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DESCRIPCION
Un analogo de trifluoroetil quinoleina especifico para uso en el tratamiento del sindrome de Sjogren

La presente invencion se refiere al nuevo uso terapéutico de un compuesto quimico conocido. Mas particularmente,
la presente invencion se refiere al uso de un derivado de quinolina sustituido especifico que comprende una cadena
secundaria de etilo fluorada, en el tratamiento del sindrome de Sjogren.

La N-{(R)-1-[8-cloro-2-(1-oxipiridin-3-il) quinolein-3-il] -2,2,2-trifluoroetil}-pirido [3,2-d]pirimidin-4-ilamina se describe
especificamente en el documento WO 2012/032334. Los compuestos descritos en esa publicacion se consideran
beneficiosos como agentes farmacéuticos, especialmente en el tratamiento de afecciones inflamatorias,
autoinmunitarias, cardiovasculares, neurodegenerativas, metabdlicas, oncolégicas, nociceptivas y oftalmicas
adversas.

Sin embargo, en el documento WO 2012/032334 no hay ninguna mencion ni sugerencia especifica de que los
compuestos descritos alli podrian ser beneficiosos en el tratamiento del sindrome de Sjogren.

El sindrome de Sjoégren es un trastorno autoinmunitario crénico en el que las células inmunoldgicas atacan y destruyen
las glandulas exocrinas, principalmente las glandulas salivales y lagrimales. El sintoma caracteristico del sindrome de
Sjogren es una sequedad generalizada, en particular de la boca (xerostomia) y los ojos (xeroftalmia;
queratoconjuntivitis seca). El sindrome de Sjogren puede causar sequedad de la piel, la nariz y la vagina, y puede
afectar otros 6rganos corporales, incluidos los rifiones, los vasos sanguineos, los pulmones, elhigado, el pancreas, el
cerebro y el sistema nervioso periférico. El sindrome de Sjogren se clasifica clinicamente como un trastorno "primario”
(que ocurre por si mismo), o como una condicién “secundaria”, por lo que ocurre en asociacion con al menos ofra
enfermedad del tejido conjuntivo, como el lupus eritematoso sistémico o la artritis reumatoide.

Se cree que el sindrome de Sjogren se presenta en un porcentaje de hasta el 3% de la poblacion, con poca o ninguna
variacion en la prevalencia geografica. Las mujeres son nueve veces mas propensas que los hombres a desarrollar la
enfermedad. La edad promedio de inicio es de 40- 60 afos, aumentando generalmente con la edad la prevalencia del
sindrome de Sjogren.

El sindrome de Sjogren puede dafar 6érganos vitales del cuerpo con sintomas que pueden estabilizarse, empeorar o
remitir. Algunos pacientes pueden experimentar solo sintomas leves de sequedad de ojos y boca, mientras que otros
padecen ciclos debilitantes de buena salud seguidos de enfermedades graves. Mientras que muchos pacientes
pueden tratar sus sintomas individualmente, otros estan obligados a soportar visiéon borrosa, molestias oculares
constantes, infecciones recurrentes en la boca, inflamacion de lasglandulas parétidas, ronquera y dificultad para tragar
y comer. La fatiga debilitante y el dolor en las articulaciones pueden reducir seriamente la calidad de vida.

Actualmente no se conoce ninguna cura para el sindrome de Sjogren, ni existe un tratamiento eficaz para restablecer
la secrecion glandular. El tratamiento existente es generalmente sintomatico y de apoyo, e incluye terapia de
reemplazo de la humedad (por ejemplo, para aliviar los sintomas de sequedad de ojos y boca) y varias formas de
lubricacion. Existen medicamentos con receta, que incluyen ciclosporina para ayudar en el tratamiento del ojo seco
cronico, y cevimeline o pilocarpina para ayudar a estimular el flujo salival. Los agentes antiinflamatorios, como el
metotrexato y la hidroxicloroquina, se han recetado también para mejorar los sintomas musculoesqueléticos. Sin
embargo, no es ideal ninguno de los medicamentos actualmente disponibles, aunque solo sea por su amplia gama de
efectos secundarios graves.

Ahora se ha encontrado sorprendentemente que la N-{(R)-1-[8-cloro-2-(1-oxipiridin-3-il) quinolein-3-il]-2,2,2-
trifluoroetil}-pirido [3,2-d]pirimidin-4-ilamina es efectiva en un modelo animal in vivo del sindrome de Sjogren.

En consecuencia, la presente invencion proporciona N-{(R)-1-[8-cloro-2-(1-oxipiridin-3-il) quinolein-3-il]-2,2,2-
trifluoroetil}-pirido [3,2-d]pirimidin-4-ilamina de férmula (A):

(A)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento y/o la prevencion del sindrome de
Sjogren.
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La presente invencion proporciona también el uso en un método para el tratamiento y/o la prevencién del sindrome de
Sjogren, método que comprende administrar a un paciente necesitado de dicho tratamiento una cantidad efectiva de
N-{(R)-1-[8-cloro-2-(1-oxipiridin-3-il) quinolein-3-il] -2,2,2-trifluoroetil}-pirido[3,2-d]pirimidin-4-ilamina de férmula (A)
como se presenta anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

Para el tratamiento efectivo y/o prevencion del sindrome de Sjogren, se puede proporcionar una composicion
farmacéutica que  comprende N-{(R)-1-[8-cloro-2-(1-oxipiridin-3-il)quinolein-3-il]-2,2,2-trifluoroetil}-pirido[3,2-
d]pirimidin-4-ilamina de férmula (A) como se presenta anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma, en asociacion con un vehiculo farmacéutico. Las composiciones farmacéuticas tipicas pueden tomar una forma
adecuada para administracién oral, bucal, parenteral, nasal, tépica, oftalmica o rectal, o una forma adecuada para su
administracion mediante inhalacion o insuflacion.

Para la administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden tomar la forma, por ejemplo, de comprimidos,
pastillas, capsulas, soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como producto seco para su
reconstitucion con agua u otro vehiculo adecuado, antes de su uso. Para la administracion bucal, las composiciones
pueden tomar la forma de tabletas o pastillas. Para la administracion parenteral, las composiciones pueden formularse
para inyeccion, por ejemplo inyeccion en bolo o infusién, para administracion subcutanea, o como una formulacion de
accion prolongada, por ejemplo una preparacion de deposito que puede administrarse por implantacion o por inyeccion
intramuscular; las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo en
ampollas de vidrio o envases multidosis, por ejemplo viales de vidrio, y pueden tomar formas tales como suspensiones,
soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o0 acuosos, o el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para
constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo agua estéril libre de pirégenos, antes de su uso. Para
administracion nasal o administracion por inhalacion, la composicion puede tomar la forma de una presentacion en
aerosol para paquetes presurizados o un nebulizador. Para administracion tépica, la composicién puede tomar la forma
de pomada o locion. Para administracion oftalmica, la composicién puede formularse como una suspension
micronizada o una pomada. Para la administracion rectal, las composiciones pueden formularse como supositorios.

Las composiciones pueden formularse mediante métodos convencionales bien conocidos en la técnica farmacéutica,
por ejemplo como se describe en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Pharmaceutical Press, 212
edicion, 2011.

Para uso en el tratamiento y/o en la prevencion del sindrome de Sjogren, la N-{(R)-1-[8-cloro-2-(1-oxipiridin-3-il)
quinolein-3-il]-2,2,2-trifluoroetil}-pirido [3,2-d]pirimidin-4-ilamina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma,
puede administrarse adecuadamente a una dosis diaria de aproximadamente 1 ng/kg a 1000 mg/kg, generalmente de
aproximadamente 2 ng/kg a 500 mg/kg, tipicamente aproximadamente 5 ng/kg a 200 mg/kg, aproximadamente 10
ng/kg a 100 mg/kg, idealmente aproximadamente 10 ng/kg a 50 mg/kg, mas particularmente aproximadamente 10
ng/kg a 40 mg/kg, de peso corporal. El ingrediente activo se administrara tipicamente en un régimen de 1 a 4 veces al
dia.

Si se desea, la N-{(R)-1-[8-cloro-2-(1-oxipiridin-3-il) quinolein-3-il]-2,2,2-trifluoroetil}-pirido [3,2-d]pirimidin-4-ilamina, o
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, puede administrarse conjuntamente con ofro agente
farmacéuticamente activo, por ejemplo una molécula antiinflamatoria tal como metotrexato o hidroxicloroquina.

Se describen ahora aspectos especificos de la invencion.

La N-{(R)-1-[8-cloro-2-(1-oxipiridin-3-il) quinolein-3-il]-2,2,2-trifluoroetil}-pirido [3,2-d]pirimidin-4-ilamina [en adelante
denominada "Compuesto (A)"] se investigd in vivo en un modelo inducible de linfonogénesis ectdpica en glandulas
salivales murinas, que imita el sindrome de Sjogren. Los resultados obtenidos se muestran en las graficas adjuntas,
en las que:

La Figura 1 muestra un analisis FACS (clasificacion de células activadas por fluorescencia) del perfil de linfocitos en
el dia 15 después de la canulacion en glandulas salivales de ratones tratados con vehiculo o Compuesto (A)
profilacticamente desde el dia 0.

Vehiculo: n = 3 ratones

Compuesto (A): n = 5 ratones

células B MZ = células B de zona marginal
células B FO = células B foliculares
*p<0,05

**p<0,01

La Figura 2 muestra un analisis FACS del perfil de linfocitos en el dia 15 después de la canulacién en glandulas
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salivales de ratones tratados con vehiculo o con Compuesto (A) terapéuticamente desde el dia 3 después de la
canulacion.

Vehiculo: n = 4 ratones
Compuesto (A): n = 5 ratones

células B MZ = células B de zona marginal

células B FO = células B foliculares
*p<0,05
**p<0,01

La Figura 3 muestra la expresion génica de genes asociados con TLO (6rgano linfoide terciario) en el dia 15 después
de la canulacién en glandulas salivales de ratones tratados con vehiculo o Compuesto (A) profilacticamente desde el
dia 0. Analisis cuantitativo de RT-PCR de transcriptos de ARNm que codifican los genes indicados, normalizados al
gen de limpieza. Los valores de expresion relativa presentados como RQ se calibraron con los valores de glandulas
salivales postcanulacion del dia 0.

Vehiculo: n = 3 ratones
Compuesto (A): n = 2 ratones

*p<0,05

La Figura 4 muestra la expresion génica de genes asociados a TLO el dia 15 después de la canulacion en glandulas
salivales de ratones tratados con vehiculo o Compuesto (A) profilacticamente desde el dia 0 o terapéuticamente desde
el dia 3 después de la canulacion.

Vehiculo: n = 3 ratones

Compuesto (A), dia 0 post-canulacién: n = 3 ratones
Compuesto (A), dia 3 post-canulacién: n = 3 ratones
*p<0,05

**p <,0,01

***p < 0,001

Método.

El compuesto (A) se evalud en el modelo murino in vivo de formacion de tejido linfoide ectépico inducible, descrito por
M. Bombardieri et al. en J. Immunol, 2012, 189, 3767 - 3776, que es un modelo animal reconocido del sindrome de
Sjogren.

Brevemente, se administro a ratones de tipo silvestre (C57BL/6) adenovirus 5 (AdV5) (108 ufp) con defectos de
replicacion a través de la canulacion retrograda de los conductos excretores de la glandula submandibular y se
sacrificaron en momentos especificos después de la canulacion. El compuesto (A), o control de vehiculo, se administrd
diariamente mediante sonda por via profilactica y por via terapéutica, comenzando el dia 0 o el bien el dia 3 después
de la canulacion, respectivamente. Para evaluar el estado de las células inmunes en glandulas salivales murinas
aisladas, se utilizo citometria de flujo en suspensiones de células individuales y PCR cuantitativa en tiempo real para
evaluar la expresion de proteinas y ARNm en las muestras.

Digestion enzimatica de glandulas salivales y citometria de flujo.
Digestion de células estromales.

Las glandulas salivales infundidas con AdV5 con defectos en la replicacion, de ratones a los que se les administrd
Compuesto (A) o bien vehiculo, se aislaron de ratones sacrificados en diferentes instantes. Las glandulas se disecaron
y se colocaron en RPMI-1640 (con 2% de FCS) (1 mL) en hielo. Una vez recogidas todas las glandulas salivales, se
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retird el RPMI-1640 y se reemplaz6 con una mezcla enzimatica (RMPI con FCS al 2%, 0,8 mg/mL de Dispasa, 0,2
mg/mL de colagenasa P, y 0,1 mg/mL de DNasa I) (2 mL). Las glandulas salivales se cortaron en trozos pequefios y
los tubos se incubaron a 37 °C en un bafio de agua, con agitadores magnéticos. Al cabo de 20 minutos, los fragmentos
de glandulas salivales se pipetearon con mucho cuidado, usando una pipeta de 1 mL, para romper ain mas el tejido
y liberar la mayoria de las células. La mezcla se reemplazo en el bafio de agua y los fragmentos grandes se dejaron
sedimentar durante 30 s, después de lo cual se eliminé la mezcla enzimatica. Se afiadié tampdén FACS enfriado con
hielo (0,5% de BSA, EDTA 2 mM en PBS) (10 mL) y se centrifugd (1800 rpm, 4 minutos, 4 °C). Después de la
centrifugacion, se afiadié al tubo de digestion una mezcla reciente de enzimas (2 mL). El contenido se mezcld
suavemente usando una pipeta de 1 mL y se incubd, con una agitacién suave regular usando una pipeta de 1 mL.
Después de 10 minutos, las células se mezclaron vigorosamente durante 30 s usando una pipeta de 1 mL. Los
fragmentos se dejaron sedimentar nuevamente, se elimind el sobrenadante y se afiadié al sedimento de células
previamente centrifugado, y se afiadié al tubo de digestion una nueva mezcla de enzimas (2 ml). La mezcla de
digestion se mezcld después vigorosamente usando una pipeta de 1 mL cada 5 minutos hasta que, cuando se mantuvo
a la luz, quedé claro que todos los fragmentos de glandulas salivales restantes estaban completamente digeridos. Los
sobrenadantes se centrifugaron después de cada extraccion (1800 rpm, 4 minutos, 4 °C) hasta que, finalmente, cada
tubo de recogida contenia todo el contenido celular de la glandula salival. Las células se filtraron a través de una malla
de nylon de 70 um y se contaron usando un hemocitémetro.

Analisis de citometria de flujo.

Las suspensiones de células individuales se incubaron con anticuerpos diluidos (100 yL) durante 30 minutos a 4 °C
en tampon FACS enfriado con hielo (0,5% de BSA, EDTA 2 mM en PBS) con “cocteles” de los siguientes anticuerpos:
CD45 PERCPCY5.5 (1: 300) o CD45 eFluor780 (1: 800) clon 30-F11, CD3e PECY7 o FITC (1: 100) clon 145-2C11,
CD4 efluor450 (1: 100 ) clon RM4-5, CD62L PE (1: 500) clon MEL-14, CD44 FITC (1: 500) clon IM7, CD8a APC (1:
400) clon 53-6.7, B220 FITC (1: 200) o B220 efluor450 (1: 50) clon RA3-6B2, CD23 PE (1: 200) clon B3B4, CD 19 PE
(1: 200) o APC-CY7 (1: 100) clon 1D3 y CD5 FITC (1: 100) clon 53-7.3 (todo de eBioscience) y CD21 APC (1:50) clon
7G6 (de BD Biosciences). La tincion intracelular para Ki67 se llevd a cabo usando el conjunto de tampdn de
fijacion/permeabilizacion (eBioscience) de acuerdo con el protocolo del fabricante. En resumen, después de la tincion
de la superficie con cocteles de los anticuerpos deseados, las células se lavaron en tampoén FACS, se resuspendieron
en tampon de fijacion/permeabilizacion (eBioscience) (350 pL) y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C. Las células
se lavaron dos veces con tampdn de permeabilizacion (eBiosciences) a 1800 rpm durante 4 minutos y posteriormente
se incubaron con Ki67 Alexa-Fluor647 (1:50) clon B56 (BD Biosciences) a 4 °C durante 20 minutos. Las células se
lavaron después con tampon de lavado, se resuspendieron en tampon FACS y se analizaron usando un Cyan-ADP
(Dako) con compuertas de dispersion frontal/lateral configuradas para excluir células no viables. Los datos se
analizaron con el software FlowJo (Tree Star).

Resultados.

Se observo una disminucion significativa en el nimero de células T y B in vivo en glandulas salivales canuladas de
ratones tratados profilacticamente con el Compuesto (A), en comparacion con ratones tratados con vehiculo, segun lo
confirmado por citometria de flujo en linfocitos aislados (Figura 1). Del mismo modo, se observd una disminucion
significativa en el ndmero de células T y B in vivo en glandulas salivales canuladas de ratones tratados
terapéuticamente con Compuesto (A) desde el dia 3 posterior a la canulacion, en comparacion con ratones tratados
con vehiculo, segun lo confirmado por citometria de flujo en linfocitos aislados (Figura 2).

El perfil de expresion génica de los genes asociados a TLO se inhibié también significativamente en ratones tratados
profilacticamente con el Compuesto (A) (Figuras 3 y 4). Esta disminucidon se conservd en ratones tratados
terapéuticamente desde el dia 3 después de la canulacion (Figura 4).

Conclusioén.

Estos estudios demuestran que el Compuesto (A) es efectivo, cuando se dosifica profilactica o terapéuticamente, en
la disgregacion de los focos inflamatorios y la resolucién de la inflamacion de la glandula salival en un modelo animal
in vivo reconocido del sindrome de Sjogren.
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REIVINDICACIONES

1. N-{(R)-1-[8-cloro-2-(1-oxipiridin-3-il) quinolein-3-il]-2,2,2-trifluoroetil}-pirido [3,2-d]pirimidin-4-ilamina, o una
sal farmacéuticamente aceptable de la misma, para su uso en el tratamiento y/o la prevencion del sindrome de Sjogren.

2. El compuesto para el uso segun la reivindicaciéon 1, en donde el sindrome de Sjogren es el sindrome de
5 Sjogren primario.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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