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DESCRIPCION

Derivados de 4-fenildihidropiridina para el tratamiento y/o prevencién de una

infecciéon o enfermedad causada por Helicobacter

La presente invencion se refiere a derivados de 4-fenildihidropiridina de féormula | o a
composiciones farmacéuticas de los mismos para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de una infecciéon o una enfermedad causada por dicha infeccion, donde la
infeccion esta causada por bacterias del género Helicobacter, preferiblemente por la

especie Helicobacter pylori.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Helicobacter pylori estda considerado como el patégeno de mayor prevalencia en
humanos. Un estudio reciente sugiere que mas de la mitad de la poblacion mundial se
encuentra infectada. La prevalencia de la infeccion varia usualmente segun las
condiciones socio-econdmicas, oscilando desde casi un 20% en paises de elevados
ingresos como Suiza o Suecia, hasta casi el 90% de la poblacion infectada en paises
como Nigeria. La prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori en Espafia se
estima en la actualidad en el 54,9% de la poblacion (Hooi J.K.Y., et al. Global
prevalence of Helicobacter pylori infection: systematic review and meta-analysis.
Gastroenterology 2017; 153 (2): 420-429).

Helicobacter pylori es una bacteria Gram-negativa microaerofilica de la clase
Epsilonproteobacteria, a la cual pertenecen otros patdgenos de relevancia clinica
como Campylobacter jejuni. ElI mecanismo de transmision de la infeccion por
Helicobacter pylori no esta perfectamente dilucidado. Es posible que la bacteria se
transmita de persona a persona a través de la saliva o por via fecal-oral, tras la ingesta
de agua o alimentos contaminados. El microorganismo atraviesa la capa mucosa que
protege al estbmago con la ayuda de flagelos y se adhiere a las células epiteliales
gastricas mediante adhesinas. La bacteria produce una variedad de enzimas como la
ureasa, que le permiten neutralizar la acidez gastrica y crear un microambiente neutro
a su alrededor. Helicobacter pylori sintetiza grandes cantidades de enzima ureasa que
acumula en el citoplasma, espacio periplasmatico y superficie celular. La enzima

cataliza la hidrdlisis de la urea presente en el estdmago hasta amoniaco y didxido de
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carbono. Los iones amonio son capaces de neutralizar la acidez estomacal, pero
ademas generan dano en las células epiteliales estomacales produciendo necrosis y
favoreciendo patologias gastricas diversas. Otras enzimas y citotoxinas producidas por
Helicobacter pylori como VacA y CagA estan igualmente asociadas al dafno de la
mucosa gastrica y al potencial oncogénico de este microorganismo (Kusters J.G., et al.
Pathogenesis of Helicobacter pylori Infection. Clin Microbiol Rev 2006; 19 (3): 449-
490).

El tratamiento erradicador actual de la infeccién por Helicobacter pylori consiste en la
combinacion de al menos dos antibidticos, asociados a un inhibidor de la bomba de
protones (IBP). La pauta mas utilizada actualmente y la aceptada como de “primera
linea” por el Colegio Americano de Gastroenterologia y el ultimo consenso de
Maastricht consiste en la administracion de Amoxicilina (1 g cada 12 horas) junto a
Claritromicina (500 mg cada 12 horas) y un IBP a dosis estandar cada 12 horas, o
sustituyendo Amoxicilina por Metronidazol (400 mg cada 12 horas). Este tratamiento
se conoce como la “triple terapia” y requiere habitualmente de 10 a 14 dias,
alcanzando tasas de erradicacion de un 70-85%. Sin embargo, en los ultimos afios
esta terapia de primera linea ha disminuido significativamente sus tasas de
erradicacion, hasta niveles tan bajos como el 50% de los casos tratados. La causa
fundamental de esta pérdida de eficacia radica en el creciente desarrollo de resistencia
antimicrobiana por parte del microorganismo (Yang J.C., et al. Treatment of
Helicobacter pylori infection: current status and future concepts. World J Gastroenterol
2014; 20 (18): 5283-5293; y Safavi M., et al. Treatment of Helicobacter pylori infection:
current and future insights. World J Clin Cases 2016; 4 (1): 5-19).

En Helicobacter pylori, la proteina HsrA constituye un regulador de respuesta que
actua como activador de la transcripcion. HsrA regula la expresion de un gran nimero
de genes y operones implicados en una variedad de procesos fisioldgicos esenciales
del microorganismo, sincronizando las funciones metabdlicas y la virulencia con la
disponibilidad de nutrientes, la divisién celular y la homeostasis redox. HsrA es una
proteina esencial para la viabilidad de Helicobacter pylori, la delecion génica o la
inhibicion de la actividad biolégica de la proteina implican la muerte celular. HsrA es
una proteina de ~25 kDa, con dos dominios estructurales y funcionales definidos: un
dominio N-terminal con funcion regulatoria y un dominio C-terminal de unién al DNA,

ambos dominios estan conectados por una corta secuencia de aminoacidos flexible sin
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estructura secundaria definida. La proteina dimeriza a través de su dominio N-terminal
formando un dimero estable tanto in vitro como in vivo. El regulador reconoce y se une
a los promotores de sus genes diana cubriendo una region de unos 30 pb cercana
pero no solapante al elemento -10 del promotor. La union del regulador a sus
promotores diana pudiera favorecer el contacto de la RNA polimerasa con el DNA e
influir positivamente en el reclutamiento de la enzima, ejerciendo un papel activador de
la transcripcion. La proteina HsrA ha sido clonada y caracterizada extensivamente en
el laboratorio, se conoce su estructura cristalografica y se cuenta con ensayos
relativamente sencillos para evaluar su actividad biolégica y la inhibicion de esta
actividad por potenciales inhibidores. HsrA es una proteina tipica de las
epsilonbacterias y no existe contraparte o proteina de secuencia similar en humanos,
lo cual minimiza el riesgo de reactividad cruzada y efectos colaterales indeseables de
potenciales inhibidores de HsrA sobre la microbiota normal o sobre biomoléculas
humanas (Delany I., et al. Growth phase-dependent regulation of target gene
promoters for binding of the essential orphan response regulator HP1043. J Bacteriol
2002; 184 (17): 4800-4810; Schar J., et al. Phosphorylation-independent activity of
atypical response regulators of Helicobacter pylori. J Bacteriol 2005; 187 (9): 3100-
3109; Hong E., et al. Structure of an atypical orphan response regulator protein
supports a new phosphorylation-independent regulatory mechanism. J Biol Chem
2007; 282 (28): 20667- 20675; Olekhnovich I.N., et al. Mutations to essential orphan
response regulator HP1043 of Helicobacter pylori result in growth-stage regulatory
defects. Infect Immun 2013; 81(5): 1439-49; y Olekhnovich |.N., et al. Response to
metronidazole and oxidative stress is mediated through homeostatic regulator HsrA
(HP1043) in Helicobacter pylori. J Bacteriol 2014; 196 (4):729-39).

Por tanto, seria deseable disponer de nuevos farmacos inhibitorios frente al regulador

transcripcional HsrA de Helicobacter pylori.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula |
para su uso en el tratamiento y/o prevencion de una infeccién causada por una
bacteria del género Helicobacter o para su uso en el tratamiento y/o prevencién de una
enfermedad causada por una infeccion causada por una bacteria del género

Helicobacter:
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HC

Ir=z

donde:

R1 es Ci4 alquilo, -NH2 o -CN, donde C+.4 alquilo esta opcionalmente sustituido por un
5 grupo -OCONH_, -ORs 0 —SRs;

R es C14 alquilo opcionalmente sustituido por un grupo -ORs 0 —SRs;

R3 es C14 alquilo o Cy4, donde C1.4 alquilo esta opcionalmente sustituido por un grupo

R7;
A es un grupo de férmula Il, I, IV, V o VI:
Re Cl
[VaVaVaVal [VaVaVaVal [VaVaVaVs
Il 1l \Y}
N
— \
O O
< /
N
[VaVaVaVal [VaVaVaVal
V VI

10
R4 es -NO, halégeno o -OCFj3;
Rs es C14 alquilo opcionalmente sustituido por un grupo -NH2 0 —ORg;
Rs es C14 alquilo opcionalmente sustituido por un grupo -NHj;
R7 es -OC+.4 alquilo, -NRgRg, Cy,, -COC1.4 alquilo o C,.4 alquenilo, donde Cz.4 alquenilo
15  esta opcionalmente sustituido por un grupo fenilo;
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Cy1 es un heterociclo saturado de 4 a 6 miembros unido al resto de la mélecula a
través de un atomo de C o N disponible, que contiene 1 o 2 heteroatomos de N, donde
Cy: esta opcionalmente sustituido por un grupo Ci4 alquilo, y donde el grupo Ci4
alquilo esta opcionalmente sustituido por uno o dos grupos fenilo;

Cy2 es un fenilo o un heterociclo saturado o aromatico de 5 o 6 miembros que contiene
de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N y O, donde Cy; se une al resto de la
molécula a través de un atomo de N o C, cuando Cy, es un heterociclo saturado
puede estar opcionalmente fusionado a un anillo de piperidina formando un anillo
espiranico, y donde Cy- esta opcionalmente sustituido por uno o mas grupos Rig;

Rs es C1.4 alquilo;

Ry es C1.4 alquilo opcionalmente sustituido por uno o mas grupos fenilo, y donde cada
grupo fenilo esta opcionalmente sustituido por un grupo halégeno;

cada Rjo independientemente es vinilo, fenilo o Cys, donde el grupo fenilo esta
sustituido por un grupo R

R11 es halégeno; y

Cys es un heterociclo saturado de 5 o 6 miembros, que contiene 1 o 2 heteratomos de
N, que se une al resto de la molécula a través de un atomo de N o C disponible y que
estd opcionalmente sustituido por un grupo Ci4 alquilo, donde el grupo C44 alquilo

esta opcionalmente sustituido por uno o dos grupos fenilo.

En otra realizacion la invencion se refiere al compuesto de formula | segun el uso
definido anteriormente, donde la bacteria del género Helicobacter es de la especie

Helicobacter pylori.

En otra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso
definido anteriormente, donde R4 es metilo,
isopropilo, -CH20Rs, -CH2SRs, -CH2OCONH3, -NH2 o0 —CN.

En otra realizaciéon la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso
definido anteriormente, donde R1 es metilo,
isopropilo, -CH,OCH>CH2NH>, -CH,OCH,>CH20Rs, -CH>SCH2CH2NH>, -CH>.SCH>CH-»0
Re, -CH,OCONH>, -NH2 o —CN.

En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde R1 es metilo,
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isopropilo, -CHzOCHzCHQNHz, -CHzOCHzCHzOCHzCHQNHz, -CHzSCHzCHzNHz, -CHzS
CH2CH20 CHchQNHz, -CHzOCONHz, -NH2 o —CN.

En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde R es Ci.4 alquilo, y preferiblemente donde R1 es metilo.

En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde Rz es C1.4 alquilo.

En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso
definido anteriormente, donde R es metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo,
sec-butilo o tert-butilo, preferiblemente donde Rz es metilo, etilo o isopropilo, y mas

preferiblemente donde Rz es metilo.

En ofra realizaciéon la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso
definido anteriormente, donde R3 es C4.4 alquilo opcionalmente sustituido por un grupo
Ry7.

En otra realizacién la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde R4 es -NO3, -Cl 0 -OCFs3, y preferiblemente -NO o -Cl.

En otra realizaciéon la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde A es un grupo de formula 1l o 111.

En otra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde Ry es -OC1.4 alquilo, -NRgRg, Cy2 0 -COC 14 alquilo.

En otra realizaciéon la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde Rs es metilo.

En otra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso
definido anteriormente, donde Ry es C4.4 alquilo sustituido por uno o dos grupos fenilo,

y donde cada grupo fenilo esta opcionalmente sustituido por un grupo halégeno.

En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso
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definido anteriormente, donde Ry es —CH»Ph o0 —CH,CH>C(Ph)(4-F-Ph).

En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso
definido anteriormente, donde Cys es un heterociclo saturado de 4 a 6 miembros,
preferiblemente de 4 o 5 miembros, unido al resto de la molécula a través de un atomo
de C disponible, que contiene 1 heteroatomo de N, donde Cy: esta opcionalmente
sustituido por un grupo Ci.4 alquilo, y donde el grupo C+.4 alquilo esta opcionalmente

sustituido por uno o dos grupos fenilo.

En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde Cy1 es un grupo de férmula VIl o VIII:

—~
v/ %

VI Vil

En otra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso
definido anteriormente, donde Cy- es un fenilo opcionalmente sustituido por uno o mas

grupos Ryo.

En otra realizaciéon la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde R4 es F o Cl, y preferiblemente ClI.

En otra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde Cys es 1-vinilpiperazina o pirrolidina.

En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de férmula | segun el uso

definido anteriormente, donde el compuesto de férmula | se selecciona de:
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Tiamdipino, Trombodipino, y Vatanidipino.

En ofra realizaciéon la invencion ser refiere al compuesto de formula | segun el uso

definido anteriormente, donde el compuesto de férmula | se selecciona de:

O NO;

CH; O 0

Hac’l\o = 0/\\/00 Hs
H3C H CH;

Nimodipino,

Lercanidipino,

9&)
NS
o] o]
o™ ~o ) o~
0\/\NH2 N
H
Amlodipino, y Nifedipino.

5 En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de formula | segun el uso

definido anteriormente, donde el compuesto de férmula | se selecciona de:
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NO;

CHs O 0
ch)\o = o~OCHs

ch H CH3

Nimodipino,

Nitrendipino, Lercanidipino, y Nifedipino.

En ofra realizacion la invencion ser refiere al compuesto de formula | segun el uso
definido anteriormente, donde la enfermedad causada por una infeccion es una
patologia gastrointestinal, y preferiblemente donde la patologia gastrointestinal se
selecciona de gastritis aguda, gastritis cronica, duodenitis, dispepsia funcional, Ulcera
gastrica, ulcera duodenal, adenocarcinoma gastrico y linfoma de tejido linfoide

asociado a mucosa (linfoma MALT).

La presente invencion también se refiere a una composiciéon farmacéutica que
comprende al menos un compuesto de la invencion (o0 una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo) y uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables. Los excipientes deben ser “aceptables” en el sentido de ser compatibles
con los demas ingredientes de la composicion y de no ser perjudiciales para quién

tome dicha composicion.

Asi, otro aspecto de la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica
que comprende al menos un compuesto de férmula | definido anteriormente, para su
uso en el tratamiento y/o prevencion de una infeccion causada por una bacteria del
género Helicobacter o para su uso en el tratamiento y/o prevencion de una
enfermedad causada por una infeccidbn causada por una bacteria del género
Helicobacter, y preferiblemente donde la bacteria del género Helicobacter es de la

especie Helicobacter pylori.

En otra realizacidon la invencion se refiere a la composicion farmacéutica definida
12



10

15

20

25

30

35

ES 2754900 A1l

anteriormente, donde la enfermedad causada por una infeccion es una patologia
gastrointestinal, y preferiblemente donde la patologia gastrointestinal se selecciona de
gastritis aguda, gastritis cronica, duodenitis, dispepsia funcional, Ulcera gastrica, Ulcera
duodenal, adenocarcinoma gastrico y linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa
(linfoma MALT).

En las definiciones anteriores, el término C1.4 alquilo, como grupo o parte de un grupo,
significa un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada que contiene de 1 a 4 atomos
de C e incluye los grupos metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo y

tert-butilo.

Un radical halégeno o su abreviatura halo significa fluoro, cloro, bromo o yodo.

La expresion "opcionalmente sustituido por uno o mas" significa la posibilidad de un
grupo de estar sustituido por uno o mas, preferiblemente por 1, 2, 3 6 4 sustituyentes,
mas preferiblemente por 1, 2 6 3 sustituyentes y ain mas preferiblemente por 1 6 2
sustituyentes, siempre que dicho grupo disponga de suficientes posiciones disponibles
susceptibles de ser sustituidas. Si estan presentes, dichos sustituyentes pueden ser

iguales o diferentes y pueden estar situados sobre cualquier posicion disponible.

A lo largo de la presente descripcion, el término “tratamiento” se refiere a eliminar,
erradicar, erradicar totalmente, reducir o disminuir la causa o efectos de una
enfermedad. Para los propédsitos de esta invencion, tratamiento incluye, aunque sin
quedar limitados a los mismos, aliviar, disminuir o eliminar uno o mas sintomas de la
enfermedad; reducir del grado de enfermedad, estabilizar (es decir, no empeorar) el
estado de la enfermedad, retrasar o ralentizar la progresion de la enfermedad, aliviar o
mejorar el estado de la enfermedad y remitir (ya sea total o parcial). Ejemplos incluyen
entre otros, “erradicar la infeccidén”, “erradicacién total del microorganismo” y

“disminucion de la colonizacion del microorganismo”.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “prevencion” se refiere a
prevenir la aparicion de la enfermedad que se presente en un paciente que esta
predispuesto o tiene factores de riesgo, pero que todavia no presenta sintomas de la
enfermedad. Prevencion también incluye prevenir la reaparicion de una enfermedad en

un sujeto que previamente ha padecido dicha enfermedad.
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Los compuestos de la presente invencion contienen uno o mas nitrégenos basicos y
podrian por tanto formar sales con acidos, tanto organicos como inorganicos. Algunos
compuestos de la presente invencion podrian contener uno o mas protones acidos y

por tanto podrian formar también sales con bases.

No hay limitacion en el tipo de sal que se puede utilizar, con la condicién de que
cuando se usen con fines terapéuticos sean farmacéuticamente aceptables. Se
entiende por sales farmacéuticamente aceptables aquellas sales que, a criterio
meédico, son adecuadas para el uso en contacto con los tejidos de seres humanos u
otros mamiferos sin provocar una toxicidad indebida, irritacion, respuesta alérgica o
similar. Las sales farmacéuticamente aceptables son ampliamente conocidas por

cualquier experto en la materia.

Los compuestos de formula | y sus sales pueden diferir en ciertas propiedades fisicas,
pero son equivalentes a efectos de la invencion. Todas las sales de los compuestos de

férmula | quedan incluidas dentro del ambito de la invencion.

Los compuestos de la presente invencién pueden formar complejos con disolventes en
los que se hacen reaccionar o desde los que se hacen precipitar o cristalizar. Estos
complejos se conocen como solvatos. Tal como se utiliza aqui, el término solvato se
refiere a un complejo de estequiometria variable formado por un soluto (un compuesto
de formula | o una sal del mismo) y un disolvente. Ejemplos de disolventes incluyen los
disolventes farmacéuticamente aceptables como agua, etanol y similares. Un complejo
con agua se conoce como hidrato. Los solvatos de los compuestos de la invencion (o
sus sales), incluyendo hidratos, quedan incluidos dentro del ambito de la invencion.

Los compuestos de formula | pueden existir en diferentes formas fisicas, es decir en
forma amorfa y formas cristalinas. Asimismo, los compuestos de la presente invencion
pueden tener la capacidad de cristalizar de mas de una forma, una caracteristica que
se conoce como polimorfismo. Los polimorfos se pueden diferenciar por varias
propiedades fisicas bien conocidas por los entendidos en la materia como por ejemplo
sus difractogramas de rayos X, puntos de fusion o solubilidad. Todas las formas fisicas
de los compuestos de férmula |1, incluyendo todas sus formas polimorficas

(“polimorfos”), quedan incluidas dentro del ambito de la presente invencion.

14



10

15

20

25

30

35

ES 2754900 A1l

Algunos compuestos de la presente invencion podrian existir en forma de varios
diastereocisémeros y/o varios isdmeros Opticos. Los diastereoisomeros pueden
separarse mediante técnicas convencionales como la cromatografia o la cristalizacion
fraccionada. Los isdmeros oOpticos pueden ser resueltos mediante el uso de técnicas
convencionales de resolucion optica, para dar los isdmeros épticamente puros. Esta
resolucion puede realizarse sobre los intermedios de sintesis que sean quirales o bien
sobre los productos de formula |. Los isomeros opticamente puros también pueden ser
obtenidos individualmente empleando sintesis enantioespecificas. La presente
invencion cubre tanto los isdmeros individuales como sus mezclas (por ejemplo
mezclas racémicas o mezclas de diastereoisémeros), tanto si se obtienen por sintesis

como mezclandolos fisicamente.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser administrados en forma de
cualquier formulacion farmacéutica, la naturaleza de la cual, como es bien sabido,
dependera de la naturaleza del principio activo y de su via de administracion. En
principio se puede utilizar cualquier via de administracion, por ejemplo oral, parenteral,

nasal, ocular, rectal, y topica.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencidon se desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la
invencién. Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Inhibicién de la actividad de unién al ADN de HsrA por compuestos de
formula I. (A) Bajo condiciones in vitro apropiadas, segun se ha descrito en el
procedimiento, la proteina HsrA recombinante reconoce y se une especificamente a
las secuencias de ADN de sus promotores diana. La union de la proteina al ADN diana
determina la formacion de un complejo ADN-proteina estable, con un tamano
molecular superior al del ADN libre, experimentando un retardo en la movilidad
electroforética. La unién especifica del HsrA a su promotor diana PporGDAB vy la

formacion de un complejo HsrA-ADN detectable por la técnica de EMSA es
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directamente proporcional a la concentracién de la proteina recombinante y no logra
ser inhibido por la presencia de un fragmento de ADN competidor inespecifico. El ADN
diana libre va desapareciendo en presencia de concentraciones crecientes de la
proteina recombinante para formar un complejo estable ADN-proteina de mayor peso
molecular. Sin embargo, la concentracion de ADN competidor se mantiene inalterable,
dado que la proteina no reconoce ni se une a esta secuencia inespecifica. (B)
Compuestos de formula | inhiben la unién de la proteina HsrA recombinante a sus
promotores diana, evitando la formacion de complejos HsrA-ADN. La capacidad de
inhibicion de los compuestos de formula | sobre la actividad de HsrA es directamente
proporcional a la concentracion del inhibidor. Segin se aprecia en la figura 1B,
compuestos de formula | logran inhibir totalmente la actividad de la proteina HsrA

recombinante.

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

Procedimiento

Clonaje del gen del regulador de respuesta HsrA

El ADN gendmico de Helicobacter pylori cepa 26695 (ATCC 700392) se purificd
mediante el método de fenol-cloroformo. La biomasa obtenida a partir de 100 mL de
cultivo de Helicobacter pylori 26695 en caldo infusiobn cerebro corazéon (BHI)
suplementado con 4% de suero fetal bovino (SFB) durante 48 h en condiciones
microaerdbicas fue resuspendida en 400 uL de tampon 10 mM Tris-Cl (pH 8) y 1 mM
EDTA. A esta suspension celular se adiciond 1% SDS y 10 yL de proteinasa K (10
mg/mL) y se incubd durante 1 h a 55°C. Al cabo de este tiempo, la muestra se lavd
con 1 volumen (mismo volumen de la muestra) de fenol, luego con 1 volumen de fenol-
cloroformo (1:1) y finalmente se realizaron dos lavados con 1 volumen de cloroformo.
El DNA gendmico se precipitd toda la noche a -20°C con 2 volumenes de etanol
absoluto frio y 0,1 volumen de 3M acetato de sodio (pH 5,2), el precipitado se lavé con
etanol 70% y finalmente se resuspendié en tampon 10 mM Tris-Cl (pH 8) y 1 mM
EDTA.

16



10

15

20

25

30

35

ES 2754900 A1l

La secuencia completa del gen hsrA (hp1043) se amplificod por PCR a partir del ADN
genomico purificado de la cepa 26695 (ATCC 700392) de Helicobacter pylori
empleando los cebadores 5-GGAATTCCATATGCGCGTTCTACTGATTG-3" (SEQ ID
NO: 1) y 5-CCCAAGCTTTTACTCTTCACACGCCGG-3" (SEQ ID NO: 2) y la enzima
Pfu DNA polimerasa de alta fidelidad (Agilent). El producto de PCR resultante fue
digerido con las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll y clonado entre los mismos sitios
de restriccion del vector de expresion pET-28a (Novagen). El vector final fue

parcialmente secuenciado para comprobar la integridad del gen.

Expresién y purificacion de HsrA recombinante

Se transformaron células competentes de E. coli BL21 (DE3) con el vector pET-28a
conteniendo el gen hsrA de Helicobacter pylori ATCC 700392. Este vector permite
expresar la proteina recombinante como una proteina de fusién a un péptido de 6
residuos de histidinas en su extremo N-terminal. Las células de E. coli transformadas
fueron cultivadas en medio Luria-Bertani (LB) suplementado con 50 ug/mL de
kanamicina bajo condiciones de agitacion vigorosa y 37°C hasta alcanzar una
densidad éptica de 0,8 medida a una longitud de onda de 600 nm. La expresion de la
proteina HsrA recombinante se indujo mediante la adicion al medio de cultivo de 1 mM
de IPTG, tras lo cual las células se dejaron crecer bajo las mismas condiciones de
temperatura y agitacion durante 6 horas. Transcurrido este tiempo, el cultivo se
centrifugd a 8,000 rpm durante 10 min a 4°C y la biomasa celular obtenida fue lavada
con PBS pH 7,4 frio.

La proteina HsrA recombinante es expresada en forma soluble en el citoplasma de E.
coli BL21 (DE3). Para la purificacion proteica, las células fueron resuspendidas en
tampén 50 mM Tris-Cl (pH 8), con 500 mM NacCl, 10 mM imidazol y 1 mM PMSF. La
ruptura celular se realizé mediante 10 ciclos ultrasénicos de 45 segundos en bano de
hielo, con descansos de 30 segundos entre cada ciclo. Los detritos celulares se
eliminaron mediante centrifugacién a 18,000 rpm durante 20 min a 4°C. La proteina
recombinante con cola de histidinas contenida en el sobrenadante fue purificada
mediante cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC) empleando la
matriz Chelating Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) cargada con iones Ni?,
previamente equilibrada con el tampén empleado en la lisis celular. La proteina
recombinante unida a la matriz fue eluida empleando un gradiente de imidazol (0,01 a
1 M) y dializada frente al tampdn 50 mM Tris-HCI (pH 8), 300 mM NaCl y 10% glicerol.
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La concentracion de proteina fue determinada mediante el kit comercial BCA™ Protein
Assay (Thermo Fisher Scientific). La cola de poli-histidinas fue eliminada del extremo
N-terminal de HsrA recombinante mediante tratamiento con trombina (GE Healthcare),
empleando 10 U de enzima por cada miligramo de proteina recombinante. Tras la
restriccion enzimatica, la proteina HsrA recombinante fue obtenida en el volumen
muerto de un segundo paso de purificacion mediante IMAC-Ni?*. La proteina asi

purificada fue conservada a -20°C.

Actividad bioldgica y ensayos de inhibicidon

La proteina HsrA es un regulador de respuesta con actividad de unién al ADN, que
actua como regulador transcripcional. La actividad biolégica de esta proteina se
determina mediante el ensayo del cambio de movilidad electroforética (EMSA). En
este ensayo, el regulador transcripcional se pone en contacto con un fragmento de
ADN correspondiente a la regién promotora de sus genes diana. Si la proteina es
activa, se unira de forma especifica a sus promotores diana y formara un complejo
proteina-ADN que experimentara un retardo en la movilidad electroforética respecto al
DNA libre, dado el mayor tamafio molecular del complejo. Como region promotora
diana de HsrA se amplificé por PCR una secuencia de 288 pb correspondiente al
promotor del operén porGDAB a partir del ADN gendémico de Helicobacter pylori ATCC
700392 empleando como cebadores 5- CCCCACACTTGCCCCATACAGAC-3" (SEQ
ID NO: 3) y 5'-GCATGCCATCTAATTTGAAACATGG-3" (SEQ ID NO: 4). El promotor
sintetizado fue purificado mediante el kit comercial illustra™ GFX PCR DNA and Gel
Band Purification kit (GE Healthcare) y su concentracién fue cuantificada mediante
espectrofotdmetro NanoVue Plus (GE Healthcare). Para los ensayos de actividad
biolégica de la proteina HsrA recombinante recién purificada, se mezclaron
concentraciones crecientes de la proteina, desde 2 hasta 7 uM, con 120 ng de ADN en
tampon 10 mM bis-Tris (pH 7,5), 40 mM KCI, 100 ug/mL BSA, 1 mM DTT y 5% (v/v) de
glicerol, en un volumen final de mezcla de reaccién de 20 uL. Como ADN competidor
inespecifico se adicioné a todas las mezclas 120 ng de un fragmento de 121 pb
correspondiente a una porcion de la secuencia codificadora del gen pkn22 (alr2502) de
la cianobacteria Anabaena sp. PCC 7120. La mezcla de proteina y ADN se incuba a
25°C durante 30 minutos y posteriormente se separa mediante electroforesis no
desnaturalizante en gel de poliacrilamida 6% empleando el tampén 25 mM Tris y 190
mM glicina para la camara electroforética. Los geles de poliacrilamida fueron tefidos

con el colorante SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) y procesados con Gel Doc
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2000 Image Analyzer (Bio-Rad).

Para los ensayos de inhibicion de la actividad biologica, 6 uM de la proteina HsrA
recombinante se mezclaron con 2; 1; 0,5y 0,1 mM del compuesto de féormula | descrito
en la presente invenciéon. Dado que los compuestos analizados se encontraban
disueltos al 100% en DMSO, se incluyé como control negativo de inhibicion la proteina
en presencia de la misma cantidad de DMSO, en sustitucion de los compuestos. La
mezcla de proteina e inhibidor en tampén 10 mM bis-Tris (pH 7,5), 40 mM KCI, 100
pg/mL BSA, 1 mM DTT y 5% (v/v) de glicerol se incubd durante 10 min a 25°C.
Transcurrido este tiempo se adicioné a cada mezcla 120 ng de promotor diana
(porGDAB) y 120 ng de ADN competidor (pkn22). El resto del procedimiento se llevé a
cabo en las mismas condiciones del ensayo de actividad anteriormente descrito. Cada
ensayo se realizé por ftriplicado y se analizd la actividad inhibitoria de al menos 6

compuestos diferentes con formula | descrita en la presente invencion.

Actividad antibacteriana frente a Helicobacter pylori de inhibidores de HsrA

La actividad antibacteriana de 6 compuestos inhibitorios de férmula | de la presente
invencion fue testada frente a dos cepas diferentes de Helicobacter pylori, la cepa
ATCC 700392 y la cepa resistente a claritromicina ATCC 700684. Ambas cepas fueron
cultivadas en agar sangre (base) N° 2 (OXOID) suplementado con 8% de sangre de
caballo desfribinada (OXOID) en atmésfera microaerébica humeda (85% N2, 10% COo,
5% 0O3) a 37°C. Se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) de cada
compuesto mediante el método de microdilucién empleando placas de poliestireno de
96 pocillos con fondo plano. Para los ensayos, las bacterias fueron subcultivadas en
caldo infusion cerebro corazén (BHI) suplementado con 4% de suero fetal bovino
(SFB) durante 48 h en condiciones microaerobicas. Al cabo de este tiempo, los
cultivos fueron diluidos con caldo BHI + 4% SFB hasta una densidad 6ptica de 0,01
medida a una longitud de onda de 600 nm. Para el ensayo de microdilucion en placas,
100 pL de los cultivos bacterianos asi ajustados fueron dispensados en cada uno de
los pocillos de la placa, excepto la primera columna de la placa, que recibié 200 uL de
suspension bacteriana con 5 pL del compuesto inhibitorio de formula I, a una
concentracién de 10,24 mg/mL en 100% DMSO. Cada uno de los compuestos de
férmula | ensayados fue adicionado al primer pocillo de cada fila de la placa. Se
realizaron diluciones dobles seriadas de cada compuesto, evaluando la actividad

antibacteriana de un rango de concentraciones entre 256 y 0,125 ug/mL de cada uno
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de los compuestos. En todas las placas se incorporaron controles de crecimiento
positivo y negativo con caldo BHI + 4% SFB sin la presencia de inhibidores, inoculado
y no inoculado con las bacterias. Se incorporaron ademas controles con DMSO y
claritromicina. Todas las placas fueron incubadas bajo condiciones microaerébicas a
37°C y examinadas visualmente tras 48 h de incubacién. El valor MIC de cada
compuesto se defini6 como la minima concentracion del compuesto que inhibid

completamente el crecimiento visible de la bacteria tras 48 h.

Se determind ademas la concentracién minima bactericida (MBC) de cada uno de los
6 compuestos de formula | de la presente invencidon. Una vez culminado en el ensayo
de MIC, se extrajeron alicuotas de 10 pyL de dos diluciones anteriores y dos
posteriores al valor MIC y se sembraron en agar sangre (base) N° 2 (OXOID)
suplementado con 8% de sangre de caballo desfribinada (OXOID) en atmosfera
microaerobica humeda (85% N2, 10% CO., 5% O3). Las placas de agar se incubaron a
37°C durante 48 h. El valor MBC de cada compuesto se defini6 como la minima
concentracion del compuesto que impidié el crecimiento de 299,9% de las células de
Helicobacter pylori subcultivadas sobre este medio libre de inhibidores. Cada

experimento se realizo por triplicado, dos veces, para confirmar los resultados.

Energética de union de los inhibidores a HsrA

La union especifica de 6 compuestos inhibitorios de formula | de la presente invencién
al regulador de respuesta esencial HsrA de Helicobacter pylori fue confirmada
mediante calorimetria de titulacion isoterma (ITC). Esta técnica no soélo mide la
afinidad de cada compuesto por la proteina diana, sino que determina la contribucion

de las componentes entalpica y entrdpica, asi como la estequiometria de la unién.

Los experimentos de union se llevaron a cabo en el microcalorimetro de alta
sensibilidad MicroCal Auto-iTC200 (Malvern Instruments). Una solucion de 20 mM de
HsrA en tampén 50 mM Tris-Cl (pH 8), 150 mM NaCl, 10% glicerol y 1% DMSO
ubicada en la celda de medida, fue titulada con una solucion de 200 uM del
correspondiente compuesto inhibitorio disuelto en el mismo tampdn anterior, ubicado

en la jeringa de inyeccion.
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Resultados

a) Inhibicién de la actividad de HsrA
Los compuestos de formula | inhiben la funcion biolégica de la proteina esencial HsrA
de Helicobacter pylori. La proteina HsrA es un regulador de respuesta con actividad de
unién al ADN. Esta proteina actua en la célula como regulador transcripcional, se une
especificamente a la region promotora de genes diana y regula la transcripcion de
estos genes. Se demuestra que los compuestos de formula | inhiben la uniéon de HsrA

a sus promotores diana, segun se demuestra en la figura 1.

b) Actividad antimicrobiana de inhibidores de HsrA sobre Helicobacter
pylori

El empleo de HsrA como diana terapéutica puede resultar efectivo para el tratamiento
de enfermedades infecciosas causadas por Helicobacter pylori y patologias asociadas,
dado que inhibidores de la actividad biolégica de esta proteina demuestran una
elevada actividad bactericida sobre cepas de este patdgeno. La proteina HsrA es
esencial para la viabilidad del microorganismo, por lo que la inhibicion de su actividad
bioldgica conlleva a la muerte del patégeno y potencialmente a la erradicacion de la
infeccion. En la tabla 1 se describen los valores de concentracion minima bactericida

(MBC) de varios compuestos de formula | frente a dos cepas de Helicobacter pylori.

Tabla 1. Actividad bactericida de compuestos de féormula | sobre

Helicobacter pylori

Compuesto MBC (ug/mL)
ATCC 700392 ATCC 700684

Nicardipino 8 8
Nisoldipino 4 4
Nimodipino 8 4
Lercanidipino 8 8
Nifedipino 8 8
Nitrendipino 8 8

c) Afinidad y estequiometria de unién entre compuestos de férmula |y HsrA
La unioén especifica de los compuestos de formula | a la proteina HsrA fue confirmada
mediante Calorimetria de Titulacién Isotérmica (ITC). Como se aprecia en la tabla 2,

todos los compuestos ensayados se unen a la proteina con una afinidad en el orden
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micromolar. En todos los casos, la estequiometria de unién fue de 1:1; es decir, una

molécula de inhibidor por cada molécula de proteina monomérica.

Tabla 2. Afinidad de unién HsrA/inhibidores

Compuesto K (M) Kg (M) AH (kcal/mol)
Nicardipino 3,4-10° 3,0 -2,0
Nisoldipino 9,5-10% 11 -2,2
Nimodipino 2,3-105 4,1 -2,1
Lercanidipino 5,0 - 10* 20 -4,8
Nifedipino 6,7 - 10* 15 -5,0
Nitrendipino 1,1-10° 9,0 -2,6
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REIVINDICACIONES

1.- Compuesto de formula | para su uso en el tratamiento y/o prevencién de una
infeccidbn causada por una bacteria del género Helicobacter o para su uso en el
tratamiento y/o prevencion de una enfermedad causada por una infeccion causada por
una bacteria del género Helicobacter:

HsC

Ir=

donde:

R1 es Ci.4 alquilo, -NH2 0 -CN, donde Ci.4 alquilo esta opcionalmente sustituido por un
grupo -OCONHgy, -ORs 0 —SRs;

R2 es Ci.4 alquilo opcionalmente sustituido por un grupo -ORs 0 —SRs;

R3 es Ci.4 alquilo o Cy;, donde Ci.4 alquilo esta opcionalmente sustituido por un grupo
R7;

A es un grupo de férmula ll, I, IV, V o VI:
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R4 es -NO, halégeno o -OCFs3;

Rs es Ci.4 alquilo opcionalmente sustituido por un grupo -NHz 0 —ORyg;

Rs es Ci.4 alquilo opcionalmente sustituido por un grupo -NHz;

R7 es -OC1.4 alquilo, -NRgRg, Cy», -COC1.4 alquilo o C,.4 alquenilo, donde Cz.4 alquenilo
esta opcionalmente sustituido por un grupo fenilo;

Cy:1 es un heterociclo saturado de 4 a 6 miembros unido al resto de la molécula a
través de un atomo de C o N disponible, que contiene 1 o 2 heteroatomos de N, donde
Cy: esta opcionalmente sustituido por un grupo Ci.a alquilo, y donde el grupo Ci.s
alquilo estéa opcionalmente sustituido por uno o dos grupos fenilo;

Cy2 es un fenilo o un heterociclo saturado o aromatico de 5 0 6 miembros que contiene
de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N y O, donde Cy, se une al resto de la
molécula a través de un atomo de N o C, cuando Cy. es un heterociclo saturado
puede estar opcionalmente fusionado a un anillo de piperidina formando un anillo
espiranico, y donde Cy- esta opcionalmente sustituido por uno 0 mas grupos Rio;

Rs es Ci.4 alquilo;

Ry es Ci.4 alquilo opcionalmente sustituido por uno o mas grupos fenilo, y donde cada
grupo fenilo esta opcionalmente sustituido por un grupo halégeno;

cada Rip independientemente es vinilo, fenilo o Cys, donde el grupo fenilo esta

sustituido por un grupo Rii;
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Ri11 es halégeno; y

Cys es un heterociclo saturado de 5 0 6 miembros, que contiene 1 o 2 heteratomos de
N, que se une al resto de la molécula a través de un atomo de N o C disponible y que
estd opcionalmente sustituido por un grupo Ci.4 alquilo, donde el grupo Ci.4 alquilo

esta opcionalmente sustituido por uno o dos grupos fenilo.

2.- El compuesto de férmula | segun el uso de la reivindicacion 1, donde la bacteria del

género Helicobacter es de la especie Helicobacter pylori.

3.- El compuesto de formula | segun el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2,
donde R; es metilo, isopropilo, -CH,ORs, -CH2SRs, -CH,OCONHS>, -NH2 0 —CN.

4.- El compuesto de formula | segun el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
donde R es Ci.4 alquilo, y preferiblemente donde R: es metilo, etilo, propilo, isopropilo,
butilo, isobutilo, sec-butilo o tert-butilo, preferiblemente donde R, es metilo, etilo o

isopropilo, y mas preferiblemente donde R es metilo.

5.- El compuesto de férmula | segin el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

donde R3 es Ci.4 alquilo opcionalmente sustituido por un grupo Ry.

6.- El compuesto de férmula | segun el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
donde R4 es -NOy, -Cl 0 -OCFs, y preferiblemente -NO; o -Cl.

7.- El compuesto de férmula | segun el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,

donde A es un grupo de férmula 1l o lll.

8.- El compuesto de férmula | segin el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,

donde Rs es metilo.

9.- El compuesto de formula | segun el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
donde Ry es Ci.4 alquilo sustituido por uno o dos grupos fenilo, y donde cada grupo

fenilo est4 opcionalmente sustituido por un grupo halégeno.

10.- El compuesto de formula | segun el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a

9, donde Cy; es un grupo de formula VIl o VIII:
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Vil VI

11.- El compuesto de formula | segun el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a

10, donde Cy- es un fenilo opcionalmente sustituido por uno o mas grupos Rio.

12.- El compuesto de formula | segun el uso de la reivindicacion 1, donde el

compuesto de formula | se selecciona de:
NO,

1}
N‘E"Oe
CH; O 0

H3C/I\O = o~OCHs

HsC™ 'N° "CH
3 N 3

Nimodipino,

Nitrendipino, Lercanidipino, y Nifedipino.

13.- El compuesto de formula | segun el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a

12, donde la enfermedad causada por una infeccién es una patologia gastrointestinal.

14.- El compuesto de formula | segun el uso de la reivindicaciéon 13, donde la patologia
gastrointestinal se selecciona de gastritis aguda, gastritis crénica, duodenitis, dispepsia

funcional, Ulcera gastrica, Ulcera duodenal, adenocarcinoma gastrico y linfoma de
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tejido linfoide asociado a mucosa (linfoma MALT).

15.- Composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de formula |
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de una infeccion causada por una bacteria del género Helicobacter o para
su uso en el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad causada por una infeccion
causada por una bacteria del género Helicobacter.
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Figura 1
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resumen

A K MAZUMDAR et al. Potential role of the cardiovascular non-antibiotic amlodipine in the treatment 1-15
of microbial infections. International Journal of Antimicrobial Agents, 2010, Vol. 36,
Paginas 295-302
resumen

A P B YAZBEK et al. Challenges to the treatment and new perspectives for the eradication of 1-15

Helicobacter pylori. Digestive Diseases and Sciences, 2015, Vol. 60, Paginas 2901-2912
[en linea] [recuperado el 06/05/2019], ISSN 1573-2568
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