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DESCRIPCION

Uso de andlogos de 4cidos grasos para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades proliferativas de la piel.

La presente invencion se refiere al uso de andlogos de 4cidos grasos para el tratamiento y/o prevencioén de enfer-
medades proliferativas de la piel.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades proliferativas de la piel se extienden por todo el mundo y afectan a millones de personas y a
sus animales domésticos. Las enfermedades proliferativas de la piel se caracterizan por la proliferacién o divisién de
células de queratinocitos y pueden estar asociadas también a la diferenciacién epidérmica incompleta. La soriasis es
una de las enfermedades proliferativas de la piel mds graves a las que se refiere la presente invencion.

La soriasis es una enfermedad de la piel determinada genéticamente que se caracteriza por dos distintivos bioldgi-
cos: en primer lugar, se da una hiperproliferacién epidérmica profunda relacionada con una diferenciacién acelerada
e incompleta; por otro lado, hay una marcada inflamacién, tanto de la dermis como de la epidermis, con un mayor
reclutamiento de linfocitos T y en algunos casos, con formacién de microabscesos neutrdfilos. Muchas de las caracte-
risticas patoldgicas de la soriasis se pueden atribuir a alteraciones en el crecimiento y madurez de los queratinocitos
epidérmicos, con un aumento en la proliferacién de las células epidérmicas que se produce a 0,2 mm de la superficie de
la piel. Las investigaciones tradicionales de la patogénesis de la soriasis se han concentrado en la mayor proliferacién
e hiperplasia de la epidermis. En pieles normales, el tiempo necesario para que una célula se desplace de la capa basal
a la capa granular es de 4 a 5 semanas. En lesiones de soriasis, el tiempo disminuye de siete a diez veces debido al
menor tiempo del ciclo celular, a un aumento del niimero absoluto de células capaces de proliferar y a un incremento
en la proporcién de células que se dividen realmente. El fenémeno de la hiperproliferacion también se expresa, aunque
en un grado sustancialmente menor, en piel clinicamente no afectada de pacientes de soriasis.

Una forma comun de soriasis, la Soriasis vulgaris, se caracteriza por placas eritematosas bien definidas cubiertas
por escamas plateadas y gruesas. Una conclusién caracteristica es la respuesta isomérfica (fendmeno de Koebner),
en la que aparecen nuevas lesiones soridticas en zonas de traumas cutdneos. Las lesiones se localizan a menudo
en las superficies extensoras de las extremidades, y habitualmente, las ufias y el cuero cabelludo también resultan
implicados.

Los esfuerzos terapéuticos en la soriasis tienen como objetivo reducir el indice de proliferacion de la epidermis,
bien por accién directa en la divisién celular o bien indirectamente reduciendo la respuesta inmunolégica. Para los
pacientes con soriasis localizada y limitada, el tratamiento ambulatorio més conveniente es la administracion de cor-
ticoesteroides tépicos. Con este enfoque es posible observar una rapida mejoria, pero la eficacia beneficiosa a corto
plazo estd limitada y no es aconsejable un tratamiento crénico con corticoesteroides tpicos. Los efectos secundarios
de un tratamiento crénico de corticoesteroides topicos pueden incluir atrofia de la piel, desarrollo de tolerancia al
agente utilizado (taquifilaxia) y empeoramiento grave de la enfermedad después de la interrupcion. La supresion pitui-
tario-adrenal es una complicacion potencial y grave de una terapia potente de corticoesteroides topicos, especialmente
cuando el agente cubre una gran parte de la superficie corporal y se utiliza debajo de ropa ceiiida.

Los retinoides, en particular el etretinato, ya sea en solitario o en combinacién con fotoquimioterapia, también son
un tratamiento eficaz para la soriasis. El etretinato es especialmente titil para las variedades de soriasis exfoliativa y
pustular. Sin embargo, es necesario vigilar diversas complicaciones potenciales de importancia en los pacientes trata-
dos con retinoides. Como clase, los retinoides son unos potentes teratdgenos y no deberian administrarse a mujeres en
edad fértil que no utilicen unos medios anticonceptivos adecuados. El etretinato, como otros retinoides, puede produ-
cir aumentos en los niveles de colesterol y triglicéridos, por lo que es necesario controlar de la dieta. Ademds, como
el etretinato puede inducir hepatotoxicidad, se deberian realizar pruebas de la funcién hepatica antes y a intervalos
regulares durante el uso del medicamento.

Si consideramos las complicaciones y los efectos secundarios que produce el uso de los diferentes medicamentos
y la fotoquimioterapia utilizada actualmente para el tratamiento de enfermedades proliferativas de la piel como la
soriasis, es necesario un nuevo método y una nueva composicién para inhibir la proliferacién de los queratinocitos y
aliviar asf los sintomas de las enfermedades proliferativas de la piel.

Descripcion detallada de la invencion

La epidermis es un epitelio escamoso y estratificado en el que la capa basal se compone de células progenitoras
que sufren un programa de diferenciacioén de alta secuencia cuando migran a través de las capas suprabasales. Cada
paso de la diferenciacién se caracteriza por la expresion de genes marcadores especificos. Las células basales de
proliferacion expresan genes de queratina como el K5 y el K14, mientras que la transicién de las células basales
desde la capa basal hasta la capa espinosa se asocia a la desinhibicién de los primeros marcadores de diferenciacion,
queratina 1 (K1) y queratina 10 (K10). La transicion desde la capa espinosa hasta la capa granulosa va acompanada
por la desinhibicién de los genes que codifican proteinas estructurales de envoltura cérnea como la involucrina (IVL)
y la posterior transglutaminasa (TGM1).
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La epidermis representa un tejido con niveles altos de metabolismo de 4cidos grasos y colesterol donde la acumu-
lacién y sedimentacién de colesterol, dcidos grasos y esfingolipidos constituye parte integra del programa de diferen-
ciacién epidérmica terminal que culmina en la formacién de una barrera epidérmica competente.

Se especula que la familia PPAR juega un papel importante en la diferenciacion de los queratinocitos y en el
presente estudio hemos comparado el efecto de los conocidos ligandos de PPAR con el efecto obtenido con TTA, un
compuesto de la presente invencion.

En el presente estudio hemos analizado en detalle la expresién de los PPAR durante la diferenciacién ex vivo
de queratinocitos humanos, en células basales y suprabasales aisladas y en secciones de piel humana. Utilizando
concentraciones de ligandos selectivos de subtipo PPAR que se dirigian exclusivamente al subtipo PPAR adecuado
hemos descubierto que los ligandos selectivos PPAR4 y PPARA tienen un efecto negativo en la expresion del gen
marcador de los queratinocitos (no se muestran los datos). Curiosamente, el ligando selectivo PPARS L165041 produjo
una expresion de involucrina dependiente de la dosis. Los tres ligandos selectivos subtipo PPAR, bien en solitario o
combinados, s6lo lograron una modesta proliferacion de los queratinocitos.

Sin embargo, la aplicacion de la presente patente revela que un componente de la invencidn, es decir, el dcido
tetradeciltioacético (TTA), un 4cido graso tio sustituido, induce con potencia la expresioén de los genes del marcador
de diferenciacion de los queratinocitos y ejerce una marcada accién antiproliferativa en dichos queratinocitos.

Asi, es posible que el TTA se conforme como un interesante componente para el tratamiento de diversas enferme-
dades de la epidermis caracterizadas por una diferenciacién aberrante.

Por lo tanto, la presente invencion revela que los andlogos de dcidos grasos a concentraciones que no sean citoto-
xicas se pueden utilizar para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades proliferativas de la piel.

La presente invencion esta relacionada con el uso de andlogos de dcidos grasos de férmula general (1):

R, - [X; - CH,], — COOR, (1

- donde R; es:
- un alquenilo C,-C,, con uno o mas enlaces dobles y/o con uno o mas enlaces triples, y/o
- un alquinilo C;-C,, , y/o
- un alquilo C,-C,, o un alquilo C,-C,, sustituido en una o varias posiciones por uno o mas compuestos
seleccionados del grupo formado por fluoruro, cloruro, hidroxi, alkoxi C;-C,, alquiltio C,-C,, aciloxi
C,-Cs o alquilo C,-Cy, y

- donde R, representa hidrégeno o alquilo C,-Cy, y

- donde n es un niimero entero del 1 al 12,y

- donde i es un nimero impar que indica la posicién relativa a COOR,, y

- donde las X, independientes entre si, se seleccionan del grupo formado por O, S, SO, SO,, Se y CH,,

- y con la condicién de que como minimo, una de las X; no sea CH,;

- con la condicién de que si R, es un alquinilo o alquenilo, entonces el enlace triple o doble carbono-carbono
se posicione entre el carbono (w-1) y el carbono (w-2), o entre el carbono (w -2) y el carbono (w -3), o entre
el carbono (w -3) y el carbono (w -4); y

- con la condicién de que
si R; es alquenilo C,-C,; con mas de un enlace doble, entonces X; no sea O ni S; y

si R; es alquilo C;-C,, eies 3 0 5, entonces X; no sea S;

o una sal, profirmaco o combinacion de éstos, para la preparacién de una composicién farmacéutica para la prevencion
y/o el tratamiento de enfermedades proliferativas de la piel.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de andlogos de 4cidos grasos de férmula general (1a):

R, - [X; — CH,], — COOR, (1a)
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- donde R; es;
- un alquenilo C;-C,, con uno o mas enlaces dobles y/o con uno o mds enlaces triples, y/o
- un alquinilo C;-C, y/o
- un alquilo C-Cy, o un alquilo C,-C,, sustituido en una o varias posiciones por uno o mas compuestos

seleccionados del grupo formado por fluoruro, cloruro, hidroxi, alkoxi C,-C,, alquiltio C,-C,, aciloxi
CZ_CS (6] alquilo C]‘C4, y

donde R, representa hidrégeno o alquilo C,-C,, y

donde n es un niimero entero entre 1y 12,y

donde i es un nimero impar que indica la posicién relativa a COOR,, y

- donde las X;, independientes entre si, se seleccionan del grupo formado por O, S, SO, SO,, Se y CH,, y

con la condicién de que como minimo, una de las X; no sea CH,; y

- con la condicién de que si R; sea un alquinilo o alquenilo, el enlace triple o doble de carbono-carbono se
posicione entre el carbono (w-1) y el carbono (w-2), o entre el carbono (w-2) y el carbono (w-3), o entre el
carbono (w-3) y el carbono (w-4).

o una sal, profarmaco o combinacién de éstos, para la preparacién de una composicién farmacéutica para la prevencién
y/o el tratamiento de enfermedades proliferativas de la piel.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de andlogos de dcidos grasos de férmula general (1a):

R, - [Xi — CH;], — COOR, (la)

- donde R, es;
- un alqueno C,-C,, con uno o més enlaces dobles y/o con uno o mds enlaces triples, y/o
- un alquino C,-C,,, y/o
- un alquilo C;-C,,, 0 un alquilo C,-C,, sustituido en una o varias posiciones por uno o mas compuestos
seleccionados del grupo formado por fluoruro, cloro, hidroxi, alkoxi C,-C,, alquiltio C,-C,, aciloxi
C,-C;s o alquilo C,-C, , y donde R, representa hidrégeno o alquilo C;-C,, y
- donde n es un nimero entero entre 1 y 12,y
- donde i es un nimero impar que indica la posicién relativa a COOR,, y
- donde X;, independientes entre si, se selecciona del grupo formado por O, S, SO, SO,, Sey CH,, y
- con la condicién de que como minimo, una de las X; no sea CH,; y
- con la condicion de que si R, es un alquino o alqueno, entonces el enlace triple o doble de carbono-carbono
se posicione entre el carbono (w-1) y el carbono (w-2), o entre el carbono (w-2) y el carbono (w-3), o entre

el carbono (w-3) y el carbono (w-4).

0 una sal, profdrmaco o combinacién de éstos, para la preparacion de una composicion farmacéutica para la prevencién
y/o el tratamiento de enfermedades proliferativas de la piel.

Leyendas de las figuras
La Figura 1 muestra la induccién de genes especificos de diferenciacién epidérmica y CD36.

La Figura 2 muestra la morfologia y la expresién de genes especificos de diferenciacién de queratinocitos tratados
con TTA y con ligandos selectivos de PPAR.

La Figura 3 muestra que el TTA induce el marcador de diferenciacién epidérmica tardio Tg-1 e inhibe la prolife-
racién de queratinocitos.
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Administracion de los compuestos de la presente invencion

Igual que un medicamento farmacéutico, los compuestos de la presente invencién se deben administrar directa-
mente al mamifero mediante cualquier técnica adecuada, entre las que se incluyen la via parenteral, intranasal y oral o
por absorcién a través de la piel. Se pueden administrar local o sistemdticamente. La ruta de administracién especifica
de cada agente dependerd, por ejemplo, del historial médico del mamifero.

Los compuestos de la presente invencion se administran preferentemente por via tépica.

Los compuestos de la presente invencién se pueden administrar en dispersiones preparadas en cremas, ungiien-
tos, aceites u otros vehiculos adecuados y/o diluyentes como glicerol, polietilenglicoles liquidos y/o mezclas de los
mismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso tépico incluyen soluciones acuosas estériles (donde el agua es so-
luble) o dispersiones y polvos para la preparacion extempordnea de dispersiones o soluciones tépicas En todos los
casos, la forma serd preferentemente estéril, aunque no es un requisito imprescindible, y serd estable en condiciones
de fabricacion y almacenamiento. El vehiculo puede ser un medio de dispersion o disolvente que contenga, por ejem-
plo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido y similares), mezclas adecuadas
de los mismos y aceites vegetales. Se puede mantener la fluidez adecuada utilizando, por ejemplo, un recubrimiento
como lecitina, manteniendo el tamafio de particula requerido en el caso de dispersién y mediante el uso de agentes sur-
factantes. La prevencién de la accién del microorganismo se puede lograr mediante diversos agentes antibacterianos
y antiflingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, dcido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos,
seria preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azicares o cloruro sédico.

Las soluciones tépicas se preparan incorporando los compuestos de la presente invencién en la cantidad requerida
en el disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, seglin se requiera, seguido
de una esterilizacién de filtro cuando sea necesario.

En la forma utilizada en este documento, “vehiculos y/o diluyentes aceptables farmacéuticamente” incluye todos
y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, soluciones acuosas, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifiingicos, agentes isoténicos y de retraso de la absorcion y similares. El uso de dichos medios y agentes para
sustancias farmacéuticas activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que alguno de los medios
0 agentes convencionales sea incompatible con el ingrediente activo, estd contemplado su uso en las composiciones
farmacéuticas.

Ademais, los compuestos de la presente invencion se administran de la forma adecuada en combinacién con otros
tratamientos para combatir o prevenir enfermedades proliferativas de la piel.

La invencién se entendera de forma mds completa con los siguientes ejemplos.

Seccion experimental

Ejemplo 1

Preparacion y caracterizacion de los compuestos
Sintesis de andlogos de dcidos grasos 3-sustituido

Los compuestos utilizados de acuerdo con la presente invencién, donde el sustituyente Xi=3 es un dtomo de azufre
o un atomo de selenio, se pueden preparar mediante el siguiente procedimiento general:

X es un atomo de azufre:

El compuesto tio sustituido utilizado de acuerdo con la presente invencién se puede preparar segin el procedimien-
to general que se indica a continuacion:

Base

Alquilo-Hal + HS-CH;COOR ===> Alquilo-S-CH,-C00R

El compuesto de azufre, concretamente el dcido tetradeciltioacético (TTA), (CH;-(CH,),5-S-CH,-COOH se prepa-
ré como se muestra en EP-345.038.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2317938 T3

X es un atomo de selenio:

El compuesto se selenio utilizado de acuerdo con la presente invencién se puede preparar mediante el procedi-
miento general que se indica a continuacién:

1.

Alquilo-Hal + KSeCN Alquilo-SeCN...
2.

Alquilo-SeCN + BH,~ Alquilo-Se~
3.

Alquilo-Se- + O, Alquilo-Se-Se-Alquilo

Este compuesto ha sido purificado mediante una cuidadosa cristalizacién de etanol o metanol.

4.
BH4
Alquilo-Se-Se-Alquilo = 2 Alquilo-Se’

Alquilo — Se’+Hal-CH,-COOH =»Alquilo-Se-CH; - COOH

El compuesto final, p. €j., cuando el alquilo es tetradecilo, (CH;-(CH,),3-Se-CH,-COOH (4cido tetradecilselenoa-
cético [TSA]), se puede purificar mediante cristalizacién de éter dietilo y hexano.

Otros compuestos de acuerdo con la presente invencion se pueden sintetizar como se indica en las solicitudes de
patente del solicitante PCT/N099/00135 y N°20001123.

Ejemplo 2
El efecto del TTA en la diferenciacion y proliferacion de queratinocitos
Materiales y Métodos

Cultivo celular y diferenciacion

Se aislan queratinocitos epidérmicos humanos adultos normales a partir de piel humana obtenida tras cirugia
plastica. En el primer paso, se cultivaron queratinocitos en KGM sin suero (GIBCO BRULIife Technologies, Inc.)
y se replatearon en una matraz de cultivo de 75 cm?* o en placas de microtitulacién de 96 pocillos precalentadas a
37°C con una densidad de 3.500 células/pocillo. Las células se incubaron en atmdsfera humidificada con un 5% de
CO, a 37°C. Cuando las células alcanzaron un 40% de confluencia, fueron tratadas con un medio de crecimiento que
contenia ligandos selectivos de PPAR (solos o en las combinaciones indicadas), dcido tetradeciltioacético (TTA) o 1,2
mM de Ca?*.Se obtuvo Wy 14643 de Calbiochem; el BRL49653 fue amablemente suministrado por J. Fleckner, (Novo
Nordisk) y el L165041 fue amablemente suministrado por D.E. Moller (Merck Research Laboratories, Rahway, New
Jersey). El TTA fue elaborado de acuerdo con el ejemplo 1. El medio se cambié diariamente. Para la diferenciacion,
los queratinocitos con un 40% de confluencia (dia 0) fueron tratados con 1,2 mM de CaCl,-. El medio se cambi6 cada
dos dfas. Las células HaCaT se obtuvieron de L. Aarenstrup (Sociedad Danesa del Cancer, Dinamarca). Las células
HaCaT se cultivaron en un medio de eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con un 10% de suero fetal de ternera
(FCS) y antibiéticos (100 p/ml de penicilina, 1 mg/ml de sulfato de estreptomicina) en una atmésfera humidificada
con un 5% de CO, a 37°C. El medio se cambié cada dos dias.

Separacion de los queratinocitos en células basales y células suprabasales

Las muestras de piel normal de adulto obtenidas mediante cirugia plastica se limpiaron de grasa y se cortaron por
el lado de la epidermis utilizando una escdpula. El tejido se incub6 durante la noche en hielo con 25 U/ml de dispasa
IT (Roche) hecha en Hanks Buffered Saline Solution. Se pel6 la epidermis utilizando unos alicates y las laminas de
epidermis fueron incubadas en 0,05 mg/ml de tripsina (1:250, GIBCO BRULife Technologies, Inc.) a 37°C hasta que
se liberaron células individuales. La actividad de la tripsina fue inhibida afiadiendo un medio que contenia suero. Se
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centrifugaron las células a 800 fcr (fuerza centrifuga relativa) y se resuspendieron en Queratinocito-SFM (GIBCO
BRULife Technologies, Inc.) precalentado. La suspensién de las células se puso en matraces de cultivo de tejidos con
coldgeno de rabo de rata. Transcurrida 1 hora, las células no adheridas se recogieron como la fraccién suprabasal y las
células basales adheridas se recogieron mediante un rascador de varilla policia. Las perlitas celulares se congelaron a
-70°C hasta ser utilizadas.

Determinacion de la viabilidad y la proliferacion

La viabilidad/proliferacién se midié con una modificacién del ensayo MTT introducido por Mosmann T (J Im-
munol Methods 65:55-63, 1983). Se afiadieron veinticinco ul de 5 mg/ml de MTT en PBS sin Ca** ni Mg?* (NaCl 8
g/l, KCI 0,2 g/1, Na,HPO,.2H,0 1,44 g/1, KH,PO, 0,2 g/l, pH 7,4) a cada pocillo y las placas se colocaron en una
incubadora hasta que los cristales en crecimiento traspasaron las paredes celulares, normalmente, una vez trascurridas
de tres a cuatro horas. Las placas se agitaron para retirar el medio y se descongelaron dos veces antes de disolver
en etanol:acetona los cristales formazan. (60:40 w/w) con un batido/sacudida suave durante 30 minutos a 4°C. La
cantidad de formazan se cuantificé con un lector ELISA a 540 nm. Se restaron los valores de fondo a 650 nm.

Determinacion de la expresion Tg-1 mediante ELISA

Las células fueron sometidas a dos ciclos de descongelacion y la transglutaminasa tipo 1 (Tg-1) se determiné me-
diante ELISA. Cada pocillo se llené con 200 ul de BSA al 1% en PBS durante una hora a 37°C y después, se incubaron
durante una hora a 37°C con 100 ul del anticuerpo monoclonal especifico de Tg-1 B.CI (Biomedical Technologies Inc.)
diluido al 1:1.000 en PBS-BSA al 1%. Los pocillos se lavaron tres veces durante 5 minutos en PBS-Tween 20 al 0,05%
y se incubaron durante una hora con 100 ul de anticuerpos de cabra anti-ratén conjugados con peroxidasa de rdbano
secundaria diluidos al 1:2.500 en PBS-BSA al 1%. Los pocillos se lavaron tres veces con PBS-Tween 20 al 0,05% y
una vez con PBS. Se afiadieron 100 ul de sustrato de o-fenilenodiamina (OPD) y tras 30 minutos en oscuridad, las
reacciones se detuvieron con 100 ul de dcido sulfirico 2 N. La cantidad de transglutaminasa se midi6 cuantificando la
reaccion de la OPD con un lector ELISA a 490 nm y restando el valor de fondo a 650 nm. Para corregir las variaciones
en el mimero de células, todos los valores se normalizaron al nimero de células.

Resultados
Efecto sobre CD36

Para evaluar cémo afectaron el TTA y los diferentes activadores de PPAR a la expresion de un gen de respuesta
PPAR conocido y a la diferenciacion de los queratinocitos, primero medimos los niveles mRNA de CD36/FAT y los
dos marcadores de diferenciacion, Inv y Tg-1 en NHK tratados con PPAR activadores selectivos de PRAR y con TTA
durante un periodo de tres dias (Fig. 1a). Se ha demostrado que el promotor proximal del gen CD36/FAT alberga un
elemento receptivo de PPAR. La administraciéon de BRL49653 (ligando de PPARy) o Wy14643 (ligando de PPARa)
indujo la expresion de CD36/FAT, y el ligando selectivo de PPARy, 1165041, indujo una significativa expresién
dependiente de la dosis de CD36, lo que sugiere que CD36/FAT también es un gen receptivo de PPARGS.

Finalmente, la adicién de un compuesto de la presente invencion, es decir, TTA, indujo la expresion de CD36/FAT
mRNA a un nivel ligeramente superior al observado con Wy14643 o BRL49653.

El tratamiento con CaCl,, un potente y reputado inductor de la diferenciacion de los queratinocitos, no indujo la
expresion de CD36/FAT.

Expresion mRNA de Inv

Como se muestra en la Fig. la, el tratamiento con Wy14643 resulté en una modesta induccién de la expresion
mRNA de Inv. Curiosamente, la adicién de L165041 provocé una induccidon dependiente de la dosis de la expresion
mRNA de Inv, mientras que BRL49653 en solitario no tuvo ningtin efecto sobre la expresion mRNA de Inv. La adicién
de forma simultdnea de L165041 y Wy14643 no aumento de forma significativa el nivel de expresion mRNA de Inv.
Asimismo, el tratamiento combinado con Wy 14643 y BRL49653 no indujo la expresién del mRNA de Inv por encima
de lo observado utilizando Wy 14643 tnicamente. Es interesante sefialar que la adicién simultdnea de L165041 y
BRL49653 indujo con fuerza la expresion mRNA de Inv, lo que indica sinergia entre PPARS y PPARy. El método
Western Blot repite los resultados obtenidos mediante RT-PCR, mostrando una induccién dependiente de la dosis
de la proteina Inv por parte de 165041 y una fuerte sinergia entre L165041 y BRL49653 (Fig. 1 b). Cada ligando
selectivo de PPAR indujo la expresion mRNA de Tg-1, y combinaciones de los ligandos selectivos de PRAR indujeron
la expresion de manera adicional.

La adicién de un compuesto de la presente invencion, es decir, TTA, indujo la expresion mRNA de Inv y Tg-1
a unos niveles que superaban significativamente los niveles obtenidos con el tratamiento con ligandos selectivos de
PRAR. La potencia del TTA como inductor de la expresién de Inv y Tg-1 fue incluso mds notoria cuando se analizé
la expresion a nivel de proteinas mediante el método Western Blot. (Fig. 1b). Se debe sefialar que el TTA indujo
la expresion mRNA de Inv y Tg-1 y la expresién proteinica a unos niveles iguales o superiores a los observados
con el tratamiento con CaCl,. En conjunto, estos resultados sugieren que el TTA, ademds de inducir posiblemente la
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expresion de Inv y Tg-1 via caminos dependientes de PPAR, ejerci6 un pronunciado efecto sobre la expresion de Inv
y Tg-1 mediante mecanismos no relacionados con la funcién del TTA como activador y ligando de PPAR.

Como el TTA desinhibia la expresién de los marcadores de diferenciacién de los queratinocitos, examinamos si
el tratamiento con TTA o con los diferentes activadores selectivos subtipo de PPAR, bien en solitario o combinados,
afectaba a la morfologia de NHK durante el primer periodo del proceso de diferenciacion (Fig. 2). Ademas, se examind
la expresion de Inv y Tg-1 mediante un microscopio de inmunofluorescencia indirecta (Fig. 3). Tal como se evalud
mediante un microscopio de contraste de fases, la morfologia de los NHK tratados durante tres dias con ligandos o
con 1,2 mM de CacCl, no diferia de forma notoria. Sin embargo, la densidad de las células en platos tratadas con TTA
era mucho menor que la de células tratadas con el vehiculo o la de células tratadas con ligandos selectivos de PRAR,
lo que indica que el TTA, ademads de inducir marcadores especificos de queratinocitos, también provocé una detencién
del crecimiento o una disminucién del indice de proliferacién.

El microscopio de inmunofluorescencia indirecta reveld niveles comparables de expresion de Inv y Tg-1 en las
células tratadas con CaCl,- y TTA, corroborando asi los resultados obtenidos por el método Western Blot. Ademas,
este andlisis también demostré que el ligando selectivo de PPAR, 1165041, de forma dependiente de la dosis, indujo
la expresion de la Inv.

La diferenciacién de los queratinocitos estd correlacionada con un aumento en el tamaiio de la célula. Es interesante
sefialar que una comparacion minuciosa de la morfologia de las células tratadas con CaCl, y con TTA indica que la
relacion citoplasma-niicleo de las células tratadas con TTA tenia tendencia a ser inferior al de las células tratadas
con CaCl,. Por ello, aunque el tratamiento con CaCl, y TTA indujo series superpuestas de genes marcadores de
queratinocitos, esta observacion sugiere que el TTA y el CaCl, ejercen efectos diferenciales sobre la diferenciacién de
los queratinocitos. Para examinar de forma mds cuantitativa el efecto de los ligandos selectivos de PPAR y del TTA
sobre la proliferacion de queratinocitos, se trataron las células NHK con ligandos PRAR, con TTA y con CaCl, (como
se indica en la Fig. 3) y se evalud la proliferacién utilizando una modificacién del ensayo MTT segtin se describe en
la seccién “Materiales y Métodos”. Paralelamente, la expresion de la Tg-1 se controlé mediante un ensayo basado en
ELISA (Fig. 3b).

Es de senalar que el TTA ejercié una inhibicién de la proliferacion de las células NHK fuerte y dependiente de la
dosis que superaba mucho la observada con los ligandos selectivos de PPAR. La accién antiproliferativa del CaCl, fue
s6lo marginal en estos experimentos. Recapitulando los resultados obtenidos mediante RT-PCR (Transcriptasa reversa
y Reaccién en cadena de la polimerasa) y con el método Western Blot, s6lo el TTA y el CaCl, indujeron una expresién
de Tg-1 significativa. Asi, los resultados obtenidos utilizando el ensayo MTT distinguian claramente el TTA de los
ligandos selectivos de PRAR y confirmaban la idea de que el TTA inhibia fuertemente la proliferacién de células NHK
e inducia con fuerza la expresion de genes marcadores de diferenciacion de queratinocitos.

El efecto del tratamiento de un huésped con enfermedad proliferativa de la piel con un compuesto de la presente
invencion se puede evaluar con criterios objetivos, como una mejora de la descamacion y del eritema o una reduccién
del tamafio de las lesiones, asi como con criterios subjetivos, como el cese del picor. Los métodos objetivos que se
utilizan para establecer el efecto del tratamiento en pacientes con soriasis incluyen la resolucién de plagas mediante
control visual y con fotografias.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de andlogos de 4cidos grasos de la formula general (1):

R, - [X, - CH,], - COOR, (D

- donde R; es;
- un alquenilo C;-C,, con uno o mas enlaces dobles y/o con uno o mas enlaces triples, y/o
- un alquinilo C,-C,,, y/o
- un alquilo C;-Cy, o un alquilo C,-C,, sustituido en una o varia posiciones por uno o mas compuestos
seleccionados del grupo formado por fluoruro, cloro, hidroxi, alkoxi C,-C,, alquiltio C,;-C,, aciloxi
C2-Cs o alquilo C;-C,, y

- donde R, representa hidrégeno o alquilo C,-Cy, y

- donde n es un nimero enterode 1 a 12,y

- donde i es un nimero impar que indica la posicién relativa a COOR,, y

- donde las X;, independientes entre si, se seleccionan del grupo formado por O, S, SO, SO,, Se y CHs, y

- con la condicién de que como minimo, una de las X; no sea CH,;

- con la condicién de que, si R; es un alquinilo o alquenilo, entonces el enlace triple o doble de carbono-
carbono se posiciona entre el carbono (w-1) y el carbono (w-2), o entre el carbono (w-2) y el carbono (w-
3), o entre el carbono (w-3) y el carbono (w-4); y

- con la condicién de que

si R, es alquenilo C,-C,, con més de un enlace doble, entonces X; no sea O ni S; y
si R; es C;-C,, alquilo, eies 3 05, entonces X, no sea S;
o una sal, profarmaco o combinacién de éstos, para la preparacién de una composicién farmacéutica para la prevencién

y/o el tratamiento de enfermedades proliferativas de la piel.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en que la enfermedad proliferativa de la piel se selecciona del grupo
formado por soriasis, dermatitis atpica, dermatitis no especifica, dermatitis de contacto irritante primaria, dermatitis
de contacto alérgica, ictiosis lamelar, hiperqueratosis epidermolitica, queratosis solar premaligna y seborrea.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 2 en que la enfermedad proliferativa de la piel es soriasis.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en que R; es un alquilo.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en que R, es un alquenilo.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en que los compuestos es dcido tetradecilselenoacético.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en que los andlogos de dcidos grasos se deben administrar por via tépica.

8. Uso de andlogos de dcidos grasos de féormula general (1a):

R, - [X; — CH;], — COOR, (la)

- donde R, es:
- un alquenilo C;-C,, con uno o més enlaces dobles y/o con uno o mds enlaces triples, y/o
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- un alquinilo C;-C,, y/o
- un alquilo C;-C,, 0 un alquilo C,-C,, sustituido en una o varia posiciones por uno o mas compuestos
seleccionados del grupo formado por fluoruro, cloro, hidroxi, alkoxi C,-C,, alquiltio C,-C,, aciloxi
C1-C; o alquilo C,-Cy, y
- donde R, representa al hidrégeno o al alquilo C;-C,, y
- donde n es un nimero enterode 1 a 12,y
- donde i es un nimero impar e indica la posicién relativa de COOR,, y
- donde X, independientes entre si, se selecciona del grupo formado por O, S, SO, SO, Se y CH,, y
- con la condicién de que como minimo, uno de los X; no sea CH,, y
- con la condicién de que, si R, es un alquinilo o alquenilo, entonces el enlace triple o doble de carbono-
carbono se posiciona entre el carbono (w-1) y el carbono (w-2), o entre el carbono (w-2) y el carbono (w-
3), o entre el carbono (w-3) y el carbono (w-4).
o0 una sal, profarmaco o combinacién de éstos, para la preparacién de una composicién farmacéutica para la prevencién

y/o el tratamiento de enfermedades proliferativas de la piel.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacién 8 en que la enfermedad proliferativa de la piel se selecciona del grupo
formado por soriasis, dermatitis atdpica, dermatitis no especifica, dermatitis de contacto irritante primaria, dermatitis
de contacto alérgica, ictiosis lamelar, hiperqueratosis epidermolitica, queratosis solar premaligna y seborrea.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacién 9 en que la enfermedad proliferativa de la piel es soriasis.

11. Uso de acuerdo con la reivindicacién 8 en que R, es un alquilo.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacién 8 en que R; es un alquenilo.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 8 en que el compuesto es acido tetradeciltioacético.

14. Uso de acuerdo con la reivindicacién 8 en que el compuesto es dcido tetradecilselenoacético.

15. Uso de acuerdo con la reivindicacion 8 en que los andlogos de dcidos grasos se administran por via tépica.

10



ES 2317938 T3

a
1165041 0.0570.59.m 8 b b
TTA 5uM +
14643 10uM  + ‘e
BRL49653 1uM + + +
CaCl, 1.2mM +
C036 . ."---\—o—n-—--—v - . Y
'nv oo oy w——— —-’.E,; ._&v:‘?‘h“
Tg'1 *-—'d-qn—a-—w-—.--{q"-—'
E-FABP wt o 0 ot 51 s w2
TBP e R Y T e R Rl oL Lol g
R
¥y §8
<Q B ol of
b
L185041 0.0570. 43,0 b b
TTA 5uM +
V\g14643 0uM + ++
BRL49653 1uM + + +
CaCl, 1.2mM +

IV ey - i
Tg-1 ’.'.---.-"-if.-—.-: v

T8BP "—.-d-—a.-—.-—-b-_o':

gy
xryY I8
A
EYY L

FIGURA 1

11



ES 2317938 T3

Contraste de fase Involucrina Transglutaminasa 1

PMRI LT
- ‘w'.n_

P

00,08 7y FI8S04RT ? L1B5041 {0.05 M)

TS TR T {5 ur)
: AT Sont it ey TTA (1 4My Tl
S e 3 B
e T SOt
et s b :;.,w_‘. o

BRLSGHH3 () M) WylaGad (18 uM)

‘.5’!‘

Lk mon e
e PRREAY v
TR i::s‘,ﬁ

FIGURA 2

12



[re-1

8 5

4 3 2 1

Nivel relativo de Tg-1

ES 2317938 T3

Vehiculo

10uM
30uM Vi
100pM Wy

02uM BRL
1M BRL

0.005uM L

0.05sM L
OSuML

0.2WM TTA
1M TTA
5uM TTA

10uM Wy + mosuMLL
10 +05

10,."3 m + 1pMmBRL.
1M BRL + 0.05uM L

1pMBRL + 0.5uM L

.2 mM CaCl
0 00 02 04 08 08 1.0 12

Valores MTT relativos

FIGURA 3

13



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

