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DESCRIPCION
Agonistas de receptor de sabor amargo para uso tépico
CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a un agonista de receptor de sabor amargo y su aplicacion farmacéutica.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los receptores de sabor dulce y amargo son receptores acoplados a la proteina G (GPCR) que se encuentran en los
insectos (Drosophila), asi como en los vertebrados desde los peces hasta el hombre [1]. El GPCR T1R3 contiene
una secuencia de genes evolutivamente conservada y se asocia con la sensacion a sabor dulce y umami (glutamato)
[2], mientras que la familia de genes T2R es muy diversa [3] [4] [5] y es responsable del sabor amargo. La hipotesis
general es que el aroma amargo previene que traguemos posibles sustancias toxicas, mientras que el sabor dulce y
umami nos anima a comer comida que contiene hidratos de carbono y aminoacidos [6]. Los compuestos amargos
toxicos tienen formas y tamafos moleculares muy diferentes, de manera que no es sorprendente que los receptores
que los reconocen sean diversos. Aunque el sabor amargo se considera un cédigo de peligro, muchos compuestos
amargos también proporcionan nutrientes importantes [7]. La cascada de sefializacion de los receptores de sabor
amargo, asi como de dulce, conducen mediante la a-gustducina de proteina G a la activacion de la fosfolipasa C-2
(PLCB2) y la formacion de inositoltrifosfato (IP3), asi como diacilglicerol (DAG). Estos segundos mensajeros
conducen a la liberacion de calcio interno y la posterior activacion del canal 5 de cationes de receptores de potencial
transitorio (TRPM5). La activacion de células de receptores de sabor por un estimulo se transporta entonces
mediante las neuronas aferentes y se procesa en centros de sabor en el cerebro [8]. Entre estas proteinas que
participan en la transduccién de sabor (dulce, amargo, umami), la a-gustducina se ha asociado por primera vez a la
transduccion de sabor en modelos de raton KO [8] y todavia se usa ampliamente como un marcador de células
quimiosensoriales en todo el cuerpo [6], aunque los ratones KO para o-gustducina todavia tienen una ligera
sensacion de sabor amargo/dulce.

El receptor de sabor amargo T2R38 se estudia particularmente bien y es en gran medida responsable del
polimorfismo humano en saborear la feniltiocarbamida (PTC). Muchos estudios previos han demostrado que para
personas con la forma de degustador T2R38, las concentraciones de PTC son intensamente amargas, que son
neutras para aquellos con la forma no degustadora [9] [10]. La diferencia entre la proteina T2R38 de degustador y la
forma de no degustador radica en los restos de aminoacidos en la posicion 49, 262 y 296. El alelo funcional del
receptor contiene una prolina, alanina y valina (PAV), mientras que el alelo no funcional contiene una alanina, valina
e isoleucina (AVI) en estas posiciones, respectivamente [11]. Basandose en la bioinformatica y el modelado, se ha
sugerido que la valina en la tercera posicion en el polimorfismo participa en el enlace de hidrégeno interhelicoidal
que estabiliza la estructura del receptor y permite la sorprendente activacion de receptores solo en degustadores
[12]. La seleccion de equilibrio mantiene probablemente tanto alelos T2R38 de degustador como de no degustador
en poblaciones humanas.

Ademas, se mostré que los receptores de sabor amargo se expresan en tipos de células fuera del epitelio gustativo
de la lengua y la bucofaringe. Influyen en la homeostasis de la glucosa en el tubo gastrointestinal humano [14] y en
las células de musculo liso bronquiales donde estimulan la relajacion de las vias respiratorias para mejorar la
respiracion [15], [16]. La mayoria de los experimentos en este campo se realizaron en ratones o ratas. Sin embargo,
una comparacion entre genes T2R humanos y de roedor indica que los roedores poseen mas de 40 % mas de
receptores de sabor amargo (25 T2R frente a 36 T2R) y probablemente un espectro mas amplio de deteccion del
sentido amargo (Chandrashekar et al. 2000) en comparacion con los seres humanos. Ensayos de expresion
heteréloga demuestran que T2R16 humano se une al glucopiranésido amargo salicina, mientras que los ratones no
saborean la salicina. Ademas, los T2R se pueden detectar en células humanas cultivadas de las vias respiratorias,
pero no en las vias respiratorias inferiores de ratones. Esta discrepancia podria representar diferencia de especies o
una diferencia de la situacion in vivo (ratén) e in vitro (humana) [6]. Por tanto, es importante estudiar la expresion de
T2R humanos en tejidos orales adicionales con el fin de elucidar sus funciones fisiolégicas normales fuera del
sistema gustativo. Se requieren tinciones de tejido in situ para determinar T2R especificos que expresan tipos de
células, ademas de analisis de PCR para determinar la distribucién de proteinas en el entorno celular natural.

En la presente invencion, se investigo la expresion de receptores de sabor amargo en diversos tejidos humanos por
tincion de micromatrices de tejido humano que contenian 45 tejidos de donantes humanos sanos. Se seleccionaron
dos receptores de sabor amargo (T2R) conservados como dianas para este analisis, T2R1 y T2R38 [17]. Varios
tejidos fuera del sistema gustativo mostraron una fuerte expresion de los receptores de sabor amargo sin expresion
simultanea de receptores de sabor dulce.

Opciones de tratamiento disponibles para trastornos de la piel o afecciones patolégicas que afectan la mucosa
sinonasal muestran o bien solo un débil efecto o bien poseen varios efectos secundarios. Los glucocorticoides, por
ejemplo, pueden conducir a atrofia o hemorragia de la piel y mucosa. Efectos secundarios comunes de la
xilometazolina o derivados de adrenalina son rinitis medicamentosa, atrofia de la mucosa o pérdida de efecto.
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Por tanto, existe una gran necesidad de nuevas opciones de tratamiento, como la administracion topica de ligandos
de receptor de sabor amargo. Los receptores de sabor amargo se expresan, entre otras cosas, en queratinocitos
(células de la piel) y células inmunitarias (mastocitos). Los ligandos para estos receptores inducen una significativa
entrada de calcio que conduce a una reducida liberacion de histamina, proteasas y citocinas proinflamatorias en
mastocitos. En células de la piel, se estimula la expresién de marcadores de diferenciacion dando como resultado
una barrera mas fuerte a la piel y mucosa.

Los inventores de la presente solicitud encontraron sorprendentemente que la administracién tépica de una crema
que contiene ligando de sabor amargo alivio la picazon y el eritema en un caso de eccema atdpico inmediatamente
después de la primera aplicacion.

El documento WO 2013/112865 A1 desvela un método de tratamiento de una infeccion respiratoria en un sujeto,
comprendiendo el método administrar una composicion a las vias respiratorias del sujeto, en el que la composicion
comprende un agente capaz de activar una via de sefializacion de sabor amargo o inhibir una via de sefializacién de
sabor dulce en el sujeto, tratando asi la infeccion respiratoria en el sujeto.

El documento JP2010/229124 A proporciona una disolucion que contiene difenhidramina o una sal de la misma, un
acido organico y un plastificante y preferentemente ademas caramelo, es buena en el cumplimiento de la
administracion, dificilmente causa el reblandecimiento y la formacién de fisuras de membranas de la piel de la
capsula, y se carga en capsulas, y proporciona una capsula rellena con la disolucion. La disolucién se desvela como
util para el tratamiento de, entre otros, rinitis alérgica o aguda, prurito, urticaria y trastornos dermatolégicos.

El documento KR 2009 0126881 A desvela un parche adelgazante que contiene cafeina para eliminar eficazmente la
celulitis y ayudar a hacer una linea corporal delgada que contiene 0,01-4 % en peso de cafeina como principio
activo, 0,1-20 % en peso de monolaurato de glicerilo como potenciador de la permeacion de la piel, teanina,
genisteina, L-carnitina, extracto de café (extracto de grano de Coffea arabica (semilla de café)), extracto de llex
paraguariensis (hoja) y extracto de flor de Citrus aurantium amara (naranja amarga), tiene un espesor de 10-200 um
y se usa en la forma de formulacion en apdsito sobre el sitio que tiene grasa subcutanea tal como las nalgas, parte
posterior del muslo.

El documento JP2004/210656 A desvela una preparacion para la piel, caracterizada por que comprende isoflavona
y/o una acilisoflavona y/o un glucésido de isoflavona y una sustancia de sabor acre, sustancia de sabor amargo o
sustancia de sabor agrio y que no contiene acido célico, escimnol y un éster de escimnol.

El documento EP2735302 A1 desvela una composicion topica que comprende un extracto de ltpulo, y al menos un
miembro, seleccionado del grupo que consiste en vehiculos, excipientes, y diluyentes dermatoldgica y
cosméticamente aceptables; en la que el contenido de 8-prenil naringenina (8-PN) en la composicién es entre 0,1y
1,0 % en peso, y usa de dicha composicion.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a las siguientes realizaciones (1) a (4).

(1) Un ligando para un receptor de sabor amargo (T2R) para su uso en el tratamiento de un trastorno de la
piel, en el que el ligando se administra topicamente a la piel, y en la que el ligando es amarogentina.

(2) El ligando para su uso segun el punto (1), en el que el receptor de sabor amargo es el miembro 1 del
receptor 2 de sabor (T2R1).

(3) El ligando para su uso segun el punto (1), en el que dicho trastorno de la piel se selecciona del grupo
que consiste en prurito, urticaria, dermatitis, eccema y sus combinaciones.

(4) Una composiciéon farmacéutica para uso topico en el tratamiento de un trastorno de la piel, que
comprende un ligando para un receptor de sabor amargo como se define en el punto (1), en la que dicha
composicion es un espray nasal, una composicion oftalmica, una pomada, una locién, una crema o un gel.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1: Tincion de tejido cerebral humano.

Se tifieron secciones transversales de la micromatriz de tejido humano con tejido de la corteza cerebral (A-E) y
cerebelo (F-J) con un control de isotipo (A, F) o anticuerpos contra T2R1 (B, G), T2R38 (C, H), a-gustducina (D, I) y
T1R2 (E, J). La flecha indica neuronas piramidales (A-E) o neuronas de Purkinje (F-J). Las flechas en rojo indican
hacia células positivamente y las flechas en negro hacia negativamente tefiidas. Las barras indicadas corresponden
a 50 uM (A-E) y 100 uM (F-J).
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Figura 2: Tincion de tejido epidérmico.

Se tifieron secciones transversales de micromatriz de tejido humano con piel humana se tifid con un control de
isotipo (A) o anticuerpos contra T2R1 (B), T2R38 (C), a-gustducina (D) y T1R2 (E). La barra indicada corresponde a
100 uM.

Figura 3: Tincion de tejido placentario.

Se tifieron secciones transversales de la micromatriz de tejido humano con placenta humana (placa corionica) (A-E)
con un control de isotipo (A) o anticuerpos contra T2R1 (B), T2R38 (C), a-gustducina (D) y T1R2 (E). Las flechas en
rojo indican hacia células positivamente y las flechas en negro hacia negativamente tefiidas. La barra indicada
corresponde a 100 uM.

Figura 4: Tincion de las glandulas parétidas y conductos intestinales del colon.

Se tifieron secciones transversales de la micromatriz de tejido humano con glandula parétida humana (A-C) y los
conducto del colon (D-F) con un control de isotipo (A, D) o con anticuerpos contra T2R1 (B, E) y T2R38 (C, F). Las
flechas en rojo indican hacia células positivamente y las flechas en negro hacia negativamente tefiidas. La barra
indicada corresponde a 50 pM.

Figura 5: Tincion del endocérvix.

Se tifieron secciones transversales del tejido humano de endocérvix (A-F) con un control de isotipo (A) o anticuerpos
contra T2R1 (B), T2R38 (C), a-gustducina (D), S100 (E) y T1R2 (F). Las flechas indican nucleos de posibles células
dendriticas en los conductos. Las flechas en rojo indican hacia células positivamente y las flechas en negro hacia
negativamente tefidas. La barra indicada corresponde a 50 uM.

Figura 6: Expresion de genes y proteinas de T2R1, T2R38 y T1R3 en tejido de lengua y lineas celulares humanas.

Se realizé RT-PCR con ARN de las lineas celulares seleccionadas (la linea celular de neuroblastoma humano SH-
SY5Y, la linea celular placentaria humana JEG-3 y la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT) y ARN de
lengua comercialmente disponible para T2R1, T2R38, T1R3 y el gen de mantenimiento B-actina. El control de H,O
contiene H20 en lugar del molde. Las flechas indican hacia el producto de PCR (A). Se realizé transferencia Western
con lisados de proteina de células HaCaT, JEG-3 y SH-SY5Y y de tejido de lengua visualizado por tincion con
anticuerpo anti-T2R1, anti-T2R38, anti-T1R2 y anti-HSC-70 (gen de mantenimiento). Las bandas corresponden al
peso molecular predicho de los monémeros de receptor, mondémeros y oligémeros glucosilados. La pre-absorcion del
anticuerpo contra T2R38 con los péptidos antigénicos correspondientes (péptido T2R38) durante 1 h a 37 °C casi
suprimié totalmente la sefal con los anticuerpos anti-T2R38. Se indica el tamafio de las proteinas marcadoras en
kDa (B).

Figura 7: Doble tincion de lineas celulares humanas con T2R1 o T2R38 y a-gustducina.

Las lineas celulares seleccionadas fueron la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y (A), la linea celular
placentaria humana JEG-3 (B) y la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT (C). Se visualizé el anticuerpo
anti-T2R1 humano de conejo y anti-T2R38 humano de conejo por un anticuerpo secundario acoplado a Alexa 555 y
el anticuerpo anti-a-gustducina humana de cabra por un anticuerpo secundario acoplado a Alexa 488. Se muestran
imagenes de superposicion de los canales de FITC y PE fusionados (combinacion). Las imagenes combinadas de a-
gustducina y la expresion de T2R1 o T2R38 indicaron el doble marcado de todas las células en las tres lineas
celulares probadas. El control de isotipo no mostro sefial de fluorescencia en ninguna de las lineas celulares. Las
imagenes se fotografiaron a aumento de 400x.

Figura 8: El difenidol (DPH) provocé una entrada de calcio en células de neuroblastoma SH-SY5Y (A, B), células
placentarias JEG-3 (B, D) y queratinocitos HaCaT (E, F). Las células se estimularon con DPH (100 uM) o etanol
(EtOH, 0,05 %) en el momento de tiempo 60 s como se indica con la flecha y se analizaron las corrientes de calcio
por obtencion de imagenes de calcio. La entrada de calcio se expresa como la diferencia de las relacion de fura-2
antes y después de la estimulacion y se representa en barras (A, C, E) o en funcion del tiempo (B, D, F). Trazas
representativas incluyen células tratadas con 9-20 DPH y 12-14 EtOH. Los datos se muestran con desviacion
estandar (EEM) y se analizaron con la prueba bilateral para datos independientes (* p < 0,05; ** p < 0,01, n=5).

Figura 9: Determinacion del alelo del gen T2R38 en las lineas celulares HaCaT, JEG-3 y SH-SY5Y para distinguir
entre degustadores de PTC y no degustadores de PTC.

(A) Esquema para demostrar los productos de escision por un andlisis basado en enzima de restriccion de
degustador y no degustador de PTC. Los degustadores de PTC tienen el haplotipo PAV y los no degustadores
tienen el haplotipo AVI (A=Ala, V=Val, I=lle) en las posiciones de proteina 49, 262 y 296 (B) Patron de escision de
las lineas celulares HaCaT, JEG-3 y SH-SY5Y para determinar el estado de degustador. Primero, se amplifica por
PCR un fragmento de 1067 pb de la porcién del extremo N de T2R38 a una temperatura de hibridacion de 58 °C.
Entonces, el producto de PCR se digirié con Fnu4H, que corta ADN en la secuencia GCNGC (N es A, G, Co T).
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Esta secuencia solapa ambos sitios de polimorfismos. En la posicion de aminoacido 262 y 49, los degustadores de
PAV contienen un sitio de corte, mientras que no lo tienen los no degustadores de AVI. El patron de restriccion del
producto de PCR TAS2R38 de 1 Kb indica la secuencia en ambos sitios polimérficos y se determind en un gel de
agarosa a 2 %. Un fragmento de Fnu4H de 557 en los no degustadores se escinde en los fragmentos de 456 pb y 75
pb en los degustadores de PAV. Un fragmento de Fnu4H de 363 pb en los no degustadores se escinde en los
fragmentos de 336 pb y 27 pb en los degustadores de PAV. La heterocigosidad muestra tanto los productos
escindidos como no escindidos. Parece que HaCaT es heterocigética para AVI/PAV, degustador de JEG PAV y no
degustador de SH-SY5Y. (C) La secuencia de ADN de T2R38 en la posicion de aminoacido 49 indico claramente
JEG como degustador de PAV con un sitio de escision Fnu4H y SH-SY5Y como no degustador de PTC sin sitio de
escision.

Figura 10: PTC induce la entrada de calcio en células JEG-3. (A) Las células JEG-3 se estimulan después de 60 s
con PTC (100 uM) o DMSO (0,05 %) como se indica con la flecha y se analizan las corrientes de calcio por
obtencién de imagenes de calcio. La entrada de calcio se expresa como la diferencia de la relacién de fura-2 antes y
después de la estimulacion. 1 h de pre-incubacion con probenecid (1 mM) reduce las corrientes de calcio inducidas
por PTC al nivel de disolvente. Datos + EEM. n = 5. Prueba de la t, datos independientes, bilateral. *** p < 0,001. (B)
Se muestran trazos representativos que incluyen 28 (0,05 % de DMSO), 24 (PTC 100 uM) y 24 (1 h pre-incubacién
con probenecid (1 mM), estimulacién con PTC (100 uM)) células JEG-3.

Figura 11: Difenidol (DPH) y amarogentina inducen la entrada de calcio en queratinocitos HaCaT. Se estimularon
queratinocitos después de 60 s con diversas concentraciones de DPH (A) o amarogentina (B) en comparacion con
0,1 % de EtOH. Las corrientes de calcio se analizan por obtenciéon de imagenes de calcio usando la sonda sensible
a calcio fura-2-am. La entrada de calcio se expresa como la diferencia de la relaciéon de fura-2 antes y después de la
estimulacion. Datos + EEM. n = 6. Prueba de la t, datos independientes, bilateral. ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Figura 12: Efecto de compuestos amargos sobre la diferenciacion de queratinocitos primarios.

Amarogentina y difenidol indujeron la diferenciacion en queratinocitos primarios humanos (hPK). Se trataron hPK con
calcio (2 mM) y amarogentina o difenidol durante 3 dias. Se aisl6 ARNm total de hPK tratadas, se transcribié de
forma inversa y se sometié a PCR. Se analizo la expresion de marcadores de diferenciacion en muestras no tratadas
y tratadas con amarogentina, difenidol o calcio (2 mM). Los histogramas muestran niveles de expresion relativos de
marcadores de diferenciacion en hPK en comparacion con sus niveles de expresion normalizados en las células de
control no tratadas.

Figura 13: La amarogentina no muestra citotoxicidad en células HaCaT en el intervalo de concentracion de los
experimentos. Se midio la viabilidad celular 24 h después del tratamiento de amarogentina.

Figura 14: La amarogentina inhibe la liberacién de mediador desencadenada por la sustancia P (SP) de la linea de
mastocitos humanos LAD-2. Se estimularon células LAD-2 con SP (2 uM). En algunos experimentos, las células se
pre-incubaron con el ligando de receptor de sabor amargo amarogentina (136 pM) o difenidol (136 uM) o el control
positivo azelastina (24 pM). (A) Se midi6 la liberacion de histamina 20 min después de la estimulacion de SP (B) Se
midio la liberacion de TNF-a 24 h después de la estimulacion con SP.

Figura 15: La amarogentina inhibe la secrecion de IL-6 o IL-8 y MMP1 en la linea celular de queratinocitos HaCaT
después de la estimulacion con histamina y TNF-a o IFN-y. (A) Se estimularon células HaCaT con histamina y TNF-
a como se indica. En algunos experimentos, las células se pre-incubaron con amarogentina (136 uM) o el control
azelastina (24 pM) durante 30 minutos. (B) Se estimularon células HaCaT con histamina e IFN-y como se indica. En
algunos experimentos, las células se pre-incubaron con amarogentina (136 uM) o azelastina (24 uM).

Figura 16: La amarogentina y la azelastina no muestran citotoxicidad en células LAD-2 en el intervalo de
concentracion usado en los experimentos. Se midié la viabilidad celular 24 h después del tratamiento con
amarogentina y azelastina.

Figura 17: Hipdtesis de trabajo simplificadas para el mecanismo de reaccion de los ligandos de receptor de sabor
amargo en interacciones celulares entre mastocitos, linfocitos T y queratinocitos en la epidermis y la dermis superior
de piel inflamada. La reaccion se podria desencadenar por la liberacion de sustancia P (SP) de las células nerviosas.
En estos mecanismos, los ligandos de receptor de sabor amargo inhiben la secrecion de histamina, TNF-a e INF-y
de mastocitos, de manera que se inhibe la seccion de MMP-1, IL-6 e IL-8 y posiblemente también NGF de
queratinocitos humanos. Una expresion reducida de MMP-1 da como resultado la reducida degradacion de la
membrana basal y una reducida transmigracion de linfocitos T a la epidermis. De esta forma, se pueden reducir o
evitar la secrecion de citocinas inflamatorias por linfocitos T en la epidermis.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

A menos que se establezca de otro modo, los siguientes términos usados en la memoria descriptiva y
reivindicaciones tienen el significado dado a continuacion.

5
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Un "ligando", como se usa en el presente documento, pretende significar una sustancia que o bien inhibe o bien
estimula la actividad de un receptor y/o que compite por el aceptor en un ensayo de union.

Un "agonista" se define como un ligando que aumenta la actividad de un receptor. Un agonista del receptor de sabor
amargo es un ligando que aumenta la actividad del receptor de sabor amargo.

Un "antagonista" se define como un ligando que reduce la actividad de un receptor, aqui el receptor de sabor
amargo, cuando se inhibe la accién de un agonista. El antagonismo normalmente es una propiedad del ligando
medida en presencia de un agonista.

Se usan "tejidos epiteliales" o "barreras" en organismos multicelulares para proteger las areas de sus cuerpos que
se ponen en contacto con el entorno externo. En el intestino, la barrera epitelial soporta el transporte de nutrientes y
agua previniendo la contaminacion microbiana de los tejidos intestinales. Junto con las membranas plasmaticas, la
zona de oclusion intercelular es el determinante celular primario de la funcién de barrera epitelial. La alteracion de la
estructura de la zona de oclusién como resultado de mutaciones especificas de proteina o sefiales reguladoras
aberrantes puede ser tanto una causa como un efecto de enfermedades.

Una "afeccion patoldgica" es una enfermedad o una afeccién que implica o causada por una enfermedad.

Una "medicacion tépica" es una medicacion que se aplica a la superficie del cuerpo tal como la piel o las membranas
mucosas para tratar dolencias mediante un gran intervalo de clases que incluyen, pero no se limitan a, cremas,
espumas, geles, lociones y pomadas. Muchas medicaciones tépicas son epicutaneas, que significa que se aplican
directamente a la piel. Las medicaciones tépicas también pueden ser inhaladas o se aplican a la superficie de tejidos
distintos de la piel tales como colirios aplicados a la conjuntiva, o gotas o6ticas dispuestas en el oido, o medicaciones
aplicadas a la superficie de un diente. Un efecto tépico en el sentido farmacodinamico puede referirse a una diana
local en vez de sistémica para la medicacion. Sin embargo, muchos farmacos tépicamente administrados tienen
efectos sistémicos.

Todas las concentraciones indicadas en el presente documento se deben entender como concentracion (p/p). Es
decir, una concentracion en % significa % (p/p), a menos que se indique lo contrario.

Los "receptores de sabor" son responsables en la identificacién de componentes alimenticios encontrados en la dieta
de seres humanos y animales. Las cualidades de sabor basicas son agrio, salado, dulce, amargo y umami. Los
receptores de sabor dulce y amargo son los receptores acoplados a la proteina G que se encuentran en insectos, asi
como en vertebrados. El receptor acoplado a la proteina G T1R3 se asocia con sensacion de sabor dulce y umami.
La familia génica T2R es muy diversa y es responsable del sabor amargo.

Ejemplos de los receptores de sabor amargo se pueden encontrar en BitterDB (Ayana Wiener; Marina Shudler; Anat
Levit; Masha Y. Niv. BitterDB: a database of bitter compounds. Nucleic Acids Res 2012, 40:D413-419.). Segun la
presente invencion, el ligando puede ser un ligando para el miembro 1 del receptor 2 de sabor (T2R1).

Los numeros de acceso de NCBI de ARNm vy proteina de dT2R1 son NM_019599.2 y NP_062545.1,
respectivamente. Los numeros de acceso de NCBI de ARNm y proteina de T2R38 son NM_176817.4 y
NP_789787.4, respectivamente. El receptor T2R1 puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos
como se muestra en el nimero de acceso NCBI NP_062545.1 (Numero de acceso de UniProt QONYW?7). Se prefiere
que el ligando sea capaz de activar al menos un receptor de sabor amargo, por ejemplo, uno o mas de los
receptores de sabor amargo citados anteriormente en este documento.

Ejemplos de ligandos de receptor de sabor amargo (compuestos) se puede encontrar en la base de datos "BitterDB"
(Ayana Wiener; Marina Shudler; Anat Levit; Masha Y. Niv. BitterDB: a database of bitter compounds. Nucleic Acids
Res 2012, 40:D413-419.)

Se conocen por un experto en la térmica métodos de determinacion de si un compuesto dado es o no un ligando
para un receptor de sabor amargo, véase, por ejemplo, Jacob P. Ley, Chem. Percept. (2008) 1: 58-77. Segun la
presente invencion, se puede usar el método descrito en Meyerhof, Chem. Senses (2010) 35: 157-170. Segun la
presente invencion, el ligando para un receptor de sabor amargo es un agonista de receptor de sabor amargo.

Segun la presente invencion, el ligando para un receptor de sabor amargo es amarogentina.
En una realizacion, el ligando es el ligando para T2R1 y es amarogentina.
Composiciones farmacéuticas

El ligando de la presente invencion o sus sales farmacologicamente aceptables segun la invenciéon se pueden
formular en composiciones farmacéuticas o diversas formas farmacéuticas. Para preparar la composicion
farmacéutica de la invencion, se mezclan uno o mas compuestos que incluyen isémeros opticos, enantiomeros,
diaesteredmeros, racematos o sus mezclas estereoquimicas, o sus sales farmacéuticamente aceptables, como su
principio activo, con vehiculos y aditivos apropiados segun técnicas conocidas por los expertos en la técnica.
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Una sal farmacéuticamente aceptable se refiere a una forma de sal de los compuestos de la presente invencion con
el fin de permitir su uso o formulacién como productos farmacéuticos y que retiene la eficacia biolégica de los acidos
y bases libres del compuesto especificado que no es biolégicamente o de otro modo no deseable. Ejemplos de
dichas sales se describen en "Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use", Wermuth, C.G.
and Stahl, P.H. (eds.), Wiley Verlag, Helvetica Acta, Zurich, 2002, [ISBN 3906390-26-8].

La concentracion de ligando en la composicion farmacéutica de la presente invencion puede variar desde 0,001
hasta 10 %, preferentemente desde 0,01 hasta 5 %, mas preferentemente desde 0,1 % hasta 1 % (p/p).

Si la composicion farmacéutica es una crema o pomada, la concentracién puede variar desde 0,001 hasta 10 %,
preferentemente desde 0,01 hasta 5 %, mas preferentemente desde 0,1 % hasta 2 % (p/p).

Para amarogentina, la concentracion en la composicién farmacéutica puede variar desde 0,001 hasta 3 %,
preferentemente desde 0,01 hasta 2 % mas preferentemente desde 0,1 hasta 1 % (p/p).

Si la composicion farmacéutica es una crema, la concentracion de amarogentina puede variar desde 0,001 hasta
3 %, preferentemente desde 0,01 hasta 2 % mas preferentemente desde 0,1 hasta 1 % (p/p).

Los vehiculos y aditivos usados para dichas composiciones farmacéuticas pueden adoptar una variedad de formas
dependiendo de su modo de administracion esperado. Las composiciones para la preparacion liquida incluyen
disoluciones, emulsiones, dispersiones, suspensiones, jarabes, elixires y similares con vehiculos y aditivos
adecuados que son agua, alcoholes, aceites, glicoles, conservantes, aromatizantes, agentes colorantes, agentes de
suspension y similares. Las composiciones farmacéuticas segun las realizaciones de la presente invencion incluyen
los adecuados para administracion tépica (es decir, la piel) y transdérmica. En una realizacion preferida de la
presente invencion, la composicion farmacéutica es una pomada, una locién, una crema o un gel.

También pueden estar presentes en esta composicion agentes antimicrobianos y/o conservantes.
Se describen a continuacién cuatro formulaciones.

1 % de crema de salicina

1,0 g de salicina

6,0 g de alcohol cetilico

4,0 g de monoestearato de glicerol 60

7,5 g de triglicéridos de cadena media

25,5 g de vaselina blanca

7,0 g de macrogol-1000-monoestearato de glicerol
10,0 g de propilenglicol

39,0 g de agua purificada

5 % de crema de extracto de corteza de sauce

5,0 g de extracto de corteza de sauce (extracto de corteza de sauce TropicPure™ con 15-20 % de salicina; una
marca registrada de Frutarom GmbH, Alemania)

6,0 g de alcohol cetilico

4,0 g de monoestearato de glicerol 60

7,5 g de triglicéridos de cadena media

25,5 g de vaselina blanca

7,0 g de macrogol-1000-monoestearato de glicerol
10,0 g de propilenglicol

35,0 g de agua purificada

0,1 % de espray nasal de amarogentina

Se disuelven 100 ug/ml de amarogentina en 2,5 % de etanol en 0,9 % de cloruro sédico.
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Por 20 ml: 200 pl de amarogentina (10 mg/ml disueltos en 100 % de etanol)
300 pl de 100 % de etanol
19,5 ml de 0,9 %de cloruro sodico

0,1 % de espray nasal de difenidol

Se disuelven 100 pg/ml de difenidol en 2,5 % de etanol en 0,9 % de cloruro sodico
Por 20 ml: 200 pl de difenidol (10 mg/ml disueltos en 0,9 % de cloruro sddico)

500 ul de 100 % de etanol

19,5 ml de 0,9 % de cloruro sédico

En lugar de cloruro sddico se puede usar sal marina.

Ademas, se puede afiadir acido hialurénico a una concentracion de desde 0,1 % hasta 10 %, preferentemente 0,5 %
hasta 2 %, por ejemplo aproximadamente 1 %.

Usos terapéuticos

La invencion se refiere ademas al uso terapéutico y/o profilactico de un ligando para un receptor de sabor amargo
descrito en el presente documento. Dicho ligando se puede usar para la prevencion y/o el tratamiento de trastornos
de la piel.

Los trastornos de la piel incluyen uno de los siguientes, pero no se limitan a, dermatitis atopica (neurodermatitis),
cancer de piel, lupus, rubeola, acné, hemangioma de piel, calentura, psoriasis, rosacea, eccema seborreico,
urticaria, vitiligo, verrugas, fascitis necrotizante, candidiasis cutanea, fortnculo, celulitis, hiperhidrosis, impétigo, piel
laxa, ulcera de decubito, erisipelas, dermatitis del panal, eccema dishidrético, Ulcera bucal, estomatitis herpética,
infeccion fungica de las ufias, ictiosis vulgar, dermatomiositis, ufias encarnadas, acrodermatitis, quiste seborreico,
queratosis seborreica, seno pilonidal, queloide, liquen plano, queratosis actinica, dermatitis por estasis y Ulceras en
las piernas, ojos de gallo y callos, eccema, pitiriasis versicolor, penfigoide, Ulceras de la boca y zéster. En una
realizacion, el trastorno de la piel es un trastorno alérgico de la piel. En otra realizacion, el trastorno de la piel es un
trastorno inflamatorio de la piel. En otra realizacion mas, el trastorno de la piel es un trastorno inflamatorio y alérgico
de la piel.

En una realizacion especifica, dicho trastorno de la piel es prurito, urticaria, dermatitis o eccema. En una realizacion
preferida, el trastorno de la piel es neurodermatitis.

El ligando descrito en el presente documento se administra por via topica al paciente. El ligando se administra por
via topica a la piel de un paciente, por ejemplo en forma de una pomada, una crema, locion, o gel. El ligando se
puede administrar a la piel del paciente a una dosis desde una vez al dia hasta cuatro veces al dia, preferentemente
a una dosis dos a tres veces al dia, mas preferentemente tres veces al dia.

Una ventaja de la presente invencion es que existe un alivio muy rapido en los pacientes tratados. Preferentemente,
el picor se reduce en un escala analdgica visual por al menos 10 %, preferentemente por al menos 25 %, mas
preferentemente por al menos 50 %, en el plazo de 24 horas después de la administracion de una dosis
farmacéuticamente eficaz del ligando o de la composicién farmacéutica de la presente invencion.

En el caso de la inflamacién de la piel, es decir, dermatitis atdpica, el eritema de la piel se reduce en una escala
analogica visual por al menos 10 %, preferentemente por al menos 25 %, mas preferentemente por al menos 50 %,
en el plazo de 24 horas después de la administracion de una dosis farmacéuticamente eficaz del ligando o de la
composicion farmacéutica de la presente invencion.

La presente invencion se puede ilustrar adicionalmente por los siguientes ejemplos de sus realizaciones preferidas,
aunque se entendera que estos ejemplos se incluyen simplemente para fin de ilustracion.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Materiales y métodos
Anticuerpos y reactivos

Se usaron los siguientes anticuerpos y diluciones para tinciones inmunohistoquimicas: el anticuerpo anti-T2R1
humano policlonal de conejo (Osensis, Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Alemania), 1:1000; el anticuerpo
anti-S100 humano policlonal de conejo (Dako, Glostrup, Dinamarca), 1:200; el anticuerpo anti-T2R38 humano
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policlonal de conejo (Osenses), 1:750; el anticuerpo anti-T2R38 humano policlonal de conejo (Abcam, Cambridge,
R.U.), 1:1000, el anticuerpo anti-a-gustducina humano policlonal de cabra (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Alemania), 1:200; el anticuerpo anti-T1R2 humano policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology), 1:200 y la
fraccion de inmunoglobulina de conejo (Dako) como control negativo. El anticuerpo secundario biotina multi-enlace,
la marca estreptavidina-HRP y el sustrato AEC fueron de Dako y se usaron segun las instrucciones del fabricante.
Los anticuerpos anti-cabra de burro Alexa 488 y anti-conejo de burro Alexa 555 fueron de Invitrogen (Darmstadt,
Alemania) y se usaron a una dilucién de 1:500. La matriz AccuMAx (Biocat, Heidelberg, Alemania) contiene 45
tejidos humanos de diversos 6rganos sanos con 2 manchas de cada caso. El diametro de cada mancha sobre el
portaobjetos fue 1,0 mm. Cada seccion de tejido se extrajo de diversos bloques de donante y se transfirid a un
bloque de receptor preparado. Los bloques de donante se fijaron en formalina y se incorporaron en parafina. Se
obtuvo lisado de tejido completo de lengua humana (adulto normal) de Novus biological (Cambridge, R.U.) y el ARN
humano de Agilent Technologies (Boblingen, Alemania).

Inmunohistoquimica

Se desparafinaron secciones de las matrices y posteriormente se sometieron a un pretratamiento de coccion de
20 min en disolucién de recuperacion diana (pH 6,0; Dako) o tratamiento con proteinasa K (Dako). La inmunotincion
se realiz6 con el anticuerpo anti-T2R1 y -38, anti-a-gustducina, anti-S100 y anti-T1R2. La aplicacion del anticuerpo
primario (4 °C, durante la noche) fue seguida por incubacién con inmunoglobulinas de anticuerpo de cerdo
biotinilado, anti-cabra, anti-raton y anti-conejo (1 h, TA), estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante
(20 min, TA), disolucion de AEC como cromdgeno y contratincion con hematoxilina. Las tinciones con la fraccion de
inmunoglobulina de conejo sirvieron de control de isotipo. Se escanearon las matrices de tejido con el escaner
MIRAX (Zeiss, Jena, Alemania) y la tincion se evalud segun estructuras anatémicas.

Inmunofluorescencia

Para realizar el doble marcado de T2R1 o T2R38 y a-gustducina, las células se tifieron con el anticuerpo anti-T2R1 o
T2R38 humano policlonal de conejo y el anticuerpo anti-o-gustducina humano de cabra. Los anticuerpos
secundarios requeridos (anticuerpos anti-cabra de burro Alexa 488 y anti-conejo de burro Alexa 555) se aplicaron
durante 2 h a TA segun las instrucciones del fabricante. Entonces, las células se tifieron con DAPI y se montaron en
medio de montaje de fluorescencia (Dako). Las imagenes se tomaron con un microscopio de fluorescencia (Zeiss)
equipado con el software Axiovision.

Cultivo celular

La linea celular de queratinocitos humanos HaCaT, la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y vy la linea celular
placentaria JEG-3 fueron de CLS Cell Lines Service (Heidelberg, Alemania) y se cultivaron en medio esencial
modificado por Dulbecco (DMEM,; Invitrogen) que contenia 10 % de suero bovino fetal (FCS; PAA, Pasching, Austria)
a 37 °C en una atmoésfera humidificada con 5% de CO,. Para tinciones dobles de fluorescencia, las células se
sembraron en un portaobjetos de camara de cuatro campos (Thermo Fisher Scientific GmbH; 1x10° células/ml).
Para los experimentos de obtencion de imagenes de calcio, las células se sembraron en cubreobjetos recubiertos de
polilisina (Sigma-Aldrich, Munich, Alemania) a una densidad de 1,5 - 2x 10°. Después del aislamiento de
queratinocitos primarios humanos (hPK) de muestras de piel, las células se incubaron durante 3 dias con calcio
(2 mM), amarogentina (100 uM) o difenidol (100 uM) antes del aislamiento de ARN y la determinaciéon de los
marcadores de diferenciacion.

Prueba de citotoxicidad

Se evalud la citotoxicidad de amarogentina en células HaCaT con el ensayo Vialight Plus ATP (Cambrex, Verviers,
Bélgica) segun las instrucciones del manual. EI método se basa en la medicién de bioluminiscencia de ATP que esta
presente en células metabdlicamente activas. La luciferasa cataliza la formacion de luz de ATP vy luciferina. La
intensidad de luz emitida es directamente proporcional a la concentracion de ATP y se mide usando un luminémetro
(Sirius HT; MWG).

Transferencia Western

Se prepararon lisados celulares a partir de células HaCaT, JEG-3 y SH-SY5Y vy se realiz6 analisis de transferencia
Western segun procedimientos convencionales. Para los experimentos de pre-absorcion de anticuerpo, se pre-
incubd el antisuero anti-T2R38 con un exceso de 5 veces (v/v) del péptido inmunogénico durante 1 h a 37 °C.
Entonces, el anticuerpo se aplic6 como anticuerpo primario a la membrana de transferencia y continué el
procedimiento normal de transferencia Western.

Extraccion de ARN y PCR

Se extrajo ARN total con el kit RNeasy Mini (Qiagen, Hilden, Alemania) de células subconfluentes HaCaT, JEG-3 y
SH-SY5Y. Se sintetizd ADNc de la primera hebra a partir de 2 ug de ARN total en 20 pl de volumen final usando el
kit Omniscript (Qiagen, Hilden, Alemania) con cebadores hexameros al azar (Invitrogen). Se usaron alicuotas de 2 pl
de la disolucién de transcripciéon inversa como molde para las reacciones de PCR especificas con una temperatura
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de hibridacion de 58 °C y el producto de PCR se analiz6 por electroforesis en gel. Los cebadores de PCR
(20 pmoles de cada uno) usados para amplificar T2R1, T2R38, T1R1 y el gen de mantenimiento p-actina fueron:

cebador directo de T2R1: 5'-gatctcctt ctttcttgtc tg-3', cebador inverso: 5'-taaaattaagatgagagagtg-3'; cebador directo
de T2R38: 5'-cgcatccgcactgtgtccta-3'; cebador inverso: 5'-gggaatctgccttgtggtcg-3'; cebador directo de T1R3: 5-
gcaagttctt cagcttcttcct-3', cebador inverso: 5'-gtacatgttctccaggagctge-3' y cebador directo de p-actina: 5'-
ccccaggcaccagggcegtga-3'; cebador inverso: 5'-ggtcatcttctcgeggttggecttggggt -3'.

Deteccion basada en enzima de restriccion del alelo del gen T2R38 para distinguir entre degustador y no
degustador de PTC:

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) mas comunes en T2R38 estan en las posiciones de proteina 49, 262
y 296. Degustadores de PTC tienen el haplotipo PAV y los no degustadores tienen el haplotipo AVI (A=Ala, V=Val,
I=lle). Se pueden usar las diferencias de secuencia en las posiciones primera y central para distinguir degustadores
de PAV y no degustadores de AVI usando una enzima de restriccién que superpone estas dos regiones y asi corta
diferencialmente el ADN dependiendo del alelo. Primero, se amplifica por PCR un fragmento de 1067 pb de la
porcion de extremo N de T2R38 (cebador directo 5'catcccictaagtttcctgccaga, cebador inverso
5'ttgggataatggcagcttgtccctc, temperatura de hibridacion: 58 °C). Entonces, el producto de PCR se extrajo de un
0,8 % de gel de agarosa con el kit de extraccion en gel de Qiagen y entonces se cort6 con Fnu4H (New England
Biolabs GmbH, Francfort) a 36 °C durante 15 minutos. Fnu4H corta el ADN en la secuencia GCNGC (Nes A, G, C o
T). Esta secuencia superpone ambos sitios de polimorfismo. En la posicion de aminoacido 262, los degustadores de
PAV contienen la secuencia de reconocimiento de Fnu4H (GCTGC), pero no los no degustadores de AVI (GTTGC).
En la posicion de aminoacido 49, los degustadores de PAV contienen también el sitio de corte Fnu4H (GCAGC),
pero no los no degustadores de AVI (GCAGG). El patrén de restriccion del producto de PCR T2R38 indica la
secuencia en ambos sitios polimérficos y se determiné en un 2 % del gel de agarosa. Un fragmento de Fnu4H de
557 pb en los no degustadores se escinde a un fragmento de 456 pb y uno de 75 pb en los degustadores de PAV.
Un fragmento de Fnu4H de 363 pb en los no degustadores se escinde a un fragmento de 336 pb y uno de 27 pb en
los degustadores de PAV (véase la Figura 9A para una descripcion esquematica de los productos de escision). La
heterocigosidad muestra tanto los productos escindidos como los no escindidos.

Mediciones de fluorescencia

Se llevaron a cabo mediciones de concentracion de Ca®* intracelular en células individuales usando el indicador de
fluorescencia fura-2-am (Invitrogen). Las células se lavaron con un tampén que contenia NaCl 130 mM, KCI 5 mM,
HEPES 10 mM, glucosa 10 mM y CaCl, 1 mM ajustado a pH 7,4 y se cargaron con fura-2-am 2 uyM y 0,04 % de
Pluronic F-127 (Invitrogen) durante 30 min. Después de aclarar dos veces, se dejé que las células desesterificaran
fura-2-am durante 30 min. Las mediciones se realizaron con un sistema de obtencién de imagenes basado en un
monocromador unido a un microscopio invertido (Axiovert S100, Zeiss). La fluorescencia se excité a 340 y 380 nm y
la emision se midié a 510 nm. Después de 60 s, las células se estimularon con diversas concentraciones de difenidol
o amarogentina, PTC 100 uM o el control de disolvente respectivo. Se realiz6 la inhibicion del receptor de T2R38 por
pre-incubacion de células JEG-3 durante 1 h con el antagonista de T2R38 probenecid (1 mM) antes de la
estimulacion por PTC. Después de la correccién de la fluorescencia de fondo, se calculd la relacién de fluorescencia
usando el software Axiovision.

PCR con transcripcion inversa

Se realizé PCR con transcripcion inversa como se ha descrito (Muller et al., 2008). En resumen, se aislé6 ARN total
usando el reactivo Trizol (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Se sintetiz6 ADNc de la primera hebra a
partir de 2 mg de ARN total en 20 ml de volumen final usando el kit Omniscript (Qiagen, Hilden, Alemania) con
cebadores hexameros al azar (Invitrogen). Se usaron alicuotas de 2 ml de la disolucidon de transcripcion inversa
como molde para PCR especifica. Ya fueron publicados los cebadores de PCR (20 pmoles de cada uno) usados
para amplificar queratina 10 (KRT10), INV, TGM y B-actina (Muller et al., 2008). Se us6 B-actina como control de
carga interna. Después de la electroforesis en gel, la cuantificacion se logré con el software ImageJ.

Resultados
Fuerte expresion de T2R y a-gustducina en tejido humano

Se realizaron tinciones inmunohistoquimicas para determinar la expresion de los dos receptores de sabor amargo
conservados T2R1 y T2R38 en 45 tejidos humanos que se proporcionaron en una micromatriz de tejido. T2R1 es el
Unico receptor de sabor que se localiza en cromosoma 5 y T2R38 es el receptor de sabor amargo mejor
caracterizado que se localiza en el cromosoma 7 y se relaciona estrechamente con los otros T2R. Ademas, la
micromatriz de tejido se tifid contra la proteina G especifica de sabor a-gustducina para identificar tejidos que no
mostraban expresion para T2R1 y T2R38, pero posiblemente para otros de los 25 receptores de sabor amargo
humanos descritos. La especificidad del anticuerpo anti-T2R38 usado de Abcam se describié recientemente por
experimentos inmunocitoquimicos en los que el antisuero anti-T2R38 fue capaz de detectar el receptor
correspondiente en células de mamifero transfectadas transitoriamente [17]. En secciones de control, no se observé
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tinciéon con un anticuerpo de control de isotipo. Los resultados de tincidon con el anticuerpo anti-T2R38 de Abcam
fueron idénticos con el anticuerpo anti-T2R38 de Osenses (datos no mostrados), de manera que este anticuerpo
también reacciona especificamente con el antigeno T2R38 respectivo. Esto es especialmente importante ya que
Behrens y colaboradores probaron muchos antisueros y varios dejaron de reconocer su epitope especifico. La
especificidad del anticuerpo también se demostrd por experimentos de transferencia Western con lisados de lengua
normal humana (véase tejido de lengua como control positivo en la Figura 6B). Todos los resultados de tincion se
resumieron en la Tabla 1.

Se encontré que cuatro tipos de tejido importante (cerebro, piel, placenta y epitelios mucosos del conducto glandular)
expresaban los receptores de sabor amargo fuera de los epitelios gustativos. Para verificar que esto es una ventaja
exclusiva de los receptores de sabor amargo, se compararon los resultados con tinciones contra el receptor de sabor
dulce T1R2.

1. Expresion de T2R1, T2R38 y a-gustducina en tejido cerebral humano

El analisis inmunohistoquimico mostré la fuerte expresion de T2R1 y T2R38 en neuronas piramidales en la corteza
cerebral, mientras que las células de la glia (por ejemplo, astrocitos, oligodendrocitos) no expresaron T2R1 y T2R38
(Figura 1B-C). Se puedo observar el mismo patrén de tincion con un anticuerpo anti-a-gustducina (Figura 1D). En el
cerebelo, solo las neuronas de Purkinje fueron positivas para el receptor de sabor amargo y a-gustducina, mientras
que las células granulares siguieron sin tefir (Figura 1G-l). Las neuronas de Purkinje regulan y coordinan
movimientos motores y se encuentran en una fila en el cerebelo entre la capa molecular, una regién relativamente
libre de somas neuronales con los axones proyectados de células granulares, y la capa de células granulares. De
forma interesante, ni las neuronas piramidales ni las neuronas de Purkinje expresan el receptor de sabor dulce T1R2
(Figura 1E, J). No se observa tincion en la corteza cerebral ni el tejido de cerebelo con un anticuerpo de control de
isotipo (Figura 1A, F). Ademas, los ganglios basales, un conjunto de nucleos situados en la base del prosencéfalo,
asi como la médula espinal, un haz tubular delgado de tejido nerviosos que soporta células que se extienden desde
el cerebro, no expresaron los receptores de sabor amargo analizados ni a-gustducina (datos no mostrados).

2. Expresion de T2R1, T2R38 y a-gustducina en la epidermis humana

La epidermis, la capa mas externa de la piel, es un epitelio queratinizado estratificado y esta principalmente
compuesta de queratinocitos (queratinocitos basales proliferantes y suprabasales diferenciadores). Algunos de los
queratinocitos basales, de los que algunos son células madre epidérmicas, solo mostraron una débil expresion de
T2R1, T2R38 y a-gustducina (Figura 2B-D). Durante el proceso de diferenciacion, los queratinocitos sacados del
ciclo celular inician la expresion de marcadores de diferenciacion epidérmica (por ejemplo, queratina 1, involucrina) y
se mueven suprabasalmente donde llegan a ser parte del estrato espinoso, estrato granuloso y con el tiempo se
convierten en corneocitos muertos en el estrato coérneo. Los corneocitos han completado su programa de
diferenciacion, perdido su nucleo y organulos citoplasmicos. Durante este proceso de diferenciacion, los
queratinocitos desde el estrato espinoso hasta el estrato cérneo expresaron fuertemente estos dos receptores de
sabor amargo y a-gustducina (Figura 2B-D). Para probar si los receptores de sabor dulce también se expresaron en
queratinocitos, se tifid tejido de piel contra T1R2. Solo se detectd una ligera expresion de T1R2 en la epidermis y
esta expresion aumenté solo un poco durante el proceso de diferenciacion de los queratinocitos (Figura 2E). No se
observo tincion en la epidermis humana con un anticuerpo de control de isotipo (Figura 2A).

3. Expresion de T2R1, T2R38 y a-gustducina en la placenta humana

La placenta es un 6rgano temporal requerido para el desarrollo del embrién y el feto. Permite el intercambio de
productos metabdlicos entre el feto y la madre. La placenta funciona como o6rgano fetomaterno con dos
componentes: la placenta fetal (placa coridnica) y la placenta materna (la placa basal). La placa coridnica fetal esta
compuesta por amnios, corion y sincitiotrofoblasto. El ultimo es una capa externa que forma cuerdas que invaden la
pared del Utero para establecer la circulacion de nutrientes entre el embrién y la madre. El epitelio del amnios (una
membrana que rodea y protege el embrién) y el sincitiotrofoblasto mostraron una fuerte tincion de T2R1, T2R38 y a-
gustducina (Figura 3B-D). A diferencia, la expresion de T1R2 de la placa coriénica fue solo débil (Figura 3E). La
placa basal (placenta materna), la parte del Utero a la que se anclan las vellosidades, se tifié solo débilmente para
T2R1 y 38 (datos no mostrados). No se observo tinciéon en la placenta humana con un anticuerpo de control de
isotipo (Figura 3A).

4. Expresion de T2R1, T2R38 y a-gustducina en algunas glandulas humanas

Otro tipo de célula que expresd fuertemente T2R1 y T2R38 fue el epitelio columnar simple de los conductores
intralobulares secretores (Figura 4B-C, flechas rojas). Casi no se tifieron los acinos serosos y mucosos, por ejemplo
en la glandula parétida (Figura 4B-C, flechas negras). Estas células epiteliales columnares expresaron solo
débilmente a-gustducina y fueron casi negativas para la expresion de T1R2 (datos no mostrados). Ademas, los
espongiocitos de la zona fasciculada de la corteza de la glandula suprarrenal, conductos intestinales tubulares rectos
del colon (Figura 4E-F) y los tubulos colectores de la médula renal mostraron una fuerte tincion de T2R1 y T2R38.
En la corteza renal, solo los tabulos renales fueron positivos para los receptores de sabor amargo (Tabla 1). No se
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observo tincion en la glandula parétida y los conductos del colon con un anticuerpo de control de isotipo (Figura 4A,
F).

T2R1, T2R38 y a-gustducina que expresan células individuales en tejidos humanos

El pancreas es una glandula bifuncional, que tiene caracteristicas de tanto una glandula endocrina en la agrupacion
de células de las células de Langerhans secretoras de insulina como una glandula exocrina que secreta enzimas
digestivas. Los acinos secretores exocrinos en el pancreas expresaron solo muy débilmente T2R1, T2R38 y a-
gustducina; sin embargo, hubo algunas células con fuerte expresion de receptores de sabor amargo detectables en
el parénquima del pancreas (datos no mostrados). Para una mejor caracterizacion de estas células, se realiz6 tincion
con S100 para determinar si las células T2R1-positivas eran de origen mioepitelial o neuronal o células dendriticas.
La tincién con S-100 del pancreas mostré células S100-positivas individuales que son morfolégicamente iguales a
las células positivas para receptores de sabor amargo. Aunque S100 no es especifico para células dendriticas y
también se puede expresar por células neuronales y mioepiteliales [19], las células positivas para S100 con
morfologia dendritica (nucleos ovalados, tamafio celular alargado con algun citoplasma) y su localizacion dentro del
epitelio de conductos y acinos, ademas del tejido conjuntivo intersticial, sugieren fuertemente que estas células son
de hecho células dendriticas similares a las células recientemente descritas en las glandulas salivales [20]. También
se pudieron observar algunas células positivas para S100, T2R1, T2R38 y a-gustducina en el epitelio secretor
columnar simple que reviste las glandulas endocervicales (Figura 5B-E). Las células positivas para S100 podrian ser
células mioepiteliales que son contractiles y ayudan en la secrecion. Las células positivas para S100 en el pancreas
y el endocérvix no fueron T1R2-positivas (Figura 5F), a diferencia de las células acinares del pancreas que
expresaron T1R2. No se observé tincion en la glandula endocervical con un anticuerpo de control de isotipo (Figura
5A). El epitelio escamoso estratificado del ectocérvix fue fuertemente positivo para la expresion de receptores de
sabor amargo (Tabla 1).

Ausencia de expresion de T2R1, T2R38 y a-gustducina en tejidos humanos

Varios tejidos mesodérmicos humanos no muestran ni tincion contra T2R1, T2R38 y a-gustducina ni T1R2. Estos
tejidos incluyen tejidos linfoides tales como ganglios linfaticos (datos suplementarios, no mostrados), timo, bazo asi
como corazon, musculo esquelético, tejido blando, miometrio y ovario (Tabla 1).

Tabla 1

Resumen de tejidos humanos positivos y negativos para T2R1, T2R38 y a-gustducina

capa Sistema de 6rganos células/tejidos Expresion de gustducina y
blastodérmica T2R1/ T2R38
ectodérmica sistema nervioso | células neuronales en: positiva

central

corteza cerebral, cerebelo, nucleo
basal, hipocampo, médula espinal

ectodérmica piel queratinocitos positiva
fibroblastos

membrana mucosa (lengua,
paladar)

ectodérmica placenta amnios de placenta positiva

vellosidades coridnicas de la
placenta, placenta basal

cordén umbilical

ectodérmica mucosa gastrointestinal | células epiteliales mucosas y
y conductos conductos glandulares de:

ileon, ciego, colon, recto, glandula | positiva
parétida, rifidn, mama,

esofago, estbmago negativa

pancreas negativa, solo algunas células
son positivas (véase en la
seccion de resultados)
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capa Sistema de 6rganos células/tejidos Expresion de gustducina y
blastodérmica T2R1/ T2R38
endodérmica sistema urogenital préstata, testiculo, exocérvix, positiva
endocérvix células positivas individuales
pro-endometrio positiva

sec-endometrio
uréter

miometrio, ovario, trompa de | negativa

Falopio
higado
endodérmica vias respiratorias pulmoén negativa
mesodérmica estructuras musculo esqueléticos, tejido | negativa
mesenquimatosas adiposo, tejido blando, corazén,

células endoteliales

mesodérmica tejido linfatico ganglio linfatico, bazo, amigdalas, | negativa
timo

ARN y expresion de proteinas de T2R1, T2R38 y T2R3 en lineas celulares humanas

Se determind la expresion de T2R1, T2R38 y T1R3 en tres lineas celulares humanas correspondientes a tejidos que
expresaron fuertemente T2R1 y T2R38, es decir, la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, la linea
celular placentaria JEG-3 y la linea celular de queratinocitos HaCaT (Figura 6A) evaluando la expresion de su ARNm
usando RT-PCR. Se us6 ARN de lengua comercialmente disponible como control positivo. La expresion del gen de
mantenimiento B-actina demostré contenido de ARN igual. Todas las lineas celulares y el tejido de lengua
expresaron T2R1 y T2R38, sin embargo, solo el tejido de lengua expresé T1R3.

Se confirmaron los resultados de expresion génica de T2R1, T2R38 y T1R3 al nivel de proteina por transferencia
Western con lisados de proteina de las tres lineas celulares y el tejido de lengua de control positivo (Figura 6B).
Como no estuvo disponible anticuerpo anti-T1R3 humano, implicado en la percepcién de tanto sabor dulce como
umami, los presentes inventores usaron un anticuerpo contra el receptor de sabor dulce T1R2. La deteccion de
HSC-70 se us6 como control de carga (Figura 6B, ultima imagen). Las bandas corresponden al peso molecular
predicho de mondmeros de receptores, monémeros y oligémeros glucosilados. Se ha observado que T2R forman
homo- y heterémeros in vitro. Aunque no fue obvia una significancia fisiolégica de la hetero-oligomerizacion de
receptor, la oligomerizacion de receptor podria ser en general necesaria para la funcion de receptor [21]. Ademas los
hT2R contienen un sitio de N-glucosilacion conservado en el 2° bucle extracelular, de manera que la banda que
migra justo por encima de 50 kDa en la transferencia Western probablemente corresponde al monémero de receptor
N-glucosilado de longitud completa (Figura 6B, primera imagen) [17]. Parece que la glucosilacion unida a Asn (N) se
asocia a plegamiento y transporte celular superficial junto con RTP (proteina de transporte de receptor) y REEP
(proteina potenciadora de la expresion de receptor), pero no para su funcién en si [22] [23]. Ademas, oligdmeros del
supuesto receptor que migran mas lentos, asi como un monémero de migra mas rapido o variante de receptor
posiblemente truncada, son visibles como ya se ha descrito [17]. Los mondmeros no glucosilados son solo visibles
en los lisados de las lineas celulares, pero no en el lisado de tejido de lengua, debido a que el patrén de T2R es
posiblemente diferente en lisados de tejido en comparacion con lisados de la linea celular. La especificidad del
anticuerpo contra T2R38 se demuestra por experimentos paralelos en los que el antisuero anti-T2R38 primario ha
sido pre-absorbido con los péptidos antigénicos correspondientes. Como era de esperar, esta preparacion de
antisuero con niveles reducidos de anticuerpos anti-T2R38 especificos reactivos no detecté T2R38 en los lisados
celulares (Figura 6B, segunda imagen). Las bandas de la transferencia Western detectadas con un anticuerpo anti-
T2R1 corresponden al peso molecular predicho de monémeros receptores, monémeros y oligdmeros glucosilados
como para el anticuerpo anti-T2R38 (Figura 6, tercera imagen). El receptor de sabor dulce T1R2 revela una banda
inmunorreactiva importante que migra en aproximadamente 50 kDa, de acuerdo con el peso molecular tedricamente
calculado y los datos de la bibliografia [24]. Solo en tejido de lengua, pero no en las otras lineas celulares, son
detectables dos bandas en la transferencia Western (Figura 6B, cuarta imagen). Ademas, T1R2 forma
heterodimeros con el receptor T1R3, de manera que la mayor banda también podria representar el heterodimero.
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Coexpresion de T2R1 o T2R38 con a-gustducina en lineas celulares humanas

Para realizar el doble marcado de T2R1 o T2R38 y a-gustducina, se tifieron la linea celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y (Figura 7A), la linea celular placentaria JEG-3 (Figura 7B) y la linea celular de queratinocitos
HaCaT (Figura 7C) con el anticuerpo anti-T2R1 o T2R38 humano policlonal de conejo y el anticuerpo anti-a-
gustducina humano de cabra. Entonces, se aplicaron los anticuerpos secundarios requeridos (anticuerpos anti-cabra
de burro Alexa 488 y anti-conejo de burro Alexa 555) y entonces las células se tifieron con DAPI. Se podria
demostrar que las células neuronales y placentarias positivas para T2R1 y T2R38, asi como queratinocitos,
expresaron a-gustducina. No fue detectable sefial de fluorescencia con un anticuerpo de control de isotipo (Figura
7A-C, primera imagen).

El compuesto amargo difenidol induce la entrada de calcio en un linea celular de neuroblastoma humano,
placentaria humana y epitelial humana

Habiendo demostrado que la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y, la linea celular placentaria humana JEG-3 y
la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT expresan a-gustducina, asi como los receptores de sabor amargo
T2R1 y T2R38, la siguiente etapa fue determinar si los receptores de sabor amargo expresados eran funcionales
midiendo la entrada de calcio intracelular después de la estimulacion con difenidol (DPH). El difenidol es un agonista
sintético de receptores de sabor amargo que activa 16 receptores de sabor amargo que incluyen T2R1 y T2R38
como se ha descrito [25]. La medicacion de DPH se ha desarrollado clinicamente hace tiempo como un agente
antiemético y un antivertiginoso [26]. Primero, los presentes inventores estimularon células HaCaT con cantidades
crecientes de difenidol y ya observaron con 30 yM una entrada de calcio significativa (Figura 11). Segun los datos de
la bibliografia, todas las lineas celulares en investigacion se estimularon con difenidol 100 uM y mostraron una
entrada de calcio significativa (hasta 7 veces) en comparacion con el control de disolvente (Figura 8). Sin embargo,
el difenidol es un antagonista de receptores muscarinicos y, por tanto, no es especifico para T2R. El difenidol
también se describe como un inhibidor de los canales de K* y ca® regulados por voltaje sin afectar los canales de
ca® operados por reserva. Pero la accion celular y molecular precisa del difenidol todavia no es completamente
clara [26]. Por tanto, los presentes inventores realizaron experimentos de activacion adicionales en células HaCaT
con diferentes concentraciones de amarogentina, la sustancia mas amarga en la naturaleza que esta presente en
cantidades mas altas en Gentiana lutea y puede activar varios T2R (es decir, T2R1, 4, 39, 43, 46, 47 y 50) para
demostrar la funcionalidad de los T2R. Una concentracion de amarogentina 100 uM condujo a una entrada
significativa de calcio en células HaCaT (Figura 11).

PTC indujo la entrada de calcio en la linea celular de degustador JEG-3

A continuacion, los presentes inventores quisieron estimular las tres lineas celulares con una sustancia que solo
activa T2R1 o T2R38 para proporcionar una fuerte prueba de la funcion de T2R en estos tejidos no gustativos. PTC
(feniltiocarbamida) es una buena sustancia para este fin, debido a que activa especificamente T2R38 en variantes
de degustador (haplotipo PAV). Primero, los presentes inventores determinaron la variante de T2R38 en las tres
lineas celulares analizadas por los presentes inventores por analisis de enzima de restriccion (Figura 9B) y
secuenciacion génica (Figura 9C) de un fragmento de 1067 pb de la porcion del extremo N de T2R38. El patron de
los productos de escision después de la digestion con la enzima de restriccion Fnu4H permite la distincion entre
degustadores de PAV y no degustadores de AVI (véase la Figura 9A y la seccion de Material y método). El ADN de
la linea celular placentaria JEG-3 contiene la variante de degustador (PAV), la linea celular de queratinocitos HaCaT
es heterocigotica (PAV/AVI) y el ADN de células SH-SY5Y contiene la variante homocigoética de no degustador (AVI).
Por tanto, los presentes inventores usaron las células JEG-3 para el andlisis de activacion de PTC. PTC indujo la
entrada de calcio en células JEG-3. Los datos de los presentes inventores son comparables a los resultados de la
entrada de calcio descritos por Greene y colaboradores [18], que trabajaron con células HEK293 transfectadas con
ADN de T2R38 antes de la estimulacion de PTC y la medicién de la entrada de calcio. Para demostrar
adicionalmente la especificidad de la activacion de PTC en células JEG-3, esta activacion se reprimié con el inhibidor
de T2R38 probenecid como se describe por Greene y colaboradores (Figura 10a y B). Esto da como resultado que
las células JEG-3 demuestran una activacion de T2R38 muy especifica.

Induccion de diferenciacion por amarogentina y difenidol

Como la entrada de calcio participa en la diferenciacion, los presentes inventores investigaron si la amarogentina o el
difenidol podrian inducir la diferenciacion en queratinocitos primarios analizando la expresién del marcador de
diferenciacion queratina 10, involucrina y transglutaminasa 3 dias después de la estimulacion con difenidol,
amarogentina o calcio. Se pudo aumentar la expresion de todos estos marcadores (Figura 12). La concentracion
usada de amarogentina y difenidol no mostré citotoxicidad en células HaCaT (Figura 13).
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EJEMPLO 2
Material y métodos
Cultivo celular

Se cultivaron mastocitos humanos LAD-2 (obtenidos del Dr. A. Kirshenbaum NIH) en medio sin suero (StemPro-34,
Gibco, Alemania) complementado con L-glutamina 2 mM y 100 ng/ml de rhSCF (factor recombinante humano de
células madre; Cell signaling technologies). Se cultivo la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT en medio
esencial modificado por Dulbecco (DMEM; Invitrogen) que contenia 10 % de suero bovino fetal (FCS; PAA,
Pasching, Austria) a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5 % de COa.

Estimulacion de mastocitos humanos

Se lavaron células LAD-2 con PBS y se resuspendieron en medio completo. Se sembraron células LAD-2 (2x10°
células/400 pl/pocillo) en placas de cultivo celular Falcon de fondo plano de 48 pocillos de Becton Dickinson y
entonces se estimularon con SP (2 uM, Sigma-Aldrich) durante 1 o0 24 h. Algunas células se pre-incubaron durante
30 min con amarogentina (136 uM, Phytolab), difenidol (136 uM, Santa Cruz) o azelastina (24 M, Sigma) como se
indica. Los sobrenadantes se recogieron para ensayos adicionales.

Estimulacion de queratinocitos humanos

Se sembr¢ la linea celular de queratinocitos HaCaT (2x‘|05 células/400 pl/pocillo) en placas de cultivo celular Falcon
de fondo plano de 48 pocillos de Becton Dickinson y entonces se estimularon con histamina (100 pl) y TNF-a
(25 ng/ml) o IFNy (200U/ml) durante 24 h. Algunas células se pre-incubaron durante 30 min con amarogentina
(136 uM, Phytolab), difenidol (136 uM, Santa Cruz) o azelastina (24 uM, Sigma) como se indica. Los sobrenadantes
se recogieron para ensayos adicionales.

Ensayos de desgranulacion

Se evalud la desgranulacion de mastocitos midiendo la histamina en el fluido de sobrenadante 1 h después de la
estimulacion de células con SP (2 uM). Se ensayaron los niveles de histamina usando un ELISA de histamina de IBL
international.

Ensayos de liberacion de citocinas y MMP-1

Se midieron la liberacion de TNF-q, IL-6, IL-8 y MMP-1 en el fluido de sobrenadante 24 h después de la estimulacion
de células (ya sea con células LAD-2 o HaCaT) por enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) usando un kit
comercial de R&D Systems segun las instrucciones del manual.

Prueba de citotoxicidad:

Se evaluo la citotoxicidad de amarogentina y azelastina en células LAD-2 y HaCaT con el ensayo Vialight Plus ATP
(Cambrex, Verviers, Bélgica) segun las instrucciones del manual. El método se basa en la medida de
bioluminiscencia de ATP que esta presente en células metabdlicamente activas. La luciferasa cataliza la formacién
de luz a partir de ATP vy luciferina. La intensidad de luz emitida es directamente proporcional a la concentracion de
ATP y se mide usando un luminémetro (Sirius HT; MWG).

Resultados

La amarogentina reduce la liberacién de histamina en mastocitos después de la estimulacién de SP

Los mastocitos LAD-2 liberan histamina 1 h después de la estimulacién con SP (2 yM). La amarogentina (136 uM,
30 min) inhibe la liberacion de histamina, asi como la sustancia de control azelastina (24 uM, 30 min) (Figura 14A).
Los mastocitos LAD-2 también secretan TNF-a recién sintetizado después de la estimulacién con SP (2 uM). La pre-
incubacion con amarogentina (136 uM, 30 min) o difenidol (136 pM, 30 min), al igual que con el control positivo
azelastina (24 yM, 30 min), bloqued la secrecion de TNF-a de mastocitos (Figura 14B).

La amarogentina reduce la liberacion de IL-6, IL-8 y MMP-1 en queratinocitos tratados con histamina junto con TNF-
a o IEN-y. La estimulacion de TNF-a causo en la linea celular de queratinocitos HaCaT la liberacién de la citocina IL-
8 y la metaloproteinasa de matriz MMP-1. TNF-a aumenté la secrecion de IL-8 y MMP-1, aunque la histamina sola
Unicamente potencié marginalmente la produccion de IL-8 y MMP-1 (Figura 15A). IL-8 es una citocina inflamatoria
que puede quimioatraer neutrofilos y linfocitos T y de esta forma inicia la inflamacion cutanea. MMP-1 conduce a una
elevada transmigracion de linfocitos T a través de la membrana basal. Ademas, INF-y junto con la histamina pueden
inducir que células HaCaT produzcan la citocina proinflamatoria IL-6 y también produzcan MMP-1. La produccion de
IL-6 y MMP-1 se puede disminuir por amarogentina y el control azelastina (Figura 15B). La concentracion usada de
amarogentina no fue citotoxica para las células HaCaT (Figura 16). Se muestra en la Figura 17 una hipotesis de
trabajo simplificada para la accion de los ligandos de receptores de sabor amargo.
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REIVINDICACIONES

1. Un ligando para un receptor de sabor amargo (T2R) para su uso en el tratamiento de un trastorno de la piel, en el
que el ligando se administra por via tdpica a la piel, y en el que el ligando es amarogentina.

2. El ligando para su uso segun la reivindicacion 1, en el que el receptor de sabor amargo es el miembro 1 del
receptor 2 de sabor (T2R1).

3. El ligando para su uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho trastorno de la piel se selecciona del grupo que
consiste en prurito, urticaria, dermatitis, eccema y sus combinaciones.

4. Una composicién farmacéutica para uso tépico en el tratamiento de un trastorno de la piel, que comprende un
ligando para un receptor de sabor amargo como se define en la reivindicacion 1, en la que dicha composicion es una
pomada, una locién, una crema o un gel.
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Figura 7

uQIDBUIqWIOD

UQISBUIQWIOD

uQIoBUIqWOD

UOIDBUIGQUIOD

|dva 8p |eued

soajonu

sosjonu

soajonu

soajonu

Olld 8p [eued

euIoNpIsnb-n

eulonpisnb-o

euIoNp}snb-o

BuUIONpISnB-0

dd op [eued

8edllL

Ralat

gedcl

ldcL

odnosi ap [0Jjuod

odijos| ap [04jU00

25



ES 2 684 722 T3

Figura 7
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Figura 8
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 15A
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Figura 156B
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Figura 16
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