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DESCRIPCION
Un agente que comprende taurodesoxicolato de sodio para su uso en el tratamiento o la prevencién de sepsis
[Campo Técnico]

En el presente documento se describe el uso de un tensioactivo biolégico como un agente antinflamatorio y una
solucién conservante de tejidos. Mas en particular, la presente descripcion se refiere a un agente antinflamatorio y
una solucién conservante de tejidos que comprenden un tensioactivo bioldgico que bloquea la reaccion de un factor
proinflamatorio con un receptor mediante emulsificacion del factor proinflamatorio.

[Técnica anterior]

El mecanismo inmunolégico innato desempefia un papel en una primera defensa contra una infeccién patégena y en
el reconocimiento y la recuperacién de tejido dafiado y estd mediado por determinadas células tales como un
macréfago y una célula dendritica, y factores humorales tales como un sistema del complemento y un sistema de
coagulacion.

En particular, la respuesta inflamatoria del sistema inmunoldgico innato es un mecanismo de defensa in vivo
provocado por endotoxinas bacterianas y dafios en tejidos, y esta acompafado por el aumento de células
inflamatorias (macréfagos, células dendriticas, etc.) y citocinas proinflamatorias (interleucina-12, TNF-a, etc.),
hipertermia, derrame local de liquido intersticial, fibroplasia para la recuperacion, etc.

La activacion de dichas células proinflamatorias puede confirmarse mediante la produccion de citocina
proinflamatoria asi como la expresién de factores de transcripcion nuclear que estan implicados en la regulacion de
la transcripcion de genes de células inflamatorias y la expresion de moléculas coestimulantes (CD40, CD80, CD86)
o complejos de histocompatibilidad principales (MHC) que estan implicados en la activacién de las células
inflamatorias.

Asimismo, las células inflamatorias que incluyen células presentadoras de antigeno (APC) en el mecanismo
inmunoldgico innato inducen directamente o indirectamente la activacion del mecanismo inmunolégico adquirido
inducido por linfocitos T y linfocitos B. La respuesta inmunitaria adquirida activada por respuesta inflamatoria
sistémica intensificé también la respuesta inflamatoria.

Una toxina (endotoxina o exotoxina) es un ejemplo de un material que puede inducir una activacién anormal del
sistema inmunoldégico innato y una respuesta inflamatoria. Una endotoxina tal como un glicolipido de E. coli es una
molécula anfifila que tiene tanto regiones hidréfilas como regiones hidréfobas tales como una regién lipidica, y es
uno de los materiales principales que constituyen la pared celular de bacterias Gram-negativas.

En particular, se sabe que la region lipidica de la endotoxina tiene una hidrofobicidad fuerte y desempefa un papel
importante en la induccién de la citotoxicidad. Por lo tanto, mediante la endotoxina son inducidas diversas
enfermedades y afecciones. La sepsis, en particular, puede causar graves problemas en una sala de urgencias o
durante una operacién.

La sepsis induce una inflamacion grave en la sangre y en diversos érganos debido a que las toxinas bacterianas
circulan a través de vasos sanguineos. La sepsis también puede provocar una diversidad de sintomas tales como
fiebre, vomitos, diarrea, descenso de la tensién arterial, taquipnea, taquicardia, miccion frecuente, estupor, etc.

La sepsis es la tercera causa principal de muerte en los paises desarrollados. Mas de 750.000 personas se ven
afectadas por la sepsis anualmente en Estados Unidos, y el 9 % de las muertes totales en Estados Unidos son
debidas a sepsis.

La exotoxina excretada por bacterias Gram-positivas o Gram-negativas también puede inducir una inflamacion. La
endotoxina esta constituida por proteinas, y se produce y se excreta durante el proceso metabdlico de
Corynebacterium diphtheria, Clostridium tetany, Clostridium botulinum, etc. Exotoxinas similares son producidas por
el bacilo de la disenteria, estreptococos, etc.

Las respuestas inflamatorias producidas por una actividad inmunoldgica innata anormal se consideran problemas
importantes en un transplante de 6rganos, y uno de los problemas es el rechazo inmunolégico que tiene lugar
durante el transplante de células porcinas a un ser humano. Dichos rechazos inmunolégicos estan activados por
tejidos dafados durante una operacion, asi como por anticuerpos naturales presentes en la sangre, y provocan
necrosis tisular con una respuesta inflamatoria grave.

En particular, los dafios a 6rganos debidos a anoxia isquémica durante la extirpacion de un érgano de un donante, el
dano durante la conservaciéon de un érgano antes de su transplante y la formacioén de oxigeno activo y el aumento
en respuestas inmunitarias después de la reperfusién, se consideran un problema importante.
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Por lo tanto, se requiere una solucion conservante de 6rganos que pueda minimizar dafos al érgano que se va a
transplantar y rechazos inmunolégicos. Actualmente estan disponibles diversas soluciones conservantes de 6rganos
comerciales, por ejemplo la solucion de la Universidad de Wisconsin desarrollada por la Universidad de Wisconsin
en Estados Unidos y solucion HTK (histidina-triptéfano-cetoglutarato) desarrollada en Alemania. La solucién
conservante de érganos se inyecta como un perfusado antes de extirpar un 6rgano de un donante, o se usa para la
conservacion de un 6rgano antes del transplante del 6rgano a un paciente. No obstante, las soluciones conservantes
de 6rganos convencionales tienen limitaciones en la supresidén de las respuestas inflamatorias inducidas por el
6rgano danado durante el transplante.

Asi, es importante para diversas enfermedades inflamatorias, asi como para un transplante de 6rganos, controlar las
respuestas inflamatorias.

Los agentes antinflamatorios y los agentes inmunodepresivos convencionales que tienen un efecto inhibidor de la
inflamacion tienen las desventajas de que los agentes tienen un efecto topico y se requieren para una administracion
continua. Los agentes también tienen efectos adversos cuando se administran los agentes.

El Vioxx, un farmaco antinflamatorio no esteroideo (NSAID), se usa para el tratamiento de artritis y, no obstante, se
ha informado que el Vioxx aumenta dos veces la morbilidad de cardiopatias, segin ensayos clinicos. En
consecuencia, la seguridad de otros farmacos que tienen un mecanismo de inhibiciéon de la inflamacién similar al
Vioxx se encuentra en investigacion.

Los farmacos antinflamatorios esteroideos también tienen efectos adversos. Cuando se abusa de estos farmacos
antinflamatorios esteroideos, la resistencia a la enfermedad in vivo disminuye y, por lo tanto, el cuerpo humano se
vuelve sensible a sufrir enfermedades tales como diabetes, osteoporosis, etc.

El Xigris, el primer agente terapéutico comercializado para sepsis, interviene en el proceso de coagulaciéon de la
sangre y, por lo tanto, puede provocar una hemorragia grave o apoplejia.

Los documentos de patente de Estados Unidos N° 5.283.236 y 5.658.878 divulgan glicocolato de sodio y derivados
del mismo. No obstante, las patentes anteriores divulgan el uso de glicocolato de sodio solo como un agente que
mejora el suministro de farmacos, no como un agente antinflamatorio.

Ademas, M. Katsrma y col. informaron, en su estudio de la mejora de la capacidad de suministro de farmacos en el
colon, que la absorcidén colénica de insulina se mejora cuando se administra glicocolato de sodio u éxido de
polietileno conjuntamente con insulina (International Journal of Pharmaceutics, 2006, paginas 156-162). No obstante,
Katsrma y col. no divulgan tampoco el efecto antinflamatorio del glicocolato de sodio y derivados del mismo.

El documento W096/04916 divulga el uso parenteral de colato de sodio o desoxicolato de sodio en la prevencion de
muerte provocada por endotoxemia. No se hace ninguna referencia al taurodesoxicolato de sodio.

Por lo tanto, se ha requerido con interés para el desarrollo de un farmaco novedoso que pueda paliar defectos de los
agentes antinflamatorios convencionales y mejorar el efecto terapéutico de un agente antinflamatorio sobre una
inflamacion.

[Divulgacion]
[Problema técnico]

Por lo tanto, el objeto principal de la presente descripcion es proporcionar un agente antinflamatorio que comprende
un tensioactivo biolégico que bloquea una reaccién de un factor proinflamatorio con un receptor mediante
emulsificacion del factor proinflamatorio.

Otro objeto de la presente descripcién es proporcionar un aditivo para una solucidon conservante de tejidos o células
que comprende al menos un tensioactivo bioldgico seleccionado del grupo que consiste en acido célico, acido
quenodesoxicolico, acido desoxicolico, acido litocolico, acido deshidrocélico, un conjugado de los mismos con glicina
o taurina y una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Otro objeto méas de la presente descripcidon es proporcionar un agente terapéutico para sepsis que comprende al
menos un tensioactivo biolégico seleccionado del grupo que consiste en acido coélico, acido quenodesoxicolico, acido
desoxicolico, &cido litocolico, acido deshidrocolico, un conjugado de los mismos con glicina o taurina y una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

[Solucién técnica]

El objeto principal de la presente descripcion puede lograrse proporcionando un agente antinflamatorio que
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comprende un tensioactivo biolégico que bloquea una reaccion de un factor proinflamatorio con un receptor
mediante emulsificacion del factor proinflamatorio.

El tensioactivo biolégico es acido desoxicdlico conjugado con taurina.

5
Las féormulas estructurales, con fines de descripcién, de acido célico, acido quenodesoxicélico, acido desoxicdlico,
acido litocdlico y acido deshidrocolico son las siguientes:
Acido célico
Ho Hs&, @)
= CHs
A
HOY
10
Acido quenodesoxicélico
CHs
15

Acido litocolico
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El término "conjugado”, en el contexto de la presente descripcién y segun la reivindicacion 1, se refiere a un
compuesto que conjuga acido colico, acido quenodesoxicolico, &cido desoxicdlico, &cido litocdlico o acido
deshidrocolico con glicina o taurina, por ejemplo acido glicocélico, acido taurocolico, acido glicoquenodesoxicolico,
acido tauroquenodesoxicolico, acido glicodesoxicélico, acido taurodesoxicdlico, etc.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable”, en el contexto de la presente descripcion, se refiere a un
compuesto que es una sal de sodio o de potasio de acido colico, acido quenodesoxicolico, acido desoxicolico, acido
litocolico, acido deshidrocélico o una conjugacion de los mismos con glicina o taurina.

El agente antinflamatorio segun la reivindicacion 1 bloquea la interaccién entre una toxina o tejido dafado y una
célula inflamatoria, e inhibe la activacién del sistema inmunol6gico innato tratando y previniendo de este modo una
respuesta inflamatoria provocada por la toxina y tejido danado. Asimismo, el agente antinflamatorio de la presente
invencion puede usarse para el tratamiento y la prevencién de inflamacion sistémica.

El agente antinflamatorio segun la reivindicacién 1 puede usarse para bloquear la reaccion de una célula huésped
con una toxina bacteriana o un factor proinflamatorio endégeno.

El agente antinflamatorio segun la reivindicacién 1 puede usarse para tratar o prevenir una inflamacién asociada con
una enfermedad, tal como enfermedad de Alzheimer, arteriosclerosis, artritis reumatica, artritis degenerativa o
enfermedad de plegado defectuoso de proteinas, en la que la incidencia o la progresién esta provocada por una
sustancia proinflamatoria cuya regién hidréfoba esta expuesta excesivamente.

Preferentemente, una dosis de agente antinflamatorio segin la reivindicacion 1, que muestra in vivo un efecto
antinflamatorio sin toxicidad es de 0,1 mg/kg a 1 mg/kg.

La produccion de citocina proinflamatoria y la actividad de células inflamatorias que estan estimuladas por toxina
puede inhibirse cuando la activacion de la células por la toxina se bloquea mediante el tratamiento con el agente
antinflamatorio segun la reivindicacion 1. El agente antinflamatorio segun la reivindicacion 1 no muestra citotoxicidad
con una dosis que no supere 1 mg/ml. En el ensayo con ratones, no aparecié ningun efecto adverso con la
administracion de glicocolato de sodio a una dosis de 250 ml/kg de ratdn, y la mortalidad de ratones se redujo
significativamente con la administracion de glicocolato de sodio a una dosis de 12,5 ml/kg de ratén.
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La via de administracion del agente antinflamatorio segun la reivindicaciéon 1 puede seleccionarse entre via oral,
parenteral, de inyeccion, topica o rectal. Asimismo, la formulacién del agente antinflamatorio de la presente
invencion puede seleccionarse entre una solucién liquida, una pomada, una crema, un gel, una locién, una
suspensién, un comprimido, una capsula o un supositorio.

Otro objeto de la presente descripcion es describir un aditivo para una soluciéon conservante de tejidos o células que
comprende al menos un tensioactivo biolégico seleccionado de entre acido coélico, acido quenodesoxicdlico, acido
desoxicolico, acido litocdlico, acido deshidrocdlico, un conjugado de los mismos con glicina o taurina o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Cuando el aditivo para la solucién conservante de tejidos o células de la presente descripcion se afiade a la solucion
conservante de organos convencional se inhibe una respuesta inmunitaria inducida por lesién de isquemia-
reperfusion en el rifién y se ayuda también a la recuperaciéon de la funcién renal. Por lo tanto, puede mejorarse la
eficacia de una solucioén conservante de érganos o células. Ademas, la solucién conservante de 6rganos o células a
la que se anade el aditivo para solucién conservante de tejidos o células de la presente descripcién puede usarse
con fines de tratamiento.

En la prueba renal para ratas dafiadas por lesion de isquemia-reperfusion, la mejora de la funcion renal y el efecto
de inhibicion de una respuesta inflamatoria se aumentaron mediante la adicion del aditivo para solucidén conservante
de tejidos o células de la presente invencién. Es preferente el uso del aditivo para solucién conservante de tejidos o
células de la presente invencion en el intervalo de 0,01 mg/ml a 10 mg/ml.

Otro objeto mas de la presente descripcién puede lograrse proporcionando un agente terapéutico segin la
reivindicaciéon 1 para sepsis que comprende al menos un tensioactivo biolégico seleccionado de entre acido célico,
acido quenodesoxicolico, acido desoxicolico, acido litocolico, acido deshidrocdlico, un conjugado de los mismos con
glicina o taurina o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

[Efectos ventajosos]

El agente antinflamatorio segun la reivindicacion 1 inhibe eficazmente una respuesta inflamatoria provocada por
toxina o dafo en tejidos. Por lo tanto, cuando el aditivo para soluciéon conservante de tejidos o células de la presente
invencion se afade a una solucién conservante de tejidos o células, la funcion del 6rgano o la célula se mejora.
Ademas, el aditivo de la presente invencion puede usarse para un agente inhibidor de diversas respuestas
inmunitarias.

[Descripcion de los dibujos]

La figura 1 muestra la eficacia de inhibicion de glicocolato de sodio de la interaccion entre LPS de E. coli marcado
con fluoresceina y una célula CHO, en el ejemplo 1 de la presente invencién, con fines comparativos.

La figura 2A muestra un sistema de células CHO que expresa CD25 bajo la regulacion de un promotor de un factor
nuclear (NF-kB) y la figura 2B muestra la eficacia de inhibicion de glicocolato de sodio de la actividad de una célula
CHO estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 1 de la presente invencién. % de células CD25+ significa una
fraccion de células activadas por NF-kB, con fines comparativos.

La figura 3 muestra la eficacia de inhibicién de glicocolato de sodio y desoxicolato de sodio de la actividad NF-kB de
una célula CHO estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 2 de la presente invencién, con fines comparativos.

La figura 4 muestra la eficacia de inhibiciéon de glicoquenodesoxicolato de sodio y tauroquenodesoxicolato de sodio
de la actividad NF-kB de una célula CHO estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 2 de la presente invencion,
con fines comparativos.

La figura 5 muestra la eficacia de inhibicion de taurocolato de sodio, con fines comparativos, y taurodesoxicolato de
sodio de la actividad NF-kB de una célula CHO estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 2 de la presente
invencion.

La figura 6 muestra la eficacia de inhibicién de acido desoxicélico y acido litocdlico de la actividad NF-kB de una
célula CHO estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 2 de la presente invencion, con fines comparativos.

La figura 7 muestra la eficacia de inhibicion de acido quenodesoxicolico de hidrato de é&cido glicocélico de la
actividad NF-kB de una célula CHO estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 2 de la presente invencién, con
fines comparativos.

La figura 8 muestra la eficacia de inhibicién de acido colico de la actividad NF-kB de una célula CHO estimulada por
LPS de E. coli, en el ejemplo 2 de la presente invencién, con fines comparativos.
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La figura 9 muestra la eficacia de inhibicidn de glicocolato de sodio de la actividad de una célula dendritica
estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 3 de la presente invencion, con fines comparativos.

La figura 10 muestra la eficacia de inhibicion de tauroquenodesoxicolato de sodio de la actividad de una célula
dendritica estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 3 de la presente invencion, con fines comparativos.

La figura 11 muestra la eficacia de inhibicion de taurodesoxicolato de sodio de la actividad de una célula dendritica
estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 3 de la presente invencion.

La figura 12 muestra la eficacia de glicocolato de sodio para la produccion de citocina proinflamatoria de una célula
abdominal (A, B) y dendritica (C, D) de ratén estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 4 de la presente invencién,
con fines comparativos.

La figura 13 muestra la eficacia de glicocolato de sodio, con fines comparativos, tauroquenodesoxicolato de sodio,
con fines comparativos, y taurodesoxicolato de sodio para la produccién de 6xido nitrico (NO) de una célula
abdominal estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 5 de la presente invencion.

La figura 14 muestra la eficacia de glicocolato de sodio, con fines comparativos, tauroquenodesoxicolato de sodio,
con fines comparativos, y taurodesoxicolato de sodio para la produccion de NO de un macréfago estimulado por LPS
de E. coli, en el ejemplo 5 de la presente invencién.

La figura 15 muestra la eficacia de glicocolato de sodio para la actividad de linfocito T de una célula dendritica
estimulada por LPS de E. coli, en el ejemplo 6 de la presente invencion, con fines comparativos.

La figura16 es un grafico que se refiere a la determinacion de la concentracion de LPS que se va a administrar a un
raton C57BL/6, en el ejemplo 7 de la presente invencion.

La figura 17 muestra la eficacia de glicocolato de sodio para la tasa de supervivencia de ratones C57BL/6 a los que
se ha administrado LPS, en el ejemplo 7 de la presente invencién, con fines comparativos.

La figura 18 muestra la reduccion de IL-12p70, una citocina proinflamatoria, cuando se administra glicocolato de
sodio a un raton C57BL/6 al que se ha administrado LPS, en el ejemplo 8 de la presente invencion, con fines
comparativos.

La figura 19 muestra la reduccion de IFN-g, una citocina proinflamatoria, cuando se administra glicocolato de sodio a
un ratéon C57BL/6 al que se ha administrado LPS, en el ejemplo 8 de la presente invencién, con fines comparativos.

La figura 20 muestra la reduccién de IL-10, una citocina proinflamatoria, cuando se administra glicocolato de sodio a
un ratéon C57BL/6 al que se ha administrado LPS, en el ejemplo 8 de la presente invencién, con fines comparativos.

La figura 21 muestra la reduccién de TNF-a, una citocina proinflamatoria, cuando se administra glicocolato de sodio
a un raton C57BL/6 al que se ha administrado LPS, en el ejemplo 8 de la presente invencion, con fines
comparativos.

La figura 22 muestra la reduccién de MCP-1, una citocina proinflamatoria, cuando se administra glicocolato de sodio
a un ratdon C57BL/6 al que se ha administrado LPS, en el ejemplo 8 de la presente invencion, con fines
comparativos.

La figura 23 muestra la reduccién de IL-6, una citocina proinflamatoria, cuando se administra glicocolato de sodio a
un raton C57BL/6 al que se ha administrado LPS, en el ejemplo 8 de la presente invencién, con fines comparativos.

La figura 24 muestra la influencia de glicocolato de sodio en la respuesta inflamatoria y la funcién renal en el caso de
lesion de isquemia-reperfusion en rifidn, con fines comparativos.

La figura 25A muestra que el glicocolato de sodio no tiene citotoxicidad para una célula CHO tratada con el mismo
en el ejemplo 10 de la presente invencion; la figura 25B muestra que el glicocolato de sodio no tiene citotoxicidad
para una célula dendritica tratada con el mismo en el ejemplo 10 de la presente invencién; la figura 25C muestra que
el glicocolato de sodio no tiene citotoxicidad para un linfocito T mediado por célula dendritica tratado con el mismo
en el ejemplo 10 de la presente invencion; y la figura 25D muestra que el glicocolato de sodio no tiene citotoxicidad
para una célula abdominal separada del ratdn tratado con el mismo en el ejemplo 10 de la presente invencién, con
fines comparativos.

La figura 26 muestra citotoxicidad de hidrato de glicocolato de sodio y desoxicolato de sodio para una célula CHO en
el ejemplo 10 de la presente invencion, con fines comparativos.

La figura 27 muestra citotoxicidad de glicoquenodesoxicolato de sodio y tauroquenodesoxicolato de sodio para una



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 604 465 T3

célula CHO en el ejemplo 10 de la presente invencidn, con fines comparativos.

La figura 28 muestra citotoxicidad de taurocolato de sodio, con fines comparativos, y de taurodesoxicolato de sodio
para una célula CHO en el ejemplo 10 de la presente invencion.

La figura 29 muestra citotoxicidad de acido deshidrocolico y acido litocélico para una célula CHO en el ejemplo 10 de
la presente invencion, con fines comparativos.

La figura 30 muestra citotoxicidad de acido quenodesoxicdlico y acido glicocdlico para una célula CHO en el ejemplo
10 de la presente invencién, con fines comparativos.

La figura 31 muestra citotoxicidad de acido coélico para una célula CHO en el ejemplo 10 de la presente invencion,
con fines comparativos.

La figura 32 muestra citotoxicidad de glicocolato de sodio para un ratéon Balb/c al que se ha administrado por via
intraabdominal glicocolato de sodio en el ejemplo 10 de la presente invencion, con fines comparativos.

La figura 33 muestra citotoxicidad de glicocolato de sodio para un raton Balb/c cuando se ha administrado
glicocolato de sodio a través de la vena de la cola del raton en el ejemplo 10 de la presente invencién, con fines
comparativos.

[Mejor modo]

A continuacion la presente invencién se describird con mas detalle con referencia a los ejemplos siguientes. Los
ejemplos se proporcionan solo para ilustrar la presente invencion y no son limitantes de la presente invencion.

Ejemplo 1. Ensayo de inhibicién de la interaccién entre lipopolisacarido (LPS) de E. coli marcado con fluoresceina y
una célula de ovario de hamster chino (CHO)

Se usaron LPS de E. coli marcado con difluoruro de boro-dipirrometeno (BODIPY), una fluoresceina, y células CHO.
El LPS marcado con BODIPY se hizo reaccionar con glicocolato de sodio en un tubo de vidrio a 37 °C durante 14
horas. Se plaquearon por pocillo 2x10° células CHO mezcladas con la solucidn de reaccién en una placa de 96
pocillos y después se incubaron a 37 °C durante 14 horas. La solucién incubada se tifié con 7-amino-actinomicina D
(7-AAD) y después se analizd6 mediante un citdémetro de flujo. El andlisis se realiz6 al menos dos veces para cada
grupo de tratamiento y los datos obtenidos se procesaron estadisticamente mediante ensayo en t. El resultado fue
P<0,05 en comparacién con el grupo experimental en el que las células CHO se trataron con solo BODIPY-LPS.

Se seleccionaron células 7-AAD(-) con el fin de analizar células vivas. Como se muestra en la figura 1, se confirmoé
que la cantidad de fluorescencia de BODIPY aumenté al aumentar la concentraciéon de BODIPY-LPS. Por lo tanto, la
interaccion entre BODIPY-LPS y la célula se inhibi6 de acuerdo con el aumento de la concentracion de glicocolato
de sodio, y dicha eficacia de inhibicion se redujo al aumentar la concentracién de BODIPY-LPS (figura 1). Por
consiguiente, se pudo concretar que la eficacia de la inhibicién inflamatoria de glicocolato de sodio mostrada en la
respuesta inflamatoria estimulada por LPS fue debida al bloqueo de la interaccion entre LPS y células mediante la
accion de glicocolato de sodio.

Ejemplo 2. Ejemplo de inhibicién de la activacién de estimulado por LPS de E. coli

Con el fin de evaluar la eficacia de inhibicién de la activacién de estimulado por LPS de E. coli en una célula CHO,
se evalub el % de expresion de CD 25 en la célula CHO mediante el procedimiento siguiente, y se llevo a cabo un
andlisis de FACS después de tincion con 7-AAD para evaluar la citotoxicidad. Se clasificaron sales biliares en 3
grupos en base a su solubilidad en diferentes disolventes del modo siguiente:

Grupo |. Productos quimicos solubles en agua: hidrato de glicocolato de sodio, desoxicolato de sodio,
glicoquenodesoxicolato de sodio, tauroquenodesoxicolato de sodio, hidrato de taurocolato de sodio, hidrato de
taurodesoxicolato de sodio

Hidrato de glicocolato de sodio
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Hidrato de taurocolato de sodio

HOY

Grupo Il. Productos quimicos solubles en etanol: acido deshidrocdlico, acido litocélico, acido quenodesoxicolico,
hidrato de acido glicocélico

Grupo lll. Producto quimico soluble en metanol: &cido célico
e Cultivo y estimulacion de células

Se usaron para este experimento las células CHO que expresan CD25 bajo la regulacién de un promotor del factor
nuclear (NF-kB), mostradas en la figura 2A. También se usaron un receptor tipo toll 2 (TLR2) y células CHO
transformadas con gen CD 14 (en adelante denominadas "células 3FP").

Las células 3FP que se cultivaron selectivamente con medio basal F-12 de Ham (que contenia el 5 % de FBS, 0,584
g/l de L-glutamina, penicilina-estreptomicina, 400 pg/ml de higromicina, 50 pg/ml de G418 y 50 ug/ml de
gentamicina) se separaron de la solucion de cultivo con tripsina-DETA, y se sembraron a 3x10° células/pocillo en
una placa de 96 pocillos, y después se cultivaron durante 18 h. Al dia siguiente, las células cultivadas se trataron con
derivados de &cido biliar y LPS, y se incubaron en una incubadora de CO; durante 15 h a 37 °C.

e Experimento de citometria de flujo

Después de estimular las células incubadas anteriormente durante 15 h, la solucién de cultivo se centrifugd (1200
rom, 5 min, 4 °C) para eliminar el sobrenadante del cultivo.

El precipitado se lavé dos veces con 200 ul de tampoén FACS (1x PBS que contenia el 1 % de BSA y EDTA 1 mM).
Se afadieron 20 pl de solucién de bloqueo (PBS que contenia 1:10 de suero de ratén normal y 1:3 de CD14/CD32
antihumano (BD, 2.4G2) a cada pocillo y se hizo reaccionar sobre hielo durante 30 min. Una solucién mixta de CD25
antihumano-PE (1:16) y CD14 antihumano-FITC (1:32) se afadi6 a cada pocillo y se hizo reaccionar sobre el hielo
durante 30 min. La mezcla de reaccion se lavé dos veces con 200 ul de tampdn FACS y después se afadieron 200
ul de 7-AAD (1:20) a la mezcla de reaccion. Después de hacer reaccionar la mezcla de reaccion sobre el hielo
durante 10 min se analizaron la eficacia de la expresién de CD25 y la citotoxicidad usando un citdmetro de flujo.

e Evaluacion de la influencia de sales biliares en la eficacia de expresién de CD25 estimulada por LPS
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1) Grupo |. Productos quimicos solubles en agua:

Segun los resultados de investigacion de la expresién de CD25 de células 3FP estimuladas por LPS de 7AAD(-)
vivas, el glicoquenodesoxicolato de sodio, el tauroquenodesoxicolato de sodio, el hidrato de taurocolato de sodio, el
hidrato de taurodesoxicolato de sodio, el desoxicolato de sodio, ademas del hidrato de glicocolato de sodio, entre los
derivados de &cido biliar, mostraron un efecto de inhibicién para la expresiéon de CD25 estimulada por LPS
(activacién de NF-kB) (figura 2B y figura 3 a figura 8).

Con el fin de analizar células vivas, se seleccionaron células 7-AAD(-) y se confirmé la activacion del factor de
transcripcion nuclear mediante el aumento de la expresion de CD25. Como muestra la figura 2B, la activacion del
factor de transcripcién nuclear de células 3FP por LPS se inhibié dependiendo de la concentracion de glicocolato de
sodio. El factor de transcripciéon nuclear se inhibié para ser el 21,7£0,9 % (p<0,05) con la presencia de 0,5 mg/ml de
glicocolato de sodio, y para ser el 88,2+1,2 % (p<0,05) con la presencia de 1 mg/ml de glicocolato de sodio.

2) Grupo II. Productos quimicos solubles en etanol

Segun los resultados de la investigacion de la expresién de CD25 de células 3FP estimuladas con LPS de &AAD(-)
vivas, el &cido deshidrocdlico, el hidrato de &cido glicocdlico, el &cido litocolico y el acido quenodesoxicdlico entre los
derivados de acido biliar, mostraron efectos de inhibicion sobre la expresion de CD25 (activacion de NF-kB) (figura 6
y figura 7).

3) Grupo lll. Producto quimico soluble en metanol:

Segun los resultados de la investigacion de la expresion de CD25 de células 3FP estimuladas con LPS de 7AAD(-)
vivas, el acido cdlico, entre los derivados de acido biliar, disuelto en metanol, mostré efectos de inhibicion (figura 8).

Ejemplo 3. Ensayo de inhibicién de glicocolato de sodio sobre LPS que activa células dendriticas

Con el fin de analizar el efecto de glicocolato de sodio sobre el procedimiento de activacion de células presentadoras
de antigeno, que esta inducido por LPS de E. coli, se separaron células de la médula ésea de raton deficiente en
gen 2 (Rag2) activador de la recombinacion. Las células separadas se plaguearon a 2x10° células/pocillo en una
placa de 96 pocillos y después se trataron con 1,5 ng/ml de factor estimulante de colonias de granulocitos-
macréfagos (GM-CSF) y 0,75 ng/ml de interleucina-4, accion seguida por la diferenciacién de las células en células
dendriticas mediante una incubacién de 6 dias.

Las células dendriticas se mezclaron bien con glicocolato de sodio y LPS. Las mezclas se estimularon durante 18
horas a 37 °C, y se tifieron con anti-CD40-FITC, anti-CD80-FITC, anti-I-Ab-PE, anti-CD86-PE, 7AAD y anti-CD11c-
APC, después las células se analizaron mediante un citémetro de flujo. Cada grupo se traté y se analizé al menos
dos veces, y los resultados se analizaron estadisticamente mediante ensayo en t. Los resultados fueron p<0,05 en
comparacioén con los grupos experimentales tratados con solo LPS.

Como se muestra en las figuras 9 a 11, con el fin de analizar solo células dendriticas vivas, se seleccionaron células
CD11c(+)/7AAD(-) y después se analizaron las expresiones de moléculas coestimulantes de células dendriticas y |-
Ab. La expresion aumentada de CD40, CD80, CD86 y I-Ab mediante 100 ng/ml de LPS de E. coli se inhibié en
funciéon de la concentracién de glicocolato de sodio y también se inhibié en funcion de la concentracién de
tauroquenodesoxicolato de sodio y de hidrato de taurodesoxicolato de sodio. En consecuencia, se mostré que las
células dendriticas se inhibieron significativamente mediante LPS.

Ejemplo 4. Ensayo de generacion de citocina proinflamatoria in vitro mediante LPS de E. coli

Con el fin de analizar el efecto de glicocolato de sodio sobre la generacion de citocinas proinflamatorias inducida por
LPS de E. coli se prepararon células dendriticas del mismo modo que en el ejemplo 3 y se separaron macréfagos
del abdomen de ratéon C57BL/6. A continuacion, se hicieron reaccionar glicocolato de sodio y LPS in vitro durante 1
hora a 37 °C, y después se mezclaron con las células.

Cada célula se estimul6 durante 14 horas a 37 °C, y después el liquido sobrenadante se separo.

Las concentraciones de TNF-a e interleucina-12p40 en el liquido sobrenadante separado se midieron mediante un
ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA).

La generacion de TNF-a a partir de los macréfagos y las células dendriticas mediante la estimulacién con LPS se
inhibié para ser el 42,2+0,9 % (p<0,05) y el 70,2+2,3 % (p<0,05) y el 101,0£0,2 % (p<0,05) respectivamente a 1
mg/ml de glicocolato de sodio. También se demostré que, en la generacién de interleucina-12p40 por LPS, los
macréfagos y las células dendriticas se inhibieron para ser el 9,8+11,0 % (p<0,05) y el 4,7+3,1 % (p<0,05)
respectivamente a 0,5 mg/ml de glicocolato de sodio, y el 54,3%4,1 % (p<0,05) y el 106,6%t1,3 % (p<0,05)
respectivamente a 1 mg/ml de glicocolato de sodio (figura 12).
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Cada grupo se traté y se analiz6 al menos dos veces, y los resultados se analizaron estadisticamente mediante
ensayo en t. Los resultados fueron p<0,05 en comparacion con los grupos experimentales tratados solo con LPS.

Ejemplo 5. Ensayo de inhibicién de la generacién de 6xido nitrico (NO) en células dendriticas y macréfagos por LPS
de E. coli

Con el fin de analizar el efecto de glicocolato de sodio sobre la generaciéon de NO, un factor citotéxico, inducido por
LPS, se prepararon células dendriticas del mismo modo que en el ejemplo 4. Las células dendriticas se trataron con
glicocolato de sodio, tauroguenodesoxicolato de sodio e hidrato de taurodesoxicolato de sodio, respectivamente, y
después se estimularon por LPS durante 18 horas a 37 °C. Después, las mezclas de células dendriticas resultantes
se plaguearon, a 100 ml cada una, en una placa de 96 pocillos. Se afiadieron a cada pocillo reactivos de Griss y la
placa de 96 pocillos se cubrié con laminas y se mantuvo reaccionando durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Se midié la absorbancia a 540 nm usando un lector de ELISA. También se trataron macrofagos separados del
abdomen con glicocolato de sodio, tauroquenodesoxicolato de sodio y taurodesoxicolato de sodio, respectivamente,
y después se estimularon con LPS durante 18 horas. A continuacién, se realizaron a los macréfagos los mismos
experimentos que a las células dendriticas.

Como se muestra en la figura 13A y la figura 14A, la generacién de NO por los macroéfagos y las células dendriticas
estimuladas por LPS se inhibié mediante glicocolato de sodio. La generacion de NO mediante los macréfagos y
células dendriticas estimulada por LPS se inhibié también mediante tauroquenodesoxicolato de sodio e hidrato de
taurodesoxicolato de sodio, tal como se muestra en la figura 13B, la figura 13C, la figura 14B y la figura 14C.
Considerando estos resultados, pudo entenderse que los 3 derivados de &cido biliar anteriores inhiben la generacion
de NO que desempenia un papel importante en la progresion de inflamacion.

Ejemplo 6. Ensayo de inhibicién de la activacién de linfocito T mediado por célula dendritica por LPS de E. coli

Las células presentadoras de antigeno activadas por LPS activan linfocitos T. Se analiz6 si las células dendriticas
bloqueadas por glicocolato de sodio pueden activar linfocitos T cuando el LPS activa células dendriticas. Las células
se recolectaron de la médula 6sea de ratén macho deficiente en Rag2. Las células recolectadas se plaquearon a
4x10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos y se trataron con 1,5 ng/ml de factores estimulantes de colonias de
granulocitos y 0,75 ng/ml de interleucina-4, y después se incubaron durante 6 dias para que se diferenciaran en
células dendriticas. Se hizo reaccionar glicocolato de sodio con LPS durante 1 hora a 37 °C, y después se mezclo
con las células dendriticas. Las células dendriticas se estimularon durante 14 horas a 37 °C, y linfocitos T CD3+ y
CD4+ separados de raton Marilyn hembra que tenian receptor de linfocito T (TCR) especifico de antigeno H-Y se
incubaron con las células dendriticas durante 72 horas. Se anadié [3H]-metiltimidina, a 1 uCi/pocillo, a la placa de 96
pocillos y después se incubo durante 18 horas. Las células se recolectaron de la placa de 96 pocillos y después se
midi6 el CPM (recuento por minuto) por medio de un contador beta.

La proliferacion de linfocitos T mediados por células dendriticas se inhibi6é para ser el 104,9+3,2 % (p<0,05) a 1
mg/ml de glicocolato de sodio (figura 15). La proliferacion de linfocitos T por LPS o glicocolato de sodio no se
observo en grupos experimentales en los que se incubaron solo células dendriticas o linfocitos T. En consecuencia,
se entendié que la actividad de células dendriticas inducida por LPS y, por lo tanto, la actividad de linfocitos T
mediados por células dendriticas se inhibié (p<0,05).

Ejemplo 7. Ensayo de proteccién de glicocolato de sodio en modelo de ratén LPS de sepsis, con fines comparativos

Con el fin de analizar la capacidad de neutralizacién de glicocolato de sodio al LPS, se usaron por cada grupo tres
ratones C57BL/6 de 6 semanas de edad. Se administraron 20 mg/kg y 10 mg/kg de LPS al abdomen del ratén con el
fin de medir la DL50 de LPS. Se observé que 20 mg/kg de LPS es la concentracion mas éptima para el ensayo de
proteccion (figura 16). Se analizé la capacidad de neutralizacién in vitro de glicocolato de sodio al LPS. La tasa de
supervivencia se midié después de administrar 20 mg/kg de LPS al abdomen de ratones y después se administraron
12,5 mg/kg de glicocolato de sodio, y 20 mg/kg de LPS y 50 mg/kg de glicocolato de sodio respectivamente dos
veces al abdomen de ratones, respectivamente. Mientras que todos los ratones del grupo de control negativo
murieron antes de 60 horas después de la administracién de LPS en el abdomen, el grupo experimental al que se
administraron 12,5 mg/kg y 50 mg/kg de glicocolato de sodio después de 1 hora y 6 horas a partir de la
administracion de LPS respectivamente, mostraron que la tasa de supervivencia de ratones fue del 40 % y del 60 %
respectivamente (figura 17).

Ejemplo 8. Ensayo de inhibicién de la generacién in vivo de citocina antinflamatoria por LPS

Tal como se ha descrito en el ejemplo 7, se administraron 20 mg/kg de LPS al abdomen de ratones y después se
administraron 12,5 mg/kg de glicocolato de sodio, y 20 mg/kg de LPS y 50 mg/kg de glicocolato de sodio
respectivamente dos veces al abdomen de ratones, respectivamente. En el momento predeterminado se recogio
sangre de la cola del raton y después se obtuvo suero por centrifugacion (2400xg, 10 min). EI cambio de expresion
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de citocinas en el suero se midié usando el kit de matriz citométrica de microesferas (CBA).

Se redujeron IL-12p70 y IFN-g después de 4 horas, 8 horas y 12 horas desde la administracién de glicocolato de
sodio (figura 18 y figura 19), y se redujeron significativamente TNF-a, MCP-1 y IL-6 después de 12 horas, 24 horas y
48 horas desde la administracién de glicocolato de sodio (figura 21, figura 22 y figura 23). La IL-10, que es una
citocina antinflamatoria, se redujo significativamente en el grupo experimental al que se administré glicocolato de
sodio (figura 20).

Ejemplo 9. Ensayo del efecto antinflamatorio de glicocolato de sodio como aditivo de solucién conservante para
transplante de 6rganos, con fines comparativos

Se evalu6 el efecto de glicocolato de sodio en la respuesta inflamatoria y la funcién renal en un modelo de lesion
renal de isquemia-reperfusién. Se usaron cinco ratas macho Sprague-Dawley (SD) de 6 semanas de edad por cada
grupo y no se suministré a las ratas alimentos y agua desde el dia 1 antes del experimento. Las ratas se
anestesiaron mediante la administracion de 1 mg de avertina (tribromoetanol/hidrato de amilo)/100 g de rata al
abdomen de las ratas, y después se laparotomizaron. Todo el flujo de sangre al rifidn izquierdo se bloqueo mediante
pinzamiento de la aorta y la vena cava usando pinzas vasculares. Antes de inyectar la solucion conservante de
organos, se penetré una vena del riidn izquierdo para minimizar el dafo fisico del rifidn debido a la presién de la
soluciéon conservante. A continuacién, después de haber inyectado histidina-tript6fano-cetoglutarato (HTK) o una
solucién mixta de HTK y 0,5 mg/ml de glicocolato de sodio, a 4 ml/rata, en la vena, la parte dafiada de la vena se
sutur6 usando 10-0 puntos de sutura. Después de 30 min de mantenimiento del estado anterior, las pinzas
vasculares se retiraron y la parte laparotomizada se suturd. Después de 24 horas de reperfusion, la rata operada se
anestesid de nuevo, y se recogié una muestra de sangre del corazén para preparar plasma o suero. El grupo de
operacion de simulacion se operd del mismo modo que anteriormente excepto el procedimiento de tratamiento de
HTK o solucion de HTK que contenia glicocolato de sodio (HTKN), y toda la operacion se repiti6 al menos tres
veces. La concentracién de IL-6 en el suero se midi6 mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima y las
concentraciones de nitrogeno ureico en sangre (BUN), creatinina (Cre) y aspartato aminotransferasa (AST) en el
plasma se midieron mediante un analizador automatico.

Para la lesién de isquemia-reperfusién, la concentracién de IL-6 en el grupo experimental tratado con soluciéon de
HTK fue de 4661218 pg/ml, y la concentracion de IL-6 en el grupo experimental tratado con solucién de HTKN fue de
260+144 pg/ml (p=0,08 en comparacion con el grupo experimental tratado con solucién de HTK). En consecuencia,
se confirmé que se inhibi6 la respuesta inflamatoria (figura 24). Ademas, las concentraciones de BUN, Cre y AST,
que son la indicacion de funcién renal, en el grupo tratado con HTK fueron significativamente inferiores a las del
grupo tratado con HTKN, lo que indica que el glicocolato de sodio inhibié la lesién renal de isquemia-reperfusion
(figura 24).

Ejemplo 10. Ensayo de toxicidad

Se analiz6 la citotoxicidad de glicocolato de sodio hacia las células CHO, células dendriticas, linfocitos T que se
usaron en los ejemplos anteriores. El analisis FACS se realizé6 después de tincion con 7AAD. En primer lugar, se
mantuvo glicocolato de sodio in vitro durante 1 hora a 37 °C, y después se mezcl6 con células. Se incubaron células
CHO o células dendriticas durante 14 horas a 37 °C, y linfocitos T que se mezclaron con células dendriticas
incubadas 14 horas, se incubaron durante 4 dias. Después, cada una de las células se tifié con 7AAD y se llevé a
cabo un andlisis celular usando un citémetro de flujo.

Con el fin de analizar la toxicidad de glicocolato de sodio hacia un ratén, se realizaron experimentos a cinco ratones
macho C57BL/6 de 7 - 9 semanas de edad por grupo. Se mantuvo glicocolato de sodio disuelto en PBS in vitro
durante 1 hora a 37 °C, y después la solucion de glicocolato de sodio se administré en el abdomen de los ratones,
accion seguida del andlisis celular. Después de 1 hora desde la administracion, las células abdominales se
separaron y se tifieron con 7AAD, y después se analizaron las células abdominales. Se usaron para un grupo de
control positivo en tincion con 7ADD células que se congelaron y se descongelaron al menos cinco veces. Se
analizaron los resultados experimentales mediante ensayo en t, y P<0,05 en comparacion con el grupo experimental
que no se traté con glicocolato de sodio.

Se aumento 7AAD(+) de células CHO (figura 25A), células dendriticas (figura 25B) y linfocitos T mediados por
células dendriticas (figura 25C) en el 2-4 % con la presencia de glicocolato de sodio, en comparacion con el grupo
de control negativo, y 1 mg/ml de glicocolato de sodio no mostré citotoxicidad significativa (figura 25). Se confirmé6
también que la tasa de supervivencia de las células abdominales que se separaron del ratdon al que se administraron
5 mg de glicocolato de sodio/rata (250 mg/kg de rata), no mostrd una diferencia significativa con la del grupo de
control al que se administr6 solo PBS (figura 25D).

Los mismos procedimientos que para la figura 25A se llevaron a cabo en la figura 26 - figura 31, y se realizaron
experimentos de citotoxicidad sobre tres grupos de derivados de acido biliar que se clasificaron en base a su
solubilidad en diferentes disolventes. En comparacion con grupos de control negativo de cada disolvente, no se
mostré citotoxicidad significativa por parte de derivados de acido biliar solubles en agua, derivados de acido biliar

13



10

ES 2 604 465 T3

solubles en etanol y el derivado de &cido biliar soluble en metanol.

Se midio la toxicidad aguda usando cinco ratones Balb/c de 6 semanas de edad por grupo, a los que se administro
una vez glicocolato de sodio, a diferentes concentraciones de glicocolato de sodio, en el abdomen y la vena de la
cola. En el experimento de administracion abdominal, el glicocolato de sodio mostré toxicidad a una concentracién
de glicocolato de sodio superior a 500 mg/kg. Sin embargo, a 250 mg/kg de glicocolato de sodio, concentracion a la
que se producen los efectos mencionados anteriormente de glicocolato de sodio, y a la concentracion de glicocolato
de sodio inferior a 250 mg/kg, el 100 % de los ratones sobrevivid (figura 32). También, el 100 % de los ratones
sobrevivié a la concentracién de glicocolato de sodio no superior a 150 mg/kg en el experimento en el que se
administraron diferentes concentraciones de glicocolato de sodio en la vena de la cola de los ratones (figura 33).
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REIVINDICACIONES
1. Un agente que comprende taurodesoxicolato de sodio para su uso en el tratamiento o la prevencién de sepsis.

2. El agente para su uso segun la reivindicacién 1, en el que la via de administracién de dicho agente es la via
parenteral o la via de inyeccion.

3. El agente para su uso segun la reivindicacion 1, en el que la formulacién de dicho agente es una solucién o una
suspension liquida.
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{Fig. 2]
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[Fig. 8]
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[Fig. 8]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8}
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[Fig. 10]
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{Fig. 11}
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[Fig. 14]
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[Fig. 15
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[Fig. 18]
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[Fig. 20]
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[Fig. 22]
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[Fig. 24]
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[Fig. 28]
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{Fig. 28]
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{Fig. 27]
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{Fig. 26]
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[Fig. 29]
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[Fig. 30]
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[Fig. 31]
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[Fig. 33)
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