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DESCRIPCION
Inhibidores de la interaccion CD40-TRAF6

La presente invencion se refiere a compuestos que actian como inhibidores selectivos de la interaccién CD40-
TRAF6, su uso como medicamentos y su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias (crénicas). La
presente descripcion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria créonica de las grandes arterias que progresa con la edad [1, 2].
La ateroesclerosis se caracteriza por la acumulacion de células inmunes, lipidos y componentes calcificados en la
pared arterial, la denominada placa aterosclerética. La enfermedad permanece clinicamente silenciosa durante
muchas décadas, pero cuando la placa aterosclerética se rompe, se formara un trombo en la superficie de la placa
que invadira el lumen, lo que provoca un infarto (miocardio) o un accidente cerebrovascular, de acuerdo con el
lecho vascular afectado [3]. Los inhibidores de la HMG-coA-reductasa (estatinas) reducen la carga de la
enfermedad cardiovascular solo en un 25%, lo que subraya la necesidad urgente de blancos farmacéuticos
adecuados para el desarrollo de nuevos farmacos. Una clase de blancos involucra los componentes del sistema
inmunitario. Ademas de la reduccion de lipidos, se ha demostrado que la modulacién del sistema inmunitario es un
poderoso mediador en el control de la aterogénesis [1, 2].

Los inventores han descubierto previamente que la diada CD40-CD40L, uno de los miembros de la familia del
receptor de TNF de moléculas coestimuladoras, es crucial en la progresion de la aterosclerosis. La inhibicion
genética de CD40 (L) produjo una fuerte disminucioén de la aterosclerosis. Ademas, las placas ateroscleréticas
contenian menos células inflamatorias y mas colageno [4]. Este fenotipo es el equivalente humano de una placa
aterosclerética que no es propensa a la ruptura de la placa. La reduccion de la aterosclerosis y el fenotipo de la
placa rica en colageno, poco inflamatorio ocurrié incluso cuando se realizé el tratamiento con un anticuerpo anti-
CD40L después de que se hubieran desarrollado las placas ateroscleréticas [5].

Aunque la inhibicién de CD40 (L) es una terapia efectiva para reducir la carga de placa y para hacer que las placas
sean menos propensas a la ruptura, el tratamiento de larga duracion, que es necesario en la aterosclerosis,
inducira efectos secundarios tales como la aparicion de eventos tromboembdlicos o un aumento de vulnerabilidad a
las infecciones debido a la supresiéon inmunitaria. Para evitar estos efectos secundarios, la investigacion de los
inventores se centrd en aclarar la via de sefalizacion de CD40 que esta involucrada en la aterosclerosis. CD40 no
tiene sefializacion intrinseca, pero sefaliza a través de factores asociados al receptor de TNF (TRAF), TRAF1, 2, 3,
5 o 6 [6]. Mediante la generacion de ratones hiperlipidémicos modificados genéticamente que son deficientes en
CD40, pero se les ha dado un transgén CD40 con un CD40-TRAF2/3/5 mutado (ratones CD40-T2/3/5), un CD40-
TRAF6 mutado (ratones CD40-T6) o un transgén CD40 con las 2 mutaciones (ratones CD40-T2/3/5/6), los
inventores pudieron aclaran qué interaccion CD40-TRAF fue crucial en el desarrollo de la aterosclerosis.
Encontraron que solo las interacciones CD40-TRAF6, pero no CD40-TRAF2/3/5 fueron cruciales para el desarrollo
de la aterosclerosis [7]. En ausencia de interacciones CD40-TRAF6, solo se desarrollaron pequefas placas
ateroscleréticas y el influjo de células inmunitarias en la pared vascular habia disminuido significativamente. Esto
fue acompafado por un cambio fenotipico en los subtipos de monocitos. La ausencia de interacciones CD40-
TRAF6 disminuy6 la cantidad de monocitos de Ly62" proinflamatorios, mientras que aumenté el nimero de
monocitos antiinflamatorios Ly6CP3° que patrullan. El analisis en profundidad de la composicién de las células
inmunitarias en la sangre y los 6rganos linfoides no reveld efectos secundarios inmunosupresores [7]. Estos
hallazgos hacen que la interaccion CD40-TRAF6 sea un objetivo interesante para el desarrollo de agentes
farmacologicos para tratar no solo la aterosclerosis, sino también otras enfermedades inflamatorias cronicas tales
como la obesidad, enfermedad inflamatoria intestinal y artritis.

El documento WO 2009/143141 A1 divulga un procedimiento para tratar enfermedades mediadas por CD40, que
incluye la administracion a células que expresan CD40, un agente que inhibe la unién del factor 2 asociado con el
receptor de TNF (TRAF2) a una porcion citoplasmatica de CD40, en donde dicho agente no inhibe la unién del
ligando CD40 (CD40L) a CD40 de las células. Los agentes descritos son péptidos.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencion fue identificar compuestos que inhiben selectivamente la
interaccion CD40-TRAF6 vy, por lo tanto, son utiles en el tratamiento de enfermedades inflamatorias (crénicas)
como se define en la reivindicacion 1.

El objeto de la presente invencion se resuelve como se reivindica en las reivindicaciones.

El objeto de la presente invencion se resuelve mediante un compuesto que tiene la formula
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en la que
R+ es un grupo arilo monociclico sustituido o no sustituido; y

Rz es un grupo arilo monociclico sustituido o no sustituido o un grupo heteroarilo monociclico sustituido o no
sustituido;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables

para usar en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, seleccionada de aterosclerosis, obesidad, artritis
reumatoide, sepsis y peritonitis,

en la que los sustituyentes de un grupo sustituido se seleccionan de modo independiente de halégenos y grupos
alquilo C+-Cs.

El término "sustituido"”, como se usa en la presente, significa que al menos un atomo de hidrégeno unido a un
atomo miembro dentro de un grupo se reemplaza con un sustituyente. De acuerdo con la invencion, los
sustituyentes se seleccionan de modo independiente del grupo que consiste en halégenos (es decir, -Cl, -Br, -F y -
1) y grupos alquilo C4+-Cs (es decir, metilo, etilo, propilo). Los sustituyentes particularmente preferidos se
seleccionan del grupo que consiste en -Cl, -Br y -CH3 (metilo).

El término "sal farmacéuticamente aceptable”, como se usa en la presente, significa las sales de compuestos de la
invencion que son seguras y efectivas para el uso en mamiferos y que poseen la actividad biolégica deseada.

En una realizacion, R, se selecciona del grupo que consiste en un grupo fenilo sustituido o no sustituido, un grupo
tiofenilo sustituido o no sustituido y un grupo furanilo sustituido o no sustituido. En una realizacién, R; se selecciona
del grupo que consiste en un grupo fenilo no sustituido, un grupo tiofenilo no sustituido y un grupo furanilo
sustituido o no sustituido.

En una realizacion, R1 en un grupo fenilo sustituido o no sustituido.

En una realizacion, dicho grupo fenilo sustituido es un grupo fenilo sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados de modo independiente del grupo que consiste en halégenos (es decir, -Cl, -Br, -F e -l1) y grupos
alquilo C4-C3 (es decir, metilo, etilo, propilo). Preferiblemente, dichos sustituyentes se seleccionan del grupo que
consiste en -Cl, -Br y -CH3 (metilo).

En una realizacion, R1 Es un grupo fenilo mono o disustituido.

En una realizacion, dicho grupo fenilo esta sustituido en la posicién orto- y/o para. En una realizacion, dicho grupo
fenilo esta sustituido solo en la posicién orto- y/o para (position orto o position para o position orto y para position),
es decir, no esta sustituido en la posiciéon meta.

En una realizacion, dicho compuesto tiene una férmula seleccionada del grupo que consiste en
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El compuesto definido anteriormente o una de sus sales farmacéuticamente aceptables se proporciona para su uso
en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, en donde dicha enfermedad inflamatoria se selecciona de
aterosclerosis, obesidad, artritis reumatoide, sepsis y peritonitis.

El objeto de la presente invencién también es un compuesto que tiene una féormula seleccionada del grupo que
consiste en
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o una de sus sales farmacéuticamente aceptables para usar como un medicamento. EI compuesto de la formula
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(V1) es un compuesto de referencia con respecto al uso como un medicamento en general.

La presente divulgacion también describe una composicion farmacéutica que comprende un compuesto como se
definié anteriormente o una de sus sales farmacéuticamente aceptables y al menos un portador, diluyente y/o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Dicha composicion farmacéutica puede comprender mas de un compuesto como se definié anteriormente o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente divulgacion describe ademas un procedimiento de tratamiento de una enfermedad inflamatoria, dicho
procedimiento comprende la administracion de una cantidad efectiva de un compuesto como se definiod
anteriormente o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o de una composicién farmacéutica como se
definié anteriormente a una persona que lo necesite.

Dicha enfermedad inflamatoria de la divulgacion mencionada en el parrafo anterior puede ser una enfermedad
inflamatoria crénica, tal como aterosclerosis, enfermedad cardiaca isquémica, miocarditis, enfermedad inflamatoria
intestinal, artritis reumatoide, esclerosis multiple, encefalitis alérgica, psoriasis, enfermedad de la piel atopica,
osteoporosis, sepsis, peritonitis, hepatitis, obesidad, inflamacion del tejido adiposo asociada a la obesidad,
diabetes, resistencia a la insulina y/o hepatosteatosis.

En una realizacion, el término "aterosclerosis" pretende incluir las etapas iniciales de la aterosclerosis (xantoma de la
intima y engrosamiento de la intima patoldgico) y la aterosclerosis establecida (ateromas de la capsula fibrosa,
placas erosionadas y rotas). En una realizacion, dicho compuesto esta destinado al uso para el tratamiento de la
aterosclerosis temprana. En una realizacion, dicho compuesto esta destinado al uso para el tratamiento de la
aterosclerosis establecida.

Los inventores de la presente invencion han desarrollado con éxito un conjunto Unico de compuestos que bloquean
las interacciones CD40-TRAF6. A diferencia de, por ejemplo, los anticuerpos anti-CD40 antagonistas, estos
compuestos se dirigen especificamente a la interaccion CD40-TRAF6 proinflamatoria, de este modo se preserva la
funcion de CD40-TRAF2/3/5 en la inmunidad.

Los compuestos reducen fuertemente la inflamacioén, sin causar efectos secundarios inmunosupresores. Este
hallazgo es muy significativo, ya que la mayoria de los farmacos antiinflamatorios en el mercado tienen efectos
secundarios inmunosupresores. Los compuestos de la presente invencién pudieron bloquear el desarrollo de la
enfermedad y la progresion en la aterosclerosis, obesidad, sepsis y peritonitis. EIl mecanismo subyacente en todas
las enfermedades fue una reduccion en el influjo de células inmunitarias, especialmente monocitos, asi como una
reduccion en la activacion de células inmunitarias (especialmente macréfagos).

A continuacion, se hace referencia a las figuras, en las que

La Figura 1 muestra el extremo C-terminal de TRAF6 en complejo con CD40 que permite la identificacion de una
region apta para convertirse en farmaco;

La Figura 2A muestra los resultados de un ensayo de cultivo celular que revelan la capacidad de seis ejemplos
de compuestos para reducir la actividad de NFkB;

La Figura 2B muestra las estructuras de siete ejemplos de compuestos;

La Figura 3 muestra las interacciones del compuesto 7805351 (férmula IlI) dentro de la regién apta para
convertirse en farmaco, asi como la estructura clave de los compuestos activos que comprenden un nucleo
comun y dos anillos variables;

La Figura 4 muestra una comparacion de los compuestos activos e inactivos con respecto a sus posiciones
dentro de la regién apta para convertirse en farmaco; y

La Figura 5 muestra el efecto de uno de los ejemplos de compuestos en un modelo de ratén de peritonitis
inducida por tioglicolato (= ejemplo representativo de todos los compuestos analizados in vivo).

Figura 6 Identificacion y caracterizacion del compuesto.

(A) El canal VLS. La coleccion de 400.000 compuestos se filiré sobre la base de las propiedades de
absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADME/Tox) usando la regla de Lipinski de 5’
que produjo 271.759 compuestos. El ajuste de la forma geométrica de las estructuras, para cada ligando, se
calcularon todos los minimos de energia local en el espacio de conformacion se calcularon usando un
enfoque basado en el conocimiento que produjo 1,36 x 107 conféormeros. Todos los multi-conformeros 3D se
sometieron al protocolo de acoplamiento rigido. Los 40.000 compuestos con mejor puntuacion se
sometieron al acoplamiento flexible. Posteriormente, los 800 compuestos principales se enviaron al ensayo
in vitro basado en células.
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(B) Compuesto 6877002.

(C) Sensogramas SPR de los compuestos 6877002 y 6860766 que se unen al dominio C de TRAF6
inmovilizado. Los datos representan tres experimentos independientes.

Figura 7 El tratamiento con el compuesto reduce la carga ateroesclerética en ratones Apoe’ mediante la
limitacién de la inflamacién de la placa.

(A) El area total de la placa en el arco aortico de los ratones Apoe’~ de 18 semanas de edad se reduce
mediante el tratamiento con el compuesto (10 pymol/kg/dia) durante 6 semanas (n = 15 para vehiculo, n = 14
para 6877002, n = 12 para 6860766).

(B) Las placas aterosclerdticas se clasificaron como se describié anteriormente [3, 7], lo que sefala las
etapas tempranas de la enfermedad (xantoma intimal y engrosamiento intimal patoldgico) y las etapas
avanzadas (ateroma de la capa fibrosa). EI compuesto 6860766 incrementd la incidencia de lesiones
iniciales (xantoma intimal (IX), engrosamiento intimal patolégico (PIT)) ya que impidi6 el desarrollo de
lesiones avanzadas (ateroma de la capsula fibrosa (FCA)). (n = 56 para vehiculo, n = 38 para 6877002, n =
36 para 6860766).

(C) Imagenes longitudinales representativas del arco adrtico y tronco braquiocefalico, tefiidas con
hematoxilina y eosina (HE). El tratamiento con el compuesto redujo el tamafio de la placa y evitd la
progresion de las lesiones iniciales a lesiones mas complejas y avanzadas. Barra de escala: 2 mm
(imagenes superiores) 100 ym (imagenes inferiores).

(D-F) EI tratamiento con el compuesto redujo el numero de leucocitos (células CD45+) (D),
macrofagos/monocitos (MAC3+)(D), células T (CD3) (E) y granulocitos (Ly6G+) (F). Todos los valores
representan la media de 6 SEM. *, P <0,05.

Figura 8 El tratamiento con el compuesto altera la Adhesion celular mieloide arterial y disminuye la
expresion de quimioquinas y citoquinas. Microscopia intravital de la arteria carétida en ratones
Cx3cr1egfp/wtApoe-/- alimentados con una dieta rica en grasas durante 6 semanas. Para visualizar los neutrdfilos,
se instilé un anticuerpo para Ly6G. Después de los registros iniciales, los leucocitos se tifieron mediante la
administracion de rodamina 6G.

(A) La adhesion de los leucocitos al endotelio se redujo en los ratones Apoe-/- - tratados con 6877002 y
tratados con 6860766. En particular, la adhesion de monocitos y granulocitos se alterd en los ratones
tratados (n = 5-8 por grupo). La visualizacién de la adhesion de leucocitos a la arteria carétida de ratones
Cx3cr1egfp/wtApoe-I-. En los ratones tratados con compuesto, se observan menos puntos de rodamina
tefiidos con 6G vy, egpf y ly6G, lo que indica que se reduce la adhesion de leucocitos (tanto de los
neutréfilos como de los monocitos) a la pared arterial.

(B) La expresion inducida por CD40 de los pares de quimioquinas CCL2, CCR2, CCL5, CCR5 en
macrofagos derivados de la médula dsea fue alterada por los compuestos. La expresion de citoquinas
inducida por CD40 se evita en macrofagos derivados de médula 6sea tratados con el compuesto. *, P <
0.05; **, P<0.01; ***, P < 0.001.

Figura 9. Superposicion de estructura de rayos X de apoestructura y estructura compleja CD40-TRAF6 (gris oscuro
y gris claro, respectivamente).

Figura 10. Region apta para convertirse en farmaco. Los residuos que crean la region se representan en cian de la
siguiente manera: His376, Arg392, His394, GIn396, Ser408, Phe410, His412, lle464, Arg4d66, Pro468, Gly470 y
Val474.

Figura 11. Los 19 compuestos se caracterizan por dos sistemas de anillos (R1 y Rz) con diferentes grupos de
sustitucion conectados por un nicleo comun, que consiste en nitrégeno, un doble enlace y oxigeno.

Figura 12.

(A) Los ratones tratados con 6877002 y 6860766 sometidos a ligadura cecal y puncidon exhiben mayores

tasas de supervivencia, lo que sugiere que los compuestos no indujeron inmunidad sistémica durante la

sepsis polimicrobiana (n = 10 por grupo). *, p <0.05; **, p <0.01.

(B) Los compuestos 6877002 y 6860766 aumentaron la relaciéon de monocitos Ly6C-/bajo/Ly6alto en el
7
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lavado peritoneal de ratones sometidos a peritonitis inducida por tioglicolato.

Figura 13. (A, B) El tratamiento con el compuesto a largo plazo (6 semanas) no afecté el peso corporal ni los
niveles de colesterol en plasma en ratones Apoe-/-. (C) No se observaron diferencias en los linfocitos, granulocitos
y monocitos de sangre periférica.

Figura 14. El inhibidor de la interaccion CD40-TRAF6 mejora la desregulacion metabdlica e inflamacién AT

Los ratones machos WT se alimentaron con una HFD durante un total de 12 semanas, reciben un inhibidor de la
interaccion CD40-TRAF6 (6877002) o una molécula de control a partir de la semana 6 de alimentacion.

(A) Peso corporal de ratones tratados con inhibidor o control alimentados con HFD durante 12 semanas.

(B) Prueba de tolerancia a la insulina de ratones tratados con inhibidores o control alimentados HFD durante
12 semanas.

(C) Las células SVF del tejido adiposo gonadal de ratones tratados con control o inhibidor se analizaron
mediante FACS. Se representan los leucocitos CD45+ y los macréfagos totales o macréfagos M1
(caracterizados como CD11b+F4/80+ y F4/80+CD11b+CD11c+ respectivamente).

(D) Imagenes representativas de H&E en el higado de ratones tratados con control o inhibidor. * p <0,05, para
comparacion con ratones tratados con control. N = 7-8 ratones/grupo

La presente invencion se describe ahora con mas detalle por medio de los siguientes ejemplos, que pretenden
ilustrar, pero no limitar la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1

Analisis de ligando virtual

La deficiencia genética de las interacciones CD40-TRAF6 produce una fuerte disminucion de la aterosclerosis y
una disminucién del influjo de monocitos en la pared arterial mediante el cambio de la relacién entre los monocitos
Ly6CAe y LyBCPa°, Para desarrollar un agente terapéutico que bloquea las interacciones CD40-TRAF6, los
inventores modelaron compuestos que se unen en la interfaz CD40-TRAF usando tres estructuras diferentes del
dominio C-terminal de Traf6 en complejo con CD40 de la base de datos de proteinas pdb. Mediante la
investigacion manual de la proteina, se identificé una region apta para convertirse en farmaco y se usé como punto
de partida para la deteccion virtual de ligandos. (Figura 1).

En la biblioteca de moléculas pequeiias de Chembridge (800.000 compuestos), los inventores primero realizaron
un filirado ADME/tox (absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion, asi como toxicidad) para encontrar un
farmaco candidato con el comportamiento farmacocinético y farmacodinamico deseado. Los compuestos también
se seleccionaron de acuerdo con la regla de Lipinski de 5 para los farmacos activos por via oral (1. No puede tener
mas de 5 donantes de enlaces de hidrégeno; 2. No puede tener mas de 10 aceptores de enlaces de hidrogeno; 3.
El peso molecular debe ser menor de 500 Dalton; 4. El coeficiente octanol-agua debe ser menor de 5 y 5. El
numero de enlaces giratorios debe ser menor de 10). Después de realizar analisis de los acoplamientos rigidos y
flexibles, 800 compuestos tenian el potencial de bloquear la via de CD40-TRAF6 en un sistema biologico.

Validacién del andlisis de ligando virtual

Los 800 compuestos obtenidos del analisis de ligando virtual también se probaron en un sistema de cultivo celular
para determinar su potencial para bloquear la inflamacion (inducida por CD40). Por lo tanto, se utilizé una linea
celular de macréfagos que contiene una NFkB-luciferasa. Los macréfagos se estimularon con LPS o FGK45, un
anticuerpo de agrupamiento para CD40, para inducir la activacion de NFkB, un equivalente para la inflamacion. De
los 800 compuestos, 48 compuestos fueron capaces de reducir la actividad inflamatoria en mas del 50%.

Sobre la base de su estructura, estos 48 compuestos se dividieron en subgrupos, y se desarrollaron y analizaron
150 nuevos compuestos. Esta prueba mostré que 6 compuestos bloquearon CD40 en forma dependiente de la
dosis y/o la inflamacién inducida por LPS con una IC50 que varia de 400-7000 nM (Figura 2A, los primeros seis
compuestos y Figura 2B).

Estructura de los compuestos activos

Los compuestos activos tienen un nucleo lineal comun y dos grupos (hetero-)arilo variables (R1 y Rz) (Figura 3 y
Figura 11). El analisis de la prueba del ligando virtual y los experimentos de cultivo celular revelaron que las
modificaciones del grupo Ri{ que no causan el reordenamiento de Pro468 de TRAF6 blogquean con éxito la
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inflamacién (Figura 4). Mas del 90% de los compuestos activos tienen sustituciones en la posicién orto o para,
mientras que todos los compuestos inactivos tienen sustituciones en la posicion meta, lo que causa un
impedimento estérico.

Toxicologia in vivo

Los seis compuestos activos que demostraron bloquear eficazmente la actividad de NFkB en cultivo celular se
analizaron en un raton C57B16 para detectar cualquier efecto secundario adverso. El compuesto se inyectd
diariamente a una concentracion de 5 uyM. Se investigd la cantidad de leucocitos, asi como su distribucion de
subconjuntos. No se observaron efectos en el recuento total de leucocitos. Sin embargo, los inventores observaron
un cambio de Ly6CA"™ a la poblacion de monocitos y Ly6CP3°, como también fue valido para el modelo de raton
CD40-TRAF6, de este modo se confirma la actividad biolégica del compuesto. No se observaron efectos en los
subconjuntos de células B, células dendriticas o células T.

Modelo de inflamacién

Los seis compuestos activos que demostraron bloquear eficientemente la actividad de NFkB en cultivos celulares
se analizaron en un modelo de ratén de peritonitis inducida por tioglicolato. Los compuestos se inyectaron por via
intraperitoneal a una concentracion de 5 yM, cada 8 horas. Después de 18 horas, los ratones se sacrificaron y el
fluido peritoneal, la sangre y el bazo se analizaron para determinar el nimero de leucocitos, monocitos, macréfagos
y distribucion de subconjuntos de DC. El nimero total de leucocitos fue ligeramente elevado, pero, como se vio
anteriormente en el modelo de ratén CD40-TRAF6 y en el estudio de toxicidad, la distribucion del subconjunto de
monocitos cambio hacia la poblacion de Ly6CPa° antiinflamatoria.

(Figura 5).
Ejemplo 2

Analisis de ligando virtual (VLS)

La estructura cristalina de un complejo CD40-TRAF6 humano (PDBid = 1LB6) resuelta a una resolucion de 1,80 A,
se us6 como molde receptor. Antes de su uso en VLS, se eliminaron todas las moléculas de disolvente, iones y el
fragmento de péptido CD40 co-cristalizado. Se afiadieron atomos de hidrégeno y sus posiciones se optimizaron
utilizando el paquete Twinset YASARA-WHATIF. La apoestructura TRAF6 (PDBid = 1LB4; resuelta a 2,40 A) y la
estructura del complejo CD40-TRAF6 se alinearon con el médulo de superposicion 3D implementado en el paquete
Twinset YASARA-WHATIF. Sobre la base de los analisis del alineamiento estructural 3D mencionada
anteriormente, la conformacion de la cadena lateral del residuo Arg466 presente en la estructura del complejo
CD40-TRAF6 (1LB6) se cambid para representar el rotamero de energia mas baja. El nuevo rotamero se recuperé
de la biblioteca de rotameros dependiente del esqueletol YASARA. Los programas ICM-PocketFinder y QSiteFinder
se utilizaron para predecir una region para convertirse en farmaco en el molde TRAF6. La coleccion de moléculas
pequenas in silico de la base de datos Express Pick ChemBridge (http://www.chembridge.com), versién noviembre
de 2009, se utilizé como punto de partida para el proceso de seleccion de ligandos. Esta biblioteca de compuestos
disponibles comercialmente consiste en aproximadamente 400.000 compuestos. La coleccidon de compuestos se
filtré usando la ’regla de Lipinski de cinco’, tal como se implementd en el programa de cédigo abierto FAF-Drugs2
de ADME/Tox. Se rechazaron los compuestos con 1 violacién de Lipinski o con grupos reactivos. El software de
generacion de conférmeros OpenEye OMEGA se utilizé para generar estructuras de multi-conférmeros 3D para
cada una de las moléculas pequeias y afadir atomos de hidrégeno y cargas parciales de Gasteiger. Se ultilizé un
protocolo jerarquico que combina procedimientos de acoplamiento rigidos y flexibles, como se describe en [8, 9]. El
programa de acoplamiento de cuerpo rigido FRED se utilizé para acoplar la biblioteca de multi-conférmeros pre-
generada en la estructura blanco. Después de la puntuacion de todos los complejos de TRAF6-compuestos, los
40.000 compuestos principales se sometieron al acoplamiento flexible y la puntuacion por el programa Surflex. Se
realizd una busqueda de similitud en la base de datos ChemBridge utilizando la herramienta de busqueda en linea
Hit2lead (http://www.hit2lead.com) para identificar compuestos con mejor actividad inhibitoria. Finalmente, se
realizé un acoplamiento completamente flexible con el programa Fleksy. Todos los graficos moleculares en el
articulo asociado se produjeron con el paquete YASARA-WHATIF Twinset.

Analisis de expresion, purificacion y union del dominio C TRAF6

El dominio C de TRAF6 marcado con His (residuos 346-504) se expreso en E. coli utilizando el vector de expresion
pET21d (Novagen). La proteina se purific6 mediante cromatografia de afinidad, seguido de filtracién en gel en un
tampon de corrida (TRIS 25 pM, NaCl 200 uM y TCEP 0,5 pM). La union directa entre el dominio C TRAF6 y los
compuestos 6877002 y 6860766 (para la estructura quimica, ver Figura 6B y Figura 2B, respectivamente) se midio
mediante SPR (Biacore T200, GE Healthcare). El dominio C de TRAF6 se inmovilizé en el chip sensor CM5
utilizando el procedimiento de acoplamiento de amina. Esto alcanzé una densidad de aproximadamente 12.000 y
7.500 RU. Los compuestos se disolvieron en tampén PBS con DMSO 5%. Todas las mediciones se llevaron a cabo
a 25 °C y con un caudal de flujo de 50 ul min™" en tampon de corrida SPR (PBS, Tween20 0,05%, DMSO 5%, pH =
7,4). Los sensogramas se corrigieron mediante la sustraccion del nivel inicial de la sefial de SPR antes de la
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inyeccion de los compuestos o el dominio C de TRAF6. Los datos se analizaron usando el software de evaluacion
BIA. Las constantes de disociacion de equilibrio (Kd) se determinaron a partir de un modelo de afinidad de estado
estable (se promediaron 3 corridas independientes) (Figura 6C).

Prueba in vitro

Las células RAW 264.7, transfectadas de forma estable con el plasmido 3x-kB-luc, se incubaron con las moléculas
pequefias durante 1 hora a las concentraciones indicadas. Posteriormente, las células se activaron utilizando
lipopolisacaridos de E. coli (Sigma-Aldrich), un procedimiento para inducir rapidamente la expresion de CD40 en
macrofagos. Después de 2 horas, las células se lisaron y el sustrato se afiadié de acuerdo con el protocolo del
fabricante (sistema de prueba Luc, Applied Biosystems). La emision se midié a 450 nm utilizando el luminémetro
Wallac Victor .

Cultivo de macréfagos in vitro

Se aislaron células de médula ésea (BM) de ratones C57B16 y se cultivaron en RPMI suplementado con medio
condicionado con L929 15% para generar macréfagos derivados de BM. Los macréfagos derivados de BM se
activaron con el anticuerpo agonista CD40 FGK45 (25 ug/ml, Bioceros BV) durante 6 horas.

PCR cuantitativa

El ARN se aislé de macréfagos derivados de BM y se realizé la transcripcion inversa utilizando un kit de sintesis de
ADNCc iScript (Bio-Rad). La (q)PCR cuantitativa se realizé con un kit de PCR SYBR Green (Applied Biosystems) en
un sistema de PCR en tiempo real ViiA 7 (Applied Biosystems).

Animales

Los ratones macho C57B16 y Apoe-/- (fondo C57B16) se compraron a Charles River o se criaron en las
ipstalaciones de animales locales (Maastricht University, Maastricht, Paises Bajos; Amsterdam Medical Center,
Amsterdam, Paises Bajos; y Ludwig Maximilians University, Munich, Alemania). Cx3cr1egfp/+Apoe-/- se criaron en
el LMU.

Estudios de toxicidad

Para estudios de toxicidad in vitro, las células RAW264.7 se incubaron con las moléculas pequefias como se
describié anteriormente. La viabilidad celular se analizé utilizando el contador de células Casy de acuerdo con el
protocolo del fabricante (Roche Applied Science). Para estudios de toxicidad in vivo, los ratones C57B16 machos
recibieron una inyeccion intraperitoneal diaria de las moléculas pequefias (10 mmol/kg) durante 7 dias (ratones
C57B16) o 6 semanas (ratones apoE-/-; estudio de aterosclerosis). En el momento del sacrificio, se determinaron
los recuentos de sangre periférica absolutos utilizando un analizador de hematologia Vet abc Plus + scil (Scil
Animal Care Company B.V.). Para el analisis histologico, los 6rganos se fijaron en paraformaldehido (4%, durante
la noche), se seccionaron a 4 pm y se tifieron con hematoxilina y eosina.

Citometria de flujo

En el sacrificio, se obtuvo sangre del corazén en jeringas recubiertas con EDTA. Los eritrocitos se lisaron mediante
incubacion con un tampon hipoténico (8,4 g de NH4Cl y 0,84 g de NaHCOs; por litro de agua destilada). La unién de
anticuerpos no especificos se evitd mediante la incubacién previa con un anticuerpo bloqueador del receptor Fc
(eBioscience). Los leucocitos se marcaron con CD3-FITC (eBioscience), B220-V500 (eBioscience), CD11b-PeCy7
(BD), Ly6G-PE (BD), y Ly6C-APC (Miltenyi Biotec). Las células se analizaron en un citdmetro de flujo FACSCanto Il
(BD).

Peritonitis y ligacién y puncién cecal (CLP)

Para inducir la peritonitis en ratones C57B16, se inyectaron por via intraperitoneal (IP) 3 ml de tioglicolato 4%
(Sigma) en PBS. Los compuestos se administraron a las 0, 6, 12 y 15 horas después de la induccion de la
peritonitis. En la eutanasia (18 horas después de la induccion de la peritonitis), se recolectd sangre y se aislaron las
células peritoneales mediante lavado peritoneal. Los leucocitos se marcaron con anticuerpos y se analizaron por
citometria de flujo, como se indicé anteriormente. La sepsis fue inducida por ligaciéon y puncion cecal. Los ratones
se anestesiaron con una inyeccion IP de ketamina (125 mg/kg de peso corporal; Sanofi-Cefa GmbH Diisseldorf,
Alemania) y xilazina (12.5 mg/kg de peso corporal; Phoenix Scientific). El abdomen se abrié por incision en linea
media longitudinal. Después de la identificacion, el ciego se llend con heces, se ligd 1 cm detras de la punta, se
perfor6 con una aguja de calibre 22, y seguido por el prensado de una pequefia cantidad de heces. La fascia,
musculatura abdominal y piel se cerraron con suturas consecutivas. Los ratones simulados se sometieron al mismo
procedimiento quirdrgico sin ligaciéon y puncion del ciego. Los ratones se trataron con los compuestos (10 uMi/kg) o
con el vehiculo, durante el CLP y 12 horas después del CLP mediante inyeccion IP.

Aterosclerosis
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A los ratones Apoe -/- se les inyecto IP con los compuestos a 10 ymol/kg/dia durante 6 semanas, comenzando a la
edad de 12 semanas, y se alimentaron con una dieta chow normal durante todo el experimento. Posteriormente se
sacrificaron y se perfundié el arbol arterial. El arco adrtico y sus puntos de ramificacion principales se extirparon, se
fijaron durante la noche y se incluyeron en parafina. Se analizaron secciones longitudinales del arco aodrtico para
determinar la extension y la morfologia de la placa. Para el analisis fenotipico, se realizé inmunohistoquimica (IHC)
para CD3 (Dako), CD45 (BD), Mac-3 (BD) y a-SMA (Sigma-Aldrich). La tincién con rojo Sirio se realizé para
detectar colageno. Los analisis morfométricos se realizaron utilizando el software Las4.0 (Leica). Los niveles de
colesterol plasmaticos se midieron enzimaticamente (Roche) y los érganos se analizaron mediante tincion con
hematoxilina y eosina.

Microscopia intravital

La microscopia intravital de la arteria carétida se realizé en ratones Cx3criegfp/+Apoe-/- durante 6 semanas en
una dieta con 0,15% de colesterol. Los ratones recibieron una inyeccion IP Unica del compuesto o vehiculo. Se
instilé un anticuerpo conjugado con PE a Ly6G (1A8, 1 ug) a través de un catéter de vena yugular 5 minutos antes
del registro. Después de registrar la adhesion de neutréfilos y monocitos, se administré rodamina 6G para visualizar
todos los leucocitos adherentes. La microscopia intravital se realizd con un microscopio Olympus BX51 equipado
con un divisor de haz para permitir el registro de canal dual sincronizada de dos canales, una camara Hamamatsu
9100-02 EMCCD vy un objetivo de inmersion en solucion salina 10x. El software celular Olympus se utilizé para la
adquisicion y analisis de imagenes.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como media £ SEM. Los datos se analizaron usando una prueba t de Student no apareada,
una prueba t de Student corregida por Bonferoni o un ANOVA como se indica, usando el software GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, Inc.). Los valores de p <0,05 se consideraron significativos.

Ejemplo 3
Los procedimientos mencionados en este ejemplo se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 2.

Identificacion de inhibidores de molécula pequefia

Para identificar las moléculas similares a los farmacos que inhiben la interaccion CD40-TRAF6, se utilizd un
enfoque de deteccion de ligandos virtuales (VLS) basado en la estructura in silico. La interaccion entre CD40 y
TRAF6 se analiz6 usando la apoestructura TRAF6 humana (PDB ID: 1LB4) y la estructura del complejo CD40-
TRAF6 (PDB ID: 1LB6). Estos analisis revelaron cambios conformacionales en el surco de union al péptido TRAF6
después de la unién de CD40. En este proceso, Arg466, que se encuentra en el surco de unién al péptido CD40,
parece ser el mas afectado (Figura 9). Por lo tanto, se exploraron varias orientaciones de esta cadena lateral para
identificar una region apta para convertirse en farmaco potencial de medicamentos en el sitio de interaccion CD40-
TRAF6 (Figura 10). Se utilizé un enfoque de anadlisis de etapas mdltiples en la coleccion de compuestos
ChemBridge para identificar los inhibidores de esta region (Figura 6A). Esta cascada de deteccion, que consiste en
acoplamiento rigido y flexible, asi como el analisis in vitro, redujo el numero de compuestos de 400.000 a 800
utilizando enfoques computacionales. Los 800 compuestos con mejor puntuacién en el acoplamiento flexible se
analizaron in vitro, utilizando un ensayo del gen indicador NFkB basado en células. Esto produjo la identificacion de
51 compuestos que redujeron la activacion de NFkB en una linea celular de monocitos/macréfagos leucémicos de
raton (RAW 264.7) en al menos un 50% a 10 pM.

Los 6 compuestos que redujeron mas efectivamente la activacion de NFkB en la prueba in vitro se usaron como
una consulta para una busqueda de similitud en la base de datos ChemBridge, que produjo 150 analogos. La
prueba in vitro de estos compuestos reveld seis compuestos bioactivos adicionales con actividad celular igual o
mejorada en comparacion con el mejor compuesto inicial 6877002 (Figura 2B). El compuesto 6877002 y estos 6
analogos bioactivos identificados (Figura 2B) mostraron una inhibicién dependiente de la dosis de la activacion de
NFkB en células RAW (Figura 2A).

Ejemplo 4
Todos los procedimientos mencionados en este ejemplo se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 2.

Las moléculas pequeiias se unen directamente a TRAF6

Para dilucidar la relacion de actividad de estructura (SAR) de los analogos del compuesto 6877002, se construyo
un modelo de interaccién del compuesto TRAF6 tridimensional usando un acoplamiento completamente flexible de
todos los impactos bioactivos que contienen el armazén molecular del compuesto 6877002. Todos estos
compuestos poseen dos sistemas anulares (R1 y Ry; Figura 11) con diferentes sustituyentes y estan conectados
por el mismo ligador. Aparentemente, la unién de esta clase de compuestos a TRAF6 se estabiliza mediante 2
enlaces de hidrégeno con los residuos Asn467 y Cys390 vy las interacciones de apilamiento -1 del anillo Rz con
Arg466 y His376 (Figura 3). La actividad celular de estos compuestos se parece correlacionar con la presencia de
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sustituyentes en la posicién orto o para y la ausencia de un sustituyente en la posicién meta. Los sustituyentes en
la posicion meta parecen chocar con Pro468 (Figura 4). El compuesto 6877002 y el compuesto 6860766 son los
compuestos sustituidos orto y meta mas activos y mas solubles, respectivamente. Estos dos compuestos se
seleccionaron para estudios adicionales.

Se realizaron experimentos de resonancia de plasmon superficial (SPR) con los dos compuestos para confirmar su
union directa a TRAF6. Las constantes de disociacion en equilibrio (Kd) al dominio C TRAF6 son 97 yM y 42 uM
para los compuestos 6877002 y 6860766, respectivamente (Figura 6C). Esto se correlaciona bien con las
actividades observadas en los tres ensayos celulares descriptos anteriormente.

Ejemplo 5
Todos los procedimientos mencionados en este ejemplo se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 2.

El tratamiento con el compuesto no produce inmunosupresion

Los dos compuestos seleccionados no mostraron citotoxicidad in vitro, segun se evalué mediante ensayos de
viabilidad. Los analisis hematoldgicos e histopatolégicos de 13 érganos vitales no revelaron efectos secundarios
toxicos o inmunosupresores en ratones tratados a corto plazo (1 semana) y a largo plazo (6 semanas). Se
considera que la inhibicion de CD40 mediada por anticuerpos a largo plazo compromete la inmunidad sistémica.
Para evaluar si nuestros compuestos inducen inmunosupresion sistémica, se indujo sepsis polimicrobiana en
ratones C57B16 mediante ligacion y puncion cecal. Los ratones se trataron posteriormente con el compuesto
6877002 0 6860766 (10 umMol/kg at =0 hyt= 12 h). Las tasas de supervivencia aumentaron en 150% (6877002)
y en un 200% (6860766) (Figura 12A), lo que indica que el tratamiento no comprometié la inmunidad sistémica. En
otro experimento, los ratones C57B16 se sometieron a peritonitis inducida por tioglicolato para determinar los
efectos de los compuestos sobre la respuesta inflamatoria aguda in vivo. El tratamiento con los dos compuestos
indujo un perfil de monocitos peritoneales antiinflamatorios con un aumento de la relacién de monocitos Ly6C-/bajo/
Ly6Calto (Figura 12B). Los resultados combinados indican que los compuestos 6877002 y 6860766 pueden
reducir la inflamacién sin comprometer la inmunidad sistémica.

Ejemplo 6
Todos los procedimientos mencionados en este ejemplo se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 2.

El tratamiento con el compuesto reduce la aterosclerosis

Para analizar los efectos de estos compuestos en la aterosclerosis, los ratones Apoe-/- se trataron con compuestos
6877002 0 6860766 a 10 pmol/kg/dia durante 6 semanas, a partir de la edad de 12 semanas. Esto no afecté el peso
corporal ni los niveles de colesterol en plasma (Figura 13 A y B). Ademas, no se detectaron diferencias en los
recuentos de leucocitos en sangre periférica ni en la distribucion de células inmunitarias entre los ratones tratados
con el compuesto y los tratados con el vehiculo (Figura 13C), lo que indica que el tratamiento a largo plazo con los
compuestos 6877002 y 6860766 no causo toxicidad de los leucocitos in vivo. 56 lesiones ateroscleréticas en el arco
aortico de los ratones tratados con control (n = 15, media 3,73 placas/aorta), 38 lesiones de ratones tratados con
6877002 (n = 14, media 2,71 placas/aorta) y 36 lesiones de ratones tratados con 6860766 (n = 12, media 3
placas/aorta) se analizaron por histologia. El tratamiento con el compuesto redujo el area total de la placa
aterosclerotica por arco aortico en un 47,1% (6877002) y un 66,8% (6860766) en comparacion con los ratones
tratados con vehiculo (Figura 7A y C). Las aortas de ratones tratados contenian lesiones ateroscleréticas menos
avanzadas (ateromas de capsula fibrosa), en comparacion con los controles (Figura 7B). En consecuencia, aumento
la frecuencia de lesiones ateroscleréticas iniciales (xantoma intimal y engrosamiento intimal patoldgico) (Figura 7B),
lo que indica que se inhibio la progresion de la aterosclerosis. El tratamiento con el compuesto redujo el nimero de
leucocitos por placa en 43.1% (6877002) y 52.6% (6860766) (Figura 7D). El analisis de subconjuntos de leucocitos
reveld que el contenido de monocitos/macréfagos (Mac3 +) (Figura 7F), asi como de granulocitos (Ly6G +) (Figura
7G) y de células T (CD3+) (Figura 7E) habia disminuido significativamente con el tratamiento con los compuestos
inhibidores de CD40-TRAF6. Para ambos compuestos, no se observaron diferencias en el nimero de células
apoptoticas (TUNEL+), células de musculo liso (aSMA+) y contenido de colageno (Sirius Red+). El tratamiento con
cualquiera de los dos compuestos previene la progresion de la aterosclerosis en ratones e induce un fenotipo
favorable de placa aterosclerética que es bajo en inflamacion.

Ejemplo 7
Todos los procedimientos mencionados en este ejemplo se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 2.

El tratamiento con el compuesto altera el reclutamiento de leucocitos en la pared arterial

Para dilucidar si la disminucién del nimero de leucocitos en la placa en ratones tratados con el compuesto resulté
de alteraciones en el reclutamiento de leucocitos en el endotelio, se realizaron experimentos de adhesion in vivo.
La microscopia intravital demostré que los compuestos redujeron el reclutamiento de leucocitos, especialmente
monocitos y granulocitos, a la pared arterial de los ratones Apoe-/- (Figura 8A). Los compuestos 6877002 y
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6860766 redujeron la adhesion de monocitos en 40.1% y 51.2% respectivamente (Figura 8A), y la adhesion de
neutrofilos en 40.2% y 51.2% respectivamente (Figura 8A).

Las quimioquinas desempefan un papel fundamental en el reclutamiento de leucocitos. Por lo tanto, se analizé si
los compuestos afectan la expresion de quimioquinas. Los compuestos también inhibieron la expresion de los
pares de quimioquinas CCL2-CCR; y CCL5-CCR5 en macréfagos derivados de la médula 6sea tras la activacion
de la sefializacion de CD40 (Figura 8B). Se sabe que ambos pares de quimioquinas promueven la acumulacion de
células mieloides dentro de la pared arterial durante la aterogénesis.

Ejemplo 8
Todos los procedimientos mencionados en este ejemplo se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 2.

El tratamiento con el compuesto mejora el fenotipo inflamatorio de macréfagos

Después de la adhesion al endotelio activado, los leucocitos contribuyen de manera critica a la inflamacién en
curso mediante la secrecion de citoquinas y especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto, se analizé si el tratamiento
con el compuesto afectaba la expresion de mediadores inflamatorios en macrofagos derivados de la médula ésea,
porque estos representan la mayoria de los leucocitos en placas ateroscleréticas. La expresion inducida por CD40
de TNFa, IL1B, IL6, IL10 e IL12 disminuy¢ significativamente tanto en macréfagos tratados con 6877002 como en
6860766 (Figura 8B). El tratamiento con los compuestos también redujo la expresién de iNOS en 67.7% y 80.6%
para 6877002 y 6860766 respectivamente. Estos datos demuestran que el tratamiento con el compuesto atenua la
propension inflamatoria de los macréfagos.

Ejemplo 9
Animales

Los ratones C57B16 (Janvier, Saint Berthevin Cedex, Francia) se alimentaron con una dieta rica en grasas durante
12 semanas, reciben el compuesto 6877002 o el control (10 umol/kg/dia) durante 6 semanas i.p.

Todos los ratones se mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y se les permitié el acceso libre a
alimentos y agua. La ingesta de alimentos y el peso corporal se midieron semanalmente. Después del periodo
experimental, los animales se sometieron a eutanasia, se recolectd sangre y los 6rganos se diseccionaron o
almacenaron a -80 °C para un andlisis adicional.

Mediciones bioquimicas y prueba de tolerancia a glucosa/insulina

Se realizé una prueba de tolerancia a la insulina (ITT) y se midieron los niveles de insulina en ayunas. Para la ITT,
se inyectaron 5 h de ratones en ayunas i.p. con insulina (0,75-2 mU/g, Actrapid, Novonordisk, Bagsvaerd,
Dinamarca o Huminsulin, Lilly, Bad Homburg, Alemania). Los niveles de glucosa se midieron a partir de sangre
completa con un glucémetro (Roche Diagnostics, Basel, Suiza) o un dispositivo medidor de glucosa (Accu-Chek,
Roche, Mannheim, Alemania). Los niveles de insulina en ayunas se midieron en plasma mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (Mercodia, Uppsala, Suecia y Chrystal Chem Inc., IL, USA). Los niveles de
colesterol se midieron utilizando un ensayo colorimétrico (CHOD-PAP, Roche, Mannheim, Alemania) y triglicéridos
mediante un ensayo enzimatico (Wako, Neuss, Alemania). Alternativamente, los niveles de triglicéridos y colesterol
se controlaron usando el sistema Accutrend Plus (Roche, Mannheim, Alemania), mientras que el contenido de
triglicéridos en el higado se evalud con un kit de cuantificacion de triglicéridos (Abcam, Cambridge, Reino Unido).

Analisis citométrico de flujo

Las células de estroma-vasculares (SVC) se aislaron de AT (tejido adiposo) subcutaneo o gonadal utilizando
colagenasa (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises Bajos o Invitrogen, Darmstadt, Alemania). Las muestras se
incubaron a 37 °C con agitacion hasta la digestion completa, se pasaron a través de un filiro de células (Falcon,
distribuido por BD biosciences, Breda, Paises Bajos), se lavaron y se centrifugaron para obtener el sedimento de
SVC final. Los bazos se lavaron después de la lisis de eritrocitos. El bloqueo de Fc (anticuerpo CD16/32) se realizd
antes de la marcacién celular. FACS para CD3, CD4, CD8, CD25, FoxP3, Ly6G, Ly6C, MHCII, B220, CD11c,
CD11b, F4/80, CD206, CD44, CD45, CD62L, CD31 y CD19 se realizé en SVC. Todos los anticuerpos se
adquirieron de e-Biosciences (San Diego, CA, USA), BD Pharmingen (distribuido por BD Biosciences), Miltenyi
Biotec (Bergisch Gladbach, Alemania) o BioLegend (Fell, Alemania). Los analisis se realizaron en un FACS Canto I
(BD, Heidelberg, Alemania), usando el software FACSDiva 6.1.3.

PCR de tiempo real

El ARN total se extrajo utilizando Trizol (Invitrogen). EI ADNc se sintetizé usando el kit de sintesis de ADNc de i-
Script (BIO-RAD). Los PCR se realizaron con un instrumento y software Bio-Rad en condiciones estandar. Las
cantidades relativas de los diferentes ARNm se cuantificaron utilizando el procedimiento del segundo derivado
maximo. En otros experimentos, los niveles de expresion relativos de cada gen se cuantificaron mediante el uso de
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SsoFast EvaGreen Supermix (BioRad). Los resultados se expresaron en relaciéon con el grupo de control (ratones
tratados con vehiculo).

Analisis estadistico

Los resultados se indican como medios 6 SEM. Los datos se analizaron mediante una prueba T de Student o una
prueba U de Mann-Whitney. Los resultados de la ITT y del aumento de peso corporal se analizaron mediante un
ANOVA de 2 vias. La significancia se ajusté en P <0.05.

Ejemplo 10
Todos los procedimientos mencionados en este ejemplo se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 9.

La inhibicion farmacolégica de la via CD40-TRAF6 mejord las complicaciones metabdlicas relacionadas a la
obesidad

Los ratones C57B16 se alimentaron con una HFD durante 6 semanas, y posteriormente recibieron el compuesto
inhibidor de molécula pequefia 6877002 (para la férmula estructural ver Figura 6B), durante otras 6 semanas.
Después de este corto periodo de tratamiento, los ratones tratados con 6877002 no mostraron un cambio en el
peso, pero ya mostraron una sensibilidad a la insulina mejorada en comparacién con los ratones tratados con
vehiculo (Figura 14A, B). Ademas, la inflamacién gonAT (tejido adiposo gonadal) fue menos grave después del
tratamiento con 6877002, con una reduccidon notable de macréfagos y especialmente de macrofagos
CD11b+F4/80+CD11c+ (M1) (Figura 14C). Curiosamente, el tratamiento con el compuesto inhibidor de CD40-
TRAF6 redujo la esteatosis hepatica (Figura 14D). Por lo tanto, los compuestos de acuerdo con la presente
invencion son efectivos en el tratamiento de la obesidad, especialmente para mejorar las complicaciones
metabdlicas como la resistencia a la insulina y la esteatosis, y para reducir la entrada de macrofagos y células T en
el tejido adiposo.
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REIVINDICACIONES

Compuesto que tiene la féormula

i

Ry

en el que
R+ es un grupo arilo monociclico sustituido o no sustituido; y

Rz es un grupo arilo monociclico sustituido o no sustituido o un grupo heteroarilo monociclico
sustituido o no sustituido;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables

para uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, seleccionada de aterosclerosis, obesidad,
artritis reumatoide, sepsis y peritonitis,

en la que los sustituyentes de un grupo sustituido se seleccionan de modo independiente de halégenos y
grupos alquilo C4-Cs.

Compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R; se selecciona del grupo que consiste
en un grupo fenilo sustituido o no sustituido, un grupo tiofenilo sustituido o no sustituido y un grupo furanilo
sustituido o no sustituido.

Compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que Ry es un grupo fenilo sustituido o no
sustituido.

Compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicho grupo fenilo sustituido es un grupo
fenilo sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de modo independiente del grupo que consiste
en haldgenos y grupos alquilo C4-Cs.

Compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dichos sustituyentes se seleccionan del
grupo que consiste en -Cl, -Br y —CHs.

Compuesto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en el que R¢ es un grupo fenilo
mono- o disustituido.

Compuesto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en el que dicho grupo fenilo
esta sustituido en la posicion orto- y/o para.

Compuesto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho
compuesto tiene una féormula seleccionada del grupo que consiste en
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Figura 13
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Figura 14 A
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