Como se usa en este documento "BA" significa acido biliar y derivados de acido biliar. Los acidos biliares son acidos
carboxilicos esteroideos derivados de colesterol. Los acidos biliares principales son acido cdlico y
quenodesoxicolico. En el cuerpo, estos acidos se conjugan con glicina o taurina antes de secretarse a la bilis.

"Alquilo" incluye grupos alifaticos saturados, incluyendo grupos alquilo de cadena lineal (por ejemplo, metilo, etilo,
propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo) y grupos alquilo de cadena ramificada (por ejemplo,
isopropilo, terc-butilo, isobutilo). En ciertas realizaciones, un alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada tiene
seis 0 menos atomos de carbono en su estructura (por ejemplo, C1-Cs para la cadena lineal, C3-C¢ para la cadena
ramificada). En algunos ejemplos, un alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada tiene cuatro o menos atomos
de carbono en su estructura.

A menos que el numero de carbonos se especifique de otra manera, "alquilo inferior" incluye un grupo alquilo, como
se ha definido anteriormente, pero que tiene de uno a diez, por ejemplo, de uno a seis, atomos de carbono en su
estructura principal.

El término "éster" incluye compuestos y restos que contienen un carbono o un heteroatomo unido a un atomo de
oxigeno que esta unido al carbono de un grupo carbonilo. El término "éster" incluye grupos alcoxicarboxi tales como
metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, propoxicarbonilo, butoxicarbonilo, pentoxicarbonilo, etc. Los grupos alquilo, alquenilo
o alquinilo son como se han definido anteriormente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2592452713

El término "hidroxi" o "hidroxilo" incluye grupos con un -OH u -O-.

El término "halégeno” incluye fluor, bromo, cloro, yodo, etc. El término "perhalogenado” generalmente se refiere a un
resto en el que todos los hidrégenos se reemplazan por atomos de halégeno.

Un "grupo anidnico", como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo que esta cargado negativamente
a pH fisiolégico. Los grupos aniénicos incluyen carboxilato, sulfato, sulfonato, sulfinato, sulfamato, tetrazolilo, fosfato,
fosfonato, fosfinato o fosforotioato o equivalentes funcionales de los mismos. Los "equivalentes funcionales" de
grupos anioénicos pretenden incluir bioisosteros, por ejemplo, bioisdsteros de un grupo carboxilato. Los bioisésteros
incluyen tanto bioisosteros clasicos como equivalentes bioisostérico no clasicos. Se conocen en la técnica
bioisosteros clasicos y no clasicos (véase, por ejemplo, Silverman, R. B. The Organic Chemistry of Drug Design and
Drug Action, Academic Press, Inc.: San Diego, Calif., 1992, pags. 19-23). Otros grupos anidnico es un carboxilato.

La expresiéon "funcionalidad inestable" se refiere a un patron de sustitucion que contiene una union inestable, por
ejemplo, una funcionalidad o enlace que es susceptible a la hidrélisis o escisién en condiciones fisiolégicas (por
ejemplo, soluciones acuosas en el intervalo de pH neutro). Los ejemplos de funcionalidades inestables incluyen
acetales y cetales.

Ademas, los compuestos de la presente invencién, por ejemplo, las sales de los compuestos, pueden existir en
forma hidratada o no hidratada (la anhidra) o como solvatos con otras moléculas de disolvente. Los ejemplos no
limitantes de hidratos incluyen monohidratos, dihidratos, etc. Los ejemplos no limitantes de solvatos incluyen
solvatos de etanol, solvatos de acetona, etc.

"Solvatos" se refiere formas de adicion de disolvente que contienen cantidades estequiométricas o no
estequiométricas de disolvente. Algunos compuestos tienen una tendencia a atrapar una relacién molar fija de
moléculas de disolvente en el estado sdlido cristalino, formando de esta manera un solvato. Si el disolvente es agua,
el solvato formado es un hidrato, cuando el disolvente es alcohol, el solvato formado es un alcoholato. Los hidratos
se forman por la combinacion de una o mas moléculas de agua con una de las sustancias en las que el agua
conserva su estado molecular como H;O, siendo tal combinacién capaz de formar uno o mas hidrato.

Se apreciara que la estructura de algunos de los compuestos de la invencion incluye atomos de carbono
asimétricos. Por consiguiente, se entendera que los isdmeros que surgen de tal asimetria (por ejemplo, todos los
enantiomeros y diasteredmeros) se incluyen dentro del alcance de la invencion, a menos que se indique otra cosa.
Dichos isémeros pueden obtenerse en una forma sustancialmente pura mediante técnicas de separacion
convencionales y por sintesis controlada estereoquimicamente. Los enantidmeros (configuraciones R y S) se
nombran de acuerdo con el sistema desarrollado por R.S. Cahn, C. Ingold y V. Prelog.

Ademas, las estructuras y otros compuestos analizados en esta solicitud incluyen todos los isémeros atrépicos de
los mismos. Los isémeros atrépicos son un tipo de estereoisémero en el que los atomos de dos isdbmeros se
disponen de forma diferente en el espacio. Los isomeros atropicos deben su existencia a una rotacién restringida
causada por el impedimento de la rotacion de grandes grupos sobre un enlace central. Dichos isémeros atropicos
existen como una mezcla, sin embargo, como resultado de recientes avances en técnicas de cromatografia, ha sido
posible separar mezclas de dos isdbmeros atrépicos en casos especiales.

"Compuesto estable" y "estructura estable" pretenden indicar un compuesto que es lo suficientemente fuerte para
sobrevivir al aislamiento a un grado util de pureza de una mezcla de reaccion, y la formulaciéon en un agente
terapéutico eficaz.

Como se usa en el presente documento, el término "analogo" se refiere a un compuesto quimico que es
estructuralmente similar a otro pero difiere ligeramente en la composicion (como en el reemplazo de un atomo por un
atomo de un elemento diferente o en presencia de un grupo funcional particular, o el reemplazo de un grupo
funcional por otro grupo funcional). Por lo tanto, un analogo es un compuesto que es similar a o comparable en
funcion y apariencia al compuesto de referencia.

Como se define en el presente documento, el término "derivado”, por ejemplo, en la expresion "derivados de acido
biliar", se refiere a compuestos que tienen una estructura anular de 4 miembros de nucleo comun, y estan sustituidos
con diversos grupos como se describe en el presente documento.

El término "bioisostero" se refiere a un compuesto resultante del intercambio de un atomo o de un grupo de atomos
con otro atomo o grupo de atomos, ampliamente similares. El reemplazo bioisostérico puede tener base
fisicoquimica o topolégica. Los ejemplos de bioisosteros de acido carboxilico incluyen sulfonimidas de acilo,
tetrazoles, sulfonatos y fosfonatos. Véase, por ejemplo, Patani y LaVoie, Chem. Rev. 96, 3147-3176 (1996).

"Terapia de combinacion" (o "coterapia") incluye la administracion de un compuesto de la invencion y al menos un
segundo agente como parte de un régimen de tratamiento especifico pretendido para proporcionar el efecto
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beneficioso de la coaccion de estos agentes terapéuticos (es decir, el compuesto de la invencion y al menos un
segundo agente). El efecto beneficioso de la combinaciéon incluye, aunque sin limitacién, coaccion farmacocinética o
farmacodinamica resultante de la combinacion de los agentes terapéuticos. La administracion de estos agentes
terapéuticos en combinacion tipicamente se realiza sobre un periodo de tiempo definido (habitualmente minutos,
horas, dias, o semanas dependiendo de la combinacién seleccionada). "Terapia de combinacién" puede pretender
abarcar, pero generalmente no, la administracién de dos o mas de estos agentes terapéuticos como parte de
regimenes diferentes de monoterapia que producen de forma accidental y arbitraria las combinaciones de la
presente invencion. "Terapia de combinacion” pretende abarcar la administracion de estos agentes terapéuticos de
un modo secuencial, es decir, donde cada agente terapéutico se administra en un momento diferente, asi como la
administracion de estos agentes terapéuticos, o al menos dos de los agentes terapéuticos, de un modo
sustancialmente simultaneo. La administracion sustancialmente simultanea puede conseguirse, por ejemplo,
administrando al sujeto una Unica capsula que tenga una relacion fija de cada agente terapéutico o en multiples
capsulas individuales para cada uno de los agentes terapéuticos. La administracion secuencial o sustancialmente
simultdnea de cada agente terapéutico puede lograrse por cualquier via apropiada incluyendo, aunque sin limitacion,
vias orales, vias intravenosas, vias intramusculares y absorcion directa a través de tejidos de la membrana mucosa.
Los agentes terapéuticos pueden administrarse por la misma via o por diferentes vias. Por ejemplo, un primer
agente terapéutico de la combinacién seleccionada puede administrarse por inyeccion intravenosa mientras que los
otros agentes terapéuticos de la combinacién pueden administrarse por via oral. Como alternativa, por ejemplo,
todos los agentes terapéuticos pueden administrarse por via oral o todos los agentes terapéuticos pueden
administrarse por inyeccion intravenosa. La secuencia en que se administran los agentes terapéuticos no es
estrechamente critica.

"Terapia de combinacion" también abarca la administracion de los agentes terapéuticos descritos anteriormente en
combinacién adicional con otros ingredientes biolégicamente activos y terapias sin farmaco (por ejemplo, cirugia o
tratamientos mecanicos). Cuando la terapia de combinacién comprende adicionalmente un tratamiento sin farmacos,
el tratamiento sin farmacos puede realizarse en cualquier momento adecuado siempre que se consiga un efecto
beneficioso a partir de la coaccion de la combinacién de los agentes terapéuticos y el tratamiento sin farmacos. Por
ejemplo, en casos apropiados, el efecto beneficioso aun se consigue cuando el tratamiento sin farmacos se retira
temporalmente de la administracion de los agentes terapéuticos, quiza por dias o incluso semanas.

Las expresiones "administracion parenteral" y "administrado por via parenteral" como se usa en este documento se
refieren a modos de administracion diferentes a administracién enteral y tépica, habitualmente por inyeccion e
incluye sin limitacion, inyeccion e infusiéon intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intramedular e intraesternal.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto de la invencién, o una combinaciéon de compuestos es una
cantidad (cantidad o concentracién) de compuesto o compuestos. En una realizacion, cuando una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto se administra a un sujeto que necesita tratamiento, los sintomas que
surgen de la enfermedad se mejoran inmediatamente o después de la administracion del compuesto una o mas
veces. La cantidad del compuesto a administrarse a un sujeto dependera del trastorno particular, el modo de
administracion, los compuestos coadministrados, si los hay, y las caracteristicas del sujeto, tales como salud
general, otras enfermedades, edad, sexo, genotipo, peso corporal y tolerancia a los farmacos. Los expertos en la
materia seran capaces de determinar las dosificaciones apropiadas dependiendo de estos y otros factores.

La expresion "cantidad profilacticamente eficaz" significa una cantidad (cantidad o concentracién) de un compuesto
de la presente invencién, o una combinacién de compuestos, que se administra para prevenir o reducir el riesgo de
una enfermedad - en otras palabras, una cantidad necesaria para proporcionar un efecto preventivo o profilactico. La
cantidad del presente compuesto a administrarse a un sujeto dependera del trastorno particular, el modo de
administracion, los compuestos coadministrados, si los hay, y las caracteristicas del sujeto, tales como salud
general, otras enfermedades, edad, sexo, genotipo, peso corporal y tolerancia a los farmacos.

La expresion "reducir el riesgo de", como se usa en este documento, significa disminuir la posibilidad o probabilidad
de que aparezca una enfermedad del sistema nervioso central, enfermedad inflamatoria y/o enfermedad metabdlica
en un paciente, especialmente cuando el paciente o sujeto esta predispuesto a dicho acontecimiento.

Una "sal" de un compuesto de la invencidon es un producto del compuesto que contiene un enlace iénico y se
produce tipicamente por reaccion del compuesto con un acido o una base.

Una "sal farmacéuticamente aceptable" es una sal adecuada para administrar a un sujeto.

Una "composicion" es una formulacién que contiene un compuesto de la invencién en una forma adecuada para su
administracion a un sujeto. En otra realizacion, la composiciéon farmacéutica esta a granel o en forma unitaria de
dosificacion. La forma unitaria de dosificacion es cualquiera de una diversidad de formas, incluyendo, por ejemplo,
una capsula, una bolsa IV, un comprimido, una bomba individual en un inhalador de aerosol, o un vial. La cantidad
de ingrediente activo (por ejemplo, una formulacion de un compuesto de la invencion o sales del mismo) en una
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monodosis de composicion es una cantidad eficaz y se varia de acuerdo con el tratamiento particular implicado. Un
experto en la materia apreciara que a veces es necesario hacer variaciones rutinarias a la dosificacion dependiendo
de la edad y estado del paciente. La dosificaciéon también dependera de la via de administraciéon. Se contempla una
diversidad de vias, incluyendo oral, pulmonar, rectal, parenteral, transdérmica, subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, intranasal y similares. Las formas de dosificacién para administracion topica o
transdérmica de un compuesto de la invencion incluye polvos, pulverizaciones, pomadas, pastas, cremas, lociones,
geles, soluciones, parches e inhalantes. En otra realizacién, el compuesto activo se mezcla en condiciones estériles
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y con cualquier conservante, tampon o propulsor que sea necesario.

La expresion "dosis rapida" se refiere a formulaciones de compuestos que son formas de dosificacion de rapida
dispersion.

La expresion "liberacién inmediata" se define como una liberacion de compuesto a partir de una forma de
dosificacion en un periodo de tiempo relativamente breve, generalmente hasta aproximadamente 60 minutos. La
expresion "liberacion modificada" se define para incluir liberacion retardada, liberacion prolongada y liberacion
pulsada. La expresion "liberacion pulsada" se define como una serie de liberaciones de farmaco desde una forma de
dosificacion. La expresion "liberacion sostenida" o "liberacion prolongada" se define como liberacion continua de un
compuesto desde una forma de dosificacion durante un periodo prolongado.

Un "sujeto" incluye mamiferos, por ejemplo, seres humanos, animales de compafiia (por ejemplo, perros, gatos,
aves y similares), animales de granja (por ejemplo, vacas, ovejas, cerdos, caballos, aves de corral y similares) y
animales de laboratorio (por ejemplo, ratas, ratones, cobayas, aves y similares). Tipicamente, el sujeto es un ser
humano.

La expresion "modulador de TGR5" significa cualquier compuesto que interacciona con el receptor TGR5. La
interaccion no esta limitada a un compuesto que actia como antagonista, agonista, agonista parcial o agonista
inverso del receptor TGR5. En un aspecto, los compuestos de la presente invencién actian como un antagonista del
receptor TGR5. En otro aspecto, los compuestos de la presente invencién actian como un agonista del receptor
TGRS5. En otro aspecto, los compuestos de la presente invencion actian como un agonista parcial del receptor
TGRS5. En ofro aspecto, los compuestos de la presente invencion actian como un agonista inverso del receptor
TGRS. El perfil de un ligando, tradicionalmente, endégeno sintético, se caracteriza por su eficacia intrinseca "e"
descrita originalmente por Furchgott en 1966. Se usa para expresar el grado al cual los diferentes ligandos producen
respuestas biolégicas variables ocupando al mismo tiempo la misma cantidad de receptores. En lineas generales, el
término "agonista" significa un compuesto que potencia la actividad de otra molécula o sitio receptor. Un agonista,
por definicion clasica, sea ortostérico, alostérico, inverso o coagonista tiene una propiedad de unirse al receptor,
alterar su estado del receptor y provocar una accién bioldgica. Por consiguiente, el agonismo se define como una
propiedad de un agonista o un ligando de producir una accién bioldgica. En contraste con esto, un "antagonista" es
esencialmente un agonista con alta afinidad para la misma macromolécula de receptor, pero con eficacia intrinseca
muy baja o insignificante, y por tanto evita estéricamente las acciones bioldégicas de un agonista. Como una
propiedad, el antagonismo puede ser funcional o fisiolégico, donde un agonista tiene una competicion directa por el
sitio del receptor en el primero y efectos opuestos mediante un sistema diferente de receptor-mensajero en el
segundo. Mas especificamente, una agonista de TGR5 es un ligando de receptor o compuesto que se une a TGR5 y
aumenta la concentracion de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) en al menos un 20 % en células que
expresan el receptor. A la inversa, un antagonista de TGR5 seria un compuesto que antagoniza o bloquea la
actividad de un agonista, logrando de ese modo una reduccion en la concentracion de AMPc.

La presente invencion se refiere a compuestos que tienen actividad moduladora del receptor TGR5 y su uso para
tratar y prevenir enfermedades metabdlicas tales como obesidad y sensibilidad a insulina.

A continuacién se muestra un compuesto de la invencion.

Compuesto n.° Estructura
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Compuesto n.° Estructura
11
HO™
12
HO
13
HO™
14
HOY™
15
HO

La mencién de publicaciones y documentos de patente no significa el reconocimiento de que todo pertenece a la
técnica anterior, ni supone reconocimiento alguno en cuanto al contenido o fecha del mismo. Habiendo descrito
ahora la invencién por medio de una descripcion escrita, los expertos en la técnica reconoceran que la invencion se
puede llevar a la practica en una diversidad de realizaciones, y que la descripcién anterior y los ejemplos siguientes
sirven de ilustracion y no de limitacion de las reivindicaciones que siguen.

EJEMPLO 1: Sintesis de moduladores TGRS

Los compuestos de la invencion, y derivados relacionados, pueden sintetizarse mediante métodos conocidos por un
experto en la técnica.

Sintesis de sal sédica del acido 3a,7a,16B-trihidroxi-6a-etil-53-colan-24-oico (10)
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Reactivo y condiciones: a) MeOH, pTSA, ultrasonidos, 30 °C, 2 h, 93% b) Ac20, NaHCO3, THF, reflujo, 12 h 99 %.

c) 1. Acido 3-I-benzoico, (COClI),, CHJCly, ta, 1 h. 2. CaHy, BnEtsN *CI', tolueno, reflujo, 48 h, 80 %. d) PhICl,, BuOH
CHCly, av, 0 °C, 1 h, 91 %. e) Piridina, reflujo, 12 h, 64 %. f) 1. BH3THF, ta, 2 h. 2. H02, NaOHgc, de 0 °C a ta, 3 h.
3. KOH, MeOH, tolueno, reflujo, 12 h. 47 %. g) 1. Reactivo de Jones, acetona, de 0°C a ta, 2 h. 2. pTSA, MeOH,
ultrasonidos, 30 °C, 2 h. 55 %. h) 'BuNH,BH3, CH,Cl,, ta, 24 h, 40 %. i) NaOH, MeOH, ta, 3 h, 82 %. Rendimiento
total: 3,6 %.

3a, 7a-Dihidroxi-6a-etil-53-colan-24-oato de metilo (2)

A una solucion de 1 (4,1 g, 9,76 mmol) en metanol (120 ml) se le afiadié pTSA (0,41 g, 2,15 mmol) y la mezcla se
sometio a ultrasonidos a 30 °C durante 2 h. El disolvente se evapor6 a presién reducida, el residuo se disolvié en
CHCI3 (150 ml), se lavé con una solucion saturada acuosa de bicarbonato sodico (2 x 100 ml), agua (100 ml) y
salmuera (100 ml). La capa organica se secOd sobre sulfato sédico anhidro y se evaporé a sequedad para
proporcionar el éster metilico 2 (3,95 g, 9,1 mmol, 93 %) en forma de un sélido de color blanco que se uso6 para la
siguiente etapa sin purificacion adicional.

3a-Acetoxi-7a-hidroxi-6a-etil-53-colan-24-oato de metilo (3)

A una solucion de 2 (3,9 g, 8,98 mmol) en THF recién destilado (100 ml) se le afiadieron anhidrido acético (15,29 ml,
161,75 mmol) y NaHCO3 (15,09 g, 179,72 mmol) y la mezcla resultante se calent6 a reflujo durante una noche. La
mezcla se enfrié a temperatura ambiente, se diluyd con agua (120 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 80 ml). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua (2 x 100 ml) y salmuera (100 ml), se secaron sobre sulfato sédico
anhidro y se evaporaron a sequedad a presion reducida para obtener el compuesto acetilado deseado 3 (4,25 g,
8 92 mmol, 99 %) en forma de un sélido de color blanco que se usé para la siguiente etapa sin purificacion adicional.
'H RMN (CDCls) ©: 0,65 (3H, s, 18-CHs), 0,84-0,93 (9H, m, 19-CH3 + 21-CH3-21, 26-CH3s), 1,11-1,91 (26H, m), 2,00
(3H, s, 3-CHOC(O)CH3), 2,28-2,36 (2H, m), 3,65 (3H, s, COOCHz3), 3,70 (1H, s a, 7-CH), 4,48-4,59 (1H, m, 3-CH).

3a-Acetoxi-6a-etil-7a-(3'-yodobenzoil)oxi-53-colan-24-oato de metilo (4)

Se suspendié acido 3-yodobenzoico (3,93 g, 15 mmol) en CHxCl, (30 ml) y se tratd con cloruro de oxalilo (3,21 ml,
36,1 mmol) en presencia de 2gotas de DMF a temperatura ambiente hasta que la mezcla se disolvio
(aproximadamente 1 h). Los volatiles se retiraron a presién reducida y el cloruro de acilo obtenido de esta manera se
disolvié en 150 ml de tolueno y se afiadié a una solucién agitada de 3 (4,2 g, 8,82 mmol) en tolueno (150 ml). A la
solucion anterior se le afiadieron CaH; (2,66 g, 63,5 mmol) y BnEtsN+CI- (0,5 g, 2,2 mmol), y la mezcla se calent6 a
reflujo durante 48 h. Después, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, el disolvente se evaporo6 a
presion reducida, el residuo se suspendié en CHCI3; (200 ml) y se filtré. El filtrado organico se lavé con una solucion
saturada de bicarbonato sdédico (2 x 100 ml), agua (100 ml) y salmuera (100 ml), se secé sobre sulfato soédico
anhidro y se evapor6 a sequedad. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida usando del 5 al 10 % de
EtOAc en éter de petréleo para producir 3,54 g (5,01 mmol, 57 %) de 4 y 1,23 g (2,58 mmol) de material de partida
sin reaccionar (rendimiento de conversién al 80 %).

'H RMN (CDCls &: 0,67 (3H, s, 18-CHs), 0,88-0,92 (6H, m, 21-CHs, 26-CHa), 1,13-1,32 (15H, m), 1,7-1,74 (5H, m),
1,89-1,91 (5H, m), 2,05 (3H, s, 3-CHOC(O)CHj3), 2,18-2,30 (2H, m), 3,63 (3H, s, COOCHj3), 4,60-4,62 (1H, m, 3-CH),
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5,41 (1H, s a, 7-CH), 7,23 (1H, dd, J1 = 6,5 Hz, J2 = 6,7 Hz, 5-H), 7,94 (1H, d, J = 6,7 Hz, 4-H), 8,04 (1H, d, J =
6,5 Hz, 6'-H); 8,37 (1H, s, 2'-H).

3C RMN (CDCls) &: 11,6, 11,7, 18,2, 20,7, 21,7, 22,2, 23,1, 23,9, 26,8, 27,9, 29,6, 30,8 (x 2), 34,4, 35,1 (2 x), 35,5,
39,2, 39,3, 41,3, 42,9, 44,6, 50,6, 51,4, 55,3, 74,2, 74,5, 93,9, 128,9, 130,1, 132,4, 138,6, 141,6, 164,5, 170,3, 174,6.

3a-Acetoxi-6a-etil-7a-(3'-yodobenzoil)oxi-17a-cloro-5p-colan-24-oato de metilo (5)

A una solucidon de 4 (3,5g, 4,95 mmol) en CHxCl, (280 ml) que contenia '‘BUOH 0,3 M (8,2 ml) se le anadio
dicloroyodobenceno (3,38 g, 12,4 mmol). La mezcla se desoxigené durante 3 min burbujeando Nz seco. Después, la
mezcla se sometié a fotdlisis a 0 °C usando una lampara de tungsteno (200 W) durante 1 h. Después, el disolvente
se evaporoé a presion reducida y el residuo se purificé rapidamente por cromatografia ultrarrapida eluyendo con éter
de petrdleo/EtOAc (8:2, v/v) para producir 3,35 g (4,52 mmol, 92 %) del derivado de 17-cloro 5 en forma de un sélido
de color blanco.

'H RMN (CDCls) 8: 0,81 (3H, s, 18-CHs), 0,91 (3H, d, J = 7,3 Hz, 21-CHs), 1,0 (6H, m, 19-CHs + 26-CHa), 1,12-1,93
(24H, m), 2,03 (3H, s, 3-CHOC(O)CHs3), 2,18-2,25 (2H, m), 3,65 (3H, s, COOCHs), 4,57-4,62 (1H, m, 3-CH), 5,40
(1H, s a, 7-CH), 7,22 (1H, t, J = 7,79 Hz, 5'- H), 7,91 (1H, d, J = 7,76 Hz, 4'-H), 8,02 (1H, d, J = 7,7 Hz, 6'-H), 8,38
(1H, s, 2-H). "*C RMN (CDCls) &: 11,6, 14,4, 14,5, 20,7, 21,6, 22,2, 23,1 (x 2), 26,7, 28,6, 29,4, 31,7, 34,2 (x 2), 35,1,
35,4, 39,6, 40,4, 41,1, 41,3, 44,6, 45,2, 49,9, 51,5, 74,1, 74,4, 92,9, 93,9, 128,8, 130,1, 132,3, 138,6, 141,7, 164,9,
170,7,174,1.

A'® 3a-Acetoxi-6a-etil-7a-(3'-yodobenzoiloxi-5B-colan-24-oato de metilo (6)

El derivado de 17-cloro 5 (3,3 g, 4,46 mmol) se disolvié en piridina seca (130 ml) y se calent6 a reflujo durante una
noche. Después, el disolvente se evapord a presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida
eluyendo con 8:2 de éter de petroleo/EtOAc para producir 2,24 g (3,18 mmol, 72 %) de la olefina deseada en forma
de un sdlido de color blanco.

'H RMN (CDCl3) 8: 0,75 (3H, s, 18-CH3), 0,89 (3H, t, J = 7,4 Hz, 21-CHa), 0,98 (3H, t, J = 6,5 Hz, 26-CH3), 1,03 (H, s,
19-CHzs), 1,11-2,02 (22H, m), 2,05 (3H, s, 3-CHOC(O)CHs), 2,22- 2,30 (2H, m), 3,65 (3H, s, COOCH3), 4,58-4,62
(1H, m, 3-CH), 5,20 (1H, s a, 7-CH), 5,51 (1H, s, 16-CH), 7,21 (1H, t, J = 7,9 Hz, 5'-H), 7,90 (1H, dt, J1 = 7,9 Hz, J2 =
1,1 Hz, 4'-H), 8,02 (1H, dt, J1 =7,9 Hz, J2 = 1,1 Hz, 6'-H), 8,37 (1H, t, J = 1,3 Hz, 2'-H).

*C RMN (CDCl3) &: 11,6, 15,9, 20,6, 21,7, 21,8, 22,1, 23,1, 26,7, 29,6, 30,9, 31,1, 31,7, 32,2, 34,5, 34,9, 35,0, 35,7,
37,9, 41,3, 44,8, 47,5, 51,4, 51,7, 74,1, 74,7, 93,9, 121,4, 128,9, 130,1, 132,3, 138,6, 141,7, 158,5, 164,6, 170,7,
174,4.

30,7a,16a,24-tetrahidroxi-6a-etil-5B-colano (7)

La olefina 6 (0,3 g, 0,42 mmol) se disolvi6 en BH3-THF (10,6 ml 1M en THF) a 0°C y después se agité6 a
temperatura ambiente durante 2 h. Después de este tiempo la reaccion se enfrié a 0 °C y se afiadio gota a gota una
mezcla de NaOH acuoso 4 M (20 ml) y H>O2 (20 ml) y la mezcla resultante se agité a esta temperatura durante 3 h.
La reaccion se acidifico con HCl 1 N y se extrajo con CHCl, (3 x 60 ml). Las capas organicas combinadas se
secaron sobre sulfato sédico anhidro y se evaporaron a sequedad a presion reducida. El residuo oleoso se disolvid
en tolueno (52 ml), se afiadi6 KOH al 5 % en MeOH (7 ml) y la mezcla resultante se calentd a reflujo durante una
noche. El disolvente se retird a presion reducida, el residuo se disolvidé en agua (25 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x
30 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se evaporaron a sequedad a
presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida eluyendo con EtOAcC/EtOH (95:5, v/v) para
producir 0,085 g (0,2 mmol, 47 %) del tetrol deseado en forma de un sélido de color blanco.

'H RMN (CDCl3) 8: 0,64 (3H, s, 18-CHs), 0,85-0,91 (6H, m, 19-CHs + 26-CHs), 0,92 (3H, d, J = 6,4 Hz, 21-CHs), 1,21-
1,91 (21H, m), 3,33-3,35 (1H, m, 3-CH), 3,54-3,61 (3H, m, 7-CH + 24-CHy), 3,94 (1H, s a, 16-CH).

*C RMN(CDCls) &: 11,7, 13,1, 14,1, 18,8, 20,4, 21,9, 22,4, 23,1, 28,7, 30,4, 31,8, 33,1, 33,5, 34,0, 35,4 (x 2), 35,5,
35,8, 39,5, 39,9, 41,3, 43,9, 45,3, 47,4, 62,6, 66,1, 70,6, 72,0.

3,7,16-Trioxo-6a-etil-53-colan-24-oato de metilo (8)

Se afiadié gota a gota reactivo de Jones (2 ml) a una solucién agitada del tetrol 7 (0,19 g, 0,45 mmol) en acetona
(25 ml) a 0°C y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Después, se afiadi6 metanol (8 ml) y el
producto oxidado se extrajo con EtOAc (2 x 50 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato
sodico anhidro y se evaporaron a sequedad a presion reducida. El residuo se disolvio en MeOH (80 ml), se afadio
pPTSA y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 h. El disolvente se evapor6 a presion reducida, el
residuo se disolvio en CHCI3; (50 ml), se lavd con una solucion saturada acuosa de bicarbonato sédico (2 x 50 ml),
agua (50 ml) y salmuera (50 ml). La capa organica se sec6 sobre sulfato sédico anhidro y se evaporé a sequedad. El
residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida usando EtOAc del 20 al 30 % en éter de petrdleo para proporcionar
el éster metilico 8 (0,115 g, 0,26 mmol, 58 %) en forma de un sélido de color blanquecino.

'H RMN (CDCl3) 8: 0,82 (3H, s, 18-CHs); 0,85 (3H, m, 26-CHs); 1,0 (3H, d, J = 6,5 Hz, 21-CH3); 1,37 (3H, s, 19-CH);
1,55-2,35 (23H,m); 2,63-2,87 (2H, m).
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30,7a,16B-Trihidroxi-6a-etil-53-colan-24-oato de metilo (9)

A una solucién del triceto éster 8 (0,1 g, 0,22 mmol) en CHxCl, (8 ml) se le afiadié un complejo de terc-butilamina-
borano (0,1 g, 1,12 mmol) y la reaccion se calenté a reflujo durante una noche. La reaccion se enfrié a temperatura
ambiente, se afiadié HCI 3 N y la mezcla resultante se agitd durante 30 min. La capa organica se separo, se lavo
con una solucién saturada acuosa de bicarbonato sddico (10 ml), agua (10 ml), se secé sobre sulfato sddico anhidro
y se evapord a sequedad. El residuo, en el que la 7-cetona no se redujo, se disolvid en una mezcla 1:4 viv de
H>O/THF (5 ml) y se afiadié NaBH,4 a 0 °C. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 min, después se
afnadieron agua (5ml) y HCl 3N (5 ml). La mezcla se extrajo con EtOAc (4 x 30 ml), las capas organicas
combinadas se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se evaporaron a sequedad a presion reducida. El residuo,
que consiste en al menos 2 componentes, se purificd por cromatografia ultrarrapida, usando MeOH del 1 a 4 % en
CHCI3 para producir 0,036 g (0,08 mmol, 36 %) del compuesto deseado 9.

'H RMN (Acetona-d6) &: 0,87-0,90 (6H, m, 18-CHjz + 26-CHz), 0,92 (3H, s, 19-CH3), 0,98 (3H, d, J = 6,4 Hz, 21-CHs),
1,19-1,58 (10H, m), 1,75-2,05 (7H, m) 2,34-2,41 (2H, m) 3,28-3,30 (1H, m, 3-CH), 3,62 (3H, s, COOCH3), 3,64 (1H,
s a, 7-CH), 4,37 (1H, s a, 16-CH). "°C RMN (Acetona-d6) &: 11,1, 12,5, 17,4, 20,4, 22,3, 22,8, 30,1, 30,4, 30,5, 30,6,
33,1, 33,7, 35,4, 35,6 (x 2), 39,7, 40,0, 41,6, 42,2, 45,7, 48,3, 50,8, 61,7, 69,5, 71,3, 71,4, 174,8.

Sal sédica del acido 3a,7a,16B-trihidroxi-6a-etil-53-colan-24-oico (10)

El éster 9 (35 mg, 0,08 mmol) se disolvio en 8 ml de NaOH al 5% en MeOH y la mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente durante una noche. El disolvente se evaporé a presion reducida, el sdlido resultante era en
una mezcla de H,O/CH3OH (1:1) y se purificd por cromatografia de fase inversa (columna RP-18 lobar A) usando
una mezcla de CH3OH/H2O (de 5:5 a 7:3) como fase movil, para proporcionar la sal sédica deseada 10 (15 mg,
0,03 mmol, 43 %).

'H RMN (CDs0D) &: 0,86 (3H, s, 18-CHs), 0,88-0,93 (6H, m, 19-CHs + 26-CHs), 0,99 (3H, d, J = 6,4 Hz, 21-CH3),
1,06-1,41 (9H, m), 1,46-1,9 (11H, m), 1,97-2,04 (2H, m), 2,23-2,25 (2H, m), 2,30-2,35 (1H, m), 3,28-3,35 (1H, m, 3-
CH), 3,67 (1H, s a, 7-CH), 4,49-4,52 (1H, m, 16- CH).

13CRMN(CD30D)6 12,0, 13,3, 18,7, 21,6, 23,5, 23,7, 29,5, 31,2, 31,3, 33,4, 34,4, 34,5, 35,3, 35,5, 36,6, 36,7, 41,2,
43,1,43,4,46,7,63,8,71,1,73,2, 73 ,4.

Ejemplo 2: Actividad de TGR5 y FXR in vitro
Ejemplo 2A: Unidn al receptor TGR5 y FXR

La potencia y eficacia de los compuestos de la invencion sobre el receptor TGR5 se evallan usando ensayos in
vitro. La Tabla 1 resume la potencia y eficacia de un compuesto de la invencién sobre receptores FXR y TGR5.

Tabla1.

FRET-AMPc sobre
células Hek293 que
sobreexpresan TGR5

Compuesto hFXR hTGR5 hTGR5 hTGR5

Ensayo FRET (AMPc) Ensayo de
Alphascreen NCI-H716 Transactivacion

(Patrén de (CDCA = 10-20 uM) (LCA = 4-8 uM) (LCA =1-6 uM) (LCA =0,3-5 uM)
Referencia) CEsp (UM) CEsp (UM) CEsp (UM) CEsp (UM)
Compuesto 12 0,65 0,04 0.2

Ensayo FRET (Deteccion de niveles intracelulares de AMPc)

El ensayo de unién a receptor se realizé midiendo el nivel de AMP ciclico (AMPc) usando ensayo FRET. Se
sembraron lineas celulares de intestino humano (NCI-H716) en placas de 96 pocillos recubiertas con 0,75 mg/ml de
Matrlgel (BD Biosciences) de acuerdo con las instrucciones del fabricante justo antes de su uso, a una densidad de
12 x 10° células/pocillo en DMEN suplementado con FBS al 10 % (v/v), 100 unidades/m de penicilina y 100 pg/ml de
sulfato de estreptomicina, y se cultivaron durante 24 h, lo que permitié la adhesion de las células al fondo de la
placa. Las células se lavaron dos veces con PBS y se intercambié el medio por medio de ensayo de AMPc
[OPTIMEM que contenia BSA al 0,1 % (p/v) y 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 1 mM]. Después de incubacion
durante 60 minutos a 37 °C, las células se trataron con concentraciones crecientes de compuesto 10 en tampodn de
estimulacion (HEPES 5 mM, o, BSA al 1 % en HBSS pH 7,4) que contenia el quelato con europio - Estreptavidina y
el anticuerpo conjugado con ALEXA Fluor 647 anti-AMPc (PerkinElmer) durante 1 hora a temperatura ambiente. El
nivel de AMPc intracelular se determind con el kit Lance (PerkinElmer). Se usé acido litocélico como ligando de
control. Se uso6 factor Z' para validar los ensayos. Se realizaron curvas de regresion no lineal, sin restricciones,
usando ecuacion de cuatro parametros y el software GraphPad Prism (GraphPad Inc.), para obtener los valores de
CE50.
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Ensayo Alphascreen

La actividad sobre FXR se ensay6 usando la tecnologia Alphascreen en un ensayo de reclutamiento de coactivador.
Alphascreen es un ensayo de quimica basada en perlas usado para estudiar las interacciones biomoleculares. La
unién de moléculas capturadas en las perlas conduce a una transferencia de energia desde una perla a otra,
produciendo finalmente una sefial luminiscente. Cuando los compafieros interactuan, se transfiere energia quimica
desde las perlas donantes hasta las perlas aceptoras y se produce una sefial. Tras la estimulacién con acidos
biliares, el GST-FXR-LBD interacciona con el péptido Src1. Se usaron perlas aceptoras recubiertas con anti-GST
para capturar la fusion con GST de FXR-LBD mientras que se capturd el péptido SRC-1 biotinilado por las perlas
donantes de estreptavidina. Tras iluminacién a 680 nm, se transfiere energia quimica desde las perlas donantes
hasta las perlas aceptoras a través del complejo estreptavidina-donante/Src-1-biotina/GSTFXR-LBD/anti-GST-
aceptor y se produce una sefal. El ensayo se realizd6 en Optiplates de 384 pocillos de bajo volumen blancas
(PerkinElmer) usando un volumen final de 25 pl que contenia concentraciones finales de 10 nM de proteina FXR-
LBD marcada con GST purificada, péptido Src-1 biotinilado 30 nM, 20 pg/ml de perlas aceptoras anti-GST y 10 pg/ml
de perlas donantes de estreptavidina (PerkinElmer). El tampdn de ensayo contenia Tris 50 mM (pH 7,4), KCI 50 mM,
BSA al 0,1 % y DTT 1mM. Los tiempos de estimulacion con 1 pl de ligandos (solubilizados en DMSO al 100 %) se
fijaron a 30 min a temperatura ambiente. La concentracion de DMSO en cada pocillo se mantuvo a una
concentracion final del 4 %. Después de la adicion de la mezcla de deteccion (perlas aceptoras y donantes), las
placas se incubaron en la oscuridad durante 4 h a temperatura ambiente y después se leyeron con un analizador de
microplaca Envision (PerkinElmer). Se realizaron curvas de respuesta a dosis por triplicado y se uso el factor Z' para
validar los ensayos. Se realizaron curvas de regresion no lineal, sin restricciones, usando ecuaciéon de cuatro
parametros y el software GraphPad Prism (GraphPad Inc.), para obtener los valores de CE50.

Cultivo celular, transfeccién y ensayo de luciferasa

Se cultivaron células HEPG2 y HEK293T en E-MEM y DMEM respectivamente, suplementado con
penicilina/estreptomicina al 1 %, L-glutamina al 1 % y suero bovino fetal al 1 % (alto contenido en glucosa)
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células se cultivaron a 37 °C en CO2 al 5 %. Todas las transfecciones se hicieron
usando reactivo de transfeccion Fugene HD (ul) a ADN (ug) 5:2 respectivamente (Roche). Veinticuatro horas antes
de la transfeccion las células HEK293T o HepG2 se sembraron en una placa de 96 pocillos a una densidad de
10.000 o 15.000 células por pocillo respectivamente. Se realizaron transfecciones transitorias usando 100 ng de
vector indicador pGL4.29[luc2P/CRE/Hygro] (Promega), 40 ng de pGL4.74 (Renilla), como control interno para la
eficacia de transfeccion y 10 ng de plasmido de expresion pCMV-SPORT6-hTGRS5, clon MGC:40597 de la NIH
Mammalian Gene Collection (Invitrogen). Se afadié el vector pGEM para normalizar las cantidades de ADN
transfectadas en cada ensayo (2 ug). Veinticuatro horas después de la transfeccion las células se estimularon con
concentraciones crecientes de compuesto 10 durante 18 h. Los cultivos de control recibieron vehiculo (DMSO al 0,1
%) en solitario. Las células después se lisaron afiadiendo 75 pl de reactivo de luciferasa Dual-Glo (Promega) a 75 pl
de medio que contenia células/pocillo. Se midié la actividad luciferasa de Renilla afiadiendo volumen:volumen de
reactivo Dual-Glo Stop y Glo y medio de cultivo original. Las actividades luciferasa se expresaron como la relacion
entre la unidad de luciferasa y la unidad de luciferasa de Renilla. Cada dato puntual es el promedio de ensayos
triplicados. Cada experimento se repitié al menos tres veces.

Concentraciones eficaces al 50 % (CE50) y determinacion de la eficacia

La eficacia se determind calculando los porcentajes del valor LCA 10 uM para el estudio de agonista de TGR5 y el
valor CDCA 10 uM para el estudio de agonista de FXR, respectivamente. Después de restar el valor promedio del
estado basal (tratado con vehiculo), los valores se aplicaron a las determinaciones de CEsg y/o eficacia. El calculo de
la CEso promedio y la comparacion de la CEsg entre diferentes compuestos, se hizo después de la transformacion en
logaritmos.

Ejemplo 2B: Ensayo de expresion del gen diana de TGR5 del compuesto 10

Se midio el nivel de expresion génica de ACC y AMPK en células intestinales NCI-H716 usando el compuesto 10 y
LCA como control positivo. El nivel de expresion de ARNm de genes diana de TGR5 se midi6é por reaccion en
cadena de la polimerasa a tiempo real (Q-RTPCR). Se aisl6 el ARN total (Aurum Total RNA Mini Kit BioRad) de NCI-
H716 estimuladas con compuesto 10 5 yM durante 18 horas. El ARN se transcribié de forma inversa de forma
aleatoria con ISCRIPT cDNA SYNTHESIS KIT (BioRad) en 20 pl de volumen de reaccién. Se usaron diez ng de
molde en 20 pl de volumen final de reaccion de PCR a tiempo real que contenia 0,3 uM de cada cebador y 10 ul de
mezcla maestra de PCR de verde SYBR 2X (Bio-Rad). Todas las reacciones se realizaron por triplicado y las
condiciones de termociclado fueron: 3 minutos a 95 °C, seguido por 45 ciclos de 95 °C durante 10 segundos y 60 °C
durante 30 segundos en el instrumento iCycler iQ5 (Biorad, Hercules, CA). El valor medio de las réplicas para cada
muestra se calculd y expresé como el umbral de ciclo (CT: numero de ciclo en que cada reacciéon de PCR alcanza
un umbral de fluorescencia predeterminado, establecido dentro del intervalo lineal de todas las reacciones). La
cantidad de expresidn génica se calculé entonces como la diferencia (ACT) entre el valor CT de la muestra para el
gen diana y el valor CT medio de esa muestra para el control enddgeno (B2-microglobulina). La expresion relativa se
calculé como la diferencia (AACT) entre los valores ACT de la muestra de ensayo y la muestra de control (WT) para
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cada gen diana. El valor de cuantificacion relativa se expresé y se muestra como 2-AACT. Todos los cebadores de
PCR abarcaban intrones disefiados usando el software Beacon Designer sobre los datos de secuencia publicados
de la base de datos NCBI. Los resultados se muestran en la Figura 3.

Ejemplo 2C: Citotoxicidad in vitro del compuesto 10 en lineas celulares intestinales y hepaticas humanas

Se midié la viabilidad celular usando Perkinelmer ATP-Lite 1 STEP. ElI ATP es un marcador para la viabilidad celular
porque esta presente en todas las células metabolicamente activas y la concentracion disminuye muy rapidamente
cuando las células experimentan necrosis o apoptosis. Se sembraron células humanas NCI-H716 o HepG2 (1x104)
en placas de 96 pocillos y se estimularon con diluciones de factor 10 de 1 nM a 300 uM del compuesto 10 durante 4
h a 37 °C. Las placas se equilibraron a TA durante 10 minutos y se afiadieron 100 ul de reactivo ATP-Lite 1 STEP a
100 pl de medio de cultivo que contenia células. Se leyo la luminiscencia con Victor Light (PerkinElmer). La sefial
experimental se resté del fondo. Se usé tamoxifeno como control positivo de citotoxicidad celular, mientras que las
células no tratadas sirvieron como control negativo. Los resultados se muestran en las Figuras 4 y 5.

Ejemplo 3: Actividades metabdlicas de compuestos de la invenciéon en un modelo de ratdn de obesidad inducida por
la dieta

El objetivo del estudio es definir si agonistas de TGR5 (acido oleandlico (OA) o compuesto de la invencion (por
ejemplo, un "compuesto de ensayo")) corrigen el desarrollo de la obesidad y la resistencia a la insulina asociada in
vivo. Para ensayar esta posibilidad, se administré OA/compuesto de ensayo mediante administracion en la comida
durante 16 semanas a ratones C57BL6J macho que previamente se sometieron durante 10 semanas a una dieta
alta en grasas.

II-Protocolo

En un estudio previo, se observd OA como agonista selectivo de TGR5 que no causaba aversion a la comida. Los
animales tratados con una dosis de 100 mg/kg/dia de OA mostraron, sin embargo, algunos signos de toxicidad,
mientras que una dosis inferior era bien tolerada. Por lo tanto, se administra OA a la dosis de 50 mg/kg/dia en este
estudio.

Estudios in vitro han identificado compuestos de la invencién como ligandos potentes y selectivos de TGR5. No se
esperan problemas con la toxicidad con compuestos de la invencién, que se administran a una concentracion ~50
veces inferior.

Para este estudio, 48 ratones C57BL6J macho (5 semanas de edad) se dividen en dos grupos: un grupo de 24
(grupo 1, 2 y 3) animales recibe dieta de pienso mientras que el otro grupo de 24 recibe una dieta alta en grasas
durante un periodo de 10 semanas (grupo 4, 5 y 6). Los animales después se analizan durante un periodo de 16
semanas. Cinco grupos de 10 animales se asignaron del siguiente modo:

1: dieta de pienso

2: dieta de pienso + OA 50 mg/kg/dia

3: dieta de pienso + compuesto de ensayo, por ejemplo, 30 mg/kg/dia

4: dieta alta en grasas

5: dieta alta en grasas + OA 50 mg/kg/dia

6: dieta alta en grasas + compuesto de ensayo, por ejemplo. 30 mg/kg/dia

Durante el estudio completo, se controld el peso corporal y la ingesta de comida dos veces a la semana.

Semana -2: Se analiza la composicion corporal, para todos los grupos, por absorciometria de rayos-X de energia
dual (dexascan).

Semana -1: se miden los niveles en suero de transaminasas, glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL-C, LDL-C e
insulina en todos los grupos después de un periodo de ayunas de 12 h y los ratones después se asignan a las dietas
indicadas (dia 0).

Semana 2: Se miden los niveles en suero de transaminasas, glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL-C, LDL-C e
insulina en todos los grupos después de un periodo de ayunas de 12 h (dia 14).

Semana 4: Se determina la tolerancia de glucosa sometiendo a todos los animales a un ensayo de tolerancia a
glucosa intraperitoneal (IPGTT). Los animales se dejan en ayunas durante 12 h antes de este ensayo. Se mide el
gasto de energia nocturna de los grupos 1, 4, y 6 (dieta de pienso, dieta alta en grasas y dieta alta en grasas
OA/compuesto de ensayo por calorimetria indirecta.
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Semana 8: Se analiza de nuevo la composicion de peso corporal por dexascan para todos los grupos. Se miden los
niveles en suero de transaminasas, glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL-C, LDL-C e insulina en todos los grupos
después de un periodo de ayunas de 12 h (dia 56).

Semana 9: Se estudia la actividad circadiana de los grupos 4, 5 y 6 (animales alimentados con dieta alta en grasas)
durante un periodo de 30 h.

Semana 10: Se realiza la medicién de la presion sanguinea y el ritmo cardiaco en los grupos 4, 5y 6.

Semana 11: Se mide la temperatura rectal de todos los animales a temperatura ambiente a las 10:00 a.m. La
medicion de la actividad circadiana se realiza en los grupos 1, 2, 3y 4.

Semana 12: Se analiza la tolerancia de glucosa realizando un ensayo de tolerancia de glucosa intraperitoneal
(IPGTT) en los grupos 4, 5 y 6. Durante el IPGTT, también se recoge sangre para analizar los niveles de insulina.
Los animales se dejan en ayunas 12 h antes de estos ensayos.

Se recogen heces en todos los grupos durante un periodo de tiempo de 24 h y se mide el contenido de lipidos
fecales.

Semana 16: Se realiza ensayo frio en todos los animales midiendo la temperatura corporal de animales expuestos a
4 °C.

Tres dias después, los animales se sacrificaron. En el sacrificio, se recoge sangre y se analiza para: lipidos en
plasma (TC, TG, HDL-C, FFA); funciones hepaticas (ALAT, ASAT, Pasa alcalina, y-GT); glucosa e insulina; perfiles
de lipoproteinas de grupos seleccionados de plasma (cromatografia por exclusién de tamafo).

Se recogen el higado, intestino delgado, tejidos adiposos (WAT y BAT), pancreas, corazén y musculo, se pesan y se
mantienen para analisis adicionales incluyendo: histologia convencional (tincion HE, tincién con succinato
deshidrogenasa, tincion con aceite rojo-O y morfologia celular); el contenido de lipidos tisulares; microscopia
electronica en BAT y musculo para analizar las mitocondrias; aislamiento de ARN para estudios de expresion de
genes seleccionados implicados en el metabolismo y homeostasis energética por RT-PCR cuantitativa; extraccion
de proteinas para el estudio de modificaciones postraduccionales tales como acetilacion de proteinas de interés (por
ejemplo, PGC-1a).

IlI-Procedimientos detallados
A-Procedimiento en animales y dietas
Alojamiento y manipulacién de animales

Los ratones se alojaron en grupos (5 animales/jaula) en condiciones sin patégenos especificos con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 h:12 h (activado a las 7:00), en un vivario de temperatura (20-22 °C) y humedad controladas, de
acuerdo con las especificaciones de la Comunidad Europea. Se permitié a los animales acceso libre al agua y al
alimento.

Agua para beber

La composiciéon quimica del agua corriente se analiza de forma regular para verificar la ausencia de sustancias
toxicas potenciales en el Institut d’'Hydrologie, ULP, Estrasburgo. El agua para beber se trata con HCl y HCIO4 para
mantener el pH entre 5y 5,5 y la concentracion de cloro entre 5y 6 ppm.

Dieta

La dieta de pienso de roedores convencional se obtiene de UAR y la dieta alta en grasa se obtiene de Research
Diet. Los ratones se alimentan, con dieta de pienso (proteinas al 16 %, grasas al 3 %, fibras al 5 %, cenizas al 5%) o
con dieta alta en grasas (proteinas al 20 %, carbohidratos al 20 %, grasas al 60 %). Se mezclan acido oleandlico y
compuesto de ensayo con la dieta de pienso pulverizada o la dieta alta en grasas pulverizada en las siguientes
proporciones: 0,5 g de OA/kg de alimento para el tratamiento de 50 mg/kg/dia y 0,08 g de compuesto de ensayo/kg
de alimento para el tratamiento de 10 mg/kg/dia. Los granulos después se reconstituyen. Los grupos de control
reciben granulos de alimento sin compuesto de ensayo u OA. Debido a la consistencia de la dieta alta en grasas, no
se afade agua en la mezcla con OA. En el caso de la dieta de pienso, que es mas dificil de reconstituir, se afiade
una cantidad minima de agua al polvo para reconstituir los granulos, que después se secan al aire. Se preparan
semanalmente lotes nuevos de alimento.

Recogida de sangre

La sangre se recoge del seno retroorbital con anestesia o de la vena de la cola.
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Anestesia

Para el experimento dexascan, los animales se anestesian con una mezcla de ketamina (200 mg/kg) / xilazina (10
mg/kg) administrada por inyeccién intraperitoneal.

Para la venipuncion, se anestesia a los animales por inhalacién de una mezcla de isoflurano-Os.

B-Bioquimica

Los ensayos se realizan con una estacion de trabajo de laboratorio automatizada Olympus AU-400 usando reactivos
comerciales (Olympus).

Andlisis de lipidos y lipoproteinas

Se determinan los triglicéridos, colesterol total y HDL en suero por ensayos enzimaticos. El contenido de colesterol
HDL en suero se determina después de la precipitacion de lipoproteinas que contienen apo B con &cido
fosfotungstico/Mg (por ejemplo, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). El nivel de &cidos grasos libres se
determina con un kit de Wako (por ejemplo, Neuss, Alemania) como se especifica por el proveedor.

Exploracion metabdlica y endocrina

La concentracion de glucosa en sangre se mide por un analizador Precision Q.I.D (por ejemplo, sistema Medisense),
usando electrodos Medisense Precis (por ejemplo, Abbot Laboratories, productos Medisense, Bedford, EE.UU.).
Este método se valida, por comparacién de los valores del analizador Precision Q.I.D con mediciones clasicas de
glucosa. El método Precision Q.I.D se eligié ya que requiere una cantidad minima de sangre y, por tanto, puede
emplearse para multiples mediciones tales como durante un IPGTT. La insulina en plasma (por ejemplo, Mercodia,
Uppsala, Suecia) se determina por ELISA de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

C-Ensayo metabdlico
Perfiles de lipoproteinas

Los perfiles de lipoproteinas se obtienen por cromatografia liquida rapida de proteinas, que permite la separaciéon de
las tres clases principales de lipoproteinas VLDL, LDL, y HDL.

Ensayo de tolerancia de glucosa intraperitoneal (IPGTT) - Ensayo de tolerancia a glucosa oral

Se realiza IPGTT en ratones que se han dejado en ayunas durante una noche (12 h). A los ratones se les inyecta
por via intraperitoneal (IPGTT) una solucién de glucosa al 20 % en solucion salina estéril (NaCl al 0,9 %) a una dosis
de 2 g de glucosa/kg de peso corporal. Se recoge sangre de la vena de la cola, para el control de la glucosa y la
insulina, antes y 15, 30, 45, 75, 90, 120, 150, 180 min después de la administracion de la solucion de glucosa- el
area de incremento de la curva de glucosa se calcula como una medida de la sensibilidad a insulina, mientras que
los niveles correspondientes de insulina indican reservas de secrecion de insulina.

Gasto de energia

El gasto de energia se evalua a través de calorimetria indirecta midiendo el consumo de oxigeno con el aparato
Oxymax (por ejemplo, Columbus Instruments, Columbus, OH) durante 12 h. este sistema consiste en un circuito
abierto con aire que entra y sale de las jaulas de plastico (un ratén por jaula). Se permite a los animales acceso libre
al alimento y al agua. Un detector muy preciso de CO, y O, mide la diferencia en las concentraciones de O, y CO»
en ambos volumenes de aire, o que da la cantidad de oxigeno consumida en un periodo de tiempo dado que el flujo
de aire del aire proveniente de la jaula es constante. Los datos provenientes del aparato se procesan en un
ordenador conectado, se analizan y se muestran en un archivo Excel exportable. Los valores se expresan como
ml.kg'1.h'1, que se conoce habitualmente como el VO..

Determinacion del contenido de grasa corporal por Dexascan

Los andlisis Dexa se realizan por el densitdmetro de resolucion ultra alta de la serie PIXIMUS (pixeles de 0,18 x 0,18
mm, GE Medical Systems, Madison, WI, EE.UU.). La densidad de minerales en hueso (BMD en g/cmz) y la
composicion corporal se determinan usando el software PIXIMUS (version 1.4x, GE Medical Systems).

D-Medicién no invasiva de la presion sanguinea y el pulso

El sistema de analisis de presion sanguinea Visitech BP-2000 es un sistema de manguito en la cola automatizado
por ordenador que se usa para recoger multiples mediciones en 4 ratones despiertos simultaneamente sin

intervencion del operario. Los ratones estan contenidos en camaras oscuras individuales en una plataforma
calentada con sus colas enroscadas a través de un manguito en la cola. El sistema mide la presion sanguinea
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determinando la presion del manguito en que se elimina el flujo de sangre a la cola. Un detector fotoeléctrico detecta
el pulso del ejemplar. El sistema genera resultados que han demostrado corresponder cercanamente con la presion
intraarterial media, medidas simultdneamente en la arteria carétida. Esto permite obtener valores reproducibles de
presién sanguinea sistdlica y ritmo cardiaco. Esto requiere entrenar a los animales durante una semana en el
sistema.

E-Actividad circadiana

Se mide la actividad locomotora espontdnea usando cajas individuales, cada una compuesta por un suelo
deslizante, una jaula desprendible y equipadas con receptores infrarrojos que permiten la medicién de la actividad
locomotora ambulatoria y de erguirse. Las cajas se vinculan a un ordenador usando una interface electrénica (por
ejemplo, Imetronic, Pessac, Francia). Los ratones se ensayan durante 32 horas para medir la habituacion al aparato,
asi como las actividades nocturnas y diurnas. La cantidad de agua consumida se mide durante el periodo de ensayo
usando un medidor de lametones automatizado.

Ejemplo 4: Propiedades fisico-quimicas
Solubilidad en agua

Se suspendieron BA solidos en 5 ml de HCI 0,1 M. Las soluciones saturadas, después de incubacién y mezcla
suave durante 1 semana, se filtraron en un filtro Millipore (0,22 ppm) y se midi6 la concentracién de BA por HPLC-
ESI-MS/MS usando columna C18 (150 mm x 2 mm d.i., 4 ym) y fases moviles de agua que contenian acido acético
15 mM pH 5 y acetonitrilo. El caudal fue de 150 pl/min. La adquisicion de espectrometria de masas se realiz6 en el
modo de control de reaccion multiple usando la fuente ESI en ionizacion negativa. La solubilidad en agua se expresé
como pmol/litro.

La solubilidad en agua se midio para las especies protonadas insolubles de acidos biliares carboxilados a un pH 1.
La solubilidad en agua del compuesto 10 fue de 120 uM (véase la Tabla 2).

La diferente posicién de un hidroxilo (posicion 16) en el compuesto 10 reducia ligeramente la solubilidad respecto al
acido 3,7,12 trihidroxibiliar convencional acido cdlico. La solubilidad en agua aumenté aumentando el pHy a pH 7 el
compuesto 10 era muy soluble en agua. Los datos en la Tabla 2 muestran que el analogo carboxilado compuesto 10
cuando se administra en su forma acida permanece insoluble en el contenido gastrico a un pH bajo y llega a
solucion para formar la sal (anién) una vez excretado en el duodeno debido al mayor pH de los fluidos pancreatico y
duodenal. En la bilis, el compuesto permanece en solucidén formando finalmente micelas a altas concentraciones.

Tabla 2
Acido biliar | Ws® (uM) [ CMC™ Na™ 0,15 M (mM) | STcouc™ dina/lcm | LogPa'™ [ Unién a albimina™ (%)
CDCA 32 3.2 455 2.2 93
UDCA 7,5 6,0 50,5 2,2 94
CA 273* 11* - 1,1* 50*
TCDCA hs 3,0 - 0,9* 70*
TUDCA hs 2,2 - 1,1* 67*
6MUDCA 28* 4,2* 1,3* 80*
10 120 5,9 52,4 1,6 83

¥ Ws: solubilidad en agua se refiere a BA como especie protonada y por lo tanto no se evalué para TCDCA y
TUDCA que son muy solubles (hs).

® CMC: concentracion micelar critica determinada en solucién acuosa de NaCl 0,15 M.

¢ ST cmc: tension superficial en CMC en solucién acuosa de NaCl 0,15 M.

d LogPa: coeficiente de reparto en 1-octanol-agua de los acidos biliares estudiados como especies ionizadas.

*: valores de la bibliografia.

Concentracion micelar critica (CMC)

La detergencia, es decir, la tendencia a formar micelas se evalué para todas las moléculas cargadas que son
solubles en agua como sal sédica (2 unidades por encima del pKa). La concentracién micelar critica (CMC) se
determind por mediciones de tension superficial (ST) usando un método de presion maxima de burbuja que da
valores de tensidn superficial ligeramente afectados por impurezas potenciales similares a métodos estaticos. El
tensiéometro era un Sensadyne 6000 (Chem-Dyne Research Corp., Milwaukee, WI) equipado con dos sondas de
vidrio de 0,5 y 4,0 mm de diametro conectadas a una fuente de nitrogeno. La frecuencia de burbuja era 1
burbuja/segundo en agua destilada a 26 °C (P=273,5 kPa (2,7 atm)) y la calibracién se hizo con agua bidestilada y
metanol. La tension superficial de soluciones de sales sodicas de BA en NaCl 0,15 M se midié6 a diversas
concentraciones que variaban de 0,10-50 nM de intervalo. Los valores de tensién superficial se representaron frente
al logaritmo de la concentracién de sal biliar; las lineas de regresion correspondientes a las dos partes de la curva
(fases monomérica y micelar) se calcularon usando el método de minimos cuadrados, y la interseccién de las lineas
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se adoptd como el valor de CMC. A partir de las curvas de ST frente a la concentracion también se calculé el valor
de la tension superficial en la CMC (equilibrio entre especies de mondmeros y multimeros) que da informacion
acerca de la potencia de detergencia que esta relacionada con el tamario de las micelas con capacidad asociada de
disminucion de la tension superficial.

La CMC se evalu6 por mediciones de tension superficial en condiciones no de equilibrio, es decir, en condiciones en
que las impurezas afectan ligeramente a los resultados de tension superficial (Fig. 6). La Tabla 2 muestra los
resultados. El compuesto 10 presenté una alta CMC con una baja capacidad de disminucion de la tension superficial
que indicaba que este compuesto es un detergente moderado y las micelas tienen un nimero de agregacion muy
bajo. La presencia de un grupo hidroxilo en la posicién beta C-16 reduce el area hidréfoba responsable de la
interaccion entre las partes posteriores, que es para formar micelas y, por lo tanto, las micelas son pequefias y poco
detergentes. Esta propiedad confiere a la molécula una baja toxicidad cuando se acumula en un fluido biolégico u
organo dado.

Coeficiente de reparto en octanol/agua

El coeficiente de reparto en octanol/agua se midié para moléculas en su forma ionizada y, por lo tanto, se estudiaron
analogos carboxi a un pH relativamente alto (8 o 9) para asegurar la ionizacién completa del grupo carboxilo. El
coeficiente de reparto en 1-octanol/agua (log P) se evalué usando un procedimiento de matraz en agitacion
convencional. Los experimentos se realizaron en una solucién de sal biliar 0,1 mM tamponada a pH 8 con tampén
fosfato 0,1 M para asegurar la ionizacion completa del BA; los valores de log P se refieren al BA en la forma
ionizada, no a las especies protonadas, y la concentracion inicial de cada BA estaba por debajo de su propio valor
de CMC. EIl tampén acuoso se presaturd previamente con 1-octanol, después se afnadieron 5 ml de 1-octanol
presaturado con agua y las muestras se dejaron equilibrar durante 2 semanas en agitacién continua a temperatura
ambiente. Después de la centrifugacion, las dos fases se separaron cuidadosamente. La concentracién de BA en la
fase acuosa se midié con HPLC-ESI-MS/MS usando una columna C18 (150 mm x 2 mm d.i., 4 ym) y con agua que
contenia acido acético 15mM pH 5 y acetonitrilo para las fases moviles. El caudal fue de 150 pal/min y la columna se
mantuvo a 45 °C. La adquisicién de espectrometria de masas se realizdé en el modo de control de reaccién multiple
usando la fuente ESI en ionizacion negativa.

La Tabla 2 muestra los resultados. El compuesto carboxilado 10 con tres grupos hidroxilo en las posiciones 3a, 7a y
16B presento una lipofilicidad ligeramente mayor respecto al analogo CA natural debido a la presencia del etilo en la
posicion C-6. La diferencia probablemente se debe a la posicion infrecuente del grupo hidroxilo 16-beta,
considerando que la posicion 12-alfa no parece desempefar un papel principal en las propiedades de detergencia.

Unién a albimina

Se evalud el grado de unién a albumina por didlisis en equilibrio a una relacién fija de BA-albumina. Cada BA se
disolvié a una concentracion de 100 uM en solucion salina con albumina sérica bovina al 5% (pH 7,2) y se dejo
reposar durante 24 h a 25 °C. Se dializaron dos mililitros de esta solucién en sacos de celulosa que tenian un punto
de corte de peso molecular de 12.000-14.000 Dalton frente a 25 ml de solucion salina. El sistema se equilibré por
agitacion suave durante 72 h a 25 °C. Las concentraciones BA de la solucion dializada (correspondiente a la fraccion
no unida libre) y de la soluciéon de partida se determinaron con HPLC-ESI-MS/MS en las mismas condiciones del
analisis previo.

El porcentaje de unidn a albumina se calcul6 a partir de la concentracion inicial de BA y a partir de la concentracion
no unida en la fraccién dializada. Los datos se presentan en la Tabla 2.

El porcentaje de union del compuesto 10 es mayor que CA como resultado del grupo metilo en la cadena lateral. El
compuesto 10 presenta una unién a albumina compatible con una captacion hepatica relativamente rapida, similar a
BA de origen natural.

Ejemplo 5: Estabilidad metabdlica in vitro en cultivo de deposiciones humanas

Estabilidad a bacterias intestinales

7a-deshidroxilacion

Se transfirieron deposiciones humanas recién homogeneizadas (500 mg) en viales estériles a los que se afiadié 5 ml
de medio de glucosa de carne troceada esterilizada (Scott Lab., Fiskville, Rl). Después se afadieron los BA a una
concentracion final de 0,05 mM. Los viales se incubaron a 37 °C; después, alas 0, 1, 2, 4, 8 y 24 h después de la
adicion del BA, la reaccion se detuvo con 150 pL de KOH al 30 %. Las muestras se centrifugaron a 3500 r.p.m.

durante 10 min; a partir del sobrenadante se aislé el BA por extraccion en fase sélida en C-18 y se analizaron por
TLC y HPLC-ES-MS/MS.
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Se empled cromatografia en capa fina (TLC), utilizando placas de gel de silice de 0,25 mm de grosor (Merck,
Darmstat, Alemania), como el primer ensayo de exploracién. El sistema disolvente usado para la separacion de BA
conjugado estaba compuesto de acido propidnico/acetato isoamilico/agua/N-propanol (3:4:1:2, viviviv; disolvente 1),
y el del BA no conjugado era acido acético/tetracloruro de carbono/éter isopropilico/acetato isoamilico/agua/N-
propanol/benceno (1:4:6:8:2:2, viviviviviv; disolvente 1l). El BA separado se reveld con solucion en etanol de acido
fosfomolibdico al 5 %.

El compuesto 10 era muy estable cuando se incubaba en cultivos de deposiciones humanas vy, incluso después de
24 horas, mas del 85 % del compuesto se recuperaba sin modificar. Por el contrario, el analogo natural de referencia
quenodesoxicolico (CDCA) presentaba un tiempo de semivida de casi 1 hora y después de 8 horas de incubacion se
habia metabolizado casi completamente (7-deshidroxilado) para formar acido litocélico. Ademas, después de un
largo tiempo de incubacion, la 7 deshidroxilacion y la formacion de intermedio de un derivado 7 oxo estaba
practicamente anulada.

Estabilidad de cadena lateral

De acuerdo con los primeros resultados, la cadena lateral no se modificaba por las actividades enzimaticas de las
bacterias intestinales.

Estos datos sugieren que la presencia del grupo etilo en la posicion C-6 protege el grupo 7-hidroxilo hacia la
oxidacion o retirada por impedancia estérica. Ademas, el compuesto 10 también es muy estable para el metabolismo
de cadena lateral.

Ejemplo 6: Secrecion biliar y metabolismo del compuesto 10 en rata con fistula biliar después de administracion
duodenal (id) y femoral (iv)

Objetivo y fundamento

La modificacién estructural de los nuevos analogos de BA podria afectar a su captacion hepatica, los
transportadores hepaticos y la secrecién y absorcién intestinal. Por lo tanto, el conocimiento de la secrecién biliar
después de administracion iv e id junto con su metabolismo es un punto clave en la seleccién de candidatos para
estudios adicionales.

Para evaluar el modo y eficacia de la absorcion intestinal, el compuesto 10 se administr6 de forma intravenosa
(infusion femoral) y por via oral (infusion duodenal) a la misma dosis y se evalud su tasa de secrecion biliar en el
modelo de rata con fistula biliar. También se evalud el efecto colerético sobre la produccién de bilis. Las diferencias
en el area bajo la curva (AUC) de la secrecion biliar frente al tiempo entre la administracion iv e id justifica su
absorcion intestinal y da informacién acerca de su biodisponibilidad. Ademas, el metabolismo hepatico e intestinal
también podria ser bastante diferente y, por lo tanto, la secrecion biliar de compuesto 10 y se determinaron sus
metabolitos principales (intestinales) y hepaticos.

Efecto colerético
-Infusién duodenal

El modelo de rata con fistula biliar se desarrollé en las instalaciones del University of Bologna Lab. Los compuestos
se administraron a una dosis de 1 ymol/kg/min (infusién de 1 hora) a un grupo de ratas mediante infusion duodenal
(id). Las ratas tenian una fistula biliar para recoger muestras de bilis en diferentes momentos antes y durante la
infusion. Para el experimento de infusién duodenal, se trataron 6 ratas (250+10 g). Las muestras de bilis se
recogieron cada 15 minutos durante 4 horas. Ademas, 3 ratas de control se trataron con solucién salina en las
mismas condiciones para los tiempos y el muestro (ratas de control duodenal).

La Figura 7 muestra el flujo de bilis durante la recogida de muestras (un animal). La infusion duodenal empieza
después de 30 minutos de la recogida de bilis inicial y continua durante 1 hora. El compuesto 10 no es colerético y el
flujo de bilis es similar al grupo de control.

-Infusién intravenosa

Para el experimento de infusidon femoral, se trataron 6 ratas (peso corporal, 250 + 10 g) con compuesto 10 a 1
umol/min/kg. La Figura 8 muestra el flujo de bilis durante el estudio. La infusidon femoral empieza después de 75
minutos de régimen permanente y continia durante 60 minutos. Las muestras de bilis se recogieron cada 15
minutos cada 4 horas. Ademas, 3 ratas se trataron con solucion salina en las mismas condiciones para los tiempos y
el muestreo (ratas de control femoral).

El flujo de bilis durante la infusién iv de vehiculo de solucién salina BSA al 3 % (control, n = 1) mantuvo un valor que
variaba de 40 a 80 pl/min/kg durante el periodo completo del experimento. La Figura 8 presenta el flujo de bilis
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después de la infusion iv de CDCA como compuesto de referencia. No se observaron diferencias significativas con
respecto al experimento de control y el caudal maximo era solo ligeramente mayor que el caso de control (80 frente
a 70 pl/min/kg).

Secrecion biliar de los analogos administrados

Las muestras de bilis recogidas durante los experimentos iv e id se analizaron para determinar la secrecion biliar de
los analogos administrados y sus metabolitos. Andlisis HPLC-ES-MS/MS. Se obtuvo polvo cristalino puro de cada
compuesto del laboratorio R. Pellicciari de Perugia. Se prepararon soluciones madre en metanol a 1 mmol/l (con la
excepcion del compuesto 10 a 350 umol/l) y se prepararon soluciones de trabajo diluyendo volimenes apropiados
de la solucion principal. El metanol y el acetonitrilo eran de pureza de calidad HPLC. El amoniaco era al 30 % y el
acido acético era al 99,8 %. Todos los reactivos se obtuvieron de Carlo Erba Reagents. Se prepard agua de calidad
HPLC por un sistema Milli-Q.

Preparacion de muestras

Las muestras de bilis de rata se llevaron a temperatura ambiente, se agitaron brevemente y se diluyeron 1:100 v/v
(muestras de bilis de infusion duodenal) y 1:100 o 1:200 v/v (muestras biliares de infusion femoral) con tampon
acetato amonico 15 mM (pH 5,0): acetonitrilo = 70:30 (v/v). La solucion final se transfirio a viales de tomamuestras
automatico, y se inyectaron 10 ul a la columna cromatografica.

Método de HPLC-ESI-MS/MS

Las muestras de bilis de rata se analizaron por cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem (HPLC-
MS/MS) usando fuente de electronebulizacion (ESI) en modo de ionizacién negativa.

Para la cromatografia liquida, se usé un médulo de separacion Waters Alliance 2695 acoplado con un tomamuestras
automatico. El tomamuestras automatico se mantuvo a 7 °C. La separacion se realizé en una columna Synergi
Hydro-RP C+g (150 x 2,0 mm d.i., 4 ym de tamafio de particula), protegida por una precolumna SecurityGuard ODS 4
x 2,0 mm d.i., ambas suministradas por Phenomenex. El analito se eluyé usando tampdén acetato aménico 15 mM
(pH = 5,00) como fase movil A y acetonitrilo como fase movil B. La fase moévil B se aumentd desde el 30 % al 64 %
en 10 min, después hasta el 100 % en 10 min, y se mantuvo constante durante 10 min. El caudal fue de 150 pl/min y
la columna se mantuvo a 45 °C. El efluente de la columna se introdujo en la fuente ESI conectada a un
espectrometro de masas de triple cuadruplo (Quattro-LC, Micromass) que funciona en modo de adquisicion de
Control de Reacciones Multiples (MRM). Se usé nitrégeno como gas nebulizador a 90 I/h de caudal y como gas de
desolvataciéon s 930 I/h. El bloque de fuente de iones y las temperaturas de desolvatacion se ajustaron
respectivamente a 80 °C y 180 °C. El voltaje del capilar fue de 3,0 kV.

Se uso6 el software MassLynx version 4.0 para la adquisicion y procesamiento de datos. Ademas, usando
espectrometria de masas tanto en configuracion MS unica o MS/MS en tandem se realizaron experimentos para
identificar los metabolitos.

Cuantificacion

Se preparo diariamente una curva de calibracién de 5 puntos y se inyecté por duplicado. Las muestras de calibracién
se obtuvieron en el intervalo de concentraciéon de 0,1 a 25 ymol/l preparadas en fase movil. Los parametros de la
curva de calibracion lineal se obtuvieron del diagrama del area de pico de analito frente a la concentracion de analito
usando un andlisis de regresion de minimos cuadrados (peso = 1/x?). Los coeficientes de correlacion fueron >0,989.

Farmacocinética (secrecion biliar) de los analogos administrados: comparacion de iv frente a id

Los datos se refieren a la tasa de secrecion de los analogos recuperados en la bilis tal cual después de infusion
duodenal y femoral a una dosis 1 umol/kg/min. Los metabolitos principales y minoritarios se presentan
posteriormente. La Tabla 3 muestra los valores de concentracion y secrecion para el compuesto 10 obtenidos de
muestras de bilis de rata recogidas durante la infusién duodenal (1 h que varia de 75 a 135 min).

Tabla 3.
Tiempo (min) Conc. (mmol/l) Secrecion (umol/kg/min)
90 0,01 0,0004
120 0,07 0,003
150 0,39 0,019
180 0,14 0,003
210 0,09 0,004
240 0,03 0,001
270 0,02 0,001
300 0,02 0,001
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La Tabla 4 muestra los valores de concentracién y secrecion para el compuesto 10 obtenidos de muestras de bilis
de rata recogidas durante la infusion femoral (1 h que varia de 75 a 135 min).

Tabla 4.
Tiempo (min) Conc. (mmol/l) Secrecion (umol/kg/min)
75 0,04 0,002
90 2,3 0,127
120 0,90 0,065
150 0,06 0,004
180 0,04 0,003
210 0,02 0,001
240 n.d. &
2_: no calculado n.d.”: no detectado

La secrecion biliar de compuesto 10 después de infusién iv no es eficaz y la tasa de secrecidon maxima es baja (Fig.
9). El compuesto se metaboliza para formar el conjugado con taurina y esto contribuye a mejorar ligeramente su
recuperacion. La secrecion biliar después de administraciéon id es mucho menor que los experimentos iv, lo que
sugiere una mala absorcion intestinal de la molécula.

Metabolismo hepatico

El compuesto 10 experimenta un metabolismo hepatico como el BA de origen natural. Después de administracion iv
se secreta en la bilis tal cual y se conjuga principalmente con taurina. También se han encontrado metabolitos
minoritarios tales como los metabolitos lactona y monoglucurénido. Después de administracion id, la molécula se
recupera tal cual y se metaboliza principalmente para formar los conjugados con taurina. Figura 10a: Compuesto 10
y sus metabolitos principales identificados en bilis usando espectrometria de masas en el experimento iv. Los datos
se presentan como valores absolutos de area.

Figura 10b: Presentacion ampliada de la Figura 10a.

Figura 10c: Compuesto 10 y sus metabolitos principales identificados en bilis usando espectrometria de masas en el
experimento id. Los datos se presentan como valores absolutos de area.

El compuesto 10 es moderadamente hidrofilo con una baja detergencia. La captaciéon hepatica es eficaz y también la
absorcion intestinal. EI compuesto se secreta en bilis tal cual y principalmente como conjugado con taurina y la
recuperacion en la bilis es casi completa.

Ejemplo 7: Toxicidad in vitro sobre células HepG2

Los compuestos de la invencion se evaluaron para toxicidad in vitro usando un ensayo de células HepG2. Se
determino la citotoxicidad en células HepG2 controlando la disminucion de ATP y se determind la apoptosis de
células HepG2 controlando la activacion de caspasa-3. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Citotoxicidad

Se midié la viabilidad celular usando Perkinelmer ATP-Lite 1 STEP. EI ATP es un marcador para la viabilidad celular
porque esta presente en todas las células metabdlicamente activas y la concentracion disminuye muy rapidamente
cuando las células experimentan necrosis o apoptosis. Se sembraron células humanas NCI-H716 o HepG2 (1x‘|04)
en placas de 96 pocillos y se estimularon con diluciones de factor 10 de 1 nM a 300 uM del compuesto 10 durante 4
horas a 37 °C. Las placas se equilibraron a TA durante 10 minutos y se afiadieron 100 ul de reactivo ATP-Lite 1
STEP a 100 ATP-Lite 1 STEP de medio de cultivo que contenia células. Se leyé la luminiscencia con Victor Light
(PerkinElemr). La sefial experimental se rest6 del fondo. Se us6 tamoxifeno como control positivo de citotoxicidad
celular, mientras que el control negativo eran las células no tratadas.

Apoptosis

Las caspasas participan en el control molecular de la apoptosis y el sustrato de Caspasa-3 TruPoint posibilita un
ensayo de fluorescencia resuelto en el tiempo sensible, robusto y homogéneo para la actividad caspasa-3.

Se sembraron células de hepatocitos humanos (HepG2) (1x104) en placa de 96 pocillos con medio de HepG2 sin
piruvato sodico. Las células se estimularon 4 horas a 37 °C con diluciones en serie de compuesto de ensayo de 1
nM a 300 pM por ftriplicado. Se usd estaurosporina como control positivo de células apoptéticas. Los controles
negativos fueron: 1. Células no estimuladas; 2. Medio solo sin células; 3. Células incubadas sin el sustrato de
caspasa. Se anadieron tampén de lisis y sustrato de caspasa-3 a las células y 1 hora y 24 horas después se midio la
fluorescencia con EnVision.
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Necrosis

La necrosis celular se analizé midiendo la liberacidon de lactato deshidrogenasa (LDH) de las células necréticas
usando el ensayo de integridad de membrana homogénea CytoTox ONE de Promega. Se sembraron células de
hepatocitos humanos (1x104) en una placa de 96 pocillos. Después de 18 horas de incubacién, se remplazé el medio
fresco de incubacion sin piruvato sédico y sin suero y se afiadié el compuesto 10 en respuesta a la dosis de 0,1 pM
a 500 pyM. Se uso6 Triton al 1 % como control de liberacién maxima de LDH. Se us6 tamoxifeno como inductor de
necrosis. Las células sembradas se sembraron de nuevo en la incubadora durante 4 horas adicionales. El
sobrenadante se transfirié a una nueva placa y se afiadié el mismo volumen de reactivo CytoTox-ONE a la placa.
Después de 1 hora de incubacion, se leyo la fluorescencia con el lector de placa de multiples marcadores EnVision
con una longitud de onda de excitacion de 560 nm y una emisién de 590 nm.

Tabla 5.
Toxicidad in vitro sobre células HepG2
Compuesto CITOTOXICIDAD disminucién APOPTOSIS activacion de NECROSIS liberacion
de ATP CEs (UM) Caspasa-3 CEsp (UM) de LDH CEsg (UM)
Estaurosporlna 15 3 n.d.
(apoptosis)
TamOX|f_eno 47 4 35
(Necrosis)
LCA 84 65 105
CDCA 650 890 >1000
UDCA >1000 n.d. n.d.
CA >1000 n.d. n.d.
Compuesto 10 >1000 n.d. n.d.
n.d., No detectado

Ejemplo 8: Ensayos de selectividad de NR

La selectividad de compuestos de la invencion se evalué usando métodos de ensayo conocidos en la técnica.
Especificamente, se usaron los siguientes métodos de ensayo:

FXR y LXR: Reclutamiento de coactivadores (alphascreen);
TGR5: Nivel de AMPc sobre la linea celular de intestino humano (NCI-H716);
PXR: Ensayo de competicion de ligandos (Ensayo de unién);
CAR: Reclutamiento de coactivadores (Lanthascreen);
La Tabla 6 muestra los resultados de estos ensayos.
Ensayo de coactivadores TR-FRET

Se uso el ensayo Lanthascreen (Invitrogen) para el ensayo de selectividad de receptores nucleares. El kit usa un
anticuerpo anti-GST marcado con terbio, un péptido coactivador marcado con fluoresceina y un dominio de unién a
ligando NR que esta marcado con glutation-S-transferasa (GST) en un formato de ensayo de mezcla homogénea y
lectura. Los ensayos se realizaron en microplaca de 384 pocillos (PerkinElmer). Una reaccion de ensayo total de 20
pl incluia NR marcados con GST 5 nM, 125 nM de péptido co-regulador, 5 nM de anticuerpo anti-GST marcado con
TB (anti-glutation-S-transferasa marcado con terbio), DTT 5 mM y concentracién variable de compuesto 10 en el
tampon de ensayo suministrado por Invitrogen. El control negativo estaba desprovisto del compuesto 10 pero
contenia todo lo demas contenido en el pocillo de agonista. Después de 1 hora de incubacién en la oscuridad, se
hicieron mediciones TR-FRET en el EnVision. La relacion de emision 520/495 se representd frente a las
concentraciones variables de ligando. Los datos se analizaron usando GraphPad Prism usando la ecuacion de curva
sigmoidea con pendiente variable para obtener los valores de CEs.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, que tiene la férmula C:

©

0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo, en la que:
R2 es hidrégeno o hidroxilo;
R4 es alquilo sin sustituir; y

R16 es hidroxilo, alcoxi o halégeno.

2. Un compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la férmula D:

(D)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo.

3. Un compuesto de la reivindicacién 1, que tiene la formula E:

(E)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo.

4. Un compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la formula F:

()
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo.

5. Un compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto es el Compuesto 10:
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(10)
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo.

6. Un compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto se selecciona entre el grupo que consiste en:
“,
OH

‘"

HOM™ HO'Y

CO,H ] CO,H
1OH OH

HO"™ ~"""'OH HO' ~"""OH
H 2 H :

™ : y W i
0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina de los mismos.

7. Un compuesto de la reivindicacion 6, en el que el compuesto es:

#
‘.

T N\-CO,H
OH
HO O

H:
s

0 una sal, solvato, hidrato, conjugado de glicina o conjugado de taurina del mismo.

8. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el compuesto es una sal
farmacéuticamente aceptable.

9. Una composicién que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y al menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

10. Un compuesto o composicién para su uso en un método de tratamiento o prevencion de una enfermedad en un

sujeto, comprendiendo el método administrar el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-9.
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11. El compuesto o composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que la enfermedad se
selecciona de enfermedad metabdlica, enfermedad inflamatoria, enfermedad hepatica, enfermedad autoinmunitaria,
enfermedad cardiaca, enfermedad renal, cancer y enfermedad gastrointestinal.

12. El compuesto o composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-11, en el que
el compuesto o composicion se administra al sujeto por via oral, parenteral, intravenosa o topica.

13. El compuesto o composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-11, en el que
el sujeto es un ser humano.
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