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DESCRIPCION
Prevencion y tratamiento de afecciones inflamatorias
Antecedentes
Campo

Las presentes realizaciones se refieren a composiciones y métodos para modular el receptor de acido retinoico (RAR)
en la prevencion y el tratamiento de afecciones inflamatorias del higado.

Descripcion de la técnica relacionada

El uso excesivo de alcohol es la causa principal de la enfermedad hepatica en el mundo occidental. Se observan
pruebas de lesién hepatica en individuos que consumen cuatro o mas bebidas alcohdlicas por dia (cuatro cervezas de
aproximadamente 354 ml (12 onzas), cuatro copas de vino o aproximadamente 118 ml (4 onzas) de bebidas
alcohdlicas de alta graduacién en hombres o la mitad de esa cantidad en mujeres). Aunque no se comprende por
completo como el alcohol dafia el higado, el consumo crénico de alcohol da como resultado la secrecion de citocinas
proinflamatorias (TNF-alfa, IL6 e IL8), tensién oxidativa, peroxidacion lipidica y toxicidad de acetaldehidos, lo que da
como resultado inflamacion, apoptosis y, finalmente, fibrosis de las células hepaticas.

La enfermedad hepatica alcoholica (ALD en inglés) tiene tres fases principales: enfermedad del higado graso
alcohdlico, hepatitis alcohdlica y cirrosis. La enfermedad del higado graso alcohdlico, que se caracteriza por una
acumulacién de los acidos grasos en el higado, habitualmente es asintomatica y reversible si el individuo se abstiene
de ingerir alcohol durante un par de semanas. En los casos graves, se puede experimentar debilidad, nauseas, dolor
abdominal, pérdida del apetito y malestar. Aunque la mayoria de los bebedores excesivos presentan un cierto nivel de
enfermedad del higado graso, en algunos casos, la necesidad de beber en exceso solo se ha producido diariamente
durante un periodo menor a una semana, solo uno de cada cinco bebedores excesivos desarrolla hepatitis alcohdlica
y uno de cada cuatro desarrolla cirrosis. La hepatitis alcohdlica se caracteriza por la inflamacion de los hepatocitos vy,
en general, se puede revertir con abstinencia. La cirrosis, que se caracteriza por la inflamacién, la fibrosis
(endurecimiento celular) y las membranas dafiadas que impiden la desintoxicacion de productos quimicos en el cuerpo,
terminando en cicatrices y necrosis, en general, es irreversible.

Los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a las diferentes fases de dafo del tejido hepatico en la
enfermedad hepatica alcohdlica se comprenden de manera muy vaga. Aunque se ha realizado un avance en varias
areas, aun se carece de un enfoque terapéutico eficaz para detener esta enfermedad. Esto se debe en parte al hecho
de que el higado es un 6rgano uUnico a nivel inmunolégico, asi como anatémico. Por ejemplo, mientras que las células
parenquimales presentan funciones metabdlicas, las células no parenquimales desempefian funciones inmunolégicas.
Ademas de los hepatocitos parenquimales, el higado contiene varias células no parenquimales, tales como LSEC,
células de Kupffer, células dendriticas, células NK y células NKT, que todas pueden participar en la inmunidad. No se
conoce la forma en que la respuesta inmunitaria se organiza para conferir tolerancia o inmunidad al dafo inducido por
el alcohol.

Jianhua Rao y col. (2010): “All-trans retinoic acid alleviates hepatic ischemia/reperfusion injury by enhancing
manganese superoxide dismutase in rats”, Biological & pharmaceutical bulletin, vol. 33, n.° 5, paginas 869-875, y
WANG X-D y col. (2000): “Suppression of alcohol-induced hepatocelular proliferation by all-trans-retinoic acid”,
ALCOHOLISM CLINICAL AND EXPERIMENTAL RESEARCH, vol. 24, n.° 5 Suplemento, pagina 188A, desvelan que
el ATRA alivia o protege contra la lesion hepatica.

Sumario

La presente invencion se dirige a una composicion que comprende una cantidad de agonista selectivo de RARy
suficiente para inhibir la activacion de las células NKT tipo | proinflamatorias para su uso en el tratamiento o la
prevencién de al menos una afeccién inflamatoria del higado, en donde el agonista selectivo de RARy es mas eficaz
para afectar al RARy en relacion con el RARa.

La invencion se define mediante las reivindicaciones. Cualquier materia objeto que se encuentre fuera del alcance de
las reivindicaciones se proporciona para fines de informacion Unicamente. Ademas, cualquier referencia en la
descripcién a los métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, las composiciones farmacéuticas y los
medicamentos de la presente invencidn para su uso en un método de tratamiento del organismo humano o animal
mediante terapia. Las presentes realizaciones se refieren de manera general a métodos y composiciones para modular
el sistema inmunitario innato para prevenir y someter a tratamiento el dafio de tejidos asociado a afecciones
inflamatorias. Por ejemplo, varias realizaciones descritas en el presente documento se refieren a la prevencién y el
tratamiento de la enfermedad hepatica alcohdlica (ALD) mediante la modulacién del sistema inmunitario innato.

Varias realizaciones descritas en el presente documento se refieren a métodos y composiciones para manipular las
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actividades de las células NKT tipo | y las células NKT tipo Il, las interacciones entre las células NKT tipo | y las células
NKT tipo Il y sus interacciones con otras células hepaticas con el fin de someter a tratamiento, aliviar o prevenir la
lesion del higado asociada a la inflamacién. En algunas realizaciones, la lesion asociada a la inflamacion es una lesion
hepatica inducida por el alcohol. En algunas realizaciones, la lesion hepatica inducida por el alcohol es la enfermedad
hepatica relacionada con el alcohol, la enfermedad del higado graso, la esteatosis hepatica, la hepatitis alcohdlica o
la cirrosis alcohdlica.

Varias realizaciones se refieren a un método para prevenir, mitigar o someter a tratamiento el dafio hepatico inducido
por inflamacién posterior al consumo excesivo de alcohol mediante la inhibicidn de la actividad de las células NKT tipo
I. En algunas realizaciones, la actividad de las células NKT tipo | proinflamatorias se inhibe mediante uno o mas
agonistas del RAR que se seleccionan del grupo que consiste en ATRA, retinol, 9-cis-RA o 13-cis-RA, tretinoina,
AM580, AC55649, CD1530 y tazaroteno. En algunas realizaciones, la actividad de las células NKT tipo |
proinflamatorias se inhibe mediante uno o mas retinoides poliolefinicos, tales como isoretinoina y acitretina. En algunas
realizaciones, la actividad de las células NKT tipo | proinflamatorias se inhibe mediante uno o mas agonistas del RAR
que se seleccionan del grupo que consiste en etretinato, acitretina e isotretinoina. Varias realizaciones se refieren a la
inhibicion de la actividad de las células NKT tipo | proinflamatorias mediante tazaroteno, acido tazaroténico o una
mezcla de los mismos. En algunas realizaciones, la actividad de las células NKT tipo | proinflamatorias se inhibe
mediante la activacion de las células NKT tipo 2. En algunas realizaciones, la actividad de las células NKT tipo |
inflamatorias se inhibe mediante uno o mas sulfatidos.

Algunas realizaciones de la presente divulgacion se refieren a los mecanismos inmunitarios innatos que conducen a
la lesion hepatica posterior, relacionada con o causada por el consumo de alcohol. Algunas realizaciones se refieren
a la manipulacion de las interacciones entre estas células que confieren de manera natural tolerancia a los antigenos
derivados del intestino o derivados de metabolitos y, al mismo tiempo, confieren inmunidad contra patégenos ajenos
identificados.

Algunas realizaciones se refieren a un enfoque de terapia de combinacion que se dirige a las células NKT tipo | y tipo
Il para el desarrollo de una terapia eficaz para someter a tratamiento, prevenir o mitigar el dafio de tejidos asociado a
afecciones inflamatorias. En algunas realizaciones, se usa un agonista del RAR para inhibir directamente la actividad
de las células NKT tipo 1 y se usa un sulfatido para activar la actividad de las células NKT tipo Il.

Algunas realizaciones se refieren a la prevencion y al tratamiento del dafio de tejidos asociado a la ALD mediante la
administracion del acido transretinoico total (ATRA). Varias realizaciones se refieren al uso del ATRA en la prevencion
y el tratamiento de la lesion hepatica inducida por el alcohol, la enfermedad hepatica relacionada con el alcohol, la
enfermedad del higado graso, la esteatosis hepatica, la hepatitis alcohdlica o la cirrosis alcohdlica.

Algunas realizaciones se refieren a la prevencion y al tratamiento del dafio de tejidos asociado a la ALD mediante la
administracion de tazaroteno, acido tazaroténico o una mezcla de los mismos. Varias realizaciones se refieren al uso
de tazaroteno, acido tazaroténico o una mezcla de los mismos en la prevencion y el tratamiento de la lesion hepatica
inducida por el alcohol, la enfermedad hepatica relacionada con el alcohol, la enfermedad del higado graso, la
esteatosis hepatica, la hepatitis alcohdlica o la cirrosis alcohdlica.

Algunas realizaciones se refieren a la prevencién y al tratamiento del dafio de tejidos asociado a la inflamacién
mediante la administracion de uno de mas sulfatidos. Varias realizaciones se refieren al uso de sulfatidos en la
prevencion y el tratamiento de la lesion hepatica inducida por el alcohol, la enfermedad hepatica relacionada con el
alcohol, la enfermedad del higado graso, la esteatosis hepatica, la hepatitis alcohdlica o la cirrosis alcohdlica. En
algunas realizaciones, el sulfatido tiene la siguiente estructura quimica:

R5 R6

Ro o )/
&:3 ;o HIN
g @) R
|
R1_O_ng \& 7
o Re Rs

en donde R1 se selecciona del grupo que consiste en un enlace, un hidrégeno, un alquilo C1 a Cso, un alquilo sustituido
C+1 a Cao, un alquenilo C1 a Cso, un alquenilo sustituido C1 a Cso y un azucar Cs a C12; Rz se selecciona del grupo que
consiste en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi y un grupo alcoxi; Rs se selecciona del grupo que consiste
en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un grupo etoxi y un grupo alcoxi; R4 se selecciona del grupo que
consiste en un hidrégeno, un grupo hidroxi y un grupo alcoxi; Rs se selecciona del grupo que consiste en un hidréogeno,
un hidroxilo, un carbonilo, un alcoxi y un enlace; Rs se selecciona del grupo que consiste en un alquilo C1 a Cao, un
alquilo sustituido C1 a Cao, un alquenilo C1 a Cao, un alquenilo sustituido C1 a Cs0 y un alquinilo C1 a Cao; R7 se
selecciona del grupo que consiste en un alquilo C1 a Cao, un alquilo sustituido C1 a Caso, un alquenilo C1 a Cao, un

3



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2759 584 T3

alquenilo sustituido C1 a Cso0 y un alquinilo C1 a Ca0; y Rs se selecciona del grupo que consiste en un hidrégeno, un
grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi y un enlace. En algunas realizaciones, el sulfatido tiene la siguiente
estructura quimica:

0
y
OH OH
HN
7 \ o S
_o_ﬁﬂo HO
0 OH

Algunas realizaciones se refieren a la regulacion de las células NKT tipo | mediante células NKT tipo Il reactivas al
sulfatido activadas. Varias realizaciones se refieren al papel regulador de las células NKT tipo Il reactivas al sulfatido
activadas sobre las células NKT tipo | en la mediacion de la proteccion de la enfermedad autoinmunitaria y la supresion
de la inmunidad antitumoral.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1a representa una metodologia mediante la que se determina el efecto del sulfatido sobre la célula NKT
tipo | en el higado. La Figura 1b muestra datos representativos de dos experimentos independientes que miden la
proliferacién celular en respuesta a una estimulacion in vitro con aGalCer en la presencia o ausencia de 10 ng/ml
de IL-2. La Figura 1c muestra los resultados de la tincion intracitoplasmatica de las poblaciones de sulfatido/CD1d-
tetramero+ y tetramero- en el higado para identificar las células del IFN-y+ después de la inyeccion de 20 ug de
sulfatido. Los nimeros encima del paréntesis indican el % de células positivas en ratones a los que se les inyecto
PBS o sulfatido. La Figura 1d muestra micrografias (X200) de secciones de higado representativas tefiidas con
hematoxilina y eosina (H&E) tomadas de ratones a las 12 a 96 horas después del tratamiento con ConA sola (fila
superior) o ConA mas sulfatido de cerebro bovino (fila inferior). La parte inferior izquierda muestra una micrografia
representativa de una seccion de higado tefiida con H&E de un ratén de control al que se le inyectd sulfatido
solamente. La Figura 1e muestra graficas que representan los niveles de alanina amino transferasa (ALT) y
aspartato amino transferasa (AST) en ratones IL-12p40+/+ en diferentes intervalos de tiempo después de la
inyeccion de ConA (simbolos cerrados) o ConA mas sulfatido (simbolos abiertos). Los valores son la media + la
desviacion tipica (SD en inglés) de 5 ratones por grupo. P < 0,001.

La Figura 2a muestra graficos de flujo de células que expresan Gr-1/CD11b aisladas de los I6bulos cefalicos del
higado de ratones de tipo salvaje (WT), Ja18-/- mutantes y WT sometidos a tratamiento con sulfatido sometidos a
cirugia de placebo o lesion por reperfusion isquémica (IRl en inglés). Los recuadros muestran las poblaciones de
Gr-12 y Gr-1int analizadas en la Figura 2b. Los numeros al lado de los recuadros indican el porcentaje de células
positivas entre los leucocitos del higado. La Figura 2b muestra graficos de barra que resumen el analisis citométrico
de flujo. El panel izquierdo representa el % y el panel derecho representa los nimeros absolutos de las poblaciones
de Gr-12° y Gr-1"", Los valores son la media + el error tipico de la media (SEM en inglés). * p < 0,005. La Figura
2c¢ muestra una grafica que representa el % de células de IFN-y+ aGalCer/CD1d-tetramero+ en los higados de
ratones que presentan IRl y sometidos a tratamiento con IRI placebo y sulfatido. Los valores son la media * el error
tipico de la media (SEM). P<0,01.

La Figura 3 representa un modelo para la mediacién de la actividad de las células NKT tipo | y tipo Il con sulfatidos.
De acuerdo con el modelo, el sulfatido promueve la activacion de las células NKT tipo I, que a su vez inactivan las
células NKT tipo I. La inhibicion de las células NKT tipo | se ejemplifica mediante la inhibicion de la secrecion de
IFN-y que da como resultado una reduccion del reclutamiento hepatico de células mielociticas, granulocitos y, en
consecuencia, una reduccion de la lesion de hepatocitos y células endoteliales.

La Figura 4 muestra micrografias representativas de tejido tefiido con H&E de Iébulos cefalicos del higado de
ratones sometidos a 90 minutos de isquemia hepatica seguida de 24 horas de reperfusion (IRI) (fila superior) y
ratones sometidos a cirugia de placebo (placebo) (fila inferior) a un aumento de 100X. De izquierda a derecha, los
paneles muestran tejidos de ratones WT sin someter a tratamiento, ratones Ja18 sin someter a tratamiento,
ratones WT sometidos a tratamiento con sulfatido y ratones Ja18”- sometidos a tratamiento con sulfatido.

La Figura 5 muestra graficas que resumen el analisis de citometria de flujo de células MNC hepaticas aisladas de
los grupos de ratones macho (4 en cada uno) WT BL/6 y Ja18-/- después de 5 semanas de alimentacion con dieta
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liquida de Lieber-DeCarli que contenia etanol al 5 % o dieta de control que contenia cantidades similares de
calorias. Valores de P < 0,005. La acumulacién de células NKT tipo | activadas y células mielociticas CD11b+Gr-
1+ se observo en los higados de ratones WT, pero no en ratones Ja18-/-.

La Figura 6 muestra un grafico de barras que representa los niveles de ALT en suero en ratones WT (B6) y ratones
Ja18" a los que se les inyect6 (por via intraperitoneal) 20 microgramos/raton de sulfatido (d-1 y d10) (barras
sombreadas con lineas horizontales (sulfatido)), 0,3 miligramos/animal de ATRA (d6 a d10) (barras sombreadas
con lineas verticales (atRA)) o vehiculo/DMSO (barras sombreadas por completo (EtOH)) y alimentados con dieta
liqguida de Lieber-DeCarli que contenia alcohol. Los grupos de control (barras sin sombrear) se alimentaron con
una dieta de control isocaldrica. Valores de P < 0,05.

La Figura 7 muestra micrografias representativas (X200) de tejido hepatico extraido de ratones sometidos a
tratamiento con vehiculo/DMSO, sulfatido y ATRA después de la alimentacién crénica mas consumo en exceso de
etanol. El tejido hepético de los ratones con vehiculo/DMSO muestra pruebas de esteatohepatitis hepatica
(enfermedad del higado graso), mientras que el tejido hepatico obtenido de los ratones sometidos a tratamiento
con sulfatido y ATRA parece relativamente normal.

La Figura 8a muestra un grafico de barras que representa la proliferacion (medida mediante la incorporacion de
[®H]-timidina) de células esplénicas NKT tipo | recién aisladas incubadas en aGalCer sola, ATRA solo o en aGalCer
con niveles en aumento de ATRA. La Figura 8b muestra una grafica que representa el nivel de secrecion de citocina
IL-2 mediante una célula NKT tipo | (Hy1.2) en respuesta a aGalCer sola o aGalCer y niveles en aumento de ATRA.
La Figura 8c muestra graficas que representan los niveles de secrecion de citocina IFN-y, IL-4, IL-13, IL-6, IL-10 e
IL-12 mediante las células NKT tipo | hepaticas extraidas de ratones a los que se les inyect6 DMSO o ATRA y se
les incubd con aGalCer in vitro. Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos individuales.

La Figura 9a muestra micrografias representativas (X200) de tejido hepatico tefiido con H&E extraido de ratones
macho BL/6 y Ja18-/- después de una alimentacién crénica (10 dias de etanol al 5 % en dieta liquida de Lieber-
DeCarli) o alimentacién cronica mas consumo en exceso (diez dias de alimentacion crénica de dieta liquida seguida
de una unica alimentacion por sonda de 5 g/kg de etanol). La Figura 9b muestra graficas que representan los
niveles de ALT en suero en ratones BL/6 o Ja18-/- macho de control o alimentados con etanol después de una
alimentacion crénica o una alimentacion cronica mas consumo en exceso.

La Figura 10 muestra un grafico de barras que representa la proliferacion (medida mediante la incorporacion de
[®H]-timidina) de linfocitos T CD4+ reactivos a la proteina basica de mielina MBPAc1-9 recién aisladas de ratones
transgénicos TCR B10.PL VR8.2 virgenes en respuesta a la estimulacion con MBPAc1-9 sola o MBPAc1-9 y
concentraciones graduadas de ATRA (0,15, 1,2, 18,8 ug/ml).

La Figura 11 muestra una grafica que representa el nivel de IL-2 secretado mediante las células NKT tipo | (Hy1.2)
cultivadas in vitro con concentraciones graduadas de antigeno lipidico, aGalCery 0, 5 0 10 ug/ml de ATRA durante
24 horas.

La Figura 12 muestra una gréafica que representa la proliferacion (medida mediante la incorporacion de [*H]-timidina)
de células esplénicas NKT tipo | recién aisladas cultivadas en presencia de aGalCer y concentraciones graduadas
de ATRA, un agonista del RARa (AM580), un agonista del RAR 3 2 (AC55649) o un agonista del RARy (CD1530).
La Figura 13 muestra una grafica que representa la proliferacion (medida mediante la incorporacién de [*H]-timidina)
de células esplénicas NKT tipo | recién aisladas cultivadas en presencia de aGalCer y concentraciones graduadas
de un agonista de PPAR-y (rosiglitazona) o un antagonista de PPAR-y (GW9662).

La Figura 14 muestra una grafica que representa la proliferacion (medida mediante la incorporacién de [?H]-timidina)
de células esplénicas NKT tipo | recién aisladas cultivadas en presencia de aGalCer y concentraciones graduadas
de ATRA, diferentes analogos de acido retinoico, retinol o vitamina A.

La Figura 15 muestra graficos de barra que representan la proliferacion (medida mediante la incorporacion de [3H]-
timidina) de células esplénicas NKT tipo | recién aisladas (izquierda) o hibridoma celular NKT tipo | (1.2 Hyb)
cultivadas en presencia de concentraciones 6ptimas de aGalCer (10 ng/ml) y concentraciones 6ptimas de ATRA,
tretinoina, un agonista del RARa (AM580), un agonista del RAR 3 2 (AC55649) o un agonista del RARy (CD1530).
Las graficas son representativas de los datos de 3 experimentos independientes.

La Figura 16 muestra graficas que representan los resultados de la proliferacion in vitro de esplenocitos recién
aislados (panel superior) o ensayos de liberacion de citocina de hibridoma celular NKT tipo | (1.2 Hyb) (panel
inferior) cultivados con concentraciones éptimas de aGalCer (10 ng/ml) en presencia de concentraciones en
aumento de ATRA o del agonista del RARYy selectivo, tazaroteno. El tazaroteno muestra una mejor inhibicion de
las células NKT tipo | que el ATRA.

La Figura 17 muestra una grafica que representa los resultados de un ensayo de proliferacion ex vivo de células
NKT tipo | aisladas de ratones sometidos a tratamiento con tazaroteno, ATRA o DMSO (control) y estimulados con
concentraciones valoradas de aGalCer.

La Figura 18 muestra el analisis de células mononucleares aisladas de higados de ratones a los que se les inyectd
ATRA, tazaroteno o DMSO (control) y que se tifieron con aGalCer/CD1d-tetrameros y anticuerpos de cadena pan-
anti-TCR mediante citometria de flujo. Las células NKT tipo | se indican con un recuadro. No hubo una diferencia
significativa en las cantidades (mostradas al lado del recuadro) de las células NKT tipo | en los animales de control
frente a aquellos a los que se les administré ATRA o tazaroteno.

Descripcion detallada

El higado alberga varias células especializadas del sistema inmunitario innato, incluyendo las células de Kupffer, los
linfocitos citoliticos naturales (NK), los linfocitos T citoliticos naturales (NKT) y las células dendriticas. Las células NKT
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son Unicas en cuanto a que comparten los receptores de la superficie celular de las células NK (por ejemplo, NK1.1)
y, ademas, expresan los receptores de los linfocitos T (TCR), lo que les permite reconocer antigenos lipidicos en el
contexto de las moléculas CD1d y reunir las respuestas inmunitarias innatas con la inmunidad de adaptacion. Las
células NKT tienen la capacidad de regular la actividad de otras células que contribuyen a la inflamacién del tejido y
al dafio celular asociado. Tras su activacion, las células NKT secretan rapidamente grandes cantidades de IFN-y, IL-
4, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos, asi como otras multiples citocinas y quimiocinas. Dado
que las células NKT pueden segregar las citocinas Th1y Th2, resulta dificil predecir las consecuencias de la activacion
de las células NKT in vivo. En funcién del contexto, la activaciéon de las células NKT desencadena cascadas de
alteraciones que promueven o suprimen las diferentes respuestas inmunitarias. En algunos contextos, la activacion
de las células NKT conduce a la activacion de las células NK, las células dendriticas (DC) y los linfocitos B.

Las células NKT reconocen los antigenos lipidicos presentados en el contexto de la molécula similar al complejo
principal de histocompatibilidad (MHC en inglés) clase | monomoérfico, CD1d. Las células NKT con CD1d restringida
se clasifican en tipo | y tipo Il, que reconocen diferentes antigenos lipidicos presentados por las moléculas CD1d.
Aunque los subgrupos de células NKT son predominantemente NK1.1+ (ratén) o CD161+/CD56+ (ser humano), sus
cantidades relativas son diferentes en ratones y seres humanos: por tanto, mientras que las células NKT tipo |
predominan en ratones, el subgrupo de células NKT tipo Il predomina en seres humanos.

El tipo I, también conocido como células NKT invariables, expresa un receptor de linfocitos T (TCR) semiinvariable,
caracterizado en ratones por Va14-Ja18 y V8.2, VB7 o VB2 o en seres humanos por Va24-JaQ y VB11, es
fuertemente reactivo con el glicolipido derivado de esponja marina, a-galactosil ceramida (aGalCer) y se identifica
mediante aGalCer/CD1d-tetrdmeros en citometria de flujo. Las células NKT tipo | también reconocen antigenos a base
de lipidos, tales como, lipidos derivados de bacterias, y un glicolipido propio, isoglobotrihexosil ceramida (iGb3). Las
células NKT tipo | presentan marcadores de memoria y son unicas en el almacenamiento de ARNm preformado para
las citocinas. Los ratones que carecen del gen Ja18 (ratones Ja18) presentan deficiencia Unicamente en las células
NKT tipo I.

Las células NKT tipo Il, que son diferentes a las células NKT tipo |, son células reguladoras que pueden modular la
actividad de otros varios subgrupos de células, incluyendo las células NKT tipo I. Las células NKT tipo Il, reconocen
el glicolipido propio, sulfatido (3’-sulfogalactosil ceramida), en ratones y seres humanos. Un subgrupo fundamental de
células NKT tipo I, que se puede identificar mediante el uso de sulfatido/CD1d-tetrameros en citometria de flujo, utiliza
predominantemente los segmentos de genes VR8.1/VR3.1-JR2.7 y Va1/Va3-Ja7 y es reactivo a los sulfatidos. La
activacion de las células NKT tipo Il se puede evaluar mediante la evaluacién de la respuesta proliferativa in vitro de
las células NKT tipo Il a un agente candidato, asi como mediante la evaluacion de la expresion de C069 y del perfil de
secrecioén de citocina mediante la tincion de citocina intracelular o PCR en tiempo real para IFN-y, IL-4 0 IL-13. Ademas,
la capacidad de las células NKT tipo Il activadas de desenergizar las células NKT tipo | se puede evaluar mediante la
evaluacion de la respuesta proliferativa de las células NKT tipo | a aGalCer (un potente activador de las células NKT
tipo ) mediante el uso de un analisis de dilucion de CF8E y tincién de citocina intracelular de las células de aGalCer/CO
1 d-tetramero.

Actividad de las células NKT tipo | y tipo Il en el higado después de la lesidn por reperfusion isquémica y la hepatitis
inducida por Concanavalina A

La lesion por reperfusiéon se produce cuando se reestablece el riego sanguineo a un érgano o tejido después de un
periodo de isquemia. La lesidon por reperfusion hepatica se produce, en general, en relacion con la cirugia o el
traumatismo y desempefia un papel fundamental en la calidad y funcién del tejido de injerto después del trasplante de
higado. El desarrollo de la lesién por reperfusion isquémica (IRI) se produce en al menos dos fases: un periodo inicial
(después de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 horas de reperfusion), que esta controlado por la activacion
de las células de Kupffer, la liberacion de las especies reactivas de oxigeno, el reclutamiento de células CD4" y la
secrecion de citocinas proinflamatorias, y un periodo posterior (después de la fase inicial de aproximadamente 6 a
aproximadamente 48 horas de la reperfusion), que se caracteriza por la acumulacién de neutréfilos y la induccién de
necrosis. Como se muestra en la Figura 2a, en los ratones de tipo salvaje (WT), un subgrupo de células mielociticas
(CD11b*), CD11b*Gr-1", que comprenden células precursoras y monocitos mielociticos, se retinen en los tejidos
reperfusionados en la fase temprana de la lesién por reperfusion e isquemia. El reclutamiento de células mielociticas
diferentes a los neutrofilos, tal como el subgrupo CD11b*Gr-1M, sugiere que la lesion se ve mejorada por el
reclutamiento de monocitos inflamatorios en el tejido reperfusionado.

Las células NKT tipo | también se activan y secretan IFN-y después de la reperfusién isquémica. Véase la Figura 2c.
La funcién de las células NKT tipo | en la IRI se evalué mediante la comparacién de los higados de ratones de tipo
salvaje (WT) y Ja187, que carecen de las células NKT tipo |, pero que tienen niveles normales de células NKT tipo II.
Como se muestra en la Figura 4, después de 90 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusion, los lébulos cefalicos
del higado de ratones WT presentaban grandes areas necréticas, mientras que las areas necroticas en los ratones
con deficiencia de células NKT tipo | (ratones Ja18) se redujeron de manera notable en comparacién. Esto indica
una funcién patogena de las células NKT tipo | en la mediacién de la lesion hepatica por isquemia y reperfusion.

Efecto de las células NKT-2 activadas con sulfatido sobre las células NKT-1
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Como se describe en la patente de Estados Unidos n.° 8.044.029 y la patente de Estados Unidos n.° 12/938.315, la
administracion de un ligando del glicolipido propio, sulfatido, asi como los analogos de sulfatido sintéticos, modulan la
actividad de las células NKT tipo | y tipo Il. El reconocimiento de sulfatidos dependiente de CD1d activa las células
NKT tipo Il y las células dendriticas predominantemente plasmacitoides (pDC), pero no las poblaciones de células
dendriticas convencionales (cDC) (que normalmente se activan con las células NKT tipo 1), lo que conduce a un
reclutamiento rapido de las células NKT tipo | en el higado en una forma dependiente de IL-12 y MIP2. No obstante,
las células NKT tipo | reclutadas no se encuentran activadas, no secretan citocinas y se vuelven anérgicas.

Las alteraciones celulares implicadas en los mecanismos inmunorreguladores después de la administracion de
sulfatido in vivo se muestran en la Figura 1. La administraciéon de sulfatido a) suprime la proliferacién in vitro de las
células NKT tipo | en respuesta a la estimulacién con aGalCer (Figura 1b) y b) aumenta el porcentaje de células de
sulfatido/CD1d-tetramero+ con tincion de IFN-y intracitoplasmatica (Figura 1c).

La secrecion de IFN-y por las células hepaticas NKT tipo | durante la fase temprana de la lesion por isquemia y
reperfusion disminuye de manera significativa en ratones que reciben sulfatido en comparacion con los animales no
sometidos a tratamiento. Véase la Figura 2c. Asimismo, como en la ausencia de células NKT tipo | en ratones Ja187-,
la lesion hepatica después de la isquemia/reperfusion se reduce de manera significativa en los ratones sometidos a
tratamiento con sulfatido. Véase la Figura 4. Esto indica una funcién patégena de las células NKT tipo | en la mediacion
de la lesién hepatica por isquemia y reperfusion. La funcién de la secrecion de IFN-y por las células NKT tipo | puede
ser una caracteristica comun de la lesién isquémica de 6rganos, ya que la lesion de rifién por isquemia y reperfusion
también se atenta en ratones Ja18”, que carecen de células NKT tipo 1.

De manera similar a la IRI, la administracion de sulfatido protege contra la hepatitis inducida por Concanavalina A
(ConA), como se indica mediante la necrosis hepatocelular reducida, véase la Figura 1d, y los niveles reducidos en
suero de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato amino transferasa (AST), marcadores del dafo hepatocelular,
véase la Figura 1e. Esto indica una funcion patégena de las células NKT tipo | en la hepatitis inducida por ConA.

De manera colectiva, los datos de los modelos de dafio hepatico, IRI y hepatitis inducida por ConA, son coherentes
con una via inmunorreguladora en la que las células NKT tipo | desempefian un papel perjudicial y las células NKT
tipo Il reactivas al sulfatido desempefan un papel protector en la inflamacion hepatica que surge por diferentes causas.
Tal proteccion se asocia a la inhibicién de la secrecidn de citocina por las células NKT tipo | (fenotipo inhibido) y una
reduccion significativa en el reclutamiento hepatico de células mielociticas inmaduras (CD11b+Gr-1+) CD11b+Gr-1-y
células NK. La inhibicion en las células NKT tipo | también se asocia a la tolerancia o modificacion de las células
dendriticas convencionales (cDC) y estas junto con las células NKT tipo | inhibidas inhiben la activaciéon/expansion de
los linfocitos T Th1/Th17 CD4+/CD8+ adaptables. Esto conduce a un modelo donde la administracién de sulfatido
estimula la actividad de las células NKT tipo Il, que a su vez inhibe la actividad de las células NKT tipo | y el dafio
hepatico causado por la inflamacién mediada por las células NKT tipo I. Véase la Figura 3.

Funcién de las células NKT en |la enfermedad hepatica alcohdlica

La enfermedad hepatica alcohdlica (ALD) se desarrolla como resultado del dafio a las células hepaticas provocado
por el consumo en exceso de alcohol. Puede que sean necesarios multiples ataques antes de que se observen
manifestaciones clinicas de la ALD. No obstante, como se describe en el presente documento, se observan cantidades
significativamente aumentadas de células NKT tipo | (células de aGalCer/CD1d-tetramero+), células CD4+ y células
mielociticas CD11b+Gr-1+, pero no de células NKT tipo Il o células CD11b+Gr-1- en el higado después del consumo
cronico de alcohol. Véanse el Ejemplo 6 y la Figura 5. La expresion potenciada del marcador CD69 indica, ademas,
que las células NKT tipo | se encuentran parcialmente activadas. Por tanto, incluso en ausencia de cualquier signo
clinico de la enfermedad (fase preclinica), las células que median una respuesta inflamatoria se acumulan en el higado
después del consumo en exceso de alcohol. En ausencia de células NKT tipo | (ratones Ja18-/-), la acumulacién de
células mielociticas CD11b+Gr-1+ en el higado después del consumo crénico de alcohol se reduce de manera
significativa. Véanse el Ejemplo 6 y la Figura 5. Estos datos sugieren que las células NKT tipo | se encuentran
implicadas en la mediacion de la fase preclinica de la ALD.

De manera congruente con los datos que sugieren una funcién de las células NKT tipo | en la fase preclinica de la
ALD, las manifestaciones clinicas del dafio hepatico después del consumo en exceso de alcohol se reducen de manera
significativa, como se mide, por ejemplo, mediante histologia y analisis de las enzimas hepaticas, en los ratones que
presentan deficiencia de células NKT tipo | (Ja18-/-). Véanse el Ejemplo 6 y las Figuras 6 y 7. Estos datos sugieren
que las células NKT tipo | desempeian un papel importante en el dafo al higado provocado por el alcohol.

Las células NKT expresan receptores de linfocitos T, que les permiten reconocer los antigenos lipidicos en el contexto
de las moléculas CD1d. Sin desear quedar ligados a una teoria particular, las células NKT tipo | se activan en el higado
después del consumo de etanol mediante la presentacion local de lipidos propios oxidados por las células que
presentan antigeno (APC) de expresion de CD1d. Las células NKT tipo | activadas, a continuacién, inician un proceso
de multiples etapas que da como resultado la activacion de las células de Kupffer, el reclutamiento/la activacion de los
granulocitos seguido del dafio inflamatorio a los hepatocitos.
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La interaccién entre los subtipos de células NKT después del consumo de alcohol establece la fase de dafio hepatico
Yy, en casos graves, la enfermedad hepatica alcohdlica (ALD). Varias realizaciones descritas en el presente documento
se refieren a métodos y composiciones para manipular las funciones opuestas de las células NKT tipo | y las células
NKT tipo Il y sus interacciones con otras células hepaticas con el fin de someter a tratamiento, aliviar o prevenir la
lesion al higado después del consumo de alcohol.

Varias realizaciones descritas en el presente documento se refieren a la modulacion de la actividad de los subtipos de
células NKT con el fin de someter a tratamiento, mitigar o prevenir la lesion hepatica inducida por el alcohol. Como se
describe en el presente documento, la administracion de sulfatido o agonistas del receptor de acido retinoico (RAR)
inhibe el dafio hepatico inducido por el alcohol. Por ejemplo, las inyecciones de sulfatido o agonista del receptor de
acido retinoico (RAR), acido transretinoico total (ATRA), durante el consumo crénico de alcohol y antes del consumo
en exceso de etanol, tuvieron un efecto protector como se muestra en el examen histolégico y en el analisis de los
niveles de enzimas hepéticas en suero. Véanse el Ejemplo 7 y las Figuras 6y 7.

Varias realizaciones se refieren a una funcion protectora en la lesion hepatica inducida por el alcohol de un subgrupo
fundamental de células NKT tipo I, que son reactivas al sulfatido. La activacion de este subgrupo de células NKT
mediante el sulfatido inhibe la lesién mediada por las células NKT tipo | después del consumo en exceso de alcohol.
La proteccién mediada por el sulfatido se asocia a la activacion de las células NKT tipo Il y la inhibicion de la secrecion
de IFN-y mediante las células hepaticas NKT tipo | y la supresién del reclutamiento de células mielociticas mediado
por las células NKT tipo I, por ejemplo, los subgrupos CD11b*Gr-1i"ty Gr-1-y las células NK en el higado.

El tratamiento con sulfatido da como resultado una proteccion casi completa del dafio hepatico después del consumo
en exceso de alcohol. Véanse las Figuras 6 y 7. Sin desear quedar ligados a una teoria particular, el efecto protector
del sulfatido es mediado a través de la activacion directa de las células NKT tipo I, que ejercen un efecto inhibidor
sobre las células NKT tipo | y las cDC.

Las lineas de linfocitos T de los linfocitos de sangre periférica (PBL en inglés) de dos donantes sanos se generaron
después de la estimulacion in vitro con aGalCer o sulfatido y se analizaron mediante citometria de flujo.
Aproximadamente el 2 % de los linfocitos T se tifie con sulfatido/hCD1d-tetrameros en esta linea celular después de
dos ciclos de estimulacion. De manera similar al sistema murino, estas células no usan el TCR Va24-Va11 invariable.
Estos datos muestran la presencia de células NKT tipo Il reactivas al sulfatido en individuos sanos e indican la eficacia
del uso de sulfatido/CD1d-tetrameros de ser humano en la caracterizacion de células NKT tipo Il humanas en la
enfermedad hepatica alcohdlica.

En algunas realizaciones el sulfatido puede ser, por ejemplo, un sulfatido derivado de cerebro bovino, que es una
mezcla de aproximadamente 20 especies diferentes obtenidas a través de Sigma Inc. (Chicago, IL, EE.UU.). En otras
realizaciones, el sulfatido es semisintético y es una unica especie de sulfatido, por ejemplo, cis-tetracosenoil sulfatido
o lisosulfatido obtenido a través de Maitreya Inc, (Pleasant Gap, PA, EE.UU.). En otras realizaciones mas, el sulfatido
puede ser un sulfatido completamente sintético.

El sulfatido derivado de la mielina del cerebro bovino se compone de una mezcla 2:1 de cadenas de acilo
fundamentales saturadas/insaturadas (Cz4), produciéndose la insaturacion en C19. Varias realizaciones se refieren al
uso de analogos sintéticos de sulfatido, tales como analogos con cadena de acilo saturada (Cz2s4) y cadenas de acilo
insaturadas (C24:1), asi como analogos compuestos de diferentes longitudes de cadenas de acilo en el resto de acido
graso o esfingosina (mas cortas, asi como mas largas, por ejemplo, C1s, C32) e isdmeros posicionales con un grupo
sulfatado en 3' frente a 4' sobre el resto de galactosa (3'-803 frente a 4'-803).

En algunas realizaciones, el sulfatido tiene la siguiente Férmula | quimica:

Rs Re
Ro
5 6 HN
il o R
Ri=0—5~C X ’
o ! Re ()

en donde R+ puede ser un enlace, un hidrégeno, un alquilo C1 a Cso, un alquilo sustituido C1 a Cso, un alquenilo C1 a
Cso, un alquenilo sustituido C1 a Cso 0 un azucar Cs a C12; Rz puede ser un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo
metoxi o un grupo alcoxi; Rs puede ser un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un grupo etoxi o un grupo
alcoxi; R4 puede ser un hidrégeno, un grupo hidroxi o un grupo alcoxi; Rs puede ser un hidrégeno, un grupo hidroxi,
un carbonilo, un grupo alcoxi o un enlace; Rs puede ser un alquilo C1 a Cao, un alquilo sustituido C1 a Cao, un alquenilo
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C1 a Cao, un alquenilo sustituido C1 a C40 0 un alquinilo C1 a C40; R7 puede ser un alquilo C1 a Cao, un alquilo sustituido
C1 a Cuao, un alquenilo C1 a Cao, un alquenilo sustituido C1 a Ca4o 0 un alquinilo C1 a Cao; y Rs puede ser un hidrégeno,
un grupo hidroxi, un carbonilo, un grupo alcoxi o un enlace.

En algunas realizaciones, el sulfatido tiene la siguiente Férmula Il quimica:

Q R
OH OH Y
o HN
i 0
0—57° HO \)\I/\F‘E
OH (1D

en donde R1 se selecciona del grupo que consiste en un alquilo C1 a Cao, un alquilo sustituido C1 a Cao, un alquenilo
C1 a Cao, un alquenilo sustituido C1 a C4o y un alquinilo C1 a Cao; y Rz se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno,
un grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi y un enlace.

En otra realizacion, el sulfatido tiene la siguiente estructura quimica:

0
OH OH &
HN
7 \ o S
_O_ﬁfo HO
0 OH
(I

Como se usa en el presente documento, el término “alquilo” significa cualquier hidrocarburo saturado, ramificado o no
ramificado. El término “alquilo sustituido” significa cualquier hidrocarburo saturado, sustituido, ramificado o no
ramificado.

Como se usa en el presente documento, el término “sustituido” significa cualquier sustitucion de un atomo de hidrégeno
con un grupo funcional.

Como se usa en el presente documento, el término “grupo funcional” tiene su definicién comun y se refiere a restos
quimicos que se seleccionan preferentemente del grupo que consiste en un atomo de halégeno, alquilo C1-Czo, alquilo
sustituido C+-Czo, alquilo perhalogenado, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, bencilo, heteroarilo,
heteroarilo sustituido, ciano y nitro.

Como se usa en el presente documento, los términos “halégeno” y “atomo de halégeno” se refieren a uno cualquiera
de los atomos radioestables de la columna 17 de la tabla periddica de los elementos, preferentemente, fluor, cloro,
bromo o yodo, prefiriéndose, en particular, el flior y el cloro.

Como se usa en el presente documento, el término “alquenilo” significa cualquier hidrocarburo insaturado, sustituido
0 no sustituido, ramificado o no ramificado. El término “alquenilo sustituido” significa cualquier hidrocarburo insaturado
sustituido, ramificado o no ramificado, sustituido con uno o mas grupos funcionales, estando las aminas secundarias
de alquenilo C2-Cs no ramificadas, las aminas secundarias de alquenilo C2-Cs sustituidas y las aminas terciarias de
alquenilo C2-Cs no ramificadas dentro de la definicion de “alquilo sustituido”.

Como se usa en el presente documento, el término “alcoxi” se refiere a cualquier éter saturado o insaturado, sustituido
o no sustituido, ramificado o no ramificado.
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Como se usa en el presente documento, el término “sulfatido” conserva su significado general habitual y se refiere a
un éster sulfdrico de cerebrésido que contiene uno o mas grupos sulfato en la parte de azdcar de la molécula.

Como se usa en el presente documento, el término “cerebrésido” se refiere a cualquier compuesto lipidico que contiene
un azucar y, en general, del tipo normalmente encontrado en el cerebro y el tejido nervioso.

Los compuestos de Formula (1), (I1) y () se pueden encontrar en la forma de las sales no toxicas farmacéuticamente
aceptables de los mismos. Las sales de Férmula (1), (I1) y (Ill) incluyen sales de adicién de acido, tales como sales con
acidos inorganicos (por ejemplo, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido nitrico y acido fosférico) o con acidos
organicos (por ejemplo, acido acético, acido propiénico, acido maleico, acido oleico, acido palmitico, acido citrico,
acido succinico, acido tartarico, acido fumarico, acido glutamico, acido pantoténico, acido laurilsulfénico, acido
metanosulfénico y acido ftalico).

Los compuestos de Formula (1), (1) y (lll) se pueden encontrar en la forma de los solvatos de los mismos (por ejemplo,
hidratos).

Los compuestos de Férmula (1), (Il) y (Ill) se pueden producir mediante cualquier método con sentido para sintetizar
sulfatidos.

Los compuestos de Férmulas (1), (I1) y (Ill) también se pueden aislar de productos naturales (por ejemplo, organismos
bioldgicos) y purificarse mediante cromatografia en columna o similares.

En una realizacion, el sulfatido tiene la formula quimica: (2S, 3R, 4E)-N-nervonico-1-[-D-(3-sulfato)-galactopiranosil]-
2-amino-octadeceno-3-ol. Esta formula quimica también se denomina como cis—tetracosenoil sulfatido.

En algunas realizaciones, la cantidad especifica de sulfatido administrada a un paciente variara en funcién de la
enfermedad o afeccién que se esta sometiendo a tratamiento, asi como la edad, el peso y el sexo del paciente que se
esta sometiendo a tratamiento. En general, a fin de lograr tal concentracion final en, por ejemplo, los intestinos o la
sangre, la cantidad de molécula de sulfatido en una composicion de dosificacion Unica de las presentes realizaciones,
en general, sera de aproximadamente 0,1 miligramos a aproximadamente 100 miligramos, preferentemente de
aproximadamente 2,0 miligramos a aproximadamente 60 miligramos, mas preferentemente de aproximadamente 20
miligramos a aproximadamente 50 miligramos. Del mismo modo, la cantidad de compuesto terapéutico secundario en
una composicién de dosificacion oral Unica de las presentes realizaciones, en general, se encontrara en el intervalo
de aproximadamente 0,01 miligramos a aproximadamente 1.000 miligramos, mas preferentemente de
aproximadamente 0,1 miligramos a aproximadamente 100 miligramos. Obviamente, la dosificacion exacta variara con
la enfermedad o el trastorno que se esta sometiendo a tratamiento y los intervalos preferidos que pueden determinarse
facilmente.

En una realizacion, se administran de 0,1 a 10 mg/kg de peso corporal de sulfatido al paciente. Mas preferentemente,
se administran de 1 a 10 mg/kg de peso corporal de sulfatido. Preferentemente, esta dosificacion se repite cada dia,
segun sea necesario.

Efecto de los agonistas del receptor de acido retinoico (RAR) sobre la actividad de las células NKT

Como se describe en el presente documento, la administracion del agonista del receptor de acido retinoico (RAR),
acido transretinoico total (ATRA), inhibe de manera significativa el dafio hepatico causado por el consumo de alcohol.
La ingestion de etanol agota los ésteres retinilicos del higado y altera los niveles fisiologicos del &cido transretinoico
total (ATRA), una forma biolégicamente activa de la vitamina A que brinda apoyo a muchas funciones bioldgicas y
puede mejorar la generacion, estabilidad y funcién de la diferenciacion de los linfocitos T CD4+ virgenes en FoxP3+
Tregs incluso en presencia de IL-6. Varias realizaciones descritas en el presente documento se refieren al
descubrimiento de que el ATRA inhibe la funcién efectora de las células NKT tipo I, incluyendo la supresién de la
secrecion de citocina por estas células. Véanse los Ejemplos 8, 9y 11 y las Figuras 8, 10 y 11. Ademas, el ATRA tiene
un efecto de inhibicion directa sobre la actividad de las células NKT tipo I, ejerciendo su efecto inhibidor en ausencia
de células que presenten antigenos. Véanse el Ejemplo 11 y la Figura 11. Ademas, el ATRA no inhibe directamente
la actividad de los linfocitos T CD4+ restringidos por MHC que reconocen los antigenos proteicos, tales como la
proteina basica miélica o MBPAc1-9. Sin desear quedar ligados a una teoria particular, estos datos indican que el
ATRA protege contra el dafio hepatico causado por el consumo en exceso de alcohol mediante la inhibicion de las
células NKT tipo I.

Como se describe en el presente documento, los agonistas del RAR inducen la inhibicion en las células NKT tipo I.
Véanse las Figuras 12, 14 y 15 a 17. Ademas, el dafio hepatico causado por la inflamacién mediada por las células
NKT tipo I, que resulta del consumo en exceso de alcohol, puede prevenirse, reducirse o mitigarse mediante la
administracion de un agonista del RAR. El higado puede inflamarse por una diversidad de diferentes motivos. Por
ejemplo, la inflamacién del higado puede estar causada por infeccidon bacteriana o virica, lesion o ataque del sistema
inmunitario de la propia persona. Aunque la inflamacion normalmente es una respuesta de proteccion y una etapa
necesaria del proceso de curacion, la inflamacién crénica o prolongada puede causar una lesion. Varias realizaciones
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descritas en el presente documento se refieren a la modulacién mediada por el agonista del RAR de los mecanismos
inmunitarios innatos que conducen a la lesiéon hepatica posterior a, relacionada con o causada por la inflamacion.
Algunas realizaciones se refieren a métodos y composiciones para la inhibicién mediada por el agonista del RAR de
la actividad de las células NKT tipo | que modulan las interacciones entre los componentes del sistema inmunitario
innato para proporcionar tolerancia a los antigenos derivados del intestino o derivados de metabolitos sin afectar o
afectando minimamente a la respuesta inmunitaria innata a patégenos no identificados propios.

Ya que los agonistas del RAR pueden desenergizar directamente las células NKT tipo |, los agonistas del RAR se
pueden usar para someter a tratamiento cualquier indicacion en la que las células NKT tipo | desempefien una funcion
patégena. Algunos ejemplos de enfermedades que se pueden someter a tratamiento mediante las realizaciones de la
presente divulgacién incluyen hepatitis inducida por el alcohol, esteatohepatitis no alcohdlica, cirrosis, cirrosis
fulminante, hepatitis idiopatica, hepatitis inducida por virus (A, B, C y otros), hepatitis inflamatoria asociada a carcinoma
hepatobiliar, esclerosis multiple, diabetes tipo 1, lesion por reperfusion isquémica, trasplante de érgano sélido, lupus
eritematoso sistémico, artritis reumatoide, esclerosis lateral amiotréfica y enfermedad intestinal inflamatoria (de Crohn
y colitis).

En algunas realizaciones, existen diversas indicaciones de enfermedades o trastornos relacionados con el sistema
autoinmunitario o inmunitario que se someten a tratamiento, previenen o mitigan mediante la inhibicién mediada por
el RAR de la actividad de las células NKT tipo I. En particular, un aspecto de la presente realizacién se refiere a un
método para someter a tratamiento a un paciente que padece sintomas de una enfermedad o trastorno relacionado
con el sistema autoinmunitario o inmunitario, tal como, por ejemplo, esclerosis mdltiple, lupus eritematoso sistémico,
SIDA, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes mellitus dependiente de la insulina, hepatitis
autoinmunitaria, asma y enfermedad celiaca con una cantidad eficaz de un agonista del RAR. En algunas realizaciones,
la inhibicion mediada por el agonista del RAR de la actividad de las células NKT tipo | previene o mitiga los sintomas
del asma.

Algunas realizaciones se refieren a un método para inhibir o prevenir la inflamacién mediada por las células NKT tipo
| después de la reperfusion isquémica mediante la administracion de un agonista del RAR. Las células NKT tipo |
desempefian una funcién patégena en afecciones, tales como la lesion por isquemia y reperfusién. La lesion por
reperfusion se puede producir en una diversidad de tejidos cuando el riego sanguineo se reestablece después de un
periodo de isquemia. Los ejemplos incluyen tejido del musculo esquelético después de una lesion por compresion, del
musculo cardiaco en relacion con un infarto de miocardio o cirugia cardiaca o enfermedad cardiaca isquémica, del
tejido neural en relacién con un accidente cardiovascular o traumatismo cerebral y del tejido hepatico y renal en
relacion con una cirugia o traumatismo. La lesion por reperfusion isquémica también desempefa un papel importante
en la calidad y funcién del tejido de injerto en el trasplante de 6rganos. La lesién por isquemia y reperfusion es la causa
principal de la hospitalizacién de duracion prolongada y de la disminucion de la supervivencia del injerto a largo plazo.
En algunas realizaciones, la inhibicion mediada por el agonista del RAR de la actividad de las células NKT tipo | inhibe
o previene la lesion hepatica por reperfusién isquémica en relacion con una cirugia o un traumatismo.

Las realizaciones descritas en el presente documento se refieren a la inhibicion de la actividad de las células NKT tipo
I mediante uno o mas agonistas del receptor de acido retinoico (RAR). Los receptores de acido retinoico comprenden
tres subtipos principales: RARa, RAR B y RARYy. Algunas realizaciones se refieren a la inhibicion de la actividad de las
células NKT tipo | mediante uno o méas agonistas pan-activos del RAR, precursores de tales agonistas pan-activos del
RAR y las mezclas de los mismos. Como se usa en el presente documento, la expresién “agonista pan-activo del RAR”
se refiere a un agonista del RAR que afecta a, por ejemplo, activa, el RARa, RARR y RARy de manera sustancialmente
igual o no selectiva. Algunas realizaciones se refieren a la inhibicién de la actividad de las células NKT tipo | mediante
uno o mas agonistas activos del RAR eficaces para afectar de manera selectiva o incluso especifica a, por ejemplo,
activar, al menos uno y preferente ambos precursores de RARR y RARy con respecto a RARa de tales agonistas
activos del RAR y las mezclas de los mismos. Como se usa en este contexto, la expresion “de manera selectiva”
significa que los precursores de agonista del RAR del agonista del RAR y las mezclas de los mismos son mas eficaces,
preferentemente al menos de aproximadamente 10 o aproximadamente 100 veces a aproximadamente 1.000 veces
0 mas eficaces, para afectar a al menos uno y preferentemente ambos de RARR y RARYy con respecto a RARa.
Algunas realizaciones se refieren a la inhibicion de la actividad de las células NKT tipo | mediante uno o mas agonistas
selectivos de un subtipo del RAR, precursores de tales agonistas selectivos de un subtipo del RAR y las mezclas de
los mismos. Como se usa en el presente documento, la expresién “agonista selectivo de un subtipo del RAR” se refiere
a un agonista del RAR que afecta de manera selectiva a, por ejemplo, activa, un subtipo del RAR. Los compuestos
retinoides que presentan selectividad para RARa, RAR 3 y RARy son conocidos en la técnica y se desvelan, por
ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 6.534.544 y 6.025.388.

Varias realizaciones se refieren a un método para inhibir la actividad de las células NKT tipo | proinflamatorias mediante

la administracién de uno o mas agonistas del receptor de acido retinoico (RAR). Los ejemplos de agonistas del RAR
incluyen, pero sin limitacién, los agonistas del RAR enumerados en la Tabla 1.
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Tabla 1: Agonistas del RAR

Nombre del compuesto | Especificidad Estructura
Tretinoina Pan agonista de RAR \ /
RNy Ry ey, - COM
9-cis RA Pan agonista de RAR y RXR
13-cis-RA Pan agonista de RAR
Fenretinida Agonista de RAR
Efectos independientes de RAR
EC 23 Pan agonista de RAR
TTNPB Pan agonista de RAR
Ch 55 Pan agonista de RAR
Tazaroteno Agonista de RARB/y
BMS 753 Agonista de RARa
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(continuacion)

Nombre del compuesto

Especificidad

Estructura

AMS80

Agonista de RARa

AM580 Agonista de RARa
AC55649 Agonista de RARB2
AC261066 Agonista de RARB2
Adapaleno Agonista de RARB y y
CD437 Agonista de RARy
CD1530 Agonista de RARy
CD2665 Agonista de RARy
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(continuacion)

Nombre del compuesto | Especificidad Estructura
MM11253 Agonista de RAR

LE135 Agonista de RARB
BMS493 Pan agonista de RAR inverso
BMS453 Agonista de RARB

Antagonista de RARa o RARy

En algunas realizaciones, la actividad de las células NKT tipo | proinflamatorias se inhibe con uno o mas agonistas del
RAR que se seleccionan del grupo que consiste en ATRA, retinol, 9-cis-RA o 13-cis-RA, tretinoina, AM580, AC55649,
CD1530 o Tazaroteno. En algunas realizaciones, la actividad de las células NKT tipo | proinflamatorias se inhibe con
uno o mas retinoides poliolefinicos, tales como isoretinoina y acitretina. En algunas realizaciones, la actividad de las
células NKT tipo | proinflamatorias se inhibe con uno o mas agonistas del RAR que se seleccionan del grupo que
consiste en etretinato, acitretina e isotretinoina.

Varias realizaciones se refieren a la inhibicion de la actividad de las células NKT tipo | proinflamatorias con tazaroteno,
acido tazaroténico o una mezcla de los mismos. El tazaroteno es un profarmaco de éster etilico que se metaboliza en
el acido libre correspondiente, acido tazaroténico. El tarzaroteno presenta una estructura rigida de anillo cerrado que
ofrece una flexibilidad conformacional limitada en comparacion con el acido transretinoico total, el ligando natural para
los receptores del acido retinoico (RAR). Este cambio estructural confiere al acido tazaroténico especificidad para los
RAR vy selectividad para RARB y RARy.

Los ejemplos de agonistas del RAR incluyen ademas ésteres de acidos cis y trans retinoicos, por ejemplo, ésteres de
alquilo, tales como alcoholes primarios, secundarios o terciarios, incluyendo pero no limitado a: metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, hexilo, heptilo, etilhexilo, octilo, nonilo, laurilo, oleilo, estearilo, hidroxietilo, hidroxipropilo,
bencilo, metilbencilo alfa, propilfenilo alfa, amilo, isoamilo, anisilo, cetilo, mentilo, cinamilo, pinacol, furilo o miristilo.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759 584 T3

Las sales farmacéuticamente aceptables de los agonistas del RAR también pueden usarse para inhibir la actividad de
las células NKT tipo I. Los compuestos desvelados en el presente documento que poseen un grupo suficientemente
acido, un grupo suficientemente basico o ambos funcionales y por consiguiente, pueden reaccionar con cualquiera de
varias bases organicas o inorganicas y acidos inorganicos u organicos para formar una sal.

Los ejemplos de acidos que pueden usarse para formar sales de adiciéon de acido de los agonistas del RAR con grupos
basicos incluyen acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido sulfurico,
acido fosforico y similares y acidos organicos tales como acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico, acido
oxalico, acido p-bromofenil sulfonico, acido carboénico, acido succinico, acido citrico, acido benzoico, acido acético y
similares. Los ejemplos de dichas sales incluyen sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfito, fosfato,
monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato, metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato, propionato,
decanoato, caprilato, acrilato, formato, isobutirato, caproato, heptanoato, propiolato, oxalato, malonato, succinato,
suberato, sebacato, fumarato, maleato, butina-1,4-dioato, hexina-1,6-dioato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato,
dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, ftalato, sulfonato, xilenosulfonato, fenilacetato, fenilpropionato,
fenilbutirato, citrato, lactato, gamma-hidroxibutirato, glicolato, tartrato, metanosulfonato, propanosulfonato, naftaleno-
1-sulfonato, naftaleno-2-sulfonato, mandelato y similares.

Los ejemplos de bases que pueden utilizarse para formar sales de adicion de base a partir de los agonistas del RAR
con grupos acidos incluyen, pero no se limitan a, hidroxidos de metales alcalinos tales como sodio, potasio y litio;
hidréxidos de metales alcalinotérreos tales como calcio y magnesio; hidroxidos de otros metales, tales como aluminio
y zinc; amoniaco y aminas organicas como mono, di o trialquilaminas sustituidas con hidroxi o no sustituidas;
diciclohexilamina; tributil amina; piridina; N-metilo, N-etilamina; dietilamina; trietilamina; mono-, bis-, o tris-(2-hidroxi
alquilaminas inferiores), tales como mono-, bis- o tris-(2-hidroxietil)amina, 2-hidroxi-terc-butilamina o ftris-
(hidroximetil)metilamina, N,N-di-alquilo inferior-N-(hidroxi alquilo inferior)-aminas, tales como N,N-dimetil-N-(2-
hidroxietil)amina o tri-(2-hidroxietil)amina; N-metil-D-glucamina; y aminoacidos tales como arginina, lisina y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “paciente” se refiere a un receptor de un tratamiento terapéutico e
incluye todos los organismos dentro del reino animal. En realizaciones preferidas, el animal se encuentra dentro de la
familia de los mamiferos, tales como humanos, bovinos, ovinos, porcinos, felinos, bufalo, caninos, cabras, equinos,
burros, venados y primates. El animal mas preferido es el humano.

Como se usa en el presente documento, los términos “tratar”, “tratando” y “tratamiento” incluyen “prevenir”,
“previniendo” y “prevencion” respectivamente.

Como se usa en el presente documento la expresién “una cantidad eficaz” de un agente es la cantidad suficiente para
tratar, inhibir o prevenir el dafio hepatico que resulta de la actividad de las células NKT tipo 1 proinflamatorias.

Algunas realizaciones se refieren al tratamiento previo de pacientes con un sulfatido y/o un agonista del RAR antes
de la manifestacion clinica de ALD. En varias realizaciones, los pacientes se tratan con una cantidad eficaz de un
sulfatido y/o un agonista del RAR antes del consumo excesivo de alcohol. En algunas realizaciones mas, los pacientes
se tratan con una cantidad eficaz de un sulfatido y/o un agonista del RAR de aproximadamente 0,5 horas a
aproximadamente 18 horas antes del consumo excesivo de alcohol. En algunas otras realizaciones, los pacientes se
tratan con una cantidad eficaz de un sulfatido y/o un agonista del RAR durante un periodo de consumo crénico de
alcohol.

En algunas realizaciones, la cantidad especifica de agonista del RAR administrada a un paciente variara en funcion
de la enfermedad o afeccion que se esta tratando, asi como la edad, el peso y el sexo del paciente que se esta tratando.
Generalmente, para lograr dicha concentracion final en, por ejemplo, los intestinos o la sangre, la cantidad de agonista
del RAR en una composicion de una dosis Unica de las presentes realizaciones generalmente sera de
aproximadamente 0,1 miligramos a aproximadamente 100 miligramos, preferentemente de aproximadamente 2,0
miligramos a aproximadamente 60 miligramos, mas preferentemente de aproximadamente 20 miligramos a
aproximadamente 50 miligramos. Los ejemplos de dosis adecuadas incluyen: entre aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 10 mg/dia; entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 2 mg/dia; entre aproximadamente 0,01
y 100 mg/dia; entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50 mg/dia; entre aproximadamente 0,1 mg/dia y
aproximadamente 1,0 mg/dia; entre aproximadamente 1,0 mg/dia y aproximadamente 5,0 mg/dia; entre
aproximadamente 5,0 mg/dia y aproximadamente 10,0 mg/dia; entre aproximadamente 10,0 mg/dia y
aproximadamente 15 mg/dia; entre aproximadamente 15,0 mg/dia y aproximadamente 20,0 mg/dia; entre
aproximadamente 20,0 mg/dia y aproximadamente 25,0 mg/dia; entre aproximadamente 30,0 mg/dia y
aproximadamente 35,0 mg/dia; entre aproximadamente 35,0 mg/dia y aproximadamente 40,0 mg/dia; entre
aproximadamente 40,0 mg/dia y aproximadamente 45,0 mg/dia; entre aproximadamente 45,0 mg/dia y
aproximadamente 50,0 mg/dia; entre aproximadamente 50,0 mg/dia y aproximadamente 55,0 mg/dia; entre
aproximadamente 55,0 y aproximadamente 60,0 mg/dia; entre aproximadamente 60,0 mg/dia y aproximadamente
65,0 mg/dia; entre aproximadamente 65,0 mg/dia y aproximadamente 70,0 mg/dia; entre aproximadamente 70,0
mg/dia y aproximadamente 75,0 mg/dia; entre aproximadamente 75,0 mg/dia y aproximadamente 80,0 mg/dia; entre
aproximadamente 80,0 mg/dia y aproximadamente 85,0 mg/dia; entre aproximadamente 85,0 y aproximadamente
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90,0 mg/dia; entre aproximadamente 85,0 mg/dia y aproximadamente 90,0 mg/dia; entre aproximadamente 90,0
mg/dia y aproximadamente 95,0 mg/dia; y entre aproximadamente 95,0 mg/dia y aproximadamente 100,0 mg/dia.
Obviamente, la dosificacion exacta variara con la enfermedad o el trastorno que se esta tratando y los intervalos
preferidos pueden determinarse facilmente.

Cuando se administra tazaroteno oralmente para producir una reduccion en la actividad de las células NKT tipo |, la
dosificacion diaria de tazaroteno preferentemente se encuentra en un intervalo de aproximadamente 0,3 mg/dia a
aproximadamente 7 mg/dia o de aproximadamente 8 mg/dia, mas preferentemente en un intervalo de
aproximadamente 0,6 mg/dia a aproximadamente 6,5 mg/dia o aproximadamente 7 mg/dia. En algunas realizaciones,
el tazaroteno administrado oralmente se administra en dosis diarias de tazaroteno que incluyen 0,4 mg/dia, 0,75
mg/dia, 1,5 mg/dia, 2,8 mg/dia, 3 mg/dia, 4,5 mg/dia, 6 mg/dia y 6,3 mg/dia.

De conformidad con las realizaciones, el agonista del RAR puede administrarse para aliviar los sintomas de un
paciente o puede administrarse para contrarrestar un mecanismo del trastorno en si. En ciertas realizaciones, el
agonista del RAR puede administrarse como una medida profilactica. En algunas realizaciones se administran
multiples dosis del agonista del RAR. Los expertos en la materia apreciaran que estos fines de tratamiento
habitualmente se encuentran relacionados y que los tratamientos pueden personalizarse para los pacientes
particulares basandose en diversos factores. Estos factores pueden incluir la edad, el género o la salud del paciente
y la evoluciéon de la enfermedad o trastorno autoinmunitario o inmunitario relacionado. La metodologia de tratamiento
para un paciente puede personalizarse en lo que respecta a la dosificacion, tiempo de administracion, via de
administracion y mediante la administracion concurrente o secuencial de otras terapias.

En algunas realizaciones, pueden administrarse uno o mas compuestos del agonista del RAR solos o en combinacion
con otro compuesto terapéutico. Por ejemplo, puede administrarse uno o mas compuestos del agonista del RAR en
combinacién con un sulfatido. Puede utilizarse cualquier compuesto terapéutico conocido utilizado en el tratamiento
de la enfermedad hepatica inducida por el alcohol, la enfermedad inflamatoria, la enfermedad autoinmunitaria o la
lesion por reperfusion. En algunas realizaciones, el agonista del RAR puede administrarse en combinacion con sulfuro
de hidrégeno (H2S). En algunas realizaciones, el agonista del RAR puede administrarse en combinacion con
antioxidantes. En algunas realizaciones el agonista del RAR puede administrarse en combinacién con, por ejemplo,
corticosteroides, agentes biolégicos (por ejemplo, anti-TNF-alfa y anti-IL-6), inmunomoduladores (por ejemplo, RU-
486), farmacos antireumaticos que modifican la enfermedad (DMARDS, tales como leflunomida), inhibidores de COX-
2 (celecoxib), farmacos antiinflamatorios no-esteroideos (NSAIDS, como naproxeno), antidiabéticos orales (OAD,
como metformina o sitaglipteno), agonistas de GLP-1, insulina, agonistas/antagonistas de PPAR, mediadores de EGF
(agentes anticancerigenos), otros agentes eficaces para tratar canceres hepaticos, terapias a base de células para los
canceres de higado; interferones (IFN) para hepatitis C, esclerosis multiple o lupus eritematoso; y antagonistas de
LFA-1.

Los compuestos agonistas del RAR y los compuestos de sulfatido descritos en el presente documento pueden
utilizarse como un principio activo incorporado en una composicion farmacéutica. En algunas realizaciones la
composicion farmacéutica puede comprender un unico principio activo. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica puede comprender dos, tres, cuatro, cinco o mas principios activos. Se contemplan todos los modos de
administracion, por ejemplo, oral, rectal, parenteral, tépica o intravenosa, intramuscular, intraesternal o inyeccion
subcutanea o en una forma adecuada para la inhalacion. Las formulaciones pueden, segin sea adecuado, presentarse
de forma conveniente en unidades de dosificacién separadas y pueden prepararse mediante cualquiera de los
métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Los principios activos se formularan generalmente con uno o mas
excipientes farmacéuticamente aceptables de conformidad con la practica conocida y establecida. Por consiguiente,
la composicién farmacéutica puede formularse como un liquido, polvo, elixir, solucién inyectable, suspension,
supositorio, etc.

Los principios activos de conformidad con algunas realizaciones pueden formularse para la administracion oral tales
como comprimidos, capsulas de gelatina dura, capsulas de gelatina blanda, que comprenden el principio activo en
forma de polvo, una mezcla de excipientes, un liquido o solucién, una suspension, una solucién sélida. Los principios
activos de conformidad con algunas realizaciones pueden formularse para la administracion intraoral (sublingual o
bucal) como una forma de dosificacién sélida que se disuelve rapidamente o comprimidos efervescentes, peliculas
finas, obleas bucales o como una forma liquida o semisdlida, como un gel, solucién, emulsion, suspensién. Los
principios activos de conformidad con algunas realizaciones pueden formularse para la administracion mediante
inyeccion como una solucién, suspensiéon o emulsidon acuosa o no acuosa. Las soluciones y suspensiones a base de
aceite comprenden mezclas de aceites naturales o sintéticos como aceite de soja, aceite de semilla de algodon, aceite
mineral, aceite de sésamo, aceite de ricino, aceites vegetales hidrogenados, cera de abeja. Los principios activos de
conformidad con algunas realizaciones pueden formularse para la administracion transdérmica como una crema, un
gel, una emulsion, una solucién acuosa, una solucién oleosa, una suspension, una pelicula, un parche, una espuma.
Los principios activos de conformidad con algunas realizaciones pueden formularse para la administracién intranasal
como un polvo, suspension, solucidon, emulsién. Los principios activos de conformidad con algunas realizaciones
pueden formularse para la administracion pulmonar como un polvo micronizado. La administracion oral se asocia con
el metabolismo de primer paso asi como la induccion de enzimas metabolizadoras. Por consiguiente, la fuerza y el
régimen de dosificacion de los acidos retinoicos pueden personalizarse para obtener un efecto 6ptimo. Las vias de
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administracion alternativas, por ejemplo, sublingual, bucal, inyeccién, pulmonar y transdérmica, pueden preferirse
sobre |la administracion oral. Las vias de administracion alternativas, como las descritas, evitan el metabolismo de
primer paso y la absorcidn de Gl, demuestran una induccién enzimatica menor y proporcionan una farmacocinética de
repeticion de dosis constante.

Las formulaciones farmacéuticas de conformidad con las presentes realizaciones pueden ser de liberacion inmediata
o de liberacion modificada (por ejemplo, liberacion sostenida, liberacion pulsatil, liberacion controlada, liberacion
retrasada, liberacion lenta). Debido a que son inmediatamente activas, las cantidades farmacolédgicas de isdmeros
retinoides administrados oralmente pueden tener efectos secundarios. Estos efectos secundarios han sido una
limitacion seria para el uso de retinoides orales en la terapia. A pesar de que los retinoides aplicados tépicamente
presentan una carga teratogénica pequena existen otras toxicidades asociadas con esta via de administracion que
limitan su uso incluida la irritacién de la piel. Una razén fundamental de la toxicidad oral y topica es que los retinoides
se encuentran disponibles completa e inmediatamente tras la administracién. Un proceso por el cual un retinoide
puede encontrarse disponible in vivo mas lentamente y de forma mas continua evitaria los picos y valles en la
disponibilidad del retinoide, lo que proporcionaria un nivel eficaz del compuesto in vivo durante un periodo de tiempo
mas prolongado y también evitaria o reduciria de forma sustancial las toxicidades que habitualmente resultan de la
disponibilidad instantanea de cantidades excesivas de la sustancia. Una formulacién oleosa inyectable de retinol, éster
de retinol y en particular, éster graso de retinol, acido retinoico o éster de acido retinoico puede administrarse
intramuscularmente en un régimen semanal y proporcionar una administracion de liberacion lenta sistémica, de
conformidad con dichos principios.

En algunas realizaciones, la preparacién de terc-butil éster de acido transretinoico todo trans es la siguiente. A una
solucion de acido transretinoico total (100 mg, 0,33 mmol) en éter anhidro se le afadié cloruro de oxalilo (42,3 mg,
0,333 mmol) a 0 grados C y se agitdé a dicha temperatura durante 30 minutos y se afiadié piridina (28,7 mg, 0,363
mmol), 2-metil-2-propanol (26,8 mg, 0,363 mmol) y se agité a temperatura ambiente en la oscuridad después de lo
cual la reacciéon se completé segun se indicé mediante TLC. A continuacion la mezcla de reaccién se inactivd con
agua y se extrajo con éter (3 veces, 10 ml), solucién de bicarbonato de sodio saturado (3 veces, 5 ml) y nuevamente
con agua (3 veces, 5 ml), se secd (MgSO.sub.4) y se evapord. El residuo grueso se volvié a disolver en hexano y se
aplico sobre un cartucho de silice Sep-Pak (2 g). La elucién con hexano/acetato de etilo (9,7:0,3) proporciond el éster
butilico de acido retinoico. La purificacion final se logré6 mediante HPLC (columna Zorbax-Sil de 10mm x 25cm, 4
ml/min) usando el sistema de disolventes hexano/isopropanol (90:10). El butirato de retinoilo todo trans puro 2 (98 mg,
82,6 %) se eluyd como un aceite espeso.

Algunas realizaciones se refieren a la formulacion de éster butilretinoico para la inyeccion como se describe a
continuacioén. Una solucién de 10 g de éster butilretinoico se disolvié en una mezcla de 7 3g de aceite de algodén que
contenia 0,1 g de hidroxianisol butilado y 10 g de alcohol bencilico a una temperatura levemente elevada y con mezcla
de alta cizalla en condiciones asépticas. La mezcla se filtr6 de forma estéril y se colocé en una jeringa para su uso
posterior. Para administrarse mediante inyeccién intramuscular. Algunas realizaciones se refieren a la formulacion de
palmitato de retinol en aceite de algodén como anteriormente para la inyeccion intramuscular.

Algunas realizaciones se refieren a la formulacion de una forma de dosificacion oral de uno o mas principios activos
de las presentes realizaciones como se describe a continuacion. 10 g de acido retinoico se disolvieron en una mezcla
de cera de abeja, hidroxianisol butilado, edetato disédico, copos de aceite de soja hidrogenado, aceites vegetales
hidrogenados y alcohol de aceite de soja a una temperatura levemente elevada y con mezcla de alta cizalla. La mezcla
se sellé en capsulas de gelatina blanda en concentraciones de dosis de 2 mg, 5 mg y 10 mg para la administracion
oral.

Algunas realizaciones se refieren a la formulacién de un comprimido bucal bioadhesivo que contiene uno o mas
principios activos de las presentes realizaciones. Se prepard una combinacion de excipientes que contenia un 24 %
de principio activo, un 21 % de HPMC, un 18 % de almidén de maiz, un 24 % de lactosa, un 1 % de silice, un 2,5 %
de policarbofil (Noveon), un 7,5 % de carbdmero 974P, un 1,2 % de talco y un 0,7 % de estearato de magnesio. La
combinacioén se prensoé en comprimidos de aproximadamente 1 cm de diametro.

Algunas realizaciones se refieren a una formulaciéon de una pelicula sublingual que contiene uno o mas principios
activos de las presentes realizaciones. Lo siguiente se mezcla en 50 g de agua: 3 g de metocel E5, 5 g de metocel
E50, 1 g de klucel, 1 g de maltodextrina, 1 g de acido citrico, 3 g de sucralosa, 5 g de sabor a naranja, 0,2 g de
parabeno, 0,1 de edetato sddico y 5 g de sorbitol. Se afiadié 1 g de acido retinoico y la mezcla se desgasificé con
agitacion. La composicion se esparcio finamente a lo largo de un soporte de pelicula de poliéster y se dejé secar al
aire en la ausencia de cualquier luz directa para evitar la degradacién. A continuacion la pelicula se cort6 para generar
dosis de 2 a 10 mg.

Algunas realizaciones se refieren a un kit, que puede incluir uno o mas sulfatidos, agonistas del RAR o cualquier
combinacién de los mismos, preferentemente como una composicion farmacéutica. En algunas realizaciones, se
proporciona cis-tetracosenoilo en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, se proporciona
ATRA en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, se proporciona tazaroteno en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En varias realizaciones, puede proporcionarse opcionalmente sulfuro de
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hidrogeno (H2S). En varias realizaciones, puede proporcionarse opcionalmente uno o mas antioxidantes. En varias
realizaciones, los kits pueden comprender ademas un envase adecuado y/o instrucciones para su uso. Los kits
también pueden comprender un medio para la administracion de uno o mas sulfatidos, agonistas del RAR o cualquier
combinacién de los mismos, tales como un inhalador, un pulverizador (por ejemplo, aerosol nasal), una jeringa para
la inyeccion, una aguja, una bolsa o un empaquetado a presién para capsulas, comprimidos, supositorios. El uno o
mas sulfatidos, agonistas del RAR o cualquier combinacién de los mismos pueden encontrarse en una forma seca o
liofilizada o en una solucidn, particularmente en una solucion estéril. Cuando se encuentra en una forma seca, el kit
puede comprender un diluyente farmacéuticamente aceptable para preparar la formulacién liquida. El kit puede
contener un dispositivo para la administracion de las composiciones, incluyendo, pero no limitado a, jeringa, pipeta,
parche transdérmico o inhalador. Algunas realizaciones se refieren a kits que contienen dosificaciones suficientes de
los compuestos o la composicién para proporcionar un tratamiento efectivo para un individuo durante un periodo
extendido, tales como una semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas u 8 semanas o mas.

En una realizacion ejemplar, a un paciente adulto de 70 kg que presenta riesgo de dafo hepatico quimico por la
prescripcion de farmacos o el abuso de farmacos, se le administra diariamente, de forma intramuscular, una inyeccion
de 7 mg de tazaroteno en 1,0 ml de solucion salina tamponada con fosfato para tratar el dafio hepatico. Esta
dosificacion puede ajustarse basandose en los resultados del tratamiento y la opinién del médico tratante. El
tratamiento preferentemente se continla durante al menos aproximadamente 1 o 2 semanas, preferentemente al
menos aproximadamente 1 o 2 meses y puede continuarse en un régimen crénico.

En otra realizacién ejemplar, a un paciente adulto de 70 kg que presenta riesgo de dafo hepatico quimico por la
prescripcion de farmacos o el abuso de farmacos, se le administra una dosis oral de un agonista del RAR suficiente
para inhibir la actividad de las células NKT tipo I. El dafio hepatico puede controlarse mediante el analisis de los niveles
de enzimas en suero. La dosificacion de agonista del RAR puede ajustarse basandose en los resultados de la prueba
de funciéon hepatica y la opinion del médico tratante. El tratamiento preferentemente se continlia durante al menos
aproximadamente 1 o 2 semanas, preferentemente al menos aproximadamente 1 o 2 meses y puede continuarse en
un régimen cronico. En algunas realizaciones, la duracién del tratamiento coincide con la duracion del comportamiento
del paciente que presenta riesgo de dafio hepatico quimico. En algunas realizaciones, el agonista del RAR se
selecciona del grupo que consiste en ATRA vy tazaroteno. En algunas realizaciones, al paciente se le administra
ademas una dosis de sulfatido suficiente para activar las células NKT tipo II.

Los siguientes ejemplos se presentan para fines ilustrativos. Solamente los ejemplos que se refieren a Tazaroteno y
CD1530 forman parte de la presente invencion.

EJEMPLO 1

El sulfatido media la inhibicion de las células NKT tipo | mientras que activa las células de sulfatido/CD1d-tetramero+

Una dosis de 20 ug de sulfatido se inyecto intraperitonealmente en ratones. Después de la inyeccion de sulfatido, las
MNC del higado se aislaron y marcaron con CFSE. Las células se cultivaron con aGalCer (10 ng/ml) durante 96 horas
en presencia o ausencia de 10 ng/ml de citocina IL-2. Las células se cultivaron con 10 ng/ml de IL-12 solo como control.
Después del cultivo, las células se recolectaron, se tifieron con mAb anti-TCRp y tetrameros aGalCer/CD1d, se realizd
una clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) y se llevaron a cabo analisis de dilucion CFSE sobre las
células de aGalCer/CD1d-tetramero* (NKT tipo I). Véase la Figura 1A. Como se muestra en la Figura 1B, después de
la administracion de sulfatido, las células NKT tipo | no proliferaron en respuesta a un estimulo in vitro con aGalCer.

Las células hepaticas aisladas de ratones a los que se les inyectd6 PBS o 20 pg de sulfatido, se clasificaron en
poblaciones de sulfatido/CD1d-tetramero+ y tetramero- y se tifieron para el IFN-y+ intracitoplasmatico. Como se
muestra en la Figura 1C, los ratones a los que se les inyecté sulfatido tuvieron el mayor % de células positivas para el
IFN-y.

La administracién de sulfatido da como resultado tanto la inhibicién de la proliferacion de células NKT tipo | como el
aumento del % de células positivas para IFN-y. Sin desear quedar ligado a teoria particular alguna, se sugiere que la
administracion de sulfatido activa las células dendriticas plasmacitoides (pDC) y las células NKT tipo Il que secretan
citocinas y quimiocinas y esta interaccién resulta en la induccién de la inhibicion mediada por cDC en las células NKT
tipo I.

EJEMPLO 2

La administracion de sulfatido protege contra la hepatitis inducida por ConA

Los ratones hembra C57BL/6 se trataron con 8,5 mg/kg de Concavalina A (ConA) (disuelta en solucion salina
tamponada con fosfato libre de pirégenos, PBS) intravenosamente (i.v.), lo que induce el dafio hepatico de forma
similar al provocado por la hepatitis. Inmediatamente después de la inyeccion de ConA, se inyecto intraperitonealmente
(i.p.) a los ratones 20 pg (1mg/kg/m) de sulfatido de cerebro bovino o PBS.
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El dafio al higado da lugar a anormalidades reveladoras (que sugieren la enfermedad hepatica) detectables con
pruebas de funcion hepatica. Por ejemplo, la hepatitis virica puede hacer que las enzimas alanina amino transferasa
(ALT) y aspartato amino transferasa (AST) en las células hepaticas lesionadas se viertan al torrente sanguineo y
aumenten su nivel en sangre. Para probar el dafio hepatico, se recolect6 suero y se midieron los niveles de las enzimas
ALT y AST ensuero alas 0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas después de la inyeccion de Con A o Con A + sulfatido. Los niveles
de enzimas en suero se midieron con la ayuda de Laboratory Corporation of America, San Diego, CA. Como se
muestra en la Figura 1e, se observaron niveles comparables de enzimas en suero a las 6 horas de la inyeccion de
Con A o Con A + sulfatido, no obstante, los niveles de ALT y AST en suero fueron menores a las 12, 24 y 48 horas en
los ratones a los que se les inyectd ConA y sulfatido. En los ratones a los que se les inyectd Con A (@), el pico de ALT
y AST en suero se dio aproximadamente a las 12 horas (ALT~15,8x10% IU/L y AST~22,7x103 IU/L) y regreso al punto
de referencia a las 48 horas. En contraste, después de la combinacién de inyeccion de Con A + sulfatido (O), se
registro una disminucion significativa en el nivel en suero de ALT y AST (ALT~2,5x103 IU/L y AST~5,4x10%|U/L) a las
12 horas y regreso al punto de referencia a las 24 horas. Los valores son promedios + desviacion estandar (SD) de 5
ratones por grupo. P < 0,001.

Los ratones se sacrificaron a las 12, 24, 48, 72 y 96 horas después del tratamiento y se recolectaron sus higados. El
tejido hepatico se fijo en una solucion de formaldehido al 10 % y se mantuvo a temperatura ambiente hasta su uso. El
examen histologico con el uso de tincion con hematoxilina y eosina (H&E) se realizé en Pacific Pathology Inc., San
Diego, CA.

Como se muestra en la Figura 1d, la tincién con H&E demostré una mejora marcada en la histologia hepatica en los
ratones tratados con Con A + sulfatido de cerebro bovino con respecto a los ratones tratados con Con A solamente.
El examen histoldgico mostré una infiltracion difusa y masiva y una necrosis grave en los intervalos de tiempo indicados
después de la inyeccion de los ratones con Con A, Figura 1d, paneles superiores. En contraste, la inyeccion de
sulfatido + Con A se asocio a una lesion leve en términos de una infiltracion menor y una necrosis menor en las
secreciones hepaticas a las 12 horas a 48 horas y la histologia volvié a ser normal a las 72 horas,

Figura 1d, paneles inferiores.

En conjunto, los resultados obtenidos en el Ejemplo 1y en el Ejemplo 2 indican que (a) el sulfatido media la inhibicion
de las células NKT tipo | en el higado y (b) la administracién de sulfatido activa las células de sulfatido/CD1d-tetrdmero+
y protege contra la hepatitis inducida por Con A. Esto indica que las células dendriticas convencionales (cDC)
tolerizadas y las células NKT tipo | anérgicas conducen colectivamente a una inhibicién significativa de la cascada
inflamatoria perjudicial.

EJEMPLO 3

Analisis del efecto de la respuesta inmune a la lesién hepatica por isquemia y reperfusion sobre la composicion de la
poblacion de células CD11b+Gr-1+

El modelo de lesion hepatica por isquemia y reperfusion se establecié como se describe en Shen XD, Ke B, Zhai Y, et
al., se requiere la via de coestimulacion de las células T CD154-CD40 en el mecanismo de la lesion hepatica por
isquemia/reperfusion y su bloqueo facilita y depende de la citoproteccion mediada por hemo oxigenasa-1.
Transplantation 2002, 74:315-9, incorporada en la presente en su totalidad con algunas modificaciones.

Los ratones de tipo salvaje y Ja187- que carecen de las células NKT tipo | pero que tienen niveles normales de células
NKT tipo Il (3-5 ratones/grupo) o los ratones TS (2 a 3 ratones/grupo) tratados 3 horas antes con 20 ug de
sulfatido/raton se anestesiaron con inyeccion intraperitoneal de 60 mg/kg de pentobarbital sédico. Después de la
laparotomia media, se aplico un clip atraumatico a la triada hepatica (arteria hepatica, vena portal, ducto biliar) de los
3 lébulos cefélicos del higado. Los lobulos caudales mantuvieron intacta la circulacion de la sangre para prevenir la
congestion venosa intestinal. El peritoneo se cerrd y los ratones se colocaron sobre una almohadilla de calentamiento
(~37 °C). La temperatura ambiente varié entre 25 y 26 °C. Después de 90 minutos de isquemia hepatica caliente, se
quitoé el clip, por lo que se inicié la reperfusion y se suturd la pared abdominal. Se practicé eutanasia a los ratones
después de 6 horas de la reperfusion y se recolectd la sangre y los I6bulos cefalicos del higado. Los controles
simulados experimentaron el mismo procedimiento pero sin oclusién vascular.

Preparacién de las células. Se aislaron los leucocitos de los I6bulos cefalicos del higado de los ratones mediante el
uso de compresion mecanica seguida de separacion de gradiente Percoll y lisis de RBC como se describe en Halder
RC, Aguilera C, Maricic |, et al., Type Il NKT cell-mediated anergy induction in type | NKT prevents inflammatory liver
disease. J Clin Invest 2007, 117:2302-12.

Citometria de flujo. Los leucocitos se suspendieron en tampon FACS (PBS que contenia NaNs al 0,02 % y FCS al
2 %), se bloquearon (FcR-y anti ratén, BD Pharmingen, San Diego, CA) y se tifieron con anticuerpos anti ratén
marcados con mCD1d-tetramero-PE o PE-, FITC- o PE-Cy5 (BD Pharmingen, San Diego, CA o eBioscience Inc., San
Diego, CA) como se indicd. La tincién con citocina intracelular (ICCS) de las células hepaticas mononucleares (MNC)

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759 584 T3

se llevé a cabo como se describe en Halder RC, Aguilera C, Maricic |, et al., Type Il NKT cell-mediated anergy induction
in type | NKT prevents inflammatory liver disease. J Clin Invest 2007, 117:2302-12. El andlisis se realizé6 con un
instrumento FACSCalibur mediante el uso del software CellQuest (version 4.0.2, BD, Franklin Lakes, NJ). Se
controlaron las poblaciones de Gr-12" y Gr-1"". Véase la Figura 2a.

Estadistica. Los datos se expresan como promedio + SEM para cada grupo. P<0,005. Las diferencias estadisticas
entre los grupos se evaluaron con la prueba t de Student de una cola sin parear, mediante el uso del software
GraphPad Prism (version 5.0a, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).

Resultados. El subgrupo de células Gr-1" se compone predominantemente de monocitos y precursores mieloides.
Después de la lesion por isquemia y reperfusion (IRI), las células de Gr-1" aumentaron en aproximadamente 3,5
veces (p < 0,005) en comparacién con el placebo en los higados de los ratones TS, mientras que no se observo ningun
aumento después de la lesion por isquemia y reperfusion en los ratones Ja187-. Véase la Figura 2b, paneles superiores.
Por consiguiente, el reclutamiento hepatico de los subgrupos de células mieloides durante la lesién por isquemia y
reperfusion depende de la presencia de células NKT tipo |, de las que carecen los ratones Ja187-.

Cuando se comparo con los ratones sin tratar, el subgrupo de células Gr-1" se redujo en los ratones tratados con
sulfatido en aproximadamente un 50 % después de IRI. Esto sugiere que la actividad de reclutamiento de células
mieloides de las células NKT tipo | se redujo después del tratamiento con sulfatido.

El subgrupo de células Gr-12"° que consiste principalmente en granulocitos, no difirié de forma significativa entre los
higados de los controles de placebo y los ratones a los que se les indujo lesién por isquemia y reperfusién. Figura 2b,
paneles inferiores.

EJEMPLO 4

La administracién de sulfatido antes de la induccién de la lesién por isquemia y reperfusion inhibe de forma significativa
la secrecién de IFN-y de las células NKT tipo |

A un grupo de ratones TS (n=3) se le inyecto sulfatido (20 pg/ratén i.p.) 3 horas antes de la induccién de isquemia
(Sulf. IRI), los otros grupos (IRI (n=3), placebo (n=2)) no se trataron previamente. Se indujo lesidon hepatica por
isquemia y reperfusion (90 minutos de isquemia y 6 horas de reperfusion) y se realiz6 cirugia de placebo como se
describe en el Ejemplo 3.

Preparacion de las células. Se aislaron los leucocitos de los I6bulos cefalicos del higado de los ratones mediante el
uso de compresion mecanica seguida de separacion de gradiente Percoll y lisis de RBC como se describe en Halder
RC, Aguilera C, Maricic I, et al., Type Il NKT cell-mediated anergy induction in type | NKT prevents inflammatory liver
disease. J Clin Invest 2007, 117:2302-12.

Citometria de flujo. Los leucocitos se suspendieron en tampén FACS (PBS que contenia NaNs al 0,02 % y FCS al
2 %), se bloquearon (FcR-y anti ratén, BD Pharmingen, San Diego, CA) y se tifieron con anticuerpos anti raton
mCD1d-tetramero-PE cargados con aGalCer (BD Pharmingen, San Diego, CA o eBioscience Inc., San Diego, CA). El
analisis se realiz6 con un instrumento FACSCalibur mediante el uso del software CellQuest (version 4.0.2, BD, Franklin
Lakes, NJ).

Estadistica. Los datos se expresan como promedio + SEM para cada grupo. P < 0,01. Las diferencias estadisticas
entre los grupos se evaluaron con la prueba t de Student de una cola sin parear, mediante el uso del software
GraphPad Prism (version 5.0a, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).

Resultados. Después de la induccion de la lesién por isquemia y reperfusion, las células NKT tipo | mostraron un
aumento en la produccion de IFN-y en comparacion con las células NKT tipo | de la cirugia de placebo, mientras que
la administracion de sulfatido 3 horas antes de la lesion por isquemia y reperfusiéon redujo de forma significativa la
secrecion de IFN-y de las células NKT tipo I. Véase la Figura 2c.

EJEMPLO 5

Supresién de las células NKT tipo | en la necrosis hepatica reducida después de IRI

El sulfatido derivado de mielina bovina purificado (>90 % puro), comprado a Matreya Inc., Pleasant Gap, PA, se disolvio
en un vehiculo (solucion de polisorbato-20 al 0,5 % (Tween-20) y NaCl al 0,9 %) y se diluyé en PBS. Los grupos de
ratones BL/6 (sulfatido TS) y ratones Ja18’ (sulfatido de Ja187) se trataron con sulfatido (20 pg/raton)
intraperitonealmente de 3 a 48 horas antes de la induccion de la isquemia o cirugia de placebo. La lesion hepatica por
isquemia y reperfusion y la cirugia de placebo se llevd a cabo como se describe en el ejemplo 3 en los ratones TS y
Ja187 tratados con sulfatido y sin tratar. Después de 90 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusion, los tejidos
hepaticos (I6bulos cefalicos) se fijaron en formalina al 10 %, se incrustaron en parafina y las secciones se tifieron con
hematotoxilina y eosina para el analisis histoldgico (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine).
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Los ratones TS tratados previamente con sulfatido (sulfatido TS) y los ratones Ja18” desarrollaron Gnicamente
necrosis minima o no hepatica después de IRI, mientras que se encontraron grandes areas necroticas en los I6bulos
cefalicos del higado de los ratones sin tratar (WT). Véase la figura 4, paneles superiores. Los controles de placebo no
mostraron necrosis. Véase la figura 4, paneles inferiores. El analisis histologico indicé que la necrosis después de IRI
se redujo en los higados de los ratones que carecian de células NKT tipo | (ratones Ja18) y en los ratones en que la
actividad de las células NKT tipo | fue suprimida por el tratamiento con sulfatido.

EJEMPLO 6

Induccién de enfermedad hepatica inducida por el alcohol en ratones TS y los que contenian células NKT tipo 1
reducidas (Ja18-/-)

Después de la aclimatacién con dieta liquida de Lieber-DeCarli nutricionalmente adecuada durante una semana, se le
dio a los ratones C57BL/6J de 6-8 semanas de edad (B6) y a los ratones Ja18-/-, que carecian de células NKT tipo 1
pero no de células NKT tipo 2, acceso libre a una dieta liquida que contenia etanol al 5 % o una dieta isocalérica que
contenia dextrina maltosa (Bio-Serv, NJ). Se tomaron las precauciones de preparar una dieta fresca todos los dias
mediante el uso de agua en autoclave en recipientes esterilizados y se cambié el alimento diariamente.

Los ratones B6 y Ja18-/- que recibieron una dieta que contenia etanol se separaron en dos grupos, el grupo que se
alimentd con etanol de forma croénica y el grupo que se alimenté de forma crénica e ingirié etanol en exceso. Los
ratones en el grupo que se alimenté con etanol de forma crénica se alimentaron con una dieta liquida que contenia
etanol al 5 % durante hasta 4-5 semanas. Los ratones en el grupo que se aliment6 de forma cronica e ingirié etanol
en exceso se alimentaron con una dieta liquida que contenia etanol al 5 % durante 10 dias seguido de (en el dia 11)
una unica dosis elevada de etanol mediante sonda oral (5 g/kg de peso corporal). Los ratones en el grupo de control
recibieron dextrina maltosa isocalérica mediante sonda oral. Después de la administracion de la sonda oral, los ratones
se mantuvieron en una almohadilla caliente de temperatura controlada y se monitorizaron. A pesar de que al comienzo
se movian lentamente, la mayoria de los ratones que recibié la dosis elevada de etanol mediante sonda oral recobré
su comportamiento normal a las pocas horas. Se practicé eutanasia a los ratones a las 8 a 9 horas de la administracion
de la sonda oral.

La tincién con H&E se realizd en el tejido de los l6bulos hepaticos obtenidos de ratones macho B6 y Ja18-/-
alimentados con etanol después de 10 dias 0 4 a 5 semanas de alimentacidn crénica con etanol o alimentacion cronica
e ingestion en exceso de etanol. Como se muestra en la Figura 9a (paneles superiores), el analisis histopatolégico no
mostré dafo hepatico en los ratones B6 o Ja18-/- sometidos a alimentaciéon crénica con etanol durante 10 dias.
Asimismo, no se observé dafo hepatico mediante el analisis histopatolégico del tejido hepético de los ratones B6 y
Ja18-/- sometidos a alimentacion crénica con etanol durante 4-5 semanas (datos no mostrados). No obstante, los
analisis histopatoldgicos del tejido hepatico de los ratones B6 sometidos a alimentacion crénica mas consumo en
exceso de etanol, mostraron dafio significativo. Véase la Figura 9a, panel izquierdo inferior. Mientras que el tejido
hepatico de los ratones Ja18-/- sometidos a alimentacidn crénica mas consumo en exceso de etanol mostré dafio
relativamente pequefo. Véase la Figura 9a, panel derecho inferior.

Los niveles de ALT en suero se midieron en los ratones B6 y Ja18-/- de control y en los ratones B6 y Ja18-/-
alimentados con etanol después de 10 dias 0 4-5 semanas de alimentacion crénica mas consumo en exceso de etanol.
Como se muestra en la Figura 9b, panel izquierdo, el etanol crénico no condujo a un aumento significativo de los
niveles de ALT en suero. Los niveles de ALT en suero aumentaron de forma significativa en los ratones B6 sometidos
a alimentacion crénica mas consumo en exceso de etanol y aumentaron en menor medida en los ratones Ja18-/-
sometidos a alimentacion crénica mas consumo en exceso de etanol en comparacion con el control. Véase la Figura
9b, panel derecho.

El dafio hepatico maximo (en comparacion con los controles sin etanol), como se ejemplifica por histologia o niveles
en suero de ALT/AST, se observé en los ratones B6 y Ja18-/- 6 a 8 horas después de una dosis elevada de etanol
mediante sonda oral. Entre los grupos que recibieron alimentacion crénica mas consumo en exceso de etanol, los
ratones Ja18-/-, que carecian de células NKT tipo 1, mostraron un dafo hepatico menor.

Dado que la alimentacion crénica con etanol durante 10 dias o durante 4 a 5 semanas no condujo a ningun dafo
hepatico significativo como se ejemplifica mediante analisis histopatologico ni a ningun cambio significativo en los
niveles de ALT/AST en suero, esto se refiere a la fase preclinica o subclinica de ALD. La fase clinica de ALD se indujo
después de una segunda etapa de alimentacién crénica y consumo en exceso de alcohol.

Las células hepaticas mononucleares (MNC) se aislaron de los grupos (4 en cada uno) de ratones B6 y Ja18-/-
después de 5 semanas de alimentacién con una dieta liquida de Lieber-Decarli que contenia etanol al 5 %
(alimentacién crénica con etanol) o una dieta de control que contenia una cantidad similar de calorias. Las MNC
aisladas del higado se tifieron con varios anticuerpos de la superficie celular y se analizaron mediante citometria de
flujo. La acumulaciéon de células NKT tipo | activadas y células mieloides CD11b+Gr-1+ se observo en los higados de
los ratones B6 pero no en los ratones Ja18-/-, ratones en la fase preclinica de ALD. Véase la Figura 5.
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EJEMPLO 7

Prevencion de la lesidn hepatica inducida por alcohol por sulfatido o acido retinoico todo trans (ATRA)

Los grupos de ratones B6 (WT) y Ja18-/- macho de 7 semanas de edad se inyectaron (i.p.) con: 20 microgramos/raton
de sulfatido en los dias 1y 10; 0,3 miligramos/ratén de ATRA en los dias 6-10 o vehiculo/DMSO y se alimentaron con
una dieta liquida que contenia etanol al 5 % durante 10 dias seguida (en el dia 11) de una Unica dosis elevada de
etanol mediante sonda oral (5 g/kg de peso corporal) (grupo de alimentacién crénica mas consumo en exceso de
etanol) o una dieta isocaldrica que contenia dextrina maltosa seguida por una sonda oral isocalérica de dextrina
maltosa (grupo de control). Se practicé eutanasia a los ratones a las 6 a 8 horas después de la administracion de la
sonda oral y se recolect6 el suero y el tejido hepatico.

Se determinaron los niveles de ALT en suero para cada grupo de ratones. Como se muestra en la figura 6, los niveles
de ALT en suero aumentaron de forma significativa en los ratones B6 a los que se les inyectd vehiculo/DMSO
sometidos a alimentacion cronica mas consumo en exceso de etanol (barra negra), mientras que los niveles de ALT
en suero en los ratones B6 sometidos a alimentacién crénica mas consumo en exceso de etanol que recibieron
inyecciones de sulfatido (barra a rayas horizontales) o ATRA (barra a rayas verticales) fueron similares a los de los
ratones B6 que recibieron alimentacion de control (barra sin sombrear). Los niveles en suero de ALT aumentaron en
los ratones Ja18-/- a los que se les inyect6 vehiculo/DMSO sometidos a alimentacion crénica mas consumo en exceso
de etanol (barra negra) en comparacion con los ratones Ja18-/- que recibieron alimentacion de control (barra sin
sombrear), no obstante, los ratones Ja18-/- a los que se les inyectd vehiculo/DMSO sometidos a alimentacién crénica
mas consumo en exceso de etanol presentaron niveles reducidos de ALT en suero en comparacion con los ratones
B6 a los que se les inyectd vehiculo/DMSO sometidos a alimentacién cronica mas consumo en exceso de etanol.
Véase la Figura 6.

El examen histolégico para la esteatohepatitis (enfermedad del higado graso) se llevd a cabo en el tejido hepatico
recolectado de los ratones B6 a los que se les inyectd vehiculo/DMSO, sulfatido o ATRA después de la alimentacion
cronica mas consumo en exceso de etanol. Como se muestra en la Figura 7, el tejido hepatico de los ratones B6 a los
que se les inyect6 vehiculo/DMSO mostraron signos significativos de dafio después de la alimentacion crénica mas
consumo en exceso de etanol. No obstante, el tejido hepatico obtenido de los ratones B6 a los que se les inyectd
sulfatido o ATRA, mostro pocos signos de la enfermedad del higado graso.

Los analisis histolégicos y de enzimas hepaticas en suero sugieren que la administracion de sulfatido o del agonista
del receptor del acido retinoico (RAR), ATRA, puede proteger contra el dafio hepatico causado por el consumo
excesivo de alcohol.

EJEMPLO 8

Inhibicién de la proliferacién de las células NKT tipo | por ATRA

Las células NKT tipo | se aislaron de los bazos de ratones B6 sin tratamiento previo y se cultivaron in vitro con [3H]-
timidina y una concentracion optima de aGalCer sola, una concentracion optima de aGalCer mas 0,15 pg/ml, 12 pg/mi
0 18,8 ug/ml de ATRA, o ATRA solo. La proliferacion de las células NKT tipo | se midié6 mediante la incorporacion de
[®H]-timidina. Como se muestra en la Figura 8a, la proliferacion celular fue similar para las células NKT tipo I, cultivadas
en 0,15 ug/ml de ATRA y aGalCer o aGalCer sola, mientras que, en comparacion, la proliferacion fue reducida para
las células NKT tipo I, cultivadas en 1,2 pg/ml o 18,8 ng/ml de ATRA y aGalCer. La mayor inhibicion de la proliferacion
de las células NKT tipo | inducida por aGalCer se observé para 18,8 ug/ml de ATRA. No se observo proliferacion o fue
minima para las células NKT tipo | cultivadas en ATRA solo.

EJEMPLO 9

Inhibicion de la actividad de las células NKT tipo | por ATRA

El efecto de ATRA sobre la secrecion de citocina IL-2 por las células NKT tipo | en respuesta a un estimulo in vitro con
aGalCer se probd mediante el co-cultivo de las células NKT (Hy1.2) y se irradié con células presentadoras de antigenos
(APC) in vitro con una concentracion optima de aGalCer en la presencia o ausencia de ATRA (0,15 pg/ml, 1,2 ug/ml
o 18,8 pg/ml) durante un periodo de 16 horas. Los sobrenadantes se recolectaron y se midieron los niveles de IL-2
secretados mediante el uso de ELISA sandwich de IL-2.

Los niveles de secrecion de IL-2 no fueron afectados de forma significativa por 0,15 ng/ml de ATRA, no obstante, se
observaron reducciones significativas en la secrecion de IL-2 para las células NKT tipo | cultivadas en la presencia de
1,2 ug/ml o 18,8 ug/ml de ATRA. La mayor reduccion en la secrecion de IL-2 se logro con 18,8 ng/ml de ATRA. Véase
la Figura 8b.
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Se probaron los cambios funcionales en las células NKT tipo | después de la administracion de ATRA. En dos
experimentos independientes, grupos de ratones Black 6 (TS) se inyectaron intraperitonealmente con 0,3 mg/animal
(~ 15 mg/Kg peso corporal) de ATRA o vehiculo (DMSO) diariamente durante un periodo de 5 dias. Las células NKT
tipo | se purificaron y cultivaron in vitro con concentraciones en aumento de aGalCer. Se midi6 la proliferacion celular
y se recolectaron los sobrenadantes. Se determind la respuesta a la citocina de las células NKT tipo | aisladas después
del estimulo in vitro con aGalCer mediante ELISA sandwich para IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-13. Las células
NKT tipo | aisladas de los ratones a los que se les inyectd ATRA no proliferaron en respuesta a la estimulacion con
aGalCer (datos no mostrados). Como se muestra en la Figura 8c, las células NKT tipo | aisladas de los ratones a los
que se les inyecto vehiculo (DMSO) secretaron IFN-y, IL-4 e IL-13 en respuesta a la estimulaciéon con aGalCer, pero
no IL-6, IL-10 o IL-12. No se detecto secrecion de IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12 o IL-13 en respuesta a la estimulacién con
aGalCer de las células NKT tipo | aisladas de los ratones a los que se les inyectd ATRA. Se observaron niveles
reducidos de secrecion de IL-4 de las células NKT tipo | aisladas de los ratones a los que se les inyectd ATRA en
respuesta a la estimulacién con aGalCer. Véase la Figura 8c.

EJEMPLO 10

ATRA no inhibe las células T CD4 convencionales restringidas por MHC de clase I

El efecto de ATRA sobre las células T CD4 convencionales restringidas por MHC de clase |l se probé mediante el
aislamiento de las células T CD4+ reactivas a la proteina basica de mielina MBPAc1-9 de ratones transgénicos TCR
B10.PL VR8.2 sin tratamiento previo y cultivo de las células in vitro con [*H]-timidina y una concentracion éptima de
MBPACc1-9 en la presencia o ausencia de concentraciones graduadas de ATRA (0,15, 1,2, 18,8 ug/ml). La proliferacion
de las células T CD4+ reactivas a la proteina basica de mielina MBPAc1-9 se midié mediante la incorporacion de [*H]-
timidina. No se observo inhibicién de la proliferacion estimulada por MBPAc1-9 en los cultivos tratados con ATRA.
Véase la figura 10. Esto sugiere que ATRA no inhibe directamente la actividad de las células T CD4 restringidas por
MHC.

EJEMPLO 11

El tratamiento con ATRA en ausencia de células presentadoras de antigenos inhibe la funcidén de las células NKT tipo
1

También se midio el efecto del tratamiento con ATRA sobre las células NKT tipo | en la ausencia de células
presentadoras de antigenos. Las células del hibridoma NKT tipo | (Hy1.2) se cultivaron in vitro sin ATRA o con 5 ug/ml,
10 pg/ml o 20 pg/ml de ATRA durante 24 horas. A continuacion las células se lavaron tres veces y se co-cultivaron
con esplenocitos irradiados (APC) en la presencia de concentraciones graduadas del antigeno lipidico, aGalCer. Los
sobrenadantes se recolectaron 16 horas después y los niveles de IL-2 se midieron mediante el uso de ELISA sandwich
de IL-2. Como se muestra en la Figura 11, el tratamiento de las células de hibridoma NKT tipo | (Hy1.2) con ATRA
inhibe la secreciéon de IL-2. Esto sugiere que el tratamiento con ATRA en la ausencia de células que presentan
antigenos inhibe la funcién efectora de las células NKT tipo I.

EJEMPLO 12

Inhibicion de la actividad de las células NKT tipo | por los agonistas selectivos de un subtipo del RAR

Los receptores del acido retinoico (RAR) comprenden tres subtipos principales: RARa, RAR 3 y RARYy. El agonista del
RAR, ATRA, no es selectivo para un subtipo especifico. La contribucion de los subtipos del RAR a la inhibicion de la
actividad de las células NKT tipo | se probo con los agonistas selectivos de un subtipo del RAR de la siguiente forma.
Las células esplénicas se aislaron de los ratones B6 (TS) sin tratamiento previo y se cultivaron in vitro en la presencia
de [®H]-timidina, una concentracion 6ptima de aGalCer y concentraciones graduadas del agonista panactivo del RAR,
ATRA, el agonista del RARa, AM580, el agonista del RAR R 2, AC55649 o el agonista del RARy, CD1530. La
proliferacion de las células NKT tipo 1 en respuesta a la estimulacién con aGalCer se midié mediante la incorporacion
de [®H]-timidina.

Las células NKT tipo | cultivadas en la presencia de ATRA, AM580 y CD1530, mostraron niveles similares de
proliferacion celular hasta una concentracion de 10" ug/ml. Véase la Figura 12. Las células cultivadas en la presencia
de 10" ug/ml de ATRA o CD1530 mostraron una proliferacion baja o minima, mientras que la proliferacion se mantuvo
para las células cultivadas en 10" pyg/ml de AM580. Se observd una reduccion en la proliferacion celular en
comparacién con otros agonistas del RAR para el agonista del RAR 3 2, AC55649, en todas las concentraciones
probadas, con la excepcién de 10! ug/ml, a cuya concentracion se observé una proliferacion baja o minima para las
células cultivadas en AC55649, ATRA o CD1530.

Estos resultados sugieren que el agonista del RAR 3 2, AC55649 es un inhibidor eficaz de la actividad de las células

NKT tipo | y que la via de sefalizacion del receptor del acido retinoico 32 (RAR- R 2) se encuentra implicada en la
inhibicion de las células NKT tipo I.
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EJEMPLO 13

Efecto de la modulacién de la via de PPAR-y sobre las células NKT tipo |

Los receptores activados por el proliferador de peroxima (PPAR) son factores de transcripcion inducidos por ligandos
que pertenecen a la superfamilia del receptor de hormonas nucleares, que también incluye a los receptores de la
hormona tiroidea, retinoides, hormonas esteroides y vitamina D. Los PPAR regulan la expresion de genes mediante
la unién con el receptor X retinoide (RXR) como compafiero heterodimérico para los elementos de respuesta del
proliferador de peroxima (PPRE) en el ADN. Los PPAR han jugado un papel en el metabolismo de los lipidos y
energético, en la inflamacion, en la implantaciéon de embriones, en la diabetes y en el cancer.

El papel de la via de PPAR-y en la inhibicion de las células NKT tipo | se probé mediante el cultivo de células NKT tipo
| esplénicas recién aisladas con [®H]-timidina y una concentracion éptima de aGalCer en la presencia o ausencia de
concentraciones graduadas del agonista de PPAR-y, rosiglitazona o el antagonista de PPAR-y, GW9662. La
proliferacién de las células NKT tipo | esplénicas en respuesta a la estimulacion con aGalCer se cuantificd mediante
la incorporacién de [*H]-timidina. Se observaron niveles similares de proliferacion para las células cultivadas en el
agonista de PPAR-y, roziglitazona o en el antagonista de PPAR-y, GW9662, en todas las concentraciones. Véase la
Figura 13. Estos resultados sugieren que la inhibiciéon o activacion de la via de PPAR-y no inhibe directamente la
proliferacién de las células NKT tipo I.

EJEMPLO 14

Examen del efecto de los analogos de retinol sobre la actividad de las células NKT tipo |

Las células esplénicas se aislaron de los ratones B6 sin tratamiento previo y se cultivaron in vitro con [*H]-timidina y
una concentracion 6ptima de aGalCer en la presencia o ausencia de concentraciones graduadas de ATRA, Retinol,
9-cis-RA o 13-cis-RA. La proliferacién de las células NKT tipo | esplénicas en respuesta a la estimulaciéon con aGalCer
se cuantificé mediante la incorporacion de [®H]-timidina. Como se muestra en la Figura 14, no se observo proliferacion
o fue minima, para las células cultivadas en 10" pg/ml de ATRA, mientras que el mismo nivel de inhibicion de la
proliferacion de las células NKT tipo | se observé tnicamente a concentraciones de Retinol, 9-cis-RA o 13-cis-RA que
superaron los 10" pug/ml.

EJEMPLO 15

Examen del efecto de los agonistas del RAR sobre la actividad de las células NKT tipo |

Los ensayos de proliferacion in vitro y liberacion de citocina se realizaron sobre esplenocitos recién aislados e
hibridomas de células NKT tipo | (1.2 Hyb). Las células se cultivaron en la presencia de [*H]-timidina y una
concentracion 6ptima de aGalCer (10 ng /ml) con concentraciones de valoracion de ATRA, tretinoina, el agonista del
RARa, AM580, el agonista del RAR R, AC55649 o el agonista del RARy, CD1530. La proliferacion de las células NKT
tipo | en respuesta a la estimulacion con aGalCer se cuantifico mediante la incorporacién de [®H]-timidina. Se midieron
los niveles de IL-2 mediante el uso de ELISA sandwich de IL-2. Se determinaron las concentraciones éptimas de los
agonistas del RAR. Una comparacion del efecto de los agonistas del RAR en sus concentraciones 6ptimas se muestra
en la Figura 15. Los niveles mas bajos de proliferacion se observaron para las células cultivadas en la presencia de
ATRA, tretinoina, el agonista del RARy, CD1530. Las células cultivadas en la presencia del agonista del RARYy,
CD1530 mostraron los niveles mas bajos de secrecion de IL-2. Estos resultados indican que el agonista del RARYy,
CD1530 es un inhibidor eficaz de la actividad de las células NKT tipo |.

EJEMPLO 16

Comparacion de la inhibicién de las células NKT tipo | por ATRA y tazaroteno.

El efecto del agonista del RARY selectivo, tazaroteno, sobre la actividad de las células NKT tipo |, se examiné mediante
ensayos de proliferacion in vitro y liberacién de citocina.

Los ensayos de proliferacion in vitro y liberacion de citocina se realizaron sobre esplenocitos recién aislados e
hibridomas de células NKT tipo | (1.2 Hyb). Las células se cultivaron en la presencia de [*H]-timidina y una
concentracion 6ptima de aGalCer (10 ng /ml) con concentraciones en aumento de ATRA o tazaroteno. La proliferacion
de las células NKT tipo | en respuesta a la estimulacion con aGalCer se cuantificdé mediante la incorporacion de [°H]-
timidina. Se midieron los niveles de IL-2 mediante el uso de ELISA sandwich de IL-2. Una comparacién de la inhibicién
de las células NKT tipo | por ATRA y tazaroteno se muestra en la Figura 16. Mientras que los agonistas del RAR
inhiben la proliferacion de las células NKT tipo | y la secrecién de IL-2, el tazaroteno logra sus efectos inhibidores a
concentraciones inferiores. Véase la Figura 16.

EJEMPLO 17
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Inhibicion de las células NKT tipo | después de la administracién in vivo de tazaroteno y ATRA

Se probaron los cambios funcionales en las células NKT tipo | después de la administracién in vivo de tazaroteno o
ATRA. Los grupos de ratones se inyectaron intraperitonealmente con 300 pg de ATRA (15 mg/kg), 300 pg de
tazaroteno (15 mg/kg) o vehiculo (DMSQ) diariamente durante un periodo de 5 dias. Las células NKT tipo | esplénicas
se purificaron y cultivaron in vitro con concentraciones en aumento de aGalCer. La proliferacion celular se midié a
través de la cuantificacion de la incorporacion de [*H]-timidina y los resultados se muestran en la Figura 17. Una
comparacion de la respuesta proliferativa de las células aisladas de los ratones a los que se les inyectdé ATRA,
tazaroteno o vehiculo (DMSO) a la estimulacién con aGalCer, indica que la administracion in vivo de ATRA o
tazaroteno inhibe la actividad de las células NKT tipo I. No obstante, los niveles mas bajos de proliferacion se
observaron para las células NKT tipo | aisladas de los ratones a los que se les inyecto tazaroteno. Véase la Figura 17.

Las células mononucleares se aislaron de los higados de ratones a los que se les inyectd ATRA, tazaroteno o vehiculo
(DMSO) y se tifieron con el tetramero aGalCer/CD1d y anticuerpos pan anti-TCRB. Se llevd a cabo la citometria de
flujo y la poblacion de células que expresan los aGalCer/tetrameros-CD1d/TCR (células NKT tipo I) se cuantificé como
se muestra en la Figura 18. No se observé ninguna diferencia significativa en los numeros de células NKT tipo | en los
higados de los animales de control contra aquellos a los que se les administré ATRA o tazaroteno. Véase la Figura
18. Estos resultados indican que la administracién de ATRA o tazaroteno no destruye las células NKT tipo | del higado.

EJEMPLO PREDICTIVO 18

Prevencion de ALD mediante la administracion del agonista del RAR

La eficacia de los agonistas del RAR en la prevencion o mitigacion de la enfermedad hepatica inducida por el alcohol
se prueba mediante la inyeccién a grupos de ratones con una cantidad eficaz de: ATRA, tazaroteno, tretinoina, el
agonista del RARa, AM580, el agonista del RAR B, AC55649, el agonista del RARy, CD1530 o vehiculo/DMSO
diariamente por un periodo de 5 dias durante el cual los ratones reciben una dieta liquida que contiene etanol al 5 %
durante 10 dias seguida (en el dia 11) de una Unica dosis elevada de etanol mediante sonda oral (5 g/kg peso corporal)
(grupo de alimentacién crénica mas consumo en exceso de etanol) o una dieta isocaldrica que contenia dextrina
maltosa seguida por una sonda oral isocalérica de dextrina maltosa (grupo de control). Se practicé eutanasia a los
ratones a las 6 a 8 horas después de la administracion de la sonda oral y se recolecto el suero y el tejido hepatico.

Se determinaron los niveles de ALT en suero para cada grupo de ratones. Se esperaba que los niveles de ALT en
suero aumentaran de forma significativa en los ratones a los que se les inyectd vehiculo/DMSO sometidos a
alimentacién crénica mas consumo en exceso de etanol en comparacion con los ratones que recibieron alimentacion
de control. Se esperaba que los ratones sometidos a alimentacién crénica mas consumo en exceso de etanol que
recibieron inyecciones de ATRA, tazaroteno, tretinoina, AM580, AC55649, CD1530 presentaran niveles de ALT en
suero reducidos en comparacion con los ratones a los que se les inyect6é vehiculo/DMSO sometidos a alimentacion
cronica mas consumo en exceso de etanol. Se esperaba que los niveles de ALT en suero de los ratones a los que se
les inyecté ATRA, tazaroteno o tretinoina sometidos a alimentacion cronica mas consumo en exceso de etanol fueran
similares a los observados en los ratones que recibieron alimentacion de control. Se esperaba que el examen
histolégico para determinar la esteatohepatitis hepatica (enfermedad del higado graso) mostrara un dafio significativo
del tejido hepatico recolectado de los ratones a los que se les inyectd vehiculo/DMSO después de la alimentacion
cronica mas consumo en exceso de etanol, mientras que se esperaba un dafio reducido o ningun dafio para el tejido
hepatico recolectado de ratones a los que se les inyectd ATRA, tazaroteno, tretinoina, AM580, AC55649 o CD1530
después de la alimentacién cronica mas consumo en exceso de etanol.

EJEMPLO PREDICTIVO 19

Los experimentos de transferencia adoptiva se utilizan con células NKT tipo | purificadas con el tetramero
aGalCer/CD1d de ratones BL/6 tratados con ATRA o tazaroteno para examinar si cuando un niumero graduado de
estas células se transfiere a destinatarios BL/6 nativos puede inhibir la lesién hepatica después de la alimentacion
cronica mas consumo en exceso de etanol.

Las células T sulfatido-CD1d-tetramero+ purificadas (clasificadas) se probaron para determinar si podian prevenir la
ALD tras la transferencia adoptiva a los ratones CD1d+/+ y CD1d-/-. Los ratones con genes inactivados por citocina
se utilizaron como donantes de células T reactivas al sulfatido para determinar directamente el rol de la secrecion de
IFN-y, IL-4 e IL-10 por las células NKT tipo Il en la regulacion de ALD. Las células T reactivas al sulfatido se aislaron
mediante el uso de tetrameros y cantidades graduadas (0,5-1 millén) y se transfirieron adoptivamente a los
destinatarios CD1d+/+, CD1d-/- y C57BL/6. Alrededor de 1,5 millones de células de sulfatido-CD1d-tetramero+ se
aislaron de los 18 ratones C57BL/6 sin tratamiento previo. Un dia después los receptores se expusieron a alimentacion
cronica mas consumo en exceso de etanol. Para analizar los papeles de la secrecion de citocina por las células NKT
tipo Il, se utilizé inicialmente IFN-y, IL-4 -/- o IL-10-/- sobre el fondo de BL/6 (Jackson Lab). Los grupos de ratones BL/6
tipo silvestre o de ratones con genes inactivados se inyectaron con sulfatido (20 ug/animal) y después se les indujo
ALD. En la ausencia de estas citocinas tipo 2, se esperaba que la administracion de sulfatido previniera la ALD.
Adicionalmente, se realizaron experimentos de transferencia celular adoptiva con células de sulfatido-CD1d-
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tetramero+ de ratones con genes inactivados por citocina especificos, donde las cantidades graduadas (0,5-1 millén)
se transfirieron a los ratones CD1d-/- C57BL/6. Un dia después los ratones destinatarios se mantuvieron con
alimentacioén con etanol. En paralelo, las células T de sulfatido-CD1d-tetramero+ se transfirieron de los ratones de tipo
silvestre a los ratones CD1d+/+ BL/6 como control positivo. Se esperaba que estos experimentos confirmaran
directamente el papel de estas citocinas secretadas por las células T reactivas al sulfatido en el control de ALD.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende una cantidad de agonista selectivo de RARYy suficiente para inhibir la activacion
de las células NKT tipo | proinflamatorias para su uso en el tratamiento o la prevencién de al menos una afeccion
inflamatoria del higado, en donde el agonista selectivo de RARy es mas eficaz para afectar al RARy en relacion con
el RARa.

2. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la afeccién inflamatoria se selecciona del
grupo que consiste en: enfermedad del higado graso, hepatitis inducida por el alcohol, esteatohepatitis no alcohdlica,
cirrosis, cirrosis fulminante, hepatitis idiopatica, hepatitis inducida por virus (A, B, C), hepatitis inflamatoria asociada
con carcinoma hepatobiliar, lesién por reperfusion isquémica y trasplante de 6rgano solido.

3. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la afeccién inflamatoria del higado es una
lesion del higado inducida por el alcohol seleccionada del grupo que consiste en:

enfermedad del higado relacionada con el alcohol, enfermedad del higado graso, esteatohepatitis, hepatitis alcohdlica
y cirrosis alcohdlica.

4. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la afeccion inflamatoria es esteatohepatitis
no alcohdlica.

5. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la composicion es para su uso en el
tratamiento o la prevencion de enfermedad hepatica alcohdlica o lesion por reperfusion hepatica.

6. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicion es para su uso en el
tratamiento o la prevencion de esteatohepatitis.

7. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la composicion es para su uso en el
tratamiento o la prevencion de hepatitis autoinmunitaria.

8. Una composicion para su uso en la inhibicion del dafio hepatico en un paciente que presenta riesgo de dafio hepatico
quimico por la prescripcién de farmacos o el abuso de farmacos, comprendiendo la composiciéon una cantidad de
agonista selectivo de RARYy suficiente para tratar, inhibir o prevenir el dafio hepatico que resulta de la actividad de las
células NKT tipo | proinflamatorias, en donde el agonista selectivo de RARy es mas eficaz para afectar al RARy en
relacion con el RARa.

9. La composicion para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende ademas una
cantidad de sulfatido o sulfatido sintético suficiente para activar las células NKT tipo Il

10. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la composicion comprende un sulfatido
sintético.

11. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la composicién comprende un sulfatido
que tiene una estructura quimica seleccionada del grupo que consiste en:

la estructura quimica:

Rs R
R, HN
O 0
R1—o_§:~0 N © Ry
@) R

en donde R1 se selecciona del grupo que consiste en un hidrégeno, un alquilo C1 a Cao, un alquilo sustituido C1 a
Cso, un alquenilo C1 a Cso, un alquenilo sustituido C1 a Cso y un azucar Cs a C12; Rz se selecciona del grupo que
consiste en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi y un grupo alcoxi; Rs se selecciona del grupo que
consiste en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un grupo etoxi y un grupo alcoxi; R4 se selecciona
del grupo que consiste en un hidrégeno, un grupo hidroxi y un grupo alcoxi; Rs se selecciona del grupo que consiste
en un hidrégeno, un hidroxilo, un carbonilo, un alcoxi y un enlace; Res se selecciona del grupo que consiste en un
alquilo C1 a Cao, un alquilo sustituido C1 a Cao, un alquenilo C1 a Cao, un alquenilo sustituido C1 a C4o y un alquinilo
C1 a Cao; R7 se selecciona del grupo que consiste en un alquilo C1 a Cao, un alquilo sustituido C1 a Cao, un alquenilo
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C1 a Cao, un alquenilo sustituido C1 a C40 y un alquinilo C1 a Ca0; y Rs se selecciona del grupo que consiste en un
hidrégeno, un grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi y un enlace; y
la estructura quimica:

o)
OH OH
HN
0

0

1o O\zJ“‘/A§v/“\/’\»/“\¢/“\/*\v/“\/’
o-s~

L]

o HO OH

12. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el agonista
selectivo del RARy comprende tazaroteno.

10 13. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el agonista selectivo del RARy
comprende tazaroteno y en donde el uso comprende el tratamiento de lesidon hepatica inducida por alcohol o dafio
tisular del higado asociado a una afeccion inflamatoria.

14. Un método in vitro para inhibir la activacion de las células NKT tipo | proinflamatorias, comprendiendo el método
15 poner en contacto una cantidad eficaz de un agonista selectivo del RARy con las células NKT tipo | proinflamatorias,
en donde el agonista selectivo de RARy es mas eficaz para afectar al RARy en relacion con el RARa.

15. El método de la reivindicacion 14 en donde el agonista selectivo del RARy comprende tazaroteno.
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Figura 1a. Figura 1b.
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Figura 1c.

96 h

=
Ao
~
<
o0
&
N ;]
8 o
=
g \L <
7 <
N [N
w 5 i " M
W ¥ o -u. =
J \
E A e o 2
. o) -
o 9 5 Sk A
8 5 - > > | b )
£ i D ¢ < @
k] 1 L :
=_ |\ N
x z N
] _\ -
B ,y,.. wrnfy ®
R M. -]
2 BOTNOBOTNOR T O O NN T O
- L.

<
. = LLE L NN m
PLad/epneIng m 0
3

omxh/nI {onxh/n1

3

Horas

30



Células (%)

Gr-1

Figura 2a.

" placeboc

20,6

ES 2759 584 T3

Sulfatido WT
placsbo
18,3 oY

Gr-int

Gr-1 alto

Figura 2b.
WT Ja18-/-  Sulfatido
o1 l = 1 m_i
30: * :
20 A Ill - . .
Dplacebo IRl placebo IRI ;:)Iacebo IRI

31

Cantidad de células (x10%)

Gr-fin

Gr-1alte

WT Jo18-/-  Sulfatido
NI ' gy |
10
Sl | ﬁi I m

placebo IRl placebo IRl placebo IRI



ES 2759 584 T3

Figura 2c.
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8c.
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Figura 9a.
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Figura 9b.
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15

Respuesta a aGalCer

Hibridoma de NKT tipo |

L] ¥ L] i

(9] < N

(Jw/Bu) Z2-71

10
8

NKT tipo | esplénicas

&
o
N
(c0L X WD) eulpiwi]-HE ap uooeiodioou]

o o o
[Tp] o 9]
- -

1
[}

47



ES 2759 584 T3

Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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