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DESCRIPCION
Combinaciones terapéuticas para el tratamiento de las enfermedades hepaticas
CAMPO

[0001] La presente divulgacién se refiere a combinaciones de un inhibidor de ACC con un agonista de FXR como se
define en las reivindicaciones para su uso en el tratamiento y/o prevencién de cirrosis biliar primaria o colangitis
esclerosante primaria.

LISTA DE SECUENCIAS

[0002] El Listado de Secuencias asociado a esta solicitud se proporciona en formato de texto en lugar de una copia en
papel, y por la presente se incorpora por referencia a la especificacion.

FONDO

[0003] Las enfermedades hepaticas se clasifican generalmente como agudas o crénicas en funcién de la duracién de la
enfermedad. Las enfermedades hepéticas pueden estar causadas por una infeccién, una lesion, la exposicién a farmacos
o compuestos téxicos, el alcohol, las impurezas de los alimentos y la acumulacién anormal de sustancias normales en la
sangre, un proceso autoinmune, un defecto genético (como la hemocromatosis) o una(s) causa(s) desconocida(s).

[0004] Las enfermedades hepaticas son una de las principales causas de muerte en todo el mundo. En concreto, se ha
visto que una dieta rica en grasas dafia el higado de forma sorprendentemente similar a la hepatitis. La Fundacién
Americana del Higado calcula que més del 20% de la poblacién padece de esteatosis hepatica no alcohdélica (NAFLD).
Se sugiere que la obesidad, las dietas poco saludables y los estilos de vida sedentarios pueden contribuir a la alta
prevalencia de NAFLD. Si no se trata, la NAFLD puede evolucionar a esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) y provocar
graves efectos adversos. Una vez que se desarrolla la NASH, el higado se inflama y cicatriza (cirrosis) con el tiempo.

[0005] Karlsen T.H. et al. (Alimentary Pharmacology & Therapeutics, 2013, vol. 39 (3), paginas 282-301, DOI:
10.1111/APT.12581) es un articulo de revisién relativo al tratamiento actual y en perspectiva de la cirrosis biliar primaria
y la colangitis esclerosante primaria. El documento WO 2016/112305 divulga en general el tratamiento de enfermedades
hepaticas (por ejemplo, NALFD, NASH, fibrosis hepatica, cirrosis hepatica) utilizando un inhibidor de ACC. Publ. de
Solicitud de La publicacién n® 2014/221659 divulga el tratamiento de enfermedades hepéticas utilizando un agonista de
FXR.

[0006] Aunque los informes preliminares sugieren que los cambios positivos en el estilo de vida podrian prevenir o revertir
el dafio hepético, no existen tratamientos médicos eficaces para la NAFLD o la NASH. En consecuencia, sigue existiendo
la necesidad de proporcionar nuevos agentes farmacéuticos eficaces para tratar las enfermedades hepéticas.

RESUMEN

[0007] La presente invencién se define mediante las reivindicaciones. Cualquier materia que quede fuera del &mbito de
las reivindicaciones se proporciona Unicamente a titulo informativo.

[0008] De acuerdo con la presente invencidn, se proporcionan combinaciones para su uso en métodos de tratamiento y/o
prevencién de cirrosis biliar primaria (PBC) o colangitis esclerosante primaria (PSC) en un paciente que las necesite, que
comprenden administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de acetil-CoA carboxilasa (ACC)
de férmula (I) o (II) como se define en las reivindicaciones en combinacidén con una cantidad terapéuticamente eficaz de
agonistas del receptor X farnesoide (FXR) de formula (Ill) o (IV) como se define en las reivindicaciones.

[0009] En una realizacién, el inhibidor de ACC y el agonista de FXR pueden coadministrarse. En dicha realizacién, el
inhibidor de ACC de férmula (1) o (1) y el agonista de FXR de férmula (lIl) o (IV) pueden administrarse juntos como una
Unica composicion farmacéutica, o por separado en mas de una composicidén farmacéutica. En consecuencia, también se
proporciona en el presente documento una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un inhibidor de ACC de férmula (1) o (Il) y una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista de FXR de
férmula (111) o (V).

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0010]

FIG. 1. Triglicéridos hepéticos en umol/g en el modelo murino de FFD. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;****p <
0,0001 significativamente diferentes del vehiculo por ANOVA). El grafico muestra la media + SEM.

FIG. 2. Ul/L de ALT en el modelo murino de FFD. (*** p < 0,001, significativamente diferente del vehiculo mediante
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ANOVA). El grafico muestra la media + SEM.

FIG. 3. Expresién hepatica del gen de la fibrosis hepatica Col1a1 medida por RT-PCR cuantitativa en el modelo
murino de FFD. (**p < 0,01; ****p < 0,0001 significativamente diferente de vehiculo por ANOVA, # significativamente
diferente de cualquier agente Unico por prueba t). El grafico muestra la media + SEM.

FIG. 4. Expresién hepética del gen de la fibrosis hepatica Timp1 medida por RT-PCR cuantitativa en el modelo
murino de FFD. (*p < 0,05; ****p < 0,0001 significativamente diferente de vehiculo por ANOVA; # significativamente
diferente de cualquier agente Unico por prueba t). El grafico muestra la media + SEM.

FIG. 5. Porcentaje de area positiva de RPS mediante anélisis de imagen cuantitativo en el modelo CDHFD de rata.
(**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 significativamente diferente del vehiculo mediante prueba t; & p < 0,001
significativamente diferente del inicio del tratamiento mediante prueba t). El grafico muestra la media + SEM.

FIG. 6. Porcentaje de area a-SMA positiva mediante andlisis de imagen cuantitativo en el modelo de CDHFD de
rata. (**p < 0,01 significativamente diferente del vehiculo mediante la prueba de la t; & p < 0,001 significativamente
diferente del inicio del tratamiento mediante la prueba de la t; # p < 0,05 significativamente diferente de cualquier
agente Unico mediante la prueba de la t). El gréfico muestra la media + SEM.

FIG. 7. Proteina Timp1 medida en plasma mediante ELISA en el modelo CDHFD de rata. (*p < 0,05
significativamente diferente del vehiculo mediante la prueba t; & p < 0,001 significativamente diferente del inicio
del tratamiento mediante la prueba t). El gréfico muestra la media + SEM.

FIG. 8. Acido hialurénico (AH) medido en plasma mediante ELISA en el modelo CDHFD de rata. **p < 0,01, ***p <
0,001, ****p < 0,0001 significativamente diferente del vehiculo mediante la prueba t). El grafico muestra la media +
SEM.

FIG. 9. Propéptido N-terminal del colageno de tipo Ill (PIIINP) medido en plasma mediante ELISA en el modelo
CDHFD de rata. (*p < 0,05,**p < 0,01, ***p < 0,0001 significativamente diferente del vehiculo mediante la prueba
t; & p < 0,001 significativamente diferente del inicio del tratamiento mediante la prueba t, # p < 0,05
significativamente diferente de cualquier agente Unico mediante la prueba t). El grafico muestra la media + SEM.

DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones y Parametros Generales

[0011] Tal como se utilizan en la presente especificacién, los siguientes términos y frases tienen generalmente el
significado que se indica a continuacién, excepto en la medida en que el contexto en el que se utilizan indique lo contrario.

[0012] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aproximadamente" utilizado en el contexto de mediciones
cuantitativas significa la cantidad indicada + 10%, o alternativamente la cantidad indicada + 5% o + 1%.

[0013] EI término "sal farmacéuticamente aceptable”" se refiere a una sal de un compuesto divulgado en el presente
documento que conserva la eficacia biolégica y las propiedades del compuesto subyacente, y que no es biolégicamente
o de otro modo indeseable. Existen sales de adicién de acidos y sales de adicién de bases. Las sales de adicién acida
farmacéuticamente aceptables pueden prepararse a partir de acidos inorganicos y organicos.

[0014] Los acidos y las bases Utiles para reaccionar con un compuesto subyacente y formar sales farmacéuticamente
aceptables (sales de adicién de &cido o de adicién de base, respectivamente) son conocidos por los expertos en la materia.
Del mismo modo, los métodos de preparaciéon de sales farmacéuticamente aceptables a partir de un compuesto
subyacente (previa divulgacién) son conocidos por los expertos en la materia y se divulgan, por ejemplo, en Berge, at al.
Journal of Pharmaceutical Science, enero de 1977, vol. 66, n° 1, y otras fuentes.

[0015] Como se usa aqui, "portador farmacéuticamente aceptable” incluye excipientes o agentes tales como disolventes,
diluyentes, medios de dispersidén, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isoténicos vy
retardadores de la absorcion y similares que no son deletéreos para el compuesto divulgado o el uso del mismo. El uso
de tales portadores y agentes para preparar composiciones de sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido
en la técnica (véase, p. ej., Remington's Pharmaceutical Sciences, Mace Publishing Co., Philadelphia, PA 17th Ed. (1985);
y Modern Pharmaceutics, Marcel Dekker, Inc. 32 Ed. (G.S. Banker & C.T. Rhodes, Eds.).

[0016] Los términos "cantidad terapéuticamente eficaz" y "cantidad eficaz" se usan de manera intercambiable y se refieren
a una cantidad de un compuesto que es suficiente para efectuar el tratamiento como se define a continuacién, cuando se
administra a un paciente (p. ej.,, un humano) que necesita dicho tratamiento en una o més dosis. La cantidad
terapéuticamente eficaz variara en funcién del paciente, la enfermedad tratada, el peso y/o la edad del paciente, la
gravedad de la enfermedad o la forma de administracién, segin determine un prescriptor o cuidador cualificado.
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[0017] El término "tratamiento” o “tratar" significa administrar un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo con el fin de: (i) retrasar la aparicién de una enfermedad, es decir, hacer que los sintomas clinicos de la enfermedad
no se desarrollen o retrasar el desarrollo de la misma; (ii) inhibir la enfermedad, es decir, detener el desarrollo de los
sintomas clinicos; y/o (iii) aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresion de los sintomas clinicos o la gravedad de
los mismos.

Enfermedades hepéticas

[0018] La presente invencién se dirige a las combinaciones de compuestos segln las reivindicaciones para su uso en el
tratamiento y/o prevencién de la cirrosis biliar primaria o la colangitis esclerosante primaria. Cualquier referencia a otras
enfermedades hepéaticas se proporciona Unicamente a titulo informativo. Las enfermedades hepéticas son dafios agudos
o crénicos del higado en funcidén de la duracion de la enfermedad. El dafio hepético puede deberse a una infeccién, una
lesién, la exposicion a farmacos o compuestos téxicos como el alcohol o las impurezas de los alimentos, una acumulacién
anormal de sustancias normales en la sangre, un proceso autoinmunitario, un defecto genético (como la hemocromatosis)
u otras causas desconocidas. Las enfermedades hepaticas ejemplares incluyen, entre otras, la cirrosis, la fibrosis
hepética, la enfermedad del higado graso no alcohélico (NAFLD), la esteatohepatitis no alcohédlica (NASH), la
esteatohepatitis alcohdlica (ASH), la lesién por isquemia reperfusién hepatica, la cirrosis biliar primaria (PBC), la colangitis
esclerosante primaria (PSC) y la hepatitis, incluidas las hepatitis viricas y alcohélicas.

[0019] La enfermedad del higado graso no alcohdélico (NAFLD) es la acumulacidén de grasa extra en las células hepaticas
que no esta causada por el alcohol. La NAFLD puede provocar la inflamacién del higado (esteatohepatitis), lo que a su
vez puede causar cicatrices (cirrosis) con el tiempo y provocar cancer de higado o insuficiencia hepatica. La NAFLD se
caracteriza por la acumulacién de grasa en los hepatocitos y suele asociarse a algunos aspectos del sindrome metabdlico
(por ejemplo, diabetes mellitus de tipo 2, resistencia a la insulina, hiperlipidemia, hipertensién). La frecuencia de esta
enfermedad es cada vez mayor debido al consumo de dietas ricas en carbohidratos y grasas. Un subgrupo (~20%) de
pacientes con NAFLD desarrolla esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

[0020] La NASH, un subtipo de enfermedad del higado graso, es la forma méas grave de NAFLD. Se caracteriza por
esteatosis macrovesicular, degeneracién globular de los hepatocitos y/o inflamacién que, en ultima instancia, conduce a
la cicatrizacién hepatica (es decir, fibrosis). Los pacientes diagnosticados de NASH evolucionan hacia un estadio
avanzado de fibrosis hepatica y, finalmente, cirrosis. El tratamiento actual de los pacientes cirréticos con NASH en fase
terminal es el trasplante de higado.

[0021] Otra enfermedad hepética comun es la colangitis esclerosante primaria (PSC). Es una enfermedad hepatica crénica
o de larga duracion que dafia lentamente los conductos biliares dentro y fuera del higado. En los pacientes con PSC, la
bilis se acumula en el higado debido a la obstruccién de los conductos biliares, donde dafia gradualmente las células
hepéaticas y causa cirrosis, o cicatrizacién del higado. En la actualidad, no existe ningun tratamiento eficaz para curar la
PSC. Muchos pacientes con PSC acaban necesitando un trasplante de higado por insuficiencia hepatica, nhormalmente
aproximadamente 10 afios después de que se les diagnostique la enfermedad. La PSC también puede provocar cancer
de vias biliares.

[0022] La fibrosis hepética es la acumulaciéon excesiva de proteinas de la matriz extracelular, incluido el colageno, que se
produce en la mayoria de los tipos de enfermedades hepaticas crénicas. La fibrosis hepética avanzada provoca cirrosis,
insuficiencia hepatica e hipertensién portal, y a menudo requiere un trasplante de higado.

Métodos

[0023] Los métodos de tratamiento del cuerpo humano mediante terapia, a los que se hace referencia en esta descripcién,
no forman parte de la presente invencién como tal, sino que se describen aqui en relacién con los compuestos y
composiciones farmacéuticas para su uso en dichos métodos de tratamiento del cuerpo humano mediante terapia, segun
la presente invencién, es decir, las combinaciones de agentes activos segln las reivindicaciones para su uso en el
tratamiento y/o prevencién de la cirrosis biliar primaria o la colangitis esclerosante primaria. Cualquier referencia al
tratamiento de otras enfermedades hepaticas se facilita Unicamente a titulo informativo. En el presente documento se
describe un método de tratamiento y/o prevencién de una enfermedad hepatica en un paciente que la necesita, que
comprende la administracién al paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de ACC en combinacién
con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista de FXR. La presencia de una enfermedad hepética activa puede
detectarse por la existencia de niveles elevados de enzimas en la sangre. En concreto, se sabe que los niveles de alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) en sangre por encima de los rangos normales clinicamente
aceptados son indicativos de dafio hepético en curso. La monitorizacién rutinaria de los niveles de ALT y AST en sangre
de los pacientes con enfermedad hepatica se utiliza clinicamente para medir el progreso de la enfermedad hepatica
durante el tratamiento médico. La reduccion de los niveles elevados de ALT y AST a los valores normales aceptados se
considera una prueba clinica que refleja una reduccién de la gravedad del dafio hepatico en curso en el paciente.

[0024] En ciertas divulgaciones, la enfermedad hepatica es una enfermedad hepética crénica. Las enfermedades

hepaticas cronicas implican la destruccién y regeneracién progresivas del parénquima hepéatico, lo que conduce a la
fibrosis y la cirrosis. En general, las enfermedades hepaticas crénicas pueden estar causadas por virus (como la hepatitis
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B, la hepatitis C, el citomegalovirus (CMV) o el virus de Epstein Barr (EBV)), agentes téxicos o farmacos (como el alcohol,
el metotrexato o la nitrofurantoina), una enfermedad metabdlica (como la esteatosis hepatica no alcohélica (NAFLD), la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), la hemocromatosis o la enfermedad de Wilson), una enfermedad autoinmune
(como la hepatitis crénica autoinmune, la colangitis biliar primaria (antes conocida como cirrosis biliar primaria) o la
colangitis esclerosante primaria) u otras causas (como la insuficiencia cardiaca derecha).

[0025] En una realizacién, se proporciona aqui un método para reducir el nivel de cirrosis. En una realizacién, la cirrosis
se caracteriza patolégicamente por la pérdida de la arquitectura lobular microscépica normal, con fibrosis y regeneracion
nodular. Los métodos para medir la extensién de la cirrosis son bien conocidos en la técnica. En una realizacion, el nivel
de cirrosis se reduce entre un 5% y un 100%. En una realizacién, el nivel de cirrosis se reduce en al menos un 5%, al
menos un 10%, al menos un 15%, al menos un 20%, al menos un 25%, al menos un 30%, al menos un 35%, al menos
un 40%, al menos un 45%, al menos un 50%, al menos un 55%, al menos un 60%, al menos un 65%, al menos un 70%,
al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, o al menos un 95% en el sujeto.

[0026] En ciertas divulgaciones, la enfermedad hepatica es una enfermedad hepatica metabdlica. En una divulgacién, la
enfermedad hepética es la enfermedad del higado graso no alcohélico (NAFLD). La NAFLD esta asociada a la resistencia
a la insulina y al sindrome metabdlico (obesidad, hiperlipidemia combinada, diabetes mellitus (tipo Il) e hipertension
arterial). Se considera que la NAFLD abarca un espectro de actividad de la enfermedad, y comienza como una
acumulacién grasa en el higado (esteatosis hepatica).

[0027] Se ha demostrado que tanto la obesidad como la resistencia a la insulina probablemente desempefian un papel
importante en el proceso de la enfermedad de NAFLD. Ademés de una dieta inadecuada, la NAFLD tiene otras causas
conocidas. Por ejemplo, la NAFLD puede estar causada por ciertos medicamentos, como la amiodarona, los antivirales
(por ejemplo, los analogos de nuclebsidos), la aspirina (raramente como parte del sindrome de Reye en nifios), los
corticosteroides, el metotrexato, el tamoxifeno o la tetraciclina. La NAFLD también se ha relacionado con el consumo de
refrescos por la presencia de jarabe de maiz con alto contenido en fructosa, que puede provocar un mayor depésito de
grasa en el abdomen, aunque el consumo de sacarosa muestra un efecto similar (probablemente debido a su
descomposicién en fructosa). También se sabe que la genética desempefia un papel, ya que se han identificado dos
mutaciones genéticas para esta susceptibilidad.

[0028] Si no se trata, la NAFLD puede convertirse en esteatohepatitis no alcohélica (NAFLD), que es la forma més extrema
de NAFLD, un estado en el que la esteatosis se combina con inflamacién y fibrosis. La NASH se considera una de las
principales causas de cirrosis hepatica. En consecuencia, se divulga en el presente documento un método de tratamiento
y/o prevencidn de la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) en un paciente que la necesita, que comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de ACC en combinacién con una cantidad terapéuticamente
eficaz de un agonista de FXR.

[0029] También se divulga en el presente documento un método para tratar y/o prevenir la fibrosis hepatica en un paciente
que lo necesite, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de ACC en
combinacién con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista de FXR. La fibrosis hepética es la acumulacion
excesiva de proteinas de la matriz extracelular, incluido el coladgeno, que se produce en la mayoria de los tipos de
enfermedades hepéticas crénicas. En ciertos casos, la fibrosis hepatica avanzada provoca cirrosis e insuficiencia hepatica.
Los métodos para medir las histologias hepaticas, como los cambios en la extension de la fibrosis, la hepatitis lobulary la
necrosis en puente periportal, son bien conocidos en la técnica.

[0030] En una divulgacidn, el nivel de fibrosis hepatica, que es la formacién de tejido fibroso, fibroma o degeneracién
fibrosa, se reduce en mas de un 90%. En una divulgacién, el nivel de fibrosis, que es la formacién de tejido fibroso, fibroma
o degeneracién fibrosa, se reduce al menos en un 90%, al menos en un 80%, al menos en un 70%, al menos en un 60%,
al menos en un 50%, al menos en un 40%, al menos en un 30%, al menos en un 20%, al menos en un 10%, al menos en
un 5% o al menos en un 2%.

[0031] En una divulgacién, los compuestos aqui proporcionados reducen el nivel de fibrogénesis en el higado. La
fibrogénesis hepatica es el proceso que conduce al depédsito de un exceso de componentes de la matriz extracelular en
el higado, lo que se conoce como fibrosis. Se observa en una serie de afecciones como las hepatitis viricas crénicas By
C, la hepatopatia alcohdlica, la hepatopatia inducida por farmacos, la hemocromatosis, la hepatitis autoinmune, la
enfermedad de Wilson, la colangitis biliar primaria (antes conocida como cirrosis biliar primaria), la colangitis esclerosante,
la esquistosomiasis hepética y otras. En una divulgacién, el nivel de fibrogénesis se reduce en més de un 90%. En una
divulgacion, el nivel de fibrogénesis se reduce en al menos un 90%, al menos un 80%, al menos un 70%, al menos un
60%, al menos un 50%, al menos un 40%, al menos un 30%, al menos un 20%, al menos un 10%, al menos un 5% o al
menos un 2%.

[0032] En otras divulgaciones, se proporciona en el presente documento un método para tratar y/o prevenir la colangitis
esclerosante primaria (PSC) en un paciente que la necesita, que comprende administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de ACC en combinacién con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista
de FXR.
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[0033] Se ha observado que los pacientes que padecen NASH son de media aproximadamente 2,8 afios mayores que
los pacientes sanos en las pruebas epigenéticas. Asi, en una divulgacién, los compuestos Utiles para el tratamiento de la
NASH serian utiles para ralentizar, mejorar o invertir la edad epigenética o los efectos del envejecimiento debidos a la
NASH. En otra divulgacion, las terapias de combinacién para el tratamiento de NASH como, por ejemplo, la combinacién
de un inhibidor de ACC con un agonista de FXR como se divulga en el presente documento pueden ser Utiles para mejorar
o revertir los efectos del envejecimiento debido a NASH.

[0034] En una divulgacién, el inhibidor de ACC y el agonista de FXR pueden administrarse juntos en una formulacién
combinada o en composiciones farmacéuticas separadas, donde cada inhibidor puede formularse en cualquier forma de
dosificacién adecuada. En ciertas divulgaciones, los métodos aqui proporcionados comprenden administrar por separado
una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de ACC y un portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable y una composicion farmacéutica que comprende un agonista de FXR y un portador o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Las formulaciones combinadas segun la presente divulgacién comprenden un inhibidor de
ACC y un agonista de FXR junto con uno o mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables y opcionalmente
otros agentes terapéuticos. Las formulaciones combinadas que contienen el principio activo pueden presentarse en
cualquier forma adecuada para el método de administracién previsto.

Inhibidores de la ACC

[0035] En ciertas divulgaciones de los métodos y composiciones farmacéuticas aqui divulgados, el inhibidor de ACC es
un compuesto que tiene la estructura de la Férmula (

OH

® x

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0036] En ciertas divulgaciones de los métodos y composiciones farmacéuticas aqui divulgados, el inhibidor de ACC es
un compuesto que tiene la estructura de la Férmula (Il):

L MA e
.\\O\Q

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0037] Los compuestos de Férmula (1) y Férmula (Il) pueden sintetizarse y caracterizarse utilizando métodos conocidos
por los expertos en la materia, como los descritos en la Publicacién de Solicitud Internacional PCT N° WO 2013/071169.
En una realizacién, el inhibidor de la ACC es el compuesto de Férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. En una realizacién, el inhibidor de la ACC es el compuesto de Férmula (ll) o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

Agonista FXR

[0038] En ciertas divulgaciones de los métodos y composiciones farmacéuticas aqui divulgados, el agonista de FXR es
un compuesto que tiene la estructura de la Férmula (lI):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0039] En ciertas divulgaciones de los métodos y composiciones farmacéuticas aqui divulgados, el agonista FXR es un
compuesto que tiene la estructura de la Férmula (1V):

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0040] Los compuestos de Férmula (I1) y Férmula (IV) pueden sintetizarse y caracterizarse utilizando métodos conocidos
por los expertos en la materia, como los descritos en la Publicacién de EE. UU. N.° 2014/0221659.

Dosificacién y administracion

[0041] Aunque es posible que un principio activo se administre solo, puede ser preferible presentarlos como formulaciones
farmacéuticas o composiciones farmacéuticas como se describe a continuaciéon. Las formulaciones, tanto para uso
veterinario como para uso humano, de la divulgaciéon comprenden al menos uno de los ingredientes activos, junto con uno
0 més portadores aceptables de los mismos y, opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos. El portador o portadores
deben ser "aceptables" en el sentido de ser compatibles con los demas ingredientes de la formulacién y fisiolégicamente
inocuos para el receptor de la misma.

[0042] Cada uno de los ingredientes activos puede formularse con portadores y excipientes convencionales, que se
seleccionaran de acuerdo con la préactica ordinaria. Los comprimidos pueden contener excipientes, deslizantes, cargas,
aglutinantes y similares. Las formulaciones acuosas se preparan en forma estéril y, cuando se destinan a una
administracion distinta de la oral, suelen ser isoténicas. Todas las formulaciones contendran opcionalmente excipientes
como los establecidos en el Handbook of Pharmaceutical Excipients (1986). Los excipientes incluyen &cido ascérbico y
otros antioxidantes, agentes quelantes como EDTA, carbohidratos como dextrina, hidroxialquilcelulosa,
hidroxialquilmetilcelulosa, acido estearico y similares. El pH de las formulaciones oscila entre 3 y 11 aproximadamente,
pero normalmente es de 7 a 10 aproximadamente.

[0043] Un clinico experto puede determinar facilmente la cantidad terapéuticamente eficaz de principio activo mediante
estudios convencionales de escalado de dosis. Normalmente, cada principio activo se administrara en dosis de 0,01
miligramos a 1 gramo. En una realizacién, la dosis sera de aproximadamente 10 miligramos a 450 miligramos. En otra
realizacién, la dosis sera de aproximadamente 25 a aproximadamente 250 miligramos. En otra realizacién, la dosis sera
de aproximadamente 50 o 100 miligramos. En una realizacién, la dosis sera de aproximadamente 100 miligramos. En una
realizacién, se administran 20 mg de un inhibidor de la ACC. En una realizacidén especifica, se administran 20 mg de un
compuesto de Férmula (Il). En una realizaciéon, se administran 30 mg de un agonista FXR. En una realizacién especifica,
se administran 30 mg de un compuesto de Férmula (lll). Se contempla que los principios activos puedan administrarse
una, dos o tres veces al dia. Asimismo, los principios activos pueden administrarse una o dos veces por semana, una vez
cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez cada cinco semanas o una vez
cada seis semanas.

[0044] La composicién farmacéutica para el principio activo puede incluir las adecuadas para las vias de administracién

anteriores. Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria y pueden
prepararse por cualquiera de los métodos bien conocidos en el arte de la farmacia. Las técnicas y formulaciones se
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encuentran generalmente en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co., Easton, PA). Tales métodos
incluyen el paso de poner en asociacion el ingrediente activo con el portador que constituye uno o méas ingredientes
accesorios. En general, las formulaciones se preparan asociando uniforme e intimamente el principio activo con
portadores liquidos o portadores sélidos finamente divididos, 0 ambos, y luego, si es necesario, dando forma al producto.

[0045] Las formulaciones adecuadas para la administraciéon oral pueden presentarse como unidades discretas, como
capsulas, cachés o comprimidos, cada una de las cuales contiene una cantidad predeterminada del principio activo; como
polvo o granulos; como solucién o suspensién en un liquido acuoso o no acuoso; 0 como emulsion liquida de aceite en
agua o emulsién liquida de agua en aceite. El principio activo también puede administrarse en forma de bolo, electuario o
pasta. En determinadas realizaciones, el principio activo puede administrarse en forma de inyeccidén subcutanea.

[0046] Un comprimido puede fabricarse por compresién o moldeado, opcionalmente con uno o més ingredientes
accesorios. Los comprimidos pueden prepararse comprimiendo en una maquina adecuada el principio activo en forma
fluida, como polvo o granulos, mezclado opcionalmente con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte, conservante o
agente tensioactivo. Los comprimidos moldeados pueden fabricarse moldeando en una maquina adecuada una mezcla
del principio activo en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden estar opcionalmente
recubiertos o ranurados y opcionalmente estdn formulados para proporcionar una liberacién lenta o controlada del
principio activo.

[0047] El principio activo puede administrarse por cualquier via adecuada a la afeccién. Las vias adecuadas incluyen la
oral, rectal, nasal, topica (incluyendo la bucal y sublingual), vaginal y parenteral (incluyendo la subcutanea, intramuscular,
intravenosa, intradérmica, intratecal y epidural), y similares. Se apreciara que la ruta preferida puede variar con, por
ejemplo, la condicién del receptor. En determinadas realizaciones, los principios activos son biodisponibles por via oral y,
por tanto, pueden dosificarse por via oral. En una realizacién, el paciente es humano.

[0048] Cuando se usan en combinacién en los métodos aqui divulgados, el inhibidor de ACC y el agonista de FXR pueden
administrarse juntos en una sola composicién farmacéutica, por ejemplo, una combinacién de dosis fija, o por separado
(ya sea concurrente o secuencialmente) en més de una composicion farmacéutica. En ciertas realizaciones, el inhibidor
de ACC y el agonista de FXR se administran juntos. En otras realizaciones, el inhibidor de ACC y el agonista de FXR se
administran por separado. En algunos aspectos, el inhibidor de ACC se administra antes del agonista de FXR. En algunos
aspectos, el agonista de FXR se administra antes del inhibidor de ACC. Cuando se administran por separado, el inhibidor
de la ACC y el agonista del FXR pueden administrarse al paciente por la misma via de administracion o por vias diferentes.

Composiciones Farmacéuticas

[0049] Las composiciones farmacéuticas de la divulgacion comprenden una cantidad eficaz de un inhibidor de ACC
seleccionado del grupo que consiste en un compuesto de Férmula (I) y un compuesto de Férmula (ll), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad eficaz de un agonista de FXR seleccionado del grupo que
consiste en un compuesto de Férmula (lll) y un compuesto de Férmula (1V), o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

[0050] Cuando se utiliza para uso oral, por ejemplo, pueden prepararse comprimidos, troqueles, pastillas, suspensiones
acuosas o oleosas, polvos o granulos dispersables, emulsiones, capsulas duras o blandas, jarabes o elixires. Las
composiciones destinadas al uso oral pueden prepararse segun cualquier método conocido en la técnica para la
fabricacién de composiciones farmacéuticas y dichas composiciones pueden contener uno o més agentes, incluidos
edulcorantes, aromatizantes, colorantes y conservantes, con el fin de proporcionar una preparaciéon apetecible. Se
aceptan comprimidos que contengan el principio activo mezclado con un excipiente no téxico farmacéuticamente
aceptable que sea adecuado para la fabricacién de comprimidos. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes
inertes, como, por ejemplo, carbonato calcico o sddico, lactosa, lactosa monohidrato, croscarmelosa sédica, povidona,
fosfato célcico o sédico; agentes granulantes y desintegrantes, como, por ejemplo, almidén de maiz o acido alginico;
agentes aglutinantes, como, por ejemplo, celulosa, celulosa microcristalina, almidén, gelatina o acacia; y agentes
lubricantes, como, por ejemplo, estearato de magnesio, acido estearico o talco. Los comprimidos pueden no estar
recubiertos o pueden estar recubiertos mediante técnicas conocidas, incluida la microencapsulacién, para retrasar la
desintegracién y la adsorcidn en el tracto gastrointestinal y proporcionar asi una accién sostenida durante un periodo més
largo. Por ejemplo, puede emplearse un material de retardo como, por ejemplo, monoestearato de glicerilo o diestearato
de glicerilo solo o con una cera.

[0051] Las formulaciones para uso oral también pueden presentarse como capsulas de gelatina dura en las que el principio
activo se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo fosfato de calcio o caolin, 0 como capsulas de gelatina blanda
en las que el principio activo se mezcla con agua o un medio oleoso, como por ejemplo, aceite de cacahuete, parafina
liquida o aceite de oliva.

[0052] Las suspensiones acuosas de la divulgacién contienen los materiales activos en mezcla con excipientes adecuados
para la fabricacion de suspensiones acuosas. Tales excipientes incluyen un agente de suspensién, como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa sédica, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato sédico, polivinilpirrolidona, goma tragacanto
y goma acacia, y agentes dispersantes o humectantes, como, por ejemplo, un fosfatido natural(p. ej., lecitina), un producto
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de condensacién de un éxido de alquileno con un &cido graso( por ejemplo, estearato de polioxietileno), un producto de
condensacion de é6xido de etileno con un alcohol alifatico de cadena larga(por ejemplo, heptadecaetilenooxicetanol), un
producto de condensacién de éxido de etileno con un éster parcial derivado de un acido graso y un anhidrido hexitélico(por
ejemplo, monooleato de sorbitdn polioxietilenado). La suspensién acuosa también puede contener uno o mas
conservantes como, por ejemplo, p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno 0 mas colorantes, uno o0 mas aromatizantes
y uno o mas edulcorantes como, por ejemplo, sacarosa o sacarina.

[0053] Las suspensiones oleosas pueden formularse suspendiendo el principio activo en un aceite vegetal, como, por
ejemplo, aceite de arachis, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, 0 en un aceite mineral, como, por ejemplo,
parafina liquida. Las suspensiones orales pueden contener un agente espesante, como, por ejemplo, cera de abejas,
parafina dura o alcohol cetilico. Pueden afiadirse agentes edulcorantes, como, por ejemplo, los mencionados
anteriormente, y agentes aromatizantes para proporcionar una preparacién oral apetitosa. Estas composiciones pueden
conservarse mediante la adicién de un antioxidante como, por ejemplo, el &cido ascérbico.

[0054] Los polvos y granulos dispersables de la divulgacién adecuados para la preparacién de una suspensiéon acuosa
mediante la adicién de agua proporcionan el ingrediente activo en mezcla con un agente dispersante o humectante, un
agente de suspension y uno o méas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes y los agentes de suspension
adecuados son, por ejemplo, los descritos anteriormente. También puede haber excipientes adicionales, como
edulcorantes, aromatizantes y colorantes.

[0055] Las composiciones farmacéuticas de la divulgacién también pueden presentarse en forma de emulsiones de aceite
en agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal, como, por ejemplo, aceite de oliva o aceite de arachis, un aceite
mineral, como, por ejemplo, parafina liquida, o una mezcla de éstos. Los agentes emulsionantes adecuados incluyen
gomas de origen natural, como, por ejemplo, goma acacia y goma tragacanto, fosfatidos de origen natural, como, por
ejemplo, lecitina de soja, ésteres o ésteres parciales derivados de &cidos grasos y anhidridos de hexitol, como, por
ejemplo, monooleato de sorbitén, y productos de condensacién de estos ésteres parciales con 6xido de etileno, como,
por ejemplo, monooleato de sorbitan polioxietilenado. La emulsién también puede contener agentes edulcorantes y
aromatizantes. Los jarabes y elixires pueden formularse con agentes edulcorantes como, por ejemplo, glicerol, sorbitol o
sacarosa. Dichas formulaciones también pueden contener un demulcente, un conservante, un aromatizante o un
colorante.

[0056] Las composiciones farmacéuticas de la divulgacién pueden presentarse en forma de una preparacion inyectable
estéril, como, por ejemplo, una suspensién acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspensiéon puede formularse
segun la técnica conocida utilizando los agentes dispersantes o humectantes y los agentes de suspensién adecuados que
se han mencionado anteriormente. La preparacién inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension
inyectable estéril en un diluyente o disolvente no téxico aceptable para los padres, como, por ejemplo, una solucién en
1,3-butanodiol o preparada como polvo liofilizado. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se
encuentran el agua, la soluciéon de Ringer y la solucién isoténica de cloruro sddico. Ademas, los aceites fijos estériles
pueden emplearse convencionalmente como disolvente o medio de suspensién. Para ello puede emplearse cualquier
aceite fijo insipido, incluidos los mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, los &cidos grasos como, por ejemplo, el acido
oleico también pueden utilizarse en la preparacién de inyectables.

[0057] La cantidad de principio activo que puede combinarse con el material de soporte para producir una Unica forma de
dosificacion variara en funcién del huésped tratado y del modo de administracién concreto, como la administracién oral o
la inyeccién subcutédnea. Por ejemplo, una formulacién de liberacidén prolongada destinada a la administracién oral a seres
humanos puede contener aproximadamente de 1 a 1000 mg de material activo compuesto con una cantidad adecuada y
conveniente de material portador que puede variar de aproximadamente 5 a aproximadamente 95% de las composiciones
totales (peso:peso). La composicién farmacéutica puede prepararse para proporcionar cantidades facilmente mensurables
para su administracién. Por ejemplo, una solucién acuosa destinada a infusién intravenosa puede contener de
aproximadamente 3 a 500 pg del principio activo por mililitro de solucién para que pueda producirse la infusién de un
volumen adecuado a una velocidad de aproximadamente 30 mL/hora. Cuando se formula para administraciéon subcutanea,
la formulacién se administra normalmente unas dos veces al mes durante un periodo de entre dos y cuatro meses.

[0058] Las formulaciones adecuadas para la administracién parenteral incluyen soluciones de inyeccién estériles acuosas
y ho acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la formulacién sea
isoténica con la sangre del receptor previsto; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes
de suspension y espesantes.

[0059] Las formulaciones pueden presentarse en envases unidosis o multidosis, por ejemplo ampollas y viales sellados,
y pueden almacenarse en estado liofilizado (liofilizado) requiriendo Unicamente la adicién del portador liquido estéril, por
ejemplo agua para inyeccién, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y suspensiones inyectables
extemporaneas se preparan a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles del tipo descrito anteriormente. Las
formulaciones de dosificacién unitaria preferidas son las que contienen una dosis diaria 0 una subdosis diaria unitaria, tal
como se ha mencionado anteriormente, o una fraccién adecuada de la misma, del principio activo.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1. Eficacia en un modelo murino de NASH

[0060] El siguiente estudio se realiz6 para evaluar la eficacia de la combinacién de un inhibidor de ACC y un agonista de
FXR en un modelo de ratén de esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), en relacién con la eficacia de los agentes
individuales solos en el modelo. La NASH se indujo en ratones C57BL/6 macho mediante la administracién crénica de
una dieta de "comida rapida" (FFD) rica en grasas saturadas, colesterol y azUcares durante un total de 6 meses, mientras
que los animales de control magros se mantuvieron con una dieta de pienso normal. Se establecié un fenotipo de NASH
en los ratones FFD en comparacion con los ratones de control después de 6 meses, y se caracterizd por esteatosis
macrovesicular, ALT y AST elevadas, y mayores niveles de transcritos asociados con la activacién de las células
estrelladas hepaticas. See Charlton M, et al. Ratén de dieta rapida: nuevo modelo animal de NASH con formacién de
globos, fibrosis progresiva y alta fidelidad fisiolégica a la condicibn humana. Revista Americana de Fisiologia.
Gastrointestinal and Liver Physiology 2011; 301 (5):G825-34.

[0061] Después de 5 meses, los ratones FFD fueron tratados posteriormente con placebo (vehiculo), un inhibidor de ACC
(Férmula (1)), un agonista de FXR (Férmula (1)), o con la combinacién de Férmula (1) y Férmula (lll) durante 1 mes. Los
ratones de control siguieron una dieta normal durante los 6 meses que durd el estudio. Los analisis de los criterios de
valoracién incluyeron la cuantificacion bioquimica de los triglicéridos hepéticos, la ALT plasmatica y la medicién de los
transcritos profibréticos Timp1 y Col1A1 en el higado.

Métodos
Animales

[0062] En este estudio se utilizaron ratones machos C57CL/6 (de 12 semanas de edad al inicio del estudio). Todos los
procedimientos utilizados para el estudio de los animales se ajustaron a la normativa estadounidense. La Ley de Bienestar
Animal del Departamento de Agricultura (9 CFR Partes 1, 2 y 3); la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(Instituto de Investigacién sobre Animales de Laboratorio, The National Academies Press, Washington, D.C.); y la Oficina
de Bienestar de los Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud.

Protocolo experimental en vivo para el modelo de ratén FFD

[0063] El disefio experimental se muestra en la Tabla 1. A los animales del estudio se les administrd una dieta estandar
(Harlan Teklad Global Diets 2014, TD2014) o una dieta comercial rica en grasas y colesterol (Research Diets Inc,
DB12079B) (la FFD). A los animales que recibieron la FFD se les administrd fructosa/glucosa en agua de bebida formulada
de la siguiente manera: Se mezclaron 23,1 g de fructosa (Sigma, F2543) y 17,2 g de glucosa (Sigma, 49158) en 1000 mL
de agua potable.

[0064] El compuesto de Férmula (1) o el compuesto de Férmula (I1l) solos, o la combinacién de los compuestos de Férmula
(1) y Férmula (1), se administraron durante el Gltimo mes del estudio (mes 5 - mes 6). El compuesto de Férmula (I) y el
compuesto de Férmula (lIl) se formularon en 0,5% de carboximetilcelulosa sédica (viscosidad media), 1% p/p de etanol,
98,5% p/p de Tampédn Tris 50 mM, pH 8 en agua de 6smosis inversa. El compuesto de Férmula (1) se formulé a 0,1 0 0,2
mg/mL y se administré en la dosis proporcionada en la Tabla 1, y el compuesto de Férmula (lll) se formulé a 2 mg/mL y
se administré en la dosis proporcionada en la Tabla 1.

[0065] Siete dias antes de la dosis PO, los animales de los grupos 1-6 recibieron una dosis simulada de vehiculo BID. La
dosificacién simulada se disefié para aclimatar a los animales a la administracién de dosis por sonda oral. A partir del Dia
1 del estudio, los animales de todos los grupos de dosis se dosificaron tres veces al dia; dos veces secuencialmente por
la mafiana (7:00 +/- 1 hora), y una vez por la tarde (19:00 +/- 1 hora), con el mismo volumen de formulacién que no
contenia ninglin compuesto (grupo 1, vehiculo) o los compuestos apropiados como se indica a continuacién (Tabla 1)
durante 28 dias (hasta el Dia 29 de dosificacién). Cada grupo se dividié en dos y la mitad se sacrificé 2 horas después de
la dosis, y la otra mitad se sacrificé 8 horas después de la dosis el dia 29.
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Tabla 1. Diseio experimental y grupos de dosis
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Cuantificacién de los triglicéridos del higado murino

[0066] Extraccién de tejido: Las muestras de tejido hepatico de ratén (25 + 10 mg, pesadas con precisiéon en estado
congelado) se homogeneizaron y se extrajeron con una mezcla de disolventes orgénicos inmiscibles en agua que extrae
la fraccién de triacilglicéridos, asi como las fracciones de colesterol libre y esterificado en la fase organica. Tras la
centrifugacién, una alicuota de la capa organica superior, que contenia los triacilglicéridos, el colesterol y los ésteres de
colesterol, se diluy6é 10 veces o0 25 veces con etanol. Se tomaron dos alicuotas distintas de esta dilucién. Una alicuota se
analizé para los triacilglicéridos, la segunda alicuota se utilizé para la determinacién del colesterol total.

[0067] Determinacién de triacilglicéridos: Para la determinacién de triacilglicéridos, se evaporé una alicuota de la dilucién
de 25 veces (0 ninguna dilucién en el caso de muestras con bajo contenido en triacilglicéridos) bajo una corriente de
nitrégeno. El extracto desecado se reconstituyé paso a paso con una solucién de dodecil sulfato sédico al 0,1% en PBS
bajo ultrasonidos, y a continuacion se mezcld con el reactivo de determinacion de triacilglicéridos (Infinity™ Triglycerides
Liquid Stable Reagent, Thermo Scientific, Product Data Sheet, Infinity™, Triglycerides Liquid Stable Reagent).

[0068] Esta solucién reactiva contenia varias enzimas, cofactores y el reactivo cromogénico 4-aminoantipirina. La
determinacién de triacilglicéridos (TAG) con este reactivo se bas6é en el método de Wako, Product Data Sheet,
Triacylglyceride - G Code No. 997-69801, Wako Pure Chemical Industries Ltd., Dallas, TX, y las modificaciones de
McGowan et al, (McGowan, MW, et al., Clin. Chem 1983:29:538) and Fossati et al (Fosseti, P. Prenciple L. Clin Chem.
1892:28:2077-80) como sigue:

1. Los triglicéridos son hidrolizados enzimaticamente por la lipasa a 4cidos grasos libres y glicerol.

2. El glicerol es fosforilado por el adenosin trifosfato (ATP) con la glicerol cinasa (GK) para producir glicerol-3-
fosfato y adenosin difosfato.

3. El glicerol-3-fosfato es oxidado por la dihidroxiacetona fosfato (DAP) por la glicerol fosfato oxidasa produciendo
perdxido de hidrogeno (H2O2).

4. En una reaccién de coloracion de tipo Trinder® catalizada por la peroxidasa, el H.O» reacciona con 4-
aminoantipirina (4-AAP) y 3,5-dicloro-2-hidroxibenceno sulfonato (DHBS) para producir un colorante rojo. La
absorbancia de este colorante es proporcional a la concentracidn de triglicéridos presentes en la muestra.

[0069] Después de la incubacién con el reactivo de determinacion de triacilglicéridos durante 30 min a 37° C, las muestras
se transfirieron a una placa de microtitulaciéon, y la absorbancia se mide a 540 nm en un lector de microplacas (SpectraMax
M2, Molecular Devices). La cuantificacién se realizé mediante un analisis de regresién lineal por minimos cuadrados
generado a partir de patrones de calibracién fortificados utilizando trioleato de glicerilo (trioleina) como patrén de referencia
de triacilglicéridos. Las muestras estandar de calibracién se sometieron a los mismos pasos de extraccion e incubacion
que las muestras de tejido. Las correcciones de peso y los célculos de concentracién se realizaron con Microsoft Excel
2013. Los contenidos tisulares finales se expresaron en pmol de triacilglicéridos (TAG) / g de tejido hepético.

ALT

[0070] Se recogié suero de todos los ratones en la necroscopia terminal. La ALT sérica se midié mediante piruvato con
piridoxal-5'-fosfato y se analizé en el sistema quimico Cobas Hitachi 6000, Roche Diagnostics.

Expresién génica

[0071] Se envié un trozo de aproximadamente 100 mg de lébulo lateral izquierdo congelado a DC3 Therapeutics, LLC
para su lisis y extraccién de ARN. Los ensayos NanoString se llevaron a cabo con todos los reactivos y consumibles
contenidos en un kit maestro nCounter (NanoString) de acuerdo con las instrucciones del fabricante para medir los
transcritos de ARN. Brevemente, la sonda reportera codificada por colores dirigida a 110 genes relacionados con la fibrosis
hepéatica y 6 genes de control (Tabla 2) se hibridaron durante la noche en un termociclador precalentado a 65°C durante
16 a 22 horas con muestras de 100 ng de ARN en una reaccién que incluye un tampén de hibridacién y una sonda de
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captura. Tras la incubacién, las muestras se colocaron en una estaciéon de preparaciéon donde se eliminé el exceso de
sondas y los complejos sonda-transcrito se inmovilizaron en un cartucho recubierto de estreptavidina. Por ultimo, se
tomaron imagenes de los cartuchos en el analizador digital nCounter (NanoString Technologies, Seattle, WA). Todos los
transcritos se normalizaron con respecto a la media geométrica de 6 genes de mantenimiento (B2m, Hprt, Pgk1, Rpl13a,
Rpn1 y Sfrs4) con el software nSover 3.0.

Tabla 2: Nanosondas

Bimbole genalion | NY de sogess

Resultados

[0072] El Ejemplo 1 demuestra que un tratamiento combinado con un inhibidor de ACC y un agonista de FXR resulta en
una mayor eficacia que cualquiera de los agentes administrados solos en el modelo de ratén de NASH. En particular, la
FIG. 1 muestra una reduccién significativa de los triglicéridos hepaticos con la combinacién del compuesto de Férmula (1)
y el compuesto de Férmula (1) en relacién con los agentes individuales, FIG. 2 muestra una reduccién significativa de la
ALT sérica con la combinacién del compuesto de Férmula (1) y el compuesto de Férmula (Ill) en relaciéon con los agentes
individuales, y la FIG. 3 y FIG. 4 muestran una reduccion significativa de la expresién hepatica de Col1a1l y Timp1 con la
combinacién del compuesto de Férmula (1) y el compuesto de Férmula (lIl) en relacién con los agentes individuales,
respectivamente.

Ejemplo 2. Eficacia en un modelo de NASH en ratas

[0073] El siguiente estudio se realiz6 para evaluar la eficacia de la combinacién de un inhibidor de ACC y un agonista de
FXR en un modelo de roedor de esteatohepatitis no alcohélica (NASH) con fibrosis en relacién con la eficacia de los
agentes individuales solos en el modelo. En este modelo, se indujo NASH con fibrosis en ratas Wistar macho mediante la
administracién de una dieta rica en grasas y deficiente en colina (CDHFD).

Animales

[0074] Se adquirieron ratas macho Wistar (Crl:Wi(Han)) (de 8-9 semanas de edad a su llegada) de Charles River, Raleigh,
NC, y se utilizaron en los estudios actuales. Este estudio cumplié con todas las secciones aplicables de las Reglas Finales
de las regulaciones de la Ley de Bienestar Animal (Cédigo de Regulaciones Federales, Titulo 9), la Politica del Servicio
de Salud Publica sobre Cuidado y Uso Humanitario de Animales de Laboratorio de la Oficina de Bienestar de Animales
de Laboratorio, y la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Consejo Nacional de Investigacion.

Preparacién del vehiculo

[0075] El vehiculo, w/v 50 mM tampén tris, pH 8 en agua desionizada, se preparé antes de su uso y se almacené en un
frigorifico ajustado para mantener 2-8°C. Para preparar 1 L, se afiadieron 800 mL de agua caliente (~80°C) a un recipiente
apropiado y se agité enérgicamente hasta que se formé un vértice pronunciado. Se afiadieron lentamente 5,0 gramos de
metilcelulosa sédica a la carboximetilcelulosa sédica al vértex. Se siguié agitando hasta que se disolvié toda la
carboximetilcelulosa y la solucién se enfrié a temperatura ambiente. Se afiadieron 5,12 g de Tris HCI al recipiente. Se
afladieron 2,12 g de Tris base al recipiente. Se afiadieron 10 g de etanol al recipiente. Los componentes se agitaron
durante aproximadamente 15 minutos, asegurandose de que todos los sélidos se habian disuelto. Se afiadié agua QS a
1 L mezclando suavemente.
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Disefio del estudio

[0076] La alimentacidn fue pro libitum y todos los animales del estudio recibieron una dieta deficiente en colina, alta en

grasas y alta en colesterol (CDHFD; Research Diets, A16092003) el Dia 1 del estudio, excepto el grupo 1, el grupo de
control, que recibié la dieta estandar (5CR4), como se indica en la Tabla 3. El dia del sacrificio, se extrajo el higado, se
incrustd en parafina y se recogié y congel6 el plasma. Los animales no fueron dosificados el dia del sacrificio.

Tabla 3. Disefio experimental y grupos de dosis

Grupe Hombre del grupo £

1 Sanirod 190

CORED {1-15

COHFD (118

[0077] Los tejidos fueron recogidos por Charles River en Reno, Nevada, procesados e incrustados en parafina en Histo-
tec en Hayward, CA y luego enviados a Gilead Sciences en Foster City. Las muestras se seccionaron a 5 pm y las
secciones se montaron en portaobjetos de vidrio para su posterior tincion.

[0078] Tincién con Picrosirius red: Las secciones se pretrataron en acido fosfomolibdico al 0,2% (EMS, Cat# 26357-01) y
posteriormente se incubaron en Sirius Red 88-89-1 al 0,1% (p/v) en solucidn saturada de 4cido picrico (EMS, Cat#26357-
02) durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién se diferenciaron en HCI 0,01N (EMS, Cat#26357) y se
deshidrataron en alcoholes graduados.

[0079] Se capturaron imagenes de portaobjetos completos teflidos con Picrosirius Red (PSR) utilizando un escaner Leica
AT2 con un aumento de 40X. Se comprobé la calidad del escaneado de las imagenes de diapositivas digitales, se anotaron
y se exportaron a las carpetas de red adecuadas dentro del archivo Leica Digital Image Hub. Se realizé un anélisis
cuantitativo de las iméagenes de todo el portaobjetos utilizando el software de andlisis de imagenes Visiopharm
(Visiopharm, Hoersholm, Dinamarca) para determinar el alcance y la intensidad de la RPS. Se midié la superficie total
tefiida con PSR y se expresd como porcentaje de la superficie hepatica total tefiida. Los resultados se muestran en la FIG.
7.

[0080] a-SMA: Las secciones se desparafinaron en 3 cambios de xileno durante 5 minutos cada uno, y posteriormente se
rehidrataron en 3 cambios de EtOH al 100%, 1 cambio de EtOH al 95%, 1 cambio de EtOH al 80% durante 3 minutos
cada uno; seguidos de 2 enjuagues sucesivos en agua destilada. A continuacién, las secciones se incubaron en
Peroxidazed 1 (Biocare Medical, Cat# PX968), bloqueador de la peroxidasa endégena, durante 5 minutos y se aclararon
con agua destilada. A continuacion, se realiz6 la recuperacién de epitopos inducida por calor utilizando Reveal Decloaker
(Biocare Medical, Cat# RV1000M) a 95 °C durante 40 minutos con una Céamara de Decloaking NxGen (Biocare Medical,
Cat# DC2012), seguida de un enfriamiento gradual con sustituciéon del tampén de recuperacion por agua destilada y
colocada en solucién salina tamponada con tris (TBS). La inmunohistoquimica se llevé a cabo en portaobjetos preparados
utilizando un automantenedor Intellipath (Biocare Medical, Cat# IPS0001) siguiendo los siguientes pasos:

1. Aplicar 300 uL de Background Punisher (Biocare Medical, Cat# IP974G20) a los portaobjetos e incubar durante
10 minutos; a continuacién, lavar con TBS.

2. Aplicar 300uL de anticuerpo primario de SMA monoclonal de ratén, clon 1A4, (Biocare Medical, Cat# CM001)
diluido 1:50 en diluyente Da Vinci Green (Biocare Medical, Cat# PD900L). Incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente, seguido de un lavado con TBS.

3. Aplicar 300uL de Mouse en Polimero HRP de rata (Biocare Medical, Cat# MRT621H) e incubar durante 30
minutos; seguido de un lavado con TBS.

4. Preparar el DSB: 1 gota de Cromégeno DSB/ 1 ml de Tampédn de Sustrato (Biocare Medical, Cat# BRI 4014C
/ BRI 4013 respectivamente). Aplicar 300 uL de Cromégeno Deep Space Black (DSB) durante 5 minutos; seguido
de un lavado con agua destilada.

5. Tincién con Nuclear Fast Red (Biocare Medical, Cat# STNFRLT) durante 1 minuto; seguido de un lavado con
agua destilada.

[0081] Los portaobjetos se retiraron del instrumento y se deshidrataron mediante una serie de alcoholes de grado
histol6gico graduados hasta xileno y se cubrieron con cubreobjetos.
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[0082] Se capturaron imagenes de portaobjetos enteros tefiidos con a-SMA utilizando un escéner Leica AT2 con un
aumento de 40X. Se comprobé la calidad del escaneado de las imagenes de diapositivas digitales, se anotaron y se
exportaron a las carpetas de red adecuadas dentro del archivo Leica Digital Image Hub. Se realizé un analisis cuantitativo
de las imagenes de todo el portaobjetos utilizando el software de andlisis de imagenes Visiopharm (Visiopharm,
Hoersholm, Dinamarca) para determinar la extension y la intensidad de la a-SMA. Se midié el area total tefiida con a-SMA
y se expres6 como porcentaje del area hepatica total tefiida.

[0083] ELISA de TIMP-1 en Plasma: Las concentraciones plasméticas de TIMP-1 se determinaron por duplicado utilizando
un kit ELISA especifico para TIMP-1 de rata disponible en el mercado (R&D Systems, Minneapolis, MN, Cat # RTM100).
El TIMP-1 se analizé en plasma de acuerdo con las especificaciones del fabricante con pequefias modificaciones. Se
afiadioé tampén RD 1-21 (50 pl) a los pocillos de la placa ELISA precubiertos con anti-TIMP-1 de ratén. Antes del ELISA,
se realizd una curva estandar de siete puntos de TIMP-1 de rata (TIMP-1 recombinante expresado en NSO: 2400-37,5
pg/mL) y las muestras de plasma se diluyeron 1:20 en tampén RD5-17. Las muestras y los estdndares (50 ul cada uno)
se afiadieron por duplicado a los pocillos que contenian RD1-21 y se incubaron (a temperatura ambiente) durante 2 horas
en un agitador orbital de placas (300 rpm). Tras la captura del antigeno, las placas se lavaron 5 veces (350
pl/pocillo/lavado) con tampén de lavado utilizando un lavador de placas automético. Tras el lavado, se afiadié a cada
pocillo el conjugado TIMP-1 de rata (100 pl) y las placas se incubaron (a temperatura ambiente) durante 2 horas en un
agitador orbital de placas (300 rpm). A continuacién, se lavaron las placas 5 veces y se afiadié solucién de sustrato (100
Hl) a cada pocillo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos protegidas de la luz. Por Gltimo,
se afiadié solucién de parada (100 pl) a cada pocillo. La absorbancia de la densidad éptica (O.D.) se determiné
inmediatamente a 450 nm en un lector de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale CA). Las O.D.
relativas para cada estdndar y muestra se corrigieron con respecto a las muestras en blanco, y las curvas estdndar para
la conversién de O.D. a concentracion de TIMP-1 se generaron utilizando un método de ajuste de curvas de 4 parametros.
Las concentraciones de TIMP-1 de muestras desconocidas se determinaron mediante el software SoftMax Pro5 utilizando
un factor de dilucién de 20. Los resultados se muestran en la FIG. 7.

[0084] PI/INP en Plasma: Las concentraciones plasméticas de PIIINP se determinaron por duplicado utilizando un kit
ELISA comercial de propéptido N-terminal de procolageno Il de rata (PIIINP) (Biomatik, Wilmington, DE, Cat# EKU06788).
La PIIINP se analizé en plasma diluido 50 veces en PBS segun las especificaciones del fabricante con pequefias
modificaciones. Se prepararon 7 estandares (2.000 pg/mL, 1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL,
31,2 pg/mL) a partir de una madre estandar que se reconstituyé en Diluyente Estandar. Se afladieron 100 pl de cada uno
de los estandares, el blanco y las muestras en los pocillos correspondientes. Se cubrié la placa con el sellador de placas
y se incubé durante 1 hora a 37°C. Tras eliminar el liquido de cada pocillo, se afiadieron 100 pl de solucién de trabajo del
reactivo de deteccién A a cada pocillo y se cubrieron con el sellador de placas, incubandose a continuacién durante 1
hora a 37°C. Los pocillos se lavaron con 350 pl de 1x Lavado y se dejaron reposar durante 1~2 minutos 3 veces. Tras el
ultimo lavado, se eliminé cualquier resto de tampén de lavado decantédndolo y secandolo contra papel absorbente. A
continuacion, se afiadieron 100 pl de solucién de trabajo del reactivo de deteccidén B a cada pocillo, se cubrié la placa con
el sellador de placas y se incubé durante 30 minutos a 37°C. El proceso de aspiracién/lavado se repitié un total de 5
veces. Se afiadieron 90 pl de solucién de sustrato a cada pocillo, se cubrié la placa con un nuevo sellador de placas y se
incub6 durante 10 - 20 minutos a 37°C protegiéndola de la luz. El liquido se volvié azul al afiadir la solucién de sustrato.
Por ultimo, se afladieron 50 pl de solucién de parada a cada pocillo. A continuacién, el liquido se volvié amarillo. Mezcle
el liquido golpeando suavemente el lateral de la placa. La absorbancia de la densidad éptica (O.D.) se determiné
inmediatamente a 450 nm en un lector de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale CA). Las O.D.
relativas de cada estandar y muestra se corrigieron con respecto a las muestras en blanco y se generaron curvas estdndar
para la conversion de O.D. en concentracién de PIIINP utilizando un método de ajuste de curvas de 4 parametros. Las
concentraciones de PIIINP de muestras desconocidas se determinaron mediante el software SoftMax Pro5 utilizando un
factor de dilucién de 50. Los resultados se muestran en la FIG. 9.

[0085] Ensayo de acido hialurénico (HA) en plasma: Las concentraciones plasmaticas de HA se determinaron por
duplicado utilizando un kit de prueba de HA disponible en el mercado (Corgenix, Inc., Broomfield, CO, Cat# 029-001). El
HA se analizé en plasma siguiendo las especificaciones del fabricante con pequefias modificaciones. Antes del ensayo,
se generd una curva estdndar de siete puntos de solucién de referencia de HA (800-12,5 ng/mL) y cada muestra de
referencia y de plasma se diluy6é 1 parte en 10 partes de tampén de reaccién (30 pl de referencia/muestra en 300 pl de
tampén de reaccidn). Las muestras y los estandares (100 pl) se afiadieron por duplicado a los pocillos de la microplaca
precubiertos con proteina de unién a HA (HABP) y se incubaron (a temperatura ambiente) durante 60 minutos en un
agitador orbital de placas (300 rpm). Tras la captura del antigeno, las placas se lavaron 4 veces (350 pl/pocillo/lavado)
con PBS utilizando un lavador de placas automético. Tras el lavado, se afiadié a cada pocillo HABP conjugado con HRP
(100 ul) y las placas se incubaron (a temperatura ambiente) durante 30 minutos en un agitador orbital de placas (300 rpm).
A continuacién, se lavaron las placas 4 veces y se afiadié a cada pocillo la solucién de sustrato de un componente (100
pl). Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos protegidas de la luz. Por dltimo, se afiadié
solucién de parada (100 pl) a cada pocillo. La absorbancia de la densidad 6ptica (O.D.) se determiné inmediatamente a
450 nm en un lector de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale CA). La densidad 6ptica relativa de
cada estandar y muestra se corrigié con respecto a las muestras en blanco y se generaron curvas estandar para la
conversion de O.D. en concentracion de AH utilizando un método de ajuste de curvas de 4 paradmetros. Las
concentraciones de HA de muestras desconocidas sin diluir se determinaron utilizando el software SoftMax Pro5. Los
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resultados se muestran en la FIG. 8.
Resultados

[0086] El Ejemplo 2 demuestra que un tratamiento combinado con un inhibidor de ACC y un agonista de FXR resulta en
una mayor eficacia que cualquiera de los agentes administrados solos en el modelo de rata de NASH. En particular, la
FIG. 5-9 muestra una reduccién significativa de los marcadores de fibrosis, incluido el porcentaje de area positiva al
picrosirio, el porcentaje de &rea positiva al a-SMA y tres marcadores plasmaticos asociados con la fibrosis, TIMP1, HA 'y
PIIINP con la combinacién del compuesto de Férmula (1) y el compuesto de Férmula (l11) en relacién con el vehiculo. FIG.
6 y FIG. 9 muestran una reduccién significativa a-SMA y PIIINP con la combinacién del compuesto de Férmula (1) y el
compuesto de Férmula (Ill) en relacién con los agentes individuales, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de la ACC para su uso en combinacién con un agonista del FXR para tratar y/o prevenir la cirrosis biliar
primaria (PBC) o la colangitis esclerosante primaria (PSC), en el que el inhibidor de la ACC es un compuesto de Férmula

5 ()
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N
/A N
Q s A, 0
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20 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el agonista del FXR es un compuesto de Férmula (ll):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

35
2. Uninhibidor de la ACC para su uso en combinacién con un agonista del FXR para tratar y/o prevenir la cirrosis biliar
primaria (PBC) o la colangitis esclerosante primaria (PSC), en el que el inhibidor de la ACC es un compuesto de Férmula

(1):

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el agonista del FXR es un compuesto de Férmula (1V):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Uninhibidor de la ACC para su uso en combinacién con un agonista de FXR para tratar y/o prevenir la cirrosis biliar
5 primaria (PBC) o la colangitis esclerosante primaria (PSC), en el que el inhibidor de la ACC es un compuesto de Férmula
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20 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el agonista del FXR es un compuesto de Férmula (ll):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

35
4. Un inhibidor de la ACC para su uso en combinacién con un agonista de FXR para tratar y/o prevenir la cirrosis biliar
primaria (PBC) o la colangitis esclerosante primaria (PSC), en el que el inhibidor de la ACC es un compuesto de Férmula
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0 OH
N
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el agonista del FXR es un compuesto de Férmula (1V):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Un agonista de FXR para su uso en combinacién con un inhibidor de ACC para tratar y/o prevenir la cirrosis biliar
primaria (PBC) o la colangitis esclerosante primaria (PSC), en el que el agonista de FXR es un compuesto de Férmula

5 (Il
Q
HO
/KO/N cl Cl
_n Cl

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el inhibidor de la ACC es un compuesto de Férmula (I):

20
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N OH
3% Y
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- OH
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
35
6. Un agonista de FXR para su uso en combinacién con un inhibidor de ACC para tratar y/o prevenir la cirrosis biliar
primaria (PBC) o la colangitis esclerosante primaria (PSC), en el que el agonista de FXR es un compuesto de Férmula
(my:
o o, J 3
HO
NN cl Cl
_N cl
50

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el inhibidor de la ACC es un compuesto de férmula (I1):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

7.  Un agonista de FXR para su uso en combinacién con un inhibidor de ACC para tratar y/o prevenir la cirrosis biliar
primaria (PBC) o la colangitis esclerosante primaria (PSC), en el que el agonista de FXR es un compuesto de Férmula
5 (Iv):

XN
o. [
0

H

20 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el inhibidor de la ACC es un compuesto de férmula (l):

O  s7>N"o

35
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. Un agonista de FXR para su uso en combinacién con un inhibidor de ACC para tratar y/o prevenir la cirrosis biliar
primaria (PBC) o la colangitis esclerosante primaria (PSC), en el que el agonista de FXR es un compuesto de Férmula
40 (Iv):

XN
o. |/
YQC'
@)

H

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
55 y el inhibidor de la ACC es un compuesto de férmula (I1):
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OH
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9.  El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el inhibidor de ACC y el agonista de FXR
se administran juntos.

10. Elcompuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el inhibidor de ACC y el agonista de FXR
se administran por separado.

11.  Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o prevencidn de la cirrosis biliar primaria (PBC) o la
colangitis esclerosante primaria (PSC), que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de la ACC,

una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista del FXR y un portador farmacéuticamente aceptable; en la que el
inhibidor de la ACC es un compuesto de Férmula (1):

OH

N
I\ 7 N
(0 S | N/J\o ©
Q!
A0 OH

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el agonista del FXR es un compuesto de Férmula (ll):

o]

//N
o

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

12.  Una composicidén farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o prevencidn de la cirrosis biliar primaria (PBC) o la
colangitis esclerosante primaria (PSC), que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de la ACC,
una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista del FXR y un portador farmacéuticamente aceptable; en la que el
inhibidor de la ACC es un compuesto de Férmula (1):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el agonista del FXR es un compuesto de Férmula (1V):

NN
o. [
}/Q/ Cl
HO

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

13.  Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o prevencidn de la cirrosis biliar primaria (PBC) o la
colangitis esclerosante primaria (PSC), que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de la ACC,
una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista del FXR, y un soporte farmacéuticamente aceptable; en el que el
inhibidor de la ACC es un compuesto de Férmula (l1):

o)

o) OH

| %)/:HL“KT

[N/ S NAOO
0
1@

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el agonista del FXR es un compuesto de Férmula (lIl):

o)

//;\,
—=N

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

14. Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o prevencidn de la cirrosis biliar primaria (PBC) o la

21
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colangitis esclerosante primaria (PSC), que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de la ACC,
una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista del FXR, y un soporte farmacéuticamente aceptable; en el que el
inhibidor de la ACC es un compuesto de Férmula (I1):

o]
(o) NK(OH
| %é/ﬁ
[N S N/goo
0

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
y el agonista del FXR es un compuesto de Férmula (1V):
20
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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