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ES 2 831274 T3

DESCRIPCION
Uso de una molécula H4 agonista para el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica

La presente invencion se refiere al uso de sustancias quimicas, los enantiomeros levégiros y dextrégiros de la (AMINO-
7 TRIETOXI-4,56 OXO-1 DIHIDRO-1,3 ISOBENZOFURANIL-3)-1 METOXI-8 METIL-2METILENODIOXI-6,7
TETRAHIDRO-,2,3,4 ISOQUINOLEINA o tritocualina para tratar la fibrosis pulmonar idiopatica.

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una de las 200 enfermedades pulmonares de la familia de las neumopatias
intersticiales, que afectan al intersticio pulmonar, el tejido situado entre los espacios alveolares de los pulmones.

La fibrosis pulmonar idiopatica es una neumopatia intersticial idiopatica, que, a su vez, es una neumopatia intersticial,
también conocida como neumopatia parenquimatosa difusa. La fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad rara
(con una prevalencia del orden de 13 a 20 casos/100.000 habitantes) que pertenece al grupo de las neumopatias
intersticiales difusas idiopaticas de evolucion crénica, de la cual es la forma mas frecuente (60 % de los casos) y la
mas grave.

Las neumopatias intersticiales difusas idiopaticas se producen en ausencia de una causa o de un contexto especifico
identificado, a diferencia de las neumopatias intersticiales difusas de causa médica conocida (por ejemplo,
neumopatias intersticiales inducidas por farmacos o neumoconiosis).

La fibrosis pulmonar idiopatica se ha definido recientemente en el marco de una clasificacion de consenso
internacional. El término fibrosis pulmonar idiopatica abarcaba en otro tiempo varias entidades que ahora son bastante
distintas y, en particular, la neumopatia intersticial no especifica, que ha sido reconocida como una entidad
anatomoclinica dentro del grupo de las neumopatias intersticiales difusas idiopaticas.

La definicion de fibrosis pulmonar idiopatica se limita ahora a los casos de neumopatias intersticiales difusas
idiopaticas en donde la biopsia pulmonar muestra un aspecto histopatolégico de neumopatia intersticial comun
(habitualmente neumonia intersticial).

Las anomalias tomodensitométricas caracteristicas y un enlentecimiento funcional respiratorio también son necesarios
para apoyar el diagndstico de la fibrosis pulmonar idiopatica. El diagnéstico se basa en una sintesis anatomo-
radioclinica.

La fibrosis pulmonar idiopatica comienza entre los 60 y 70 afios de edad con un ligero predominio masculino. Es raro
que se produzca antes de los 50 afios.

La enfermedad evoluciona progresivamente a insuficiencia respiratoria cronica y fallecimiento, con una mediana de
supervivencia de aproximadamente 3 afios, y una supervivencia a 10 afios del orden de 10 % solamente.

La enfermedad se manifiesta por una disnea de esfuerzo de establecimiento progresivo, una tos no productiva, y mas
raramente, signos generales. En el examen, los estertores crepitantes secos bilaterales de las bases (que reproducen
el ruido del "velcro") son constantes.

El hipocratismo digital esta presente en casi la mitad de los casos. La cianosis y los signos de insuficiencia del
ventriculo derecho no se observan hasta un estadio avanzado de la enfermedad.

El diagndstico a menudo se realiza de forma tardia, en un estadio en donde las anomalias funcionales y
tomodensitométricas ya estan marcadas. La radiografia toracica muestra opacidades reticulares periféricas
claramente predominantes en las bases, y una reduccién del volumen pulmonar.

La tomodensitometria toracica en secciones milimétricas es el examen esencial del diagnodstico: el aspecto
caracteristico muestra opacidades reticulares de las bases produciendo un aspecto pseudoquistico subpleural en
forma de panal de abejas, bronquiectasias por traccion, y signos de distorsion del parénquima pulmonar, con pocas
opacidades en vidrio esmerilado; La exploracion funcional respiratoria muestra un trastorno ventilatorio restrictivo
(disminucion de la capacidad vital y de la capacidad pulmonar total). Existe ademas un trastorno funcional de la
membrana alveolo-capilar objetivada por una disminucién del factor y del coeficiente de transferencia de mondxido de
carbono (CO). La hipoxemia suele estar ausente en reposo, pero aparece con el gjercicio; la hipoxemia de ejercicio
es a veces inicialmente la Unica anormalidad funcional respiratoria.

Los pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica también tienen un mayor riesgo de cancer de pulmon.

Si el pronostico general de la enfermedad es malo, existen diferencias significativas interindividuales. Varios estudios
recientes han permitido identificar factores pronosticos:

- La degradacion funcional respiratoria en los meses siguientes al diagnostico es un factor peyorativo. Asi, una
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disminucion de la capacidad vital forzada del 10 % o mas en 6 meses, o de la capacidad de difusion de CO del
15 % o mas en 12 meses, es un factor predictivo independiente de un riesgo elevado de fallecimiento.

- La existencia de una saturacion inferior a 88 % en una prueba de caminata de 6 minutos es un factor predictivo de
prondstico desfavorable.

- La aparicién de hipertension pulmonar durante la evolucion también es un pronéstico desfavorable.

- La alteracion significativa del factor de transferencia de CO.

- La extensiéon de las lesiones en panal de abejas en la tomodensitometria toracica y el nimero de focos
fibroblasticos en la biopsia pulmonar.

El tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica tiene por objeto mejorar la esperanza de vida, la funcién respiratoria,
la calidad de vida, y prevenir el riesgo de exacerbacion aguda de la enfermedad.

Ningun tratamiento, hasta ahora, ha demostrado su eficacia para mejorar la supervivencia en esta afeccion. No hay
cura en este momento. En pacientes que empeoran y llegan a estadios graves, la oxigenoterapia y el trasplante de
pulmén son los tratamientos recomendados, segun la Alta Autoridad de Salud (AAS).

Sin embargo, dos medicamentos han obtenido una autorizacién de comercializacion:

» Por una parte, la pirfenidona (Esbriet) cuyos resultados sobre la supervivencia son poco significativos o nulos. Se
desconoce el modo de accion de la pirfenidona. La pirfenidona esta indicada para el tratamiento de la FPI leve a
moderada. Este producto se utiliza en dosis muy elevadas, alrededor de 2,4 gramos/dia.

Segun la AAS (Alta Autoridad de Salud), la eficacia de la pirfenidona se evalu6 segun un criterio intermedio que
evalua la funcién pulmonar y un marcador de progresién de la enfermedad. La diferencia observada en este criterio
es favorable a la pirfenidona con respecto al placebo, pero esta diferencia es pequefia, de importancia clinica poco
conocida y heterogénea de un estudio a otro. El efecto observado con ESBRIET sobre el descenso de la funcién
pulmonar en pacientes con criterios funcionales especificos (CVF =50 % y DLCo = 35 %) es pequeio. El beneficio
clinico proporcionado a los pacientes que padecen fibrosis pulmonar idiopatica es dificil de evaluar ya que los
criterios clinicamente relevantes (calidad de vida, supervivencia global...) han sido objeto de analisis exploratorios
y no robustos. Sin embargo, los estudios de agrupacion de pacientes han permitido poner de manifiesto una mejora
notable de la supervivencia en ciertos perfiles de pacientes.

Los principales efectos adversos de la pirfenidona que se observaron fueron trastornos gastrointestinales
(nauseas), diarrea, dispepsia), trastornos cutaneos (fotosensibilizacion y erupcién cutanea) y trastornos
metabodlicos y nutricionales (anorexia y pérdida de apetito).

» Por otra parte, el nintedanib conocido con el nombre comercial OFEV fue aprobado recientemente en los EE.UU.
para el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica. También ha recibido una opinién favorable del CHMP de la
Agencia Europea de Medicamentos (AEM) y esta pendiente de autorizacién de comercializacion a nivel europeo.
El modo de accién del nintedanib es el de un inhibidor de la tirosina quinasa. Este producto se utiliza en una dosis
de 200 a 400 mg/dia. Se han observado numerosos efectos secundarios, especialmente gastrointestinales.

La Alta Autoridad de Salud considera que no son recomendables (ausencia de un estudio de metodologia aceptable,
ausencia de demostracion en criterios de juicio funcionales): corticosteroides en monoterapia, colchicina, ciclosporina
A, interferon y1b, bosentan, etanercept, combinacion de -corticoesteroides/inmunomodulador y triterapia de
acetilcisteina/prednisona/azatioprina.

Se ha puesto de manifiesto que en la fibrosis pulmonar idiopatica se produce un desequilibrio oxidante-antioxidante.
La N-acetilcisteina (precursor del glutation, uno de los principales antioxidantes en el pulmén), ha sido evaluada como
tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica.

Un ensayo aleatorio controlado por la N-acetilcisteina (1800 mg/dia durante un afio) [ademas de un tratamiento con
corticosteroides y azatioprina] mostré recientemente un beneficio funcional respiratorio modesto con una disminucion
media del descenso de la capacidad vital forzada de 0,18 | (0,03-0,32), una diferencia relativa del 9 %, y difusion de
CO del 24 %, pero no hubo diferencias en la mortalidad entre los dos grupos.

La Alta Autoridad de Salud considera que la acetilcisteina, habiendo mostrado una ralentizacién del deterioro de la
capacidad vital con un bajo nivel de evidencia, puede ser administrada a determinados pacientes. Este producto no
dispone actualmente de una autorizaciéon de comercializacion.

Se estan estudiando numerosos productos para el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica: Anticuerpos
monoclonales (lebrikizumab en fase Il y tralokinumab en fase Ill) cuya situacion en 2015 es incierta.

BMS-986202 (antagonista del receptor del acido lisofosfatidico) - desarrollado por Bristol-Myers-Squibb se encuentra
actualmente en fase Il.

Se estan realizando mas de 154 estudios, pero pocos productos pasan actualmente la fase Il, puesto que los
resultados son particularmente mediocres.
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De este modo, la fibrosis pulmonar idiopatica es actualmente una patologia con pocos tratamientos disponibles
comercializados verdaderamente eficaces (Unicamente ESBRIET hasta la fecha en las FPI leves a moderadas).

La tritocualina es una sustancia quimica conocida desde hace muchos afios y utilizada como antihistaminico. Su
fabricacion esta descrita en la patente francesa FR 1.295.309.

La ftritocualina es la 7-amino-4,5,6-trietoxi-3-(5,6,7,8-tetrahidro-4-metoxi-6-metil-1,3-dioxolo[4,5-g]isoquinolin-5-il)
ftalida. En su forma farmacéutica comercializada, se presenta en forma de una mezcla de enantiémeros.

La tritocualina es conocida por su actividad antialérgica gracias a su accion inhibidora de la histidina descarboxilasa.
Sin embargo, esta actividad es muy débil y no explica las muchas propiedades que presenta sobre varios sintomas
clinicos, rinitis, urticaria, eczema, mastocitosis.

Uno de los inventores junto con otros inventores demostré que la tritocualina tenia una accién muy importante sobre
un nuevo receptor, el receptor H4 de histamina.

Esta actividad de la tritocualina sobre el receptor H4 ha sido demostrada en una patente US 2010144718A
"TREATMENT OF DISEASES MODULATED BY A H4 RECEPTOR AGONIST" Gaétan terrasse y col.

Sin embargo, esta patente no describe la actividad de la tritocualina sobre la fibrosis pulmonar idiopética.

Otra patente WO2008006974A2 sobre los agonistas H4 describe el uso de estos productos en la proteccion de los
precursores hematopoyéticos en el contexto de la quimioterapia.

Esta ultima patente y ninguna otra patente o documento cientifico destacan la accion de los agonistas H4 de histamina
sobre la fibrosis pulmonar idiopatica.

La tritocualina comercial se presenta en forma de un polvo blanco, muy sensible a la luz que la degrada en cotarnina
y acido ftalico.

La tritocualina comercial (llamada hipostamina) se encuentra en forma de comprimido con una concentracion de 100
mg por comprimido.

La tritocualina presenta 2 carbonos asimétricos, pero la forma comercial es una mezcla de 2 enantidmeros (R-Ry S-
S).

La Figura 4A ilustra la presencia de los carbonos asimétricos, que se representan como Ay B.

La Figura 4B ilustra la forma del isdmero D1.

La Figura 4C ilustra la forma del isémero D2.

La figura 5 compara la tritocualina y el Clobenpropit, agonista H4 de referencia. Esta figura pone de manifiesto que la
tritocualina es capaz de inhibir la proliferacion de las UFC rica en receptor H4. Cuando se utiliza un anti-H4, la actividad
de la tritocualina disminuye en gran medida como la del Clobenpropit. Esto demuestra que la tritocualina es una

molécula agonista H4.

Los inventores destacaron las asombrosas y sorprendentes propiedades de la tritocualina en el modelo animal clasico
de fibrosis pulmonar idiopatica, el del modelo de ratdn con bleomicina.

La figura 3 A explica el protocolo utilizado. La bleomicina se inhala durante 5 dias para provocar la fibrosis pulmonar.
A partir del D14, la tritocualina se administra diariamente por boca hasta el D28.

Las dosis utilizadas en este modelo son de 20 y 40 mg/kg, es decir, aproximadamente la dosis en un hombre adulto
de 70 kg de 1,4 g/dia a 2,8 g/dia.

La figura 1A muestra el efecto terapéutico de la tritocualina sobre la secrecion de TGF beta expresada en ng/mg
de tejido.

La figura 2A muestra el efecto de la tritocualina sobre la secrecion de colageno con pirfenidona como control.

La figura 2B muestra el efecto terapéutico de la tritocualina en la puntuacién anatdmica con pirfenidona como
control.

La figura 3B muestra el efecto de la bleomicina sobre el tejido pulmonar.
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Ejemplo:
Protocolo

El protocolo de bleomicina de ratén (BLM) se llevé a cabo con todos los ratones de cada grupo de 10 ratones (especie:
C57/BI6J, denominado mas adelante como BL6); se trata de ratones hembra de 8 semanas de edad.

El analisis de la fibrosis se llevé a cabo en todos los animales de cada grupo, respectivamente. La extension de la
fibrosis fue analizada bioquimicamente, histolégicamente y citolégicamente utilizando diversos métodos cuantitativos
y semicuantitativos. Todos los ratones BL6 son tratados segun el protocolo que se indica a continuacion.

» Se evaluaron 5 grupos de ratones.

El tratamiento con bleomicina (BLM) se llevé a cabo segun el siguiente protocolo:

Todos los ratones de todos los grupos (excepto el grupo 1) reciben bleomicina (BLM) por via intranasal (3 mg/kg por
instilacion nasal) durante 5 dias consecutivos y seran monitoreados a diario y sacrificados en el D + 29 después de la
instilacion de BLM para estudiar la inflamacion pulmonar crénica y la fibrosis. La bleomicina se administra cinco veces
a las 8 semanas de edad (véase el diagrama 3A).

El tratamiento con tritocualina se realiza en 2 dosis, 20 y 40 mg/kg/dia durante toda la vida de los ratones. El tratamiento
con tritocualina comienza catorce dias después de la primera inhalacion del tratamiento con bleomicina. El tratamiento
se realiza por via oral. Los grupos estudiados son los siguientes:

. raton BL6 NaCl
. raton BL6 BLM + vehiculo

. raton BL6 BLM + pirfenidona (100 mg/kg, por boca)
. ratéon BL6 BLM + tritocualina (20 mg/kg, por boca)
. raton BL6 BLM + tritocualina (40 mg/kg, por boca)

a b WON -

Histologia

Después de un lavado broncoalveolar (LBA) y la perfusion del pulmoén, el I6bulo grande se fijé en formaldehido
tamponado al 4 % para un analisis microscopico convencional (microscopio Leica). Se tifieron secciones de 3 mm con
Trichome Masson (TM) utilizando técnicas convencionales, que permiten la evaluacion de la fibrosis (TM) ya que las
fibras de colageno se tifien de azul y observar la extensién de la inflamacion.

La fibrosis fue evaluada por una puntuacién semicuantitativa (0-5) (puntuacién de Ashcroft) con una gravedad
creciente por dos observadores independientes.

La fibrosis con deposicion de colageno situada en las paredes alveolares y en la zona peribronquial y la infiltracion de
células inflamatorias se evalué mediante una puntuacion semicuantitativa de 0-5 con una gravedad creciente por dos
observadores independientes.

Titulacién de colageno (hidroxiprolina)

El nivel de coldgeno se obtiene después de la homogeneizacion del pulmén. Después de un lavado broncoalveolar
(LBA), todo el pulmoén se perfundié con una solucion salina a través del ventriculo cardiaco derecho para vaciar el
contenido vascular.

Los pulmones se congelaron a -70 °C hasta su uso. El pulmon fue entonces homogenizado en PBS y centrifugado.

El sobrenadante se desechd y el sedimento se volvié a suspender en 1 ml de PBS que contenia 0,5 % de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 5 mM.

Después de la centrifugacion, el contenido de colageno fue determinado por el ensayo de Sircol (France Biochem
Division, Francia), segun lo descrito por el fabricante.

La medicion de las citocinas

Los niveles de interferon gamma y TGF[ fueron medidos en un homogeneizado de pulmén; las concentraciones de
estas diferentes citocinas se determinaron mediante un ensayo de Luminex utilizando un MAGPIX (Biorad, Francia)
segun las instrucciones del fabricante.

Los resultados
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La medicién histolégica segun el método evaluado por una puntuacién semicuantitativa (0-5) (puntuacion de Ashcroft)
da los siguientes resultados:

Prueba de pirfenidona a 100 mg/kg frente a bleomicina para histologia.

* Pruebat pareada (prueba de Student)

+ Valor de P 0,0449

» Valor de P resumido: P < 0,05 ; Es la prueba significativa? Si

¢ Es la prueba altamente significativa? No, la diferencia es pequefia (P= 0,045) en el limite de la significancia.

Media + desviacién estandar (bleomicina): 4,2 + 0,14, n=10
Media + desviacion estandar (pirfenidona): 3,8 £ 0,12 n=10

Diferencia entre las dos medias: -0,40 £ 0,18
Conclusion: eficacia de la pirfenidona en el limite de la significancia.

Prueba de tritocualina a 20 mg/kg frente a bleomicina para histologia.

* Pruebat pareada (prueba de Student)
« Valor de P < 0,0002
» Valor de P resumido: P < 0,0002 ¢ Es la prueba significativa? Si

¢ Es la prueba altamente significativa? Si, la diferencia es muy elevada (P= 0,0002) significancia muy alta. Véase la
figura 2A.

Conclusién: eficacia muy elevada de la tritocualina con una significancia alta

La tritocualina también a una dosis de 20 o 40 mg/kg disminuye en gran medida la puntuacion histologica y esto es
muy significativo. La pirfenidona esta en el limite de la significancia (P 0,045)) mientras que para la tritocualina la
diferencia es muy significativa (P = 0,0001 para la dosis de 20 mg/kg) - Véase la figura 2B.

La titulacion de colageno (método de ensayo de hidroxiprolina) se expresa en ug/mg de proteinas.
Prueba de pirfenidona a 100 mg/kg frente a bleomicina para el colageno (hidroxiprolina).

* Pruebat no pareada (prueba de Student)
« Valor de P 0,0450
» Valor de P resumido: P < 0,05 4 Es la prueba significativa? Si

¢ Es la prueba altamente significativa? No, la diferencia es pequefia (P= 0,045) en el limite de la significancia.

Media + desviacion estandar (bleomicina): 340,0 + 4,888, n=10

Media + desviacion estandar (pirfenidona): 316,5 + 9,748, n=10

Diferencia entre las dos medias: -23,50 + 10,90 Conclusion: eficacia de la pirfenidona en el limite de la significancia (P
045).

Prueba de tritocualina a 20 mg/kg frente a bleomicina para el colageno (hidroxiprolina).

* Pruebat no pareada (prueba de Student)
« Valor de P < 0,0001
* Valor de P resumido: P < 0,0001 ¢ Es la prueba significativa? Si

¢ Es la prueba altamente significativa? Si, la diferencia es muy elevada (P= 0,0001) significancia muy alta.

Media + desviacion estandar (bleomicina): 340,0 + 4,888, n=10

Media + desviacion estandar (trito a 20 mg/kg): 280,0 £ 7,528, n=10

Diferencia entre las dos medias: -60,00 + 8,975 Conclusion: eficacia muy elevada de la tritocualina con una
significancia alta.

La tritocualina tiene una fuerte accion sobre la inhibicion de la formacion de colageno que es muy superior a la de la
pirfenidona. La significancia también es importante (P= 0,0001) - Véase la figura 2A.

El ensayo de citocinas: La tritocualina también inhibe en gran medida TGF(. (P=0,001) como la pirfenidona (P= 0,001)
- véase la figura 1A.
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La tritocualina podria ser utilizada en diferentes formas, ademas de su forma de "comprimido" sin modificar su eficacia,
por ejemplo en forma de capsula dura, jarabe, gel oral, capsula o comprimido de disgregacion programada.

La tritocualina ya se ha utilizado en seres humanos en una dosis de 3 mg/kg, pero nunca en la fibrosis pulmonar
idiopatica, sin embargo, esta dosis debe ser activa en los seres humanos en esta patologia.

De hecho, las dosis utilizadas en los animales son generalmente 10 veces superior a las utilizadas en los seres
humanos. Por ejemplo, Esbriet se utiliza en la dosis de 100 mg/kg en ratones, mientras que en los seres humanos la
dosis utilizada es de solamente 15 mg/kg.

Esta relacion de dosis es probablemente la misma para la tritocualina. Las dosis que podrian ser eficaces serian
entonces de 3 a 40 mg/kg.
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REIVINDICACIONES
1. Sustancia que tiene una actividad agonista sobre el receptor H4 de histamina para su uso en el tratamiento de la
fibrosis pulmonar idiopatica, caracterizada por que esta constituida por un isémero o por una mezcla de isémeros de
la 7-amino-4, 5, 6-trietoxi-3-(5, 6, 7, 8-tetrahidro-4-metoxi-6-metil-1,3-dioxolo[4,5-g]isoquinolin-5-il) ftalida o tritocualina.

2. Sustancia para su uso segun la reivindicacion 1, caracterizada por que inhibe el TGFp.

3. Sustancia para su uso segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizada por que esta envasada en diferentes formas
galénicas: capsulas duras, comprimidos, capsulas, jarabe, gel.
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