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DESCRIPCION
Analogos de ciclosporina y usos de estos

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a analogos de ciclosporina para su uso en el tratamiento o prevencion de
enfermedades o trastornos. En particular, la invencion se refiere al uso de un analogo de ciclosporina de Férmula 1,
en el tratamiento o prevencion de trastornos inflamatorios cronicos o agudos, que incluyen lesiéon renal aguda,
pancreatitis aguda o crénica y lesion por isquemia-reperfusion.

Se conoce bien que la inflamacion aguda implica la interaccion compleja de varios factores celulares (neutrofilos,
macréfagos) y extracelulares (complemento, histamina) que actuan en respuesta a las sefales PAMP (patrones
moleculares activados por patégenos) y DAMP (patrones moleculares activados por dafios) para resolver la agresion
causal. Se ha demostrado que la ciclofilina A funciona como una quimiocina para facilitar la migracion de leucocitos
en apoyo a una respuesta inflamatoria y se mostré que el bloqueo de la ciclofilina A es beneficioso en modelos
animales de inflamacién aguda. Mas recientemente se ha descrito una forma grave de inflamacién que se acompana
de muerte celular y necrosis tisular. Un importante cuerpo de evidencia apoya ahora la apertura de un poro en la
membrana mitocondrial, denominado Poro de Transicion de la Permeabilidad Mitocondrial (MPTP), como
fundamental para el inicio y el mantenimiento de esta inflamacion necrética. Un regulador clave de la apertura de
este MPTP es la Ciclofilina D (CypD), y los inhibidores de CypD han mostrado buena actividad en la prevencién del
dafio tisular asociado con la inflamacién necrética. La apertura del MPTP, y el inicio posterior de la muerte celular
necrotica, se desencadena por niveles de calcio intracelular elevados que resultan de una variedad de factores que
incluyen estrés oxidativo, hipoxia, toxinas de sales biliares, etc. Notablemente, se descubrid que la ablacion genética
o inhibicién farmacolégica de CypD protege contra la degradacion tisular debido a la lesién por isquemia-reperfusion
del tejido cardiaco, lo que sugiere que la inhibicion de CypD es una diana medicamentosa viable para la lesion por
isquemia-reperfusion en general.

La isquemia renal resulta de la oclusion arterial, el shock y el trasplante de rifién y puede llevar a la muerte de las
células renales y la insuficiencia renal. Una fuente adicional de dafio tisular asociado con la isquemia sucede durante
el proceso de trasplante de 6rganos. Después de la extraccion del rgano donante, el tejido esta inevitablemente
sujeto a falta de oxigeno como un resultado de la pérdida de flujo sanguineo, y se produce dafo al tejido isquémico
al reiniciar el flujo. Un compuesto que sea capaz de prevenir el dafio tisular durante el proceso de reperfusion
mejoraria la viabilidad del érgano trasplantado. Un perfil preferido para un compuesto que se use como un protector
de tejidos incluiria inhibicion potente de CypD, la prevencién de la apertura de MPTP después de estrés isquémico y
solubilidad suficiente para agregarse a las soluciones de conservacion que se usan normalmente durante el
transporte de 6rganos, en concentraciones lo suficientemente altas para proteger el tejido.

En estudios realizados mediante el uso de ratones con inactivacion génica para ciclofilina D, asi como en estrategias
farmacoldgicas con inhibidores de ciclofilina, se ha demostrado sin ambigliedades que la apertura del poro de
transicion de la permeabilidad mitocondrial (MPTP), un canal no especifico en la membrana mitocondrial interna, es
fundamental para multiples formas de pancreatitis aguda y valida el MPTP como una diana farmacolégica para esta
enfermedad (Mukherjee R, y otros Gut 2016;65:1333-1346). Los estudios in vitro han demostrado que la lesién a las
células acinares pancreaticas es el evento clave en el inicio de la degeneracion tisular necrética asociada con la
pancreatitis aguda. Especificamente, el tratamiento de células acinares aisladas con agresiones toxicas tales como
sales biliares, alcohol o hiperestimulacion de un receptor hormonal (desencadenantes claves para la aparicion de
pancreatitis aguda) resulta en una muerte celular necrética que depende de la activacion del poro de transicion de la
permeabilidad mitocondrial. Se mostrd que las células acinares pancreaticas aisladas de ratones en los cuales se
elimino el gen de la ciclofilina D son resistentes a estos desafios toxicos. La traduccion de estos hallazgos a modelos
animales mostré que los animales con inactivacién génica para ciclofilina D estaban protegidos de los efectos de
estas toxinas pancredticas. Los estudios mediante el uso de un inhibidor de ciclofiina D apoyaron aun mas la
identificacion de la ciclofilina D como un enfoque para un posible tratamiento para la pancreatitis aguda.

Antecedentes de la invencion

La ciclosporina A es un compuesto bien conocido por sus propiedades inmunosupresoras, pero también se han
descrito otras propiedades bioldgicas. La ciclosporina A tiene la siguiente estructura quimica:
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Ciclosporina A (CsA)

También se han realizado derivados biolégicamente activos de ciclosporina A. Por ejemplo, los documentos US
6,583,265,EP 0 484 281 y EP 0 194 972 describen derivados de ciclosporina que tienen varias propiedades que
incluyen propiedades inmunosupresoras, antiparasitarias y antivirales.

El documento US 6 583 265describe derivados de ciclosporina con modificaciones realizadas en la posicion 3 del
macrociclo de ciclosporina. En particular, el documento US 6 583 265 describe el Compuesto 1:
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Compuesto 1

Este compuesto es el ejemplo 27 en la patente US 6 583 265, la cual incluye muchos cientos de compuestos
nombrados que tienen modificaciones en varias posiciones alrededor del anillo. Sin embargo, no se describen datos
de ensayos biologicos o usos especiales para este compuesto o analogos relacionados. Cuando los solicitantes
intentaron sintetizar dicho compuesto mediante el uso de la ruta publicada utilizada para preparar el Compuesto 27
en el documento US 6 583 265, el método no fue efectivo. Se realizaron muchos intentos para replicar la
metodologia en el documento US 6,583,265 sin gran éxito. Sin pretender imponer la teoria, se cree que el grupo
dimetilamino (al ser basico) reacciond preferentemente con el catalizador acido. De este modo se previno que el
catalizador acido activara la pérdida del grupo saliente, lo que inhibe el progreso de la reaccion. Entonces, existe
alguna duda respecto a si el Ejemplo 27 se sintetizé previamente y, por lo tanto, dudas sobre si este estado de la
técnica es realmente una descripcion que permite la preparacion del Compuesto 1.

El documento WO 99/65933 (C-Chem AG) se refiere a nuevos compuestos de ciclosporinas de férmula (I) y sus

sales farmacéuticamente aceptables, en donde las letras A a L tienen el significado indicado en la descripcién y los
procesos para su preparacion y sus usos,

B—C—D—g—rF
L—K—1—~—H—G

El documento WO 2007/136759 (Scynexis Inc.) se refiere a unos métodos para el tratamiento y prevencion de
trastornos oculares, los métodos comprenden la administracion de un compuesto de Férmula general (1):
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en donde R, R? R3, R*y Ak son como se definen en la descripcion.

El documento CN 106 902 347 A (Waterstone Pharmaceuticals Wuhan Co. Ltd.) se refiere a la aplicacion de un
inhibidor de ciclofilina, y particularmente proporciona la aplicaciéon de un inhibidor de ciclofilina o una sal o solvato de
este farmacéuticamente aceptable en la preparacion de medicamentos. Los medicamentos se utilizan para tratar y/o
prevenir enfermedades causadas por la infeccién por el virus de la hepatitis B.

Declaraciones de la invencion

Los solicitantes han sintetizado compuestos previamente sugeridos en el estado de la técnica y sorprendentemente
descubrieron que el Compuesto 1 es un inhibidor de ciclofilina D espacialmente bueno. Entonces, el Compuesto 1 se
puede usar en el tratamiento de condiciones que se benefician de las inhibiciones de la actividad de la ciclofilina D.
De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto para su uso en el tratamiento o
prevencion de trastornos inflamatorios agudos o crénicos en donde el compuesto es el Compuesto 1 de formula:

R
J\ - _HO (k P
11w .
SN A AN -~f‘:‘, O\./‘«Mg@:

A

Compuesto 1

o una sal de este,

y en donde el trastorno se selecciona de lesién renal aguda, pancreatitis crénica o aguda y lesion por isquemia-
reperfusion, en donde la lesién por isquemia-reperfusion sucede después de la reinsercion de una parte del
cuerpo cercenada o durante el proceso de trasplante de érgano.

En una modalidad, el trastorno inflamatorio agudo o cronico es, por ejemplo, lesion renal aguda.

En una modalidad, el trastorno inflamatorio agudo o cronico es, por ejemplo, pancreatitis cronica.

En una modalidad, el trastorno inflamatorio agudo o cronico es, por ejemplo, pancreatitis aguda.

En una modalidad, el trastorno inflamatorio agudo o crénico es, por ejemplo, una lesién por isquemia-reperfusion.

Se ha encontrado que el Compuesto 1 es sorprendentemente efectivo en el tratamiento o prevencion tanto de lesion
renal aguda, lesion por isquemia-reperfusion (IRI) y pancreatitis.

El compuesto 1 se puede usar en el tratamiento o prevencion de trastornos inflamatorios agudos o cronicos, que
incluyen lesion renal aguda y lesion por isquemia-reperfusion. EI compuesto 1 se puede usar en el tratamiento o
prevencion de lesion renal aguda. El compuesto 1 se puede usar en el tratamiento de lesién por isquemia-
reperfusion asociada con la reinsercion de partes del cuerpo cercenadas. Los datos proporcionados con esta
solicitud, que se muestran graficamente en las Figuras 1 y 2, muestran que el Compuesto 1 superd
significativamente al ejemplo comparativo bien establecido de la Ciclosporina A y otros andlogos estrechamente
relacionados. De hecho, en la prueba de exposicion llevada a cabo, donde se extrajo sangre de un érgano durante
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treinta minutos, el Compuesto 1 dio resultados sorprendentemente buenos, que mostraban de hecho una inversion
casi completa en el dafo esperado a los érganos afectados.

El compuesto 1 muestra una potencia notable como un inhibidor de ciclofilina D. Como se ve en la tabla 1, el
compuesto 1 (entrada 4) muestra una ECso de 24 nM contra la ciclofilina D. Reemplazo de un grupo metilo en el
atomo de N con H (la entrada 1 es simplemente NHMe ve NMe>) reduce la potencia aproximadamente 100 veces,
con una ECso de >2000 nM. Entonces, el compuesto 1 es un inhibidor sorprendentemente potente de ciclofilina D y
la Transicion de la Permeabilidad Mitocondrial (MPT).

En una modalidad del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion, la dosis del
compuesto es de 0,1 a 10 mg/kg. En una modalidad del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la
presente descripcion, la dosis del compuesto es de 1 a 3 mg/kg. En estos intervalos de dosis, el compuesto es
especialmente efectivo.

Las sales de la invencion pueden resultar de la adicion de acidos al Compuesto 1. Las sales resultantes de la
adicion de acidos incluyen aquellos formados con acidos acético, 2,2-dicloroacético, citrico, lactico, mandélico,
glicdlico, adipico, alginico, arilsulfénico (por ejemplo, bencenosulfénico, naftaleno-2-sulfénico, naftaleno-1,5-
disulfénico y p-toluenosulfénico), ascorbico (por ejemplo, L-ascérbico), L-aspartico, benzoico, 4-acetamidobenzoico,
butanoico, (+) alcanférico, alcanforsulfénico, (+)-(1S)-alcanfor-10-sulfénico, caprico, caproico, caprilico, cinamico,
citrico, ciclamico, dodecilsulfurico, etano-1,2-disulfénico, etanosulfénico, 2-hidroxietanosulfénico, férmico, fumarico,
galactéarico, gentisico, glucohepténico, glucénico (por ejemplo, D-glucénico), glucurénico (por ejemplo, D-
glucurodnico), glutamico (por ejemplo, L-glutamico), a-oxoglutarico, glicdlico, hipurico, bromhidrico, clorhidrico,
yodhidrico, isetiénico, lactico (por ejemplo, (+)-L-lactico y ()-DL-lactico), lactobidnico, maleico, malico (por ejemplo (-
)-L-malico), (+)-DL-mandélico, metafosférico, metanosulfénico, 1-hidroxi-2-naftoico, nicotinico, nitrico, oleico, oroético,
oxalico, palmitico, pamoico, fosférico, propidnico, L-piroglutamico, salicilico, 4-amino-salicilico, sebacico, estearico,
succinico, sulfurico, tanico, tartarico (por ejemplo (+)-L-tartarico), tiocianico, undecilénico y valérico.

En particular, las sales de adicidon de acido incluyen aquellas derivadas de acidos minerales tales como acidos
clorhidrico, bromhidrico, fosférico, metafosférico, nitrico y sulfurico; de acidos organicos tales como acidos tartarico,
acético, citrico, malico, lactico, fumarico, benzoico, glicdlico, glucénico, succinico, arilsulfénico

El compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion se puede administrar junto con una
0 mas sustancias activas adicionales.

La lesién isquémica ocurre cuando se interrumpe el suministro de sangre a un area de tejido. La incidencia de
lesiones isquémicas es enorme: infarto al miocardio, accidente cerebrovascular y otros eventos tromboticos, y estos
afectan a mas de 1,3 millones de personas cada afio solo en los EE. UU.

En adicion, la lesion isquémica también sucede durante la cirugia cuando se pinzan los vasos sanguineos y en
6rganos para trasplante. El tiempo que un tejido puede sobrevivir a la privacion de oxigeno varia, pero
eventualmente el tejido isquémico se vuelve necrotico.

La lesion por reperfusion (reoxigenacion) es el dafio tisular causado cuando el suministro de sangre retorna al tejido
después de un periodo de isquemia o falta de oxigeno (anoxia, hipoxia). Sin pretender imponer la teoria, se cree que
la ausencia de oxigeno y nutrientes de la sangre durante el periodo isquémico crea una condicién en la cual la
restauracion de la circulacion resulta en inflamacion y dafio oxidativo.

En el trasplante de 6rganos, existe un periodo de tiempo entre la remocion de un érgano del suministro de sangre
del donante hasta la reconexién del érgano al suministro de sangre del receptor del donante. Durante este periodo
existe la posibilidad de lesion por isquemia-reperfusién. En algunos casos, puede necesitarse la transportacién de
érganos largas distancias hasta el lugar de la cirugia, lo que aumenta la probabilidad de dafio a los érganos.

En accidentes que involucran extremidades cercenadas, existe un periodo de tiempo entre la separacion de la parte
del cuerpo del suministro de sangre hasta la reconexion de la parte del cuerpo al suministro de sangre. Durante este
periodo existe la posibilidad de lesion por isquemia-reperfusion. En algunos casos, puede necesitarse la
transportacién de partes del cuerpo y pacientes largas distancias hasta el lugar de la cirugia, lo que aumenta la
probabilidad de dafio antes, durante y después de la reinsercion.

La invencion proporciona la administracién del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente
descripcion para prevenir este dafio a partes y 6rganos del cuerpo. En particular, en el periodo de tiempo entre la
remocion de una parte u 6érgano del cuerpo del suministro de sangre del donante hasta la reconexién del suministro
de sangre del receptor del donante o, en el caso de partes del cuerpo cercenadas, la reinsercion. El experto en la
materia estara enterado de las formas en las cuales el compuesto para su uso mencionado anteriormente en la
presente descripcion puede administrarse a una parte del cuerpo removida de un individuo, ya sea un donante de
6érganos o una victima de un accidente. Por ejemplo, el compuesto para su uso mencionado anteriormente en la
presente descripcién podria afadirse a (o incluirse en) un fluido en el cual se coloca el érgano; y/o el compuesto
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para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion podria afadirse a (o incluirse en) un fluido que se
recircula en y/o a través del érgano/parte del cuerpo.

En una modalidad del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion, el compuesto
para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion se administra al érgano después de la remocién
del 6rgano del individuo y antes del trasplante o reinsercién. Alternativamente, o adicional al compuesto para su uso
mencionado anteriormente en la presente descripcion, se administra al sujeto donante antes de la remocion del
6érgano donante. Por ejemplo, el compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion se
puede administrar sistémicamente. Una inyeccion es una forma de administrar una dosis sistémica del compuesto
para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcidon. El compuesto para su uso mencionado
anteriormente en la presente descripcion también se puede administrar al receptor después del trasplante de
érganos o a la victima del accidente después de la reinsercion.

Se puede administrar una dosis sistémica del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente
descripcion al donante de érganos antes de la remocién del érgano. Esto permite que el érgano reciba una dosis
protectora del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion antes de la remocion,
para preservar de este modo el 6rgano al proteger el érgano del dafo durante la remocién y hasta y durante el
proceso de trasplante en el receptor del donante. En el caso donde se remueva mas de un 6rgano de un donante,
esta dosis sistémica asegura que cada o6rgano reciba una dosis del compuesto para su uso mencionado
anteriormente en la presente descripcion. También es mas probable que una dosis sistémica proporcione una dosis
uniforme del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcién al tejido del érgano que
se va a trasplantar. En el caso donde el donante esté legalmente muerto, la dosis puede ser mayor que la que se
administraria normalmente a un sujeto vivo.

El compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcién se puede administrar poco antes de
la cirugia o durante la cirugia. Por ejemplo, el compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente
descripcion se puede administrar hasta 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 horas antes de la cirugia.

En adicion, o como alternativa, el receptor del érgano o la victima del accidente puede recibir una dosis del
compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion, antes de recibir el 6rgano o
someterse a la cirugia de reinsercion, de modo que su suministro de sangre contenga una dosis protectora del
compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion, para preservar de este modo la parte
del cuerpo trasplantada o reinsertada del dafio después de la cirugia.

La parte del cuerpo se puede cercenar y reinsertar al mismo individuo, o se puede dar a un segundo individuo como
un trasplante. Alli, la parte del cuerpo se cercena un sujeto, la separacién puede ser total o parcial. La separacion
parcial puede ser, por ejemplo, el corte del suministro de sangre, pero la parte del cuerpo permanece unida, por
ejemplo, a través de la piel, el hueso o el tejido muscular. EI compuesto para su uso mencionado anteriormente en la
presente descripcion se puede administrar (i) a una parte del cuerpo cercenada; y/o (ii) al sujeto antes de la
reinsercion de la parte del cuerpo; y/o (iii) al sujeto durante o después de la reinsercion de la parte del cuerpo.

La invencion también tiene aplicacion en sujetos no humanos, por ejemplo, gatos, perros, caballos y cerdos. La
invencion también tiene aplicacion en animales transgénicos (por ejemplo, cerdos transgénicos), donde tales
animales tienen 6rganos adecuados para el trasplante humano.

En esta solicitud se ha mostrado que el Compuesto 1 es especialmente efectivo en el tratamiento de la lesién renal
aguda y en la prevencion o el tratamiento de la IRI. En esta solicitud se ha mostrado que el Compuesto 1 es
especialmente efectivo en el tratamiento de la lesion renal aguda y de la pancreatitis aguda y cronica.

Los resultados que se muestran en la Tabla 1 demuestran la inhibicion inesperadamente alta de Ciclofilina D y la
MPT del Compuesto 1 (entrada 4) en relacion con analogos similares también conocidos en la técnica (entradas 1-3
y 5-7). Se observd una mejora de 100 veces en MPT en relacién con otros tres compuestos estrechamente
relacionados (entradas 1, 5y 7) y se observo una mejora de mas de 25 veces en relaciéon con el siguiente analogo
con mejor rendimiento (entrada 3). El compuesto 1 también mostré una inhibicion superior de la ciclofilina D, con una
mejora de al menos 50 veces en relacion con todos los otros analogos probados.

En una modalidad del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion, el érgano
puede ser el rifidn, el pancreas, el higado, el corazén, los pulmones o los intestinos. En el caso de partes del cuerpo
cercenadas, las partes del cuerpo pueden ser extremidades, manos, pies, dedos de las manos o de los pies.

En una modalidad del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion, la dosis del
compuesto es de 0,1 a 10 mg/kg; y opcionalmente es de 1 a 3 mg/kg. En el caso donde un 6rgano o parte del
cuerpo se bafie en un fluido que contenga el compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente
descripcion, o este fluido se recircule, la concentracion del compuesto puede ser mayor o menor segun lo requiera la
necesidad.
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En una modalidad del compuesto para su uso mencionado anteriormente en la presente descripcion, el compuesto
se formula en Cremophor/solucion salina/DMSO.

De acuerdo con un aspecto de la descripcidn, se proporciona un método para preparar el Compuesto 1, el método
comprende una reaccion de formacion de producto, la reaccion comprende ftriflato de cobre y N,N-
dimetilaminoetanol.

Sorprendentemente, se ha encontrado que el Compuesto 1 se vuelve facilmente disponible por el método
mencionado anteriormente. Por ejemplo, el presente solicitante realizé muchos intentos fallidos para replicar la
metodologia descrita en el documento US 6 583 265, y al final se abandond el enfoque en el documento US 6 583
265, al ser poco viable.

En una modalidad, la reacciéon comprende un agente secante y/o se lleva a cabo bajo condiciones sustancialmente
anhidras. Opcionalmente, el agente de secado son tamices moleculares. Opcionalmente, los tamices moleculares
son tamices moleculares de 3 A.

En una modalidad, el N,N-dimetilaminoetanol reacciona con un compuesto precursor de ciclosporina que comprende
un grupo labil, en donde el grupo labil se pierde en la reaccion. Opcionalmente, el grupo labil se une al compuesto
precursor mediante un enlace -S-. Ademas, opcionalmente, el grupo labil es un grupo tiopiridilo o un grupo
mercaptobenztiazol-2-iltio.

El ambito de la presente invencién es definido por las reivindicaciones. Las referencias a métodos de tratamiento en
el resumen y la descripcion detallada de la invencién en esta descripcion deben interpretarse como referencias a los
compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion para su uso en un método de
tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia.
Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra el efecto inhibidor y/o protector del Compuesto 1, y del compuesto comparativo CsA, sobre
la lesion renal aguda inducida en ratas, mediante la medicién de las concentraciones de creatinina en suero
sanguineo.
La Figura 2 muestra el efecto inhibidor y/o protector del Compuesto 1, y del compuesto comparativo CsA, sobre
la lesion renal aguda inducida en ratas mediante la medicién de las concentraciones de nitrégeno ureico en
sangre (BUN).

La Figura 3 muestra el efecto inhibidor y/o protector del Compuesto 1 contra la lesién renal aguda inducida por
LPS.

Descripcion Detallada de la Invencién
La invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes ejemplos.
Métodos experimentales y resultados

El experto en la materia reconocera que los compuestos de Férmula 1 de férmula:

Férmula 1

endondenes 2-5y
R1y Rz se seleccionan independientemente de H o alquilo C1-C4, en donde R+ y Rz se pueden unir entre si para
formar un anillo de heteroalquilo C3-Cs,
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se puede preparar de varias formas. La ruta a continuacion es meramente ilustrativa de una forma que podria
emplearse para la sintesis del Compuesto 1. Dicho esto, la ruta usada para preparar el Compuesto 1 en el
documento US 6 583 265 no fue efectiva. Se hicieron muchos intentos para replicar la metodologia en el
documento US 6 583 265sin gran éxito. Sin pretender imponer la teoria, se cree que el grupo dimetilamino (al ser
basico) reacciono preferentemente con el catalizador acido. De este modo se previno que el catalizador acido
activara la pérdida del grupo saliente, lo que inhibe el progreso de la reaccion.

Los compuestos de formula general 1 se pueden preparar convenientemente mediante el uso de varias rutas. En
una instancia (Esquema 1), la reaccion del compuesto 2, en el cual el compuesto R es alquilo inferior, con un
compuesto de carbonilo y un agente reductor puede llevar a cabo un procedimiento de aminacién reductora para dar
los compuestos deseados. Preferiblemente, el compuesto carbonilo es un aldehido de alquilo inferior o una cetona y
el agente reductor es un borohidruro de metal. Mas preferiblemente, el aldehido es formaldehido, acetaldehido o
propionaldehido y la cetona es acetona, 2-butanona y similares. Preferiblemente, el agente reductor es
triacetoxiborohidruro de sodio o cianoborohidruro de sodio.

H
Agente reductor t,
o__/~NHR Aldehido/cetona SN N
\-“ oo | o

El compuesto de amina 2 se puede preparar convenientemente a partir de un compuesto de etanolamina
adecuadamente protegido tal como 3, en donde R es hidrogeno o alquilo inferior, al tratar dicho compuesto con
condiciones conocidas para eliminar el grupo protector y rendir el compuesto de amina libre. Los grupos protectores
adecuados que se pueden eliminar en presencia de otros grupos funcionales en la molécula incluyen terc-
butoxicarbonilo (BOC), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC) y similares. Preferiblemente, el grupo protector es terc-
butoxicarbonilo (BOC) y las condiciones empleadas para la eliminacion del grupo BOC implican el tratamiento con
acido, como el acido trifluoroaceético.

Ciclosporina 1a

[2'-(2-tiopiridil)-sar]®-ciclosporina A (1a)

A un matraz seco de 1 L se adiciond ciclosporina A (20 g, 16,6 mmol), cloruro de litio anhidro (21,1 g, 499 mmol) y
THF seco (500 mL), el matraz se lavo con argén y la mezcla se enfrié a -45 C En un matraz separado, se disolvié
diisopropilamina (13,5 g, 133 mmol) en THF seco (120 mL) y se enfrié a -78 C. A este matraz se le adicioné n-butil
litio (53,2 mL de una solucion 2,5 M, 133 mmol) y la solucion resultante se agitdé a -78 C durante 20 min. Mediante el

8
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uso de una céanula, la solucion de diisopropilamida de litio se transfirid a la solucién de ciclosporina y la mezcla
resultante se agité a -45 C durante 90 min. Se afiadié gota a gota una solucion de disulfuro de 2-piridilo (11 g, 49,9
mmol) en THF seco (20 ml) y se permitié que la mezcla resultante se calentara a temperatura ambiente durante la
noche. La reaccién se inactivd mediante la adicion cuidadosa de solucién saturada de NaCl (200 mL) y la capa
organica resultante se separd. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 100 mL) y las fracciones
organicas combinadas se lavaron con NaOH 3 N (2 x 100 ml), solucién saturada de NH4CI (100 mL) y NaCl saturado
(100 mL) seguido por secado sobre Na,SO4 anhidro y evaporacion. El compuesto del titulo se aislé por
cromatrografia en gel de silice como un sdlido de 7,18 g. '"H NMR (400 MHz, CLOROFORMO-d) d 8,45 (ddd,
J=0,88, 1,73, 4,90 Hz, 1H), 7,98 (d, J=9,66 Hz, 1H), 7,65-7,73 (m, 1H), 7,59 (dt, J=1,85, 7,71 Hz, 1H), 7,51 (ddd,
J=0,76, 1,68, 6,44 Hz, OH), 7,45 (d, J=8,54 Hz, 1H), 7,35 (ddd, J=1,73, 6,97, 8,77 Hz, OH), 7,25 (s, OH), 7,17 (d,
J=7,96 Hz, 1H), 7,09-7,15 (m, 2H), 6,72 (dt, J=1,17, 6,71 Hz, OH), 5,70 (dd, J=4,29, 10,88 Hz, 1H), 5,50 (d,
J=6,39 Hz, 1H), 5,32-5,38 (m, 1H), 5,28 (dd, J=3,88, 11,74 Hz, 1H), 5,13 (d, J=10,88 Hz, 1H), 4,97-5,11 (m, 2H),
4,84 (dq, J=7,03, 7,24 Hz, 1H), 4,69 (t, J=9,15 Hz, 1H), 4,54 (quin, J=7,31 Hz, 1H), 4,13 (q, J=7,16 Hz, OH), 3,81 (dt,
J=1,00, 5,75 Hz, 1H), 3,59-3,72 (m, 1H), 3,50 (s, 2H), 3,38 (s, 2H), 3,26 (s, 2H), 3,13 (s, 5H), 2,70 (d, J=1,07 Hz, 5H),
2,34-2,54 (m, 1H), 1,92-2,23 (m, 4H), 1,55-1,85 (m, 11H), 1,19-1,54 (m, 11H), 1,12 (d, J=6,54 Hz, 2H), 0,78-1,07 (m,
30H), 0,73 (d, 3H).

Etapa 2: Preparacion de [2'-(2-Dimetilaminoetoxi)-Sar]3-ciclosporina A (Compuesto 1)

[2'-(2-Dimetilaminoetoxi)-Sar]*-ciclosporina A (1)

Se adicionaron triflato de cobre (0,291 g, 0,8 mmol) y tamices moleculares de 3 angstrom a un matraz, se afiadid
THF seco (3 mL) y el matraz se lavd con argdn. En un matraz separado, una mezcla de [2'-(2-tiopiridil)-Sar]®-
ciclosporina A (1a) (0,293 g, 0,223 mmol), dimetilaminoetanol (0,086 g, 0,96 mmol) y tamices moleculares 3 A en
THF seco (2 mL) se agité durante 30 minutos y luego se adiciond a la solucion de triflato de cobre. Se permitio la
agitacion de la reaccion a temperatura ambiente durante toda la noche. Se adiciond una solucion saturada de
NaHCO3(10 mL) y la mezcla se filtré a través de celite. El celite se lavd con acetato de etilo (3 x 25 mL) y se adiciond
al filtrado. La capa organica se separo; lo acuoso se extrajo con EtOAc (2 x 25 mL) y las fracciones organicas
combinadas se secaron sobre Na>SO4 anhidro y se evapord. La purificacion del material crudo en gel de silice brindo
el compuesto del titulo, 86,4 mg. '"H NMR (400 MHz, CLOROFORMO-d) d 7,92 (d, J=9,61 Hz, 1H), 7,75 (d,
J=7,32 Hz, 1H), 7,22 (d, J=8,15 Hz), 7,15 (d, J=7,86 Hz,), 6,01 (s, 1H), 5,70 (dd, J=4,22, 10,86 Hz, 1H), 5,46 (d,
J=6,10 Hz, 1H), 5,35 (q, J=4,77 Hz, 1H), 5,27 (dd, J=4,15, 11,42 Hz, 1H), 5,14 (d, J=10,83 Hz, 1H), 5,05-5,11 (m,
1H), 4,94-5,04 (m, 1H), 4,77-4,90 (m, 1H), 4,73 (s), 4,66 (t, J=8,83 Hz, 1H), 4,46-4,57 (m, 1H), 3,71-3,81 (m, 1H),
3,58-3,67 (m, J=5,15, 5,64, 5,64, 5,83 Hz, 1H), 3,53-3,58 (m, 1H), 3,51 (s, 2H), 3,24 (s, 2H), 3,20 (s, 2H), 3,13 (d,
J=2,10 Hz, 3H), 2,71 (d, J=6,54 Hz, 3H), 2,49-2,67 (m, 2H), 2,33-2,46 (m, 1H), 2,27 (s, 4H), 1,88-2,20 (m, 4H), 1,74
(d, J=0,29 Hz, 6H), 1,57-1,68 (m, 5H), 1,38-1,52 (m, 2H), 1,35 (d, J=7,27 Hz, 3H), 1,26 (d, J=2,88 Hz, 4H), 0,77-1,12
(m, 30H), 0,70 (d, 2H).

El experto apreciara, por ejemplo, que se pueden preparar analogos del Compuesto 1 mediante el uso de diferentes
reactivos de amino alcohol. Por ejemplo, el nimero de atomos de carbono entre el alcohol y el grupo amina podria
aumentar o disminuir (los ejemplos de grupos de enlace incluyen metileno, etileno, propileno, butileno, pentaleno y
pueden incluir versiones ramificadas de estos, tales como isopropileno, sec-butileno, terc-butileno, 2-metilbutileno,
2,2-dimetilpropileno). Alternativamente, o en adicion, los sustituyentes N-amino en el aminoalcohol también podrian
cambiarse para dar analogos adicionales del Compuesto 1 (los ejemplos de sustituyentes N-amino incluyen metilo,
etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, terc-butilo).
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Preparacion de [2'-(2-N-Boc-aminoetoxi)-Sar]3-ciclosporina A

“L:z

e

HO V,

3 o ¥

~< :W”A‘WI‘EJLTM? ‘:}1 %’j)]\g“g&j
T/«

Se suspendieron triflato de cobre (4,95 g, 13,7 mmol) y tamices moleculares de 3 A en THF anhidro (50 mL) y se
agitaron bajo argén durante 30 min. Una solucion de [2'-(2-tiopiridil)-Sar]*-ciclosporina A (1) (5,0 g, 3,82 mmol) y N-
Boc-etanolamina (2,64 g, 16,4 mmol) en THF anhidro (10 mL) se secé sobre tamices moleculares de 3 A durante 30
minutos y luego se adicioné a la suspension de triflato de cobre. La mezcla resultante se agitdé durante toda la noche
a temperatura ambiente. Se afiadido NaHCO; saturado (2 x 50 mL) y la mezcla se filtré6 a través de celite. La
almohadilla de celite se lavd con EtOAc (4 x 100 mL) y la capa organica se separd. La fase acuosa se extrajo con
EtOAc (2 x 50 mL) y las fracciones organicas combinadas se lavaron con NaCl saturado (50 mL), se secaron sobre
NaSO4 anhidroyy se evaporo. El material crudo se purifico en silice para rendir el compuesto del titulo, 4,18 g. 'NMR
H (400 MHz, CLOROFORMO-d) d ppm 0,72 (ddd, 2 H) 0,91 (m, 31 H) 1,32 (m, 8 H) 1,48 (dddd, J=3,95, 3,07, 2,23,
0,95 Hz, 2 H) 1,69 (m, 10 H) 2,10 (m, 4 H) 2,39 (m, 1 H) 2,70 (m, 4 H) 2,95 (m, 2 H) 3,12 (d, J=7,42 Hz, 4 H) 3,17 (d,
J=9,37 Hz, 1 H) 3,20 (s, 2 H) 3,25 (s, 2 H) 3,29 (m, J=6,69, 3,02, 1,45, 0,76, 0,63 Hz, 1 H) 3,41 (m, 1 H) 3,51 (s, 2 H)
3,61 (m, 1 H) 3,75 (dddd, J=7,73, 1,54, 1,02, 0,73 Hz, 1 H) 4,13 (q, J=7,11 Hz, 1 H) 4,50 (m, 1 H) 4,65 (dd, J=18,06,
0,44 Hz, 1 H) 4,98 (m, 4 H) 5,30 (m, 2 H) 5,47 (m, 1 H) 5,70 (m, 1 H) 5,93 (d, J= 0,34 Hz) 7,21 (m, 1 H) 7,71 (m) 8,03
(m).

Preparacion de [2'-(2-aminoetoxi)-Sar]®-ciclosporina A

HO,,
" |
N T H N ‘\o\/\NHZ
o] o] (o] o)

o

%#Yﬁc&

Una solucion de [2'-(2-N-Boc-aminoetoxi)-Sar]3-ciclosporina A (3) (3,0 g, 2,2 mmol) en CH seco,cl>(30 mL) se enfrio
a 0 °C y se adicion6 gota a gota acido trifluoroacético (6,54 mL, 10,03 g, 88 mmol) y la mezcla se agité durante 30
minutos. El disolvente se evaporé y el material crudo se purifico sobre silice para obtener el compuesto del titulo,
1,99 g.

Preparacion de [2'-(2-Dimetilaminoetoxi)-Sar]*-ciclosporina A (2)

’"‘“‘ﬂ’! A,

[2'-(2-aminoetoxi)-sar]®-ciclosporina A (0,273 g, 0,216 mmol) se disolvié en CH,Clx(5 mL) y se adicion6 formaldehido
(solucién acuosa al 37 %, 0,048 ml, 0,69 mmol) seguido de NaB(OAc)sH (0,138 g, 0,649 mmol) y se permitié la
agitacion de la reaccion hasta aproximadamente 18 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se filtré a
través de una almohadilla de gel de silice la cual se lavé con 90:9:1 CH2Clo.MeOH:conc.NH4sOH (5 x 100 mL). Se
evaporo el disolvente y se aislé el producto por cromatografia en gel de silice para brindar el compuesto del titulo,
0,214 g.
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Mediciones de unién de inhibicion de ciclofilina

La unioén de inhibicion de ciclofilina de los compuestos descritos en la presente descripcion se determind mediante el
uso de un ELISA competitivo adaptado de los métodos descritos por Quesniaux y otros (Eur. J Immunol., 1987,
17:1359-1365). Los ésteres activados de espaciadores de succinilo unidos a D-Lys8-ciclosporina A (D-Lys®-Cs) se
acoplan a la albumina de suero bovino (BSA) a través del residuo D-lisilo en la posicion 8. Se disuelve BSA en
tampén de borato 0,1 M, pH 9,0 (4 mg en 1,4 ml). Un exceso molar de cien veces de D-Lys®-Cs disuelto en
dimetilformamida (0,6 ml) se afiade gota a gota a la BSA bajo agitacion vigorosa. La reaccion de acoplamiento se
realiza durante 2 a 3 horas a temperatura ambiente bajo agitacion media y el conjugado se dializa extensamente
frente a solucion salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4). Después de la precipitacion con acetona de una
alicuota de la proteina conjugada, no permanece la union covalente D-Lys®-Cs en la solucion de acetona y se
calcula el grado de union covalente de ciclosporina.

Las placas de microtitulacion estan recubiertas con conjugado D-Lys8-Cs-BSA (2 ug/ml en PBS durante 24 horas a
4 °C). Las placas se lavan con Tween®PBS y con PBS solo. Para bloquear la union no especifica, se adiciona
BSA/PBS al 2 % (pH 7,4) a los pocillos y se permite la incubacion durante 2 horas a 37 °C. Se prepara una serie de
diluciones de cinco veces del compuesto a ensayar en etanol en una placa de microtitulacion separada. La
concentracion inicial es de 0,1 mg/mL para ensayos con ciclofilina recombinante humana. Se adicionan 198 yL de
una solucion de ciclofilina de 0,1 ug/ml al microtitulo, seguidos inmediatamente de 2 uL de ciclosporina A diluida
(usada como compuesto de referencia) o el compuesto de la invencion. La reaccion entre el conjugado BSA-Cs
recubierto, la ciclosporina A libre y la ciclofilina se deja equilibrar durante la noche a 4 °C. La ciclofilina se detecta
con antisuero de conejo anti-ciclofilina diluido en BSA al 1 % que contiene PBS y se incuba durante la noche a 4 °C.
Las placas se lavan como se describié anteriormente. A continuacion, los anticuerpos de conejo unidos se detectan
mediante IgG anti-conejo de cabra conjugada con fosfatasa alcalina diluida en BSA-PBS al 1 % y se deja incubar
durante 2 horas a 37 °C. Las placas se lavan como se describioé anteriormente. Después de la incubacion con fosfato
de 4-nitrofenilo (1 g/l en tampdn de dietanolamina, pH 9,8) durante 1 a 2 horas a 37°C, la reaccion enzimatica se
mide espectrofotométricamente a 405 nm mediante el uso de un espectrofotometro. Los resultados se expresan
como ECso, la cual es la concentracion del compuesto de la invencion requerida para lograr una inhibicion del 50%.
El compuesto 1 tenia valores de ECs inferiores a 100 nM frente a las ciclofilinas A, B 'y D.

Inhibicion de PPlasa

El ensayo se realizé6 mediante el uso de un espectrofotometro Agilent 8453 esencialmente como se describe como el
"ensayo desacoplado” por Janowski y otros {Jankowski y otros Anal. Biochem. (1997), 252:299-307}. El tampon de
ensayo que consistia en HEPES 35 mM pH 7,8 y DTT 50 pyM se enfrio a 10 °C (con agitacién) en una cubeta de
precision de vidrio y se adiciond inhibidor a partir de una solucion madre de DMSO al 100 %. Se obtuvo un espectro
en blanco y luego se adiciond la enzima ciclofilina humana recombinante etiquetada con His (f/c 2 nM) purificada y el
sustrato tetrapeptidico, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-paranitroanilida disuelto en LiCl 0,5 M en trifluoroetanol (Bachem, f/c
60 uM) y se midi6 el cambio en la absorbancia durante 5 min a 330 nM. Se ajusté una ecuacion de velocidad de
primer orden a los datos de absorbancia para obtener una constante de velocidad (los primeros 10 a 15 s se
eliminaron debido a la mezcla). La tasa catalitica se calculd a partir de la tasa enziméatica menos la tasa de fondo. La
ki para un inhibidor se obtuvo a partir de la constante de velocidad representada frente a la concentracion de
inhibidor.

Transicion de permeabilidad mitocondrial

La transicién de permeabilidad mitocondrial (MPT) se determina por medicion de la inflamacion de las mitocondrias
inducida por Ca?*. El procedimiento esta adaptado del método descrito por Blattner y otros, 2001, Analytical
Biochem, 295:220. Las mitocondrias se preparan a partir de higados de rata, las cuales se han perfundido con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) para eliminar la sangre, mediante el uso de métodos estandar que
utilizan una homogeneizacion suave en un tampon basado en sacarosa y luego una centrifugacién diferencial para
eliminar primero los desechos celulares y luego sedimentar las mitocondrias. La hinchazon se induce por Ca?* 150
micromolar (adicionado de una solucién concentrada de CaClz) y se monitorea por medicion de la dispersion a 535-
540 nm. Se adicionan compuestos representativos 5 minutos antes de que se induzca la hinchazén. ECsgse
determina mediante comparacién del hinchamiento con y sin los compuestos descritos en la presente descripcion. El
compuesto 1 inhibi6 la hinchazén mitocondrial con una ECsode menos de 0,2 uM.

Lesion renal aguda

Las formulaciones de Compuesto 1 y Ciclosporina A se prepararon mediante la mezcla de estos compuestos con
Cremophor/solucién salina/DMSO.

Las ratas Sprague Dawley se dividieron en seis grupos: Grupo (i) el grupo testigo, dosificado con
Cremophor/solucidon salina/DMSO sin principio activo; Grupo (i) el grupo de control, dosificado con
Cremophor/solucion salina/DMSO sin activo; Grupo (iii) dosificado con Compuesto 1 (3 mg/kg); Grupo (iv) dosificado
con CsA (3 mg/kg); Grupo (v) dosificado con Compuesto 1 (10 mg/kg); Grupo (vi) dosificado con CsA (10 mg/kg).
Con la excepcion del Grupo (i), es decir, el 'grupo testigo’, se indujo lesion renal aguda (AKI) renal inducida por
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isquemia-reperfusiéon en las ratas mediante ligadura de arterias renales bilaterales durante 30 minutos y luego se

liberd la ligadura.

A los animales de los grupos de control y de tratamiento se les administraron inyecciones intraperitoneales tres
veces (1 hora antes de la ligadura, 4 horas y 8 horas después de la ligadura). Se extrajo sangre de los animales 24
horas después del procedimiento de ligadura/liberacion y se analizé la creatinina sérica y las concentraciones de
nitrégeno ureico en sangre (BUN), como una medida de lesion renal.

Los resultados de esos experimentos se muestran a continuacion, y graficamente en las Figuras 1y 2.

Tabla 1 - Medicion de la inhibicion de ciclofilina A, inhibicion de ciclofilina D y transicion de permeabilidad

mitocondrial (MPT).

Entrada X CypA ECso(nM) CypD ECso(nM) MPT (uM)

1 . i 61 2170 10

2 ‘ 202 3550 7,6
/\/NY

3 14 ND 2,69
/“MNHI

4 | 60 24 0,1

Compuesto 1 PN

5 ' D 66 ND 10

6 118 2500 75

oA T
7 O 12 1200 10

Los resultados que se muestran en la Tabla 1 demuestran la inhibicién inesperadamente alta de la ciclofilina D y la
MPT del Compuesto 1 (entrada 4) en relacion con analogos similares (entradas 1-3 y 5-7). Se observé una mejora
de 100 veces en MPT en relacion con otros tres compuestos (entradas 1, 5y 7) y una mejora de mas de 25 veces
en relacion con el siguiente analogo con mejor rendimiento (entrada 3). El compuesto 1 también mostré una
inhibicion superior de la ciclofilina D, con una mejora de al menos 50 veces en relacion con todos los otros analogos

probados.

Tabla 2 - Medicion de las concentraciones séricas de Creatinina y BUN de los Grupos (i) a (vi)

Creatinina (umol/L) Nitrégeno ureico en sangre (mmol/L)
Grupo (i) 25
Grupo (i) 195 38
Grupo (iii) 60 14
Grupo (iv) 115 22
Grupo (v) 250 40
Grupo (vi) 290 42

Se indujo lesién renal aguda (AKI) inducida por LPS en ratones (C57) mediante inyeccion intraperitoneal de LPS
(15 mg/kg). Veinte ratones se dividieron al azar en dos grupos. Los animales del grupo de control recibieron vehiculo

(Cremophor/solucion  salina/DMSO)

y el

grupo de tratamiento
12

recibié el

Compuesto 1

(3 mg/kg en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2950455T3

Cremophor/solucion salina/DMSQ) cada uno administrado por via intraperitoneal. A los animales se les dosifico el
vehiculo o el Compuesto 1 tres veces (1 h antes de la inyeccion de LPS y 4 h y 8 h después de la inyeccion de LPS)
y se extrajo sangre de los animales 12 h después de la inyeccion de LPS. La actividad del compuesto se determind
mediante el aumento de la tasa de supervivencia y mediante la evaluacion de marcadores de la funcion renal.

Discusién de resultados

En la Figura 1, la concentracion de creatinina en suero sanguineo es indicativa de dafo renal. El 'grupo testigo' son
ratas sin AKI inducida. El "grupo de control" representa ratas con AKI inducida y las cuales no estan tratadas. Por lo
tanto, se puede ver que la AKI inducida resulta en un aumento de los niveles de creatinina de 25 umol/ml (Grupo 1)
a 195 umol/ml (Grupo 2).

El tratamiento de ratas con AKI inducida con 3 mg/kg de CsA (Grupo 4) resulta en el descenso de los niveles de
creatinina de 195 umol/ml a 115 umol/ml en comparacién con el Grupo 2. Por tanto, se entiende que la CsA esta
actuando para prevenir la lesion por isquemia-reperfusion.

Sorprendentemente, cuando las ratas con AKI inducida se tratan con 3 mg/kg del Compuesto 1 (Grupo 3), esto da
una reduccion muy marcada en los niveles de Creatinina, que descienden de 195 umol/ml a 60 umol/ml (en
comparacion con el Grupo 2), el cual se acerca a los niveles de creatinina observados en el 'grupo testigo' (Grupo 1),
es decir, ratas sin AKI inducida. Cuando la dosis del Compuesto 1y CsA se incrementa de 3 mg/ml (Grupos 3y 4) a
10 mg/ml (Grupos 5 y 6), parece que el beneficio de CsA y Compuesto 1 se reduce, con un funcionamiento del
Compuesto 1 mejor que el de CsA.

En la Figura 2, las concentraciones de nitrégeno ureico en sangre (BUN) son indicativas de dafo renal.

La Figura 2 sigue la misma tendencia que se ve en la Figura 1. Es decir, 3 mg/kg de CsA resulta en una caida en los
niveles de BUN (Grupo 4 en comparacion con el Grupo 2), mientras que 3 mg/kg del Compuesto 1 muestran una
reduccién muy marcada en los niveles de BUN (Grupo 3 en comparacién con el Grupo 2), que llega al nivel de BUN
visto en el 'grupo testigo' (Grupo 1). El aumento de la concentracion del Compuesto 1 y CsA de 3 mg/kg (Grupos 3y
4) a 10 mg/kg (Grupos 5 y 6) demuestra ser menos efectivo. Este resultado apoya el resultado visto en la Figura 1.
Muerte celular necrética de células acinares pancreaticas murinas por yoduro de propidio

Con el objetivo de evaluar la activacion de la ruta de muerte celular necrética, se usé yoduro de propidio 1 pM (PI;
Aex: 543 nm, Aem: 610-690 nm) para evaluar la ruptura de la membrana plasmatica. Con el objetivo de evaluar la
inhibicion de la necrosis por un farmaco potencial, las células acinares pancreaticas (PAC) recién aisladas de un
ratén CD1 se dividieron en los cuatro grupos siguientes:

1. Grupo de control; PAC incubadas con HEPES de sodio y vehiculo (DMSO al 0,5 %).
2. Grupo de sulfato acido de taurolitocolato (TLCS); PAC incubadas con TLCS 500 uM y vehiculo.
3. Grupo solo de farmaco potencial (para prueba de citotoxicidad); PAC incubadas con el farmaco potencial.

4. Farmaco potencial + grupo TLCS; PAC incubadas con el farmaco potencial en presencia de 500 uM de
TLCS.

Para cada grupo, las PAC se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Para cada
grupo, se tomaron al azar 8 campos seleccionados (cada campo contenia en su mayoria mas de 100 células) de
visién bajo microscopio confocal de cada aislado de ratén, y se contd el numero total de células por campo que
mostraban captacion de Pl para dar una relacién porcentual para cada campo, promediados entre campos y
convertidos a una media y un error estandar de la media para un minimo de tres ratones por grupo experimental.
Todo el ensayo se realizé a ciegas de tal manera que el observador que seleccionaba los campos y el observador
que realizaba el analisis de imagenes desconocian los grupos de tratamiento.

Modelo de pancreatitis aguda TLCS de raton in vivo

El experimento mide la capacidad de un compuesto para rescatar pancreatitis aguda inducida por acido biliar,
taurolitocolilsulfato (TLCS) en un modelo de raton. Los protocolos para animales in vivo estan aprobados por el
Ministerio del Interior del Reino Unido. Los ratones C57BL6/J (Charles River UK Ltd) se aclimatan durante al menos
1 semana antes de los experimentos in vivo. Los compuestos se preparan en la formulacion apropiada. TLCS-AP se
induce mediante inyeccion retrograda en el conducto pancreatico de TLCS 3 mM como se describié anteriormente
[Laukkarinen y otros, 2007]. El compuesto normalmente se administra por inyeccion i.p. y luego los animales se
sacrifican 24 horas mas tarde. Se visualizé la histologia y se midié la actividad de la amilasa sérica, la interleucina 6
y la mieloperoxidasa como se describié anteriormente [Mukherjee y otros, 2016].
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Los niveles de amilasa sérica se determinaron mediante el uso de un analizador de quimica clinica automatizado
Roche (Roche).

Los niveles de IL-6 en suero se determinaron mediante el kit ELISA de raton Quantikine (R&D Systems).

La actividad mieloperoxidasa (MPO) se usé como marcador de la infiltracién de neutréfilos y se determiné como se
describe. Primero se homogeneizo el tejido pulmonar y pancreatico y se resuspendiéo en tampon de fosfato de
potasio 100 mM (pH 7,4) que contenia inhibidor de proteasa, después de repetir la centrifugacion y la resuspension
2-3 veces, luego se resuspendid ademas en tampon de fosfato de potasio 100 mM (pH 5,4) que contenia
hexadeciltrimetilo al 0,5 %, bromuro de amonio, EDTA 10 mM e inhibidores de proteasa, luego se congelaron y
descongelaron tres veces, se sonicaron durante 30 s y finalmente se centrifugaron durante 15 min a 16 000 x g. Se
recogio el sobrenadante y se midio la actividad de MPO con sustratos de peroxidasa general 3,3,5,5-
tetrametilbencidina mediante el uso de H>O,. Se midi6 la absorbancia a 655 nm. El nivel de proteina del
homogeneizado se detecté mediante el uso del kit de ensayo BCA. La actividad de MPO se normalizé en funcién del
nivel de proteina de cada muestra y el valor medio del grupo TLCS.

Histologia

Para el examen morfoldgico, los tejidos pancreaticos se fijaron en formalina al 10 %, se incluyeron en parafina y se
tiferon con hematoxilina y eosina (H&E). La evaluacién histopatoldgica se evalué a ciegas en 10 campos aleatorios
(x10 campos de gran aumento) de cada portaobjetos por dos investigadores independientes, mediante la
clasificaciéon del grado y la extension del edema, la infiltracion inflamatoria y la necrosis de 0 a 3 [5], mediante el
calculo de la media £ s.e.m. total.

Discusién de resultados

En resumen, se encontré que el Compuesto 1 era sorprendentemente efectivo en el tratamiento o prevencion de la
pancreatitis en comparacion con compuestos similares.

En resumen general, se encontrd6 que el Compuesto 1 era sorprendentemente efectivo en el tratamiento o

prevencion de lesiones por isquemia-reperfusion, en particular a niveles de concentracién mas bajos. El compuesto
también es particularmente efectivo contra la lesion renal aguda y la pancreatitis.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto para su uso en el tratamiento o prevencion de trastornos inflamatorios agudos o crénicos en
donde el compuesto es el Compuesto 1:

HO
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Compuesto 1

| ~~NM
0 e
Egr“x nd
° e

o una sal de este;

y en donde el trastorno se selecciona de lesion renal aguda, pancreatitis crénica o aguda y lesion por
isquemia-reperfusion, en donde la lesion por isquemia-reperfusion sucede después de la reinsercién de
una parte del cuerpo cercenada o durante el proceso de trasplante de érganos.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el trastorno es lesién renal aguda.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el trastorno es lesién por isquemia-
reperfusion que sucede después de la reinsercion de una parte del cuerpo cercenada o durante el proceso de
trasplante de érganos.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el trastorno es pancreatitis cronica o
aguda.

El compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la dosis del
compuesto es 0,1 a 10 mg/kg.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde la dosis del compuesto es 1 a
3 mg/kg.

Un método para preparar el compuesto como se define en la reivindicacion 1, el método comprende una
reaccion de formacion de producto, la reaccion comprende triflato de cobre y N,N-dimetilaminoetanol.

El método de la reivindicacion 7, en donde la reaccién comprende un agente secante y/o se realiza bajo
condiciones sustancialmente anhidras; y en donde opcionalmente el agente desecante son tamices
moleculares.

El método de la reivindicacion 7 u 8, en donde el N,N dimetilaminoetanol reacciona con un compuesto
precursor de ciclosporina que comprende un grupo labil, en donde el grupo labil se pierde en la reaccion; en
donde opcionalmente el grupo labil se une al compuesto precursor mediante un enlace -S-; y ademas,
opcionalmente, el grupo labil es un grupo tiopiridilo o un grupo mercaptobenztiazol-2-iltio.
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Figura 1

Figura 2
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Grupo

Columna 1 - Testigo

Columna 2 - Control
Columna 3 — Compuesto 1 (3 mg/kg)

Columna 4 — CsA (3 mg/kg)

Columna 5 — Compuesto 1 (10 mg/kg)

Columna 6 — CsA (10 mg/kg)

Grupo

Columna 1 - Testigo

Columna 2 - Control

Columna 3 — Compuesto 1 (3 mg/kg)
Columna 4 — CsA (3 mg/kg)

Columna 5 — Compuesto 1 (10 mg/kg)

Columna 6 — CsA (10 mg/kg)



10)

Num. de ratones sobrevivientes (n

e

(23

ES2950455T3

Lesiéon renal aguda inducida por LPS

Figura 3
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Grupo

Columna 1 - Control

Columna 2 — Compuesto 1 (3 mg/kg)
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