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ES 2360 235 T3

DESCRIPCION
Sulfatidas para tratar trastornos autoinmunes

Campo de la invencién

Las presentes formas de realizacién se refieren a métodos para el tratamiento de enfermedades o trastornos auto-
inmunes o relacionados con el sistema inmunolégico. De manera mas especifica, las presentes formas de realizall
cion se refieren a sulfatidas que se utilizan en el tratamiento de enfermedades o trastornos autoinmunes o relacional’
dos con el sistema inmunoldégico.

Descripcion de |la Técnica Relacionada

Las enfermedades autoinmunes afectan a millones de personas en todo el mundo y pueden tener efectos devasta-
dores sobre la esperanza y la calidad de vida. A pesar de los avances de la medicina, muchas enfermedades auto-
inmunes contindan sin tener tratamiento, debido a que los mecanismos de la enfermedad son complejos y no se
comprenden en su totalidad. Asi mismo, a diferencia de la mayor parte de las enfermedades en las que el tratamien(]
to implica actuar sobre el sistema inmunolégico para combatir un agente invasor externo, en las enfermedades auto-
inmunes es el propio sistema inmunolégico el que exacerba el problema. Esto determina que cualquier tratamiento
sea mucho mas dificil, porque debe estar orientado directamente contra la respuesta inmunolégica para combatir el
problema.

En la esclerosis multiple (EM), por ejemplo, el sistema inmunoldgico reconoce algunos auto-antigenos de las mem(]
branas de mielina como ajenos e inicia una respuesta inmunoldgica contra ellos. La consecuencia es la desmielini(]
zacion, o eliminacion destructiva de la mielina, que es una proteina grasa con accion aislante y protectora que se
deposita a modo de cubierta de las células nerviosas (neuronas). La desmielinizacidon en la esclerosis multiple esta
mediada por una respuesta inmunoldgica dirigida por células T que se inicia a partir de acontecimientos que cursan
con presentacion de antigenos en el SNC (sistema nervioso central), o es inducida tras la activacién periférica, a
través de una respuesta sistémica de mimetismo molecular.

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) representa el prototipo de una enfermedad autoinmune mediada
por células T, que se distingue por la inflamacién y la desmielinizacion del sistema nervioso central, acompafiada de
paralisis tras la inmunizacion con antigenos de la mielina, por ejemplo, la proteina basica de mielina (MBP), la glicol]
proteina oligodendrocitaria de mielina (MOG), o la proteina proteolipidica (PLP). La EAE comparte numerosas dis[]
funciones patoldgicas e inmunolégicas con la EM humana y es un modelo ampliamente aceptado para estudiar la
EM humana.

Las células T pueden reconocer glicolipidos en el contexto de las proteinas de la superficie celular similares a MHC
de clase |, conocidas como CD1. La mielina constituye una fuente abundante de glicolipidos y es la diana de un
proceso autoinmune durante la EAE, en el que se puede estudiar facilmente la influencia de los lipidos derivados de
la mielina y su presentacion a las células T en el SNC. Con el fin de derivar tratamientos eficaces para la esclerosis
multiple, se requiere una caracterizacion adicional de las células T reactivas frente a los glicolipidos. La sulfatida es
uno de los principales glicolipidos en la mielina, y ha demostrado unirse a CD1d. (Jahng et al., J. Exp. Med. Vol. 199,
numero 7:947-957, 2004).

En el SIDA, el virus VIH destruye sistematicamente las células T. Al igual que en muchas enfermedades autoinmul]
nes, el propio sistema inmunoldégico tiende a contribuir al avance de la enfermedad porque el virus se propaga a
través de las células inmunolégicas. El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) infecta las células CD4+ junto
con un co-receptor celular, CXCR4 o CCR5/CCR3. La infeccién por VIH de las células humanas da como resultado
la pérdida de linfocitos T CD4+ a medida que el virus experimenta una rapida replicacion, generando mutaciones en
la regién de envuelta del genoma viral. Estas incluyen también mutantes resistentes a medicamentos, puesto que los
individuos afectados se tratan con medicamentos antirretrovirales que incluyen zidovudina (AZT), inhibidores nuclel]
osidicos de la transcriptasa inversa (NRTI) o un inhibidor no nucleosidico de la transcriptasa inversa (NNRTI), y un
inhibidor de la proteasa. Ademas, se produce un agotamiento de los linfocitos T citotoxicos y el eventual fracaso del
sistema inmunolégico, respuestas mediadas tanto celularmente como humorales, del individuo afectado para com(]
batir las infecciones que surgen de la generacién in vivo de multiples cepas de VIH. Asi mismo, se produce una
exacerbacion del sistema inmunoldgico causado por infecciones oportunistas en los individuos infectados que estan
inmunocomprometidos.

El modelo combinado de ratdn con inmunodeficiencia grave, trasplantado con tejidos fetales humanos de timo e
higado (SCID-hu Thy/Liv), es un modelo sobre animal pequefio que imita la infeccién de VIH en el ser humano en lo
que se refiere a la pérdida de linfocitos T CD4+ y a la fuerte replicacion viral. El sistema permite estudiar también en
el laboratorio diversos medicamentos para combatir la infeccién in vivo en un sistema de modelo ventajoso, exento
de los factores de confusion hallados en el ser humano. Por lo tanto, este sistema constituye un modelo util para el
ensayo pre-clinico de medicamentos anti-VIH in vivo, antes de emprender ensayos clinicos en personas infectadas.
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La citopenia, especialmente la trombocitopenia, representa un importante factor de riesgo en la infeccién de VIH,
enfermedades cardiacas y el cancer. Las anomalias hematopoyéticas pueden provocar o dar lugar a multiples cito[
penias en personas infectadas con VIH, en las que la trombocitopenia se revela como un importante factor de riesgo
para la morbilidad y mortalidad, lo que se acenttia en personas afectadas también por enfermedades cardiacas.

La hepatitis inducida por Concanavalina A (Con A) en el raton es un modelo de hepatopatias mediadas por células T
que se encuentra bien caracterizado. Este modelo se ha empleado ampliamente como sistema que imita las enfer(]
medades hepaticas humanas mediadas por células T tales como hepatitis autoinmune (Tiegs et al., JCI, 1992, Mi(]
zuhara H, JEM, 1994, Toyabe S, JI, 1997). Una uUnica inyeccién de Con A es suficiente para inducir una lesion hepall
tica, mediada por células T, en el raton (Tiegs et al., 1992, JCI, Mizuhara H., JEM, 1994, Toyabe S, JI, 1997). Des[]
pués de 8 a 24 horas se observan enzimas séricas y pruebas histolégicas de hepatitis inducida por Con A, tal como
lo demuestran los niveles elevados en suero de ALT y AST, y la aparicion de pruebas histolégicas de lesiones hepal
ticas que se caracterizan por una acumulacién masiva de granulocitos, infiltracién de células T CD4" y la entrada de
un namero relativamente pequefio de células T CD8", asi como necrosis/apoptosis de los hepatocitos (Tiegs et al.,
1992, JCI, Mizuhara H., JEM, 1994, Schumann J., 2000, Am. J. Pathol., Chen et al., 2001). Recientemente, varios
investigadores han responsabilizado a las células T “asesinas naturales” (NK, por sus siglas en inglés) hepaticas del
desarrollo de la hepatitis inducida por Con A. Los ratones con deficiencias tanto de Jo18 como de CD1d, que carel]
cen de células T NK, son resistentes a la lesién hepatica inducida por Con A (Kaneko et al., 2000; Takeda et al.,
2000), lo que indica que las células T NK clasicas con restricciones de CD1d, que expresan el receptor celular T iNK,
intervienen de forma critica en el proceso de la lesion hepatica inducida por Con A.

Buschard et al. (2005) presentan un estudio sobre la participacion de la sulfatida en células beta y la diabetes tipo 1

y tipo 2. Las sulfatidas estudiadas consisten en un grupo de galactosa sulfatada unido a una ceramida, en donde el

resto ceramida estd compuesto por una base de esfingosina y un acido graso completamente saturado, con una

longitud de cadena de 16 a 24 atomos de carbono. El documento EP 0 717 995 describe un agente para utilizar en

la supresion de la degeneracion celular y la reduccion de la toxicidad sobre los 6rganos, que comprende un glicolipil’
do sulfatado o un glicolipido fucosilado de origen bioldgico. El resto ceramida de la sulfatida descrita consiste en una

cadena completamente saturada de acido graso y una base esfingosina C17. Hsu et al. (1998) informan de un analill
sis por espectrometria de masa en tandem con ionizacién por electronebulizacién de la sulfatida, que determina los
patrones de fragmentacion y caracterizan las especies moleculares que se expresan en el cerebro y en los islotes
pancreaticos. Sin embargo, no se describe ninguna aplicacién ni una adecuacién general para el tratamiento de
pacientes con sintomas de una enfermedad autoinmune por la administraciéon de una sulfatida a dicho paciente.

RESUMEN DE LA INVENCION

Una forma de realizacion se refiere a una sulfatida para utilizar en el tratamiento de un paciente con sintomas de una
enfermedad autoinmune, que incluye administrar una cantidad de sulfatida efectiva para reducir dichos sintomas, en
donde la enfermedad autoinmune no es esclerosis multiple.

También se describe el uso de una sulfatida para la preparacion de un medicamento dirigido al tratamiento de una
enfermedad autoinmune, en el que la sulfatida esta presente en una cantidad efectiva para reducir los sintomas de
la enfermedad autoinmune, en donde la enfermedad autoinmune no es esclerosis multiple.

Igualmente, se describe una sulfatida que tiene la siguiente estructura quimica:

R5 RB
Rz
R
e HN
1l Q. R
1 R4 Ra

en la que R se selecciona del grupo consistente en un enlace, un hidrégeno, un alquilo C1 a Cs, un alquilo C4 a Csz
sustituido, un alquenilo C1 a Cso, un alquenilo C1 a Cgso sustituido, y un azucar Cs a C12; R2 se selecciona del grupo
consistente en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, y un grupo alcoxi; Rz se selecciona del grupo con(]
sistente en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un grupo etoxi, y un grupo alcoxi; R4 se selecciona del
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grupo consistente en un hidrégeno, un grupo hidroxi, y un grupo alcoxi; Rs se selecciona del grupo consistente en un
hidrégeno, un hidroxilo, un carbonilo, un alcoxi, y un enlace; Res se selecciona del grupo consistente en un alquilo C4
a Cyp, un alquilo C4 a C4o sustituido, un alquenilo C4 a Cyo, un alquenilo Cq a Cyp sustituido, y un alquinilo C1a Cao; Ry
se selecciona del grupo consistente en un alquilo C1 a Cso, un alquilo C1 a Cyo sustituido, un alquenilo C1 a Cyg, un
alquenilo C4 a Cy4 sustituido, y un alquinilo C4 a Ca4o; y Rs se selecciona del grupo consistente en un hidrégeno, un
grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi, y un enlace.

Adicionalmente, se describe una sulfatida que tiene la siguiente estructura quimica:

Q
OH OH o
0

° o HN
it § ; \_O
-0—s5-0

1 HO

0

= Ry
H

en la que R¢ se selecciona del grupo consistente en un alquilo Cqa Cao, un alquilo C1 a C4o sustituido, un alquenilo
C4 a Cyo, un alquenilo Cq a Cyp sustituido, y un alquinilo C4 a Cs0; ¥ Ro se selecciona del grupo consistente en un
hidrégeno, un grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi, y un enlace.

En otro aspecto, la sulfatida puede tener la estructura quimica siguiente:

Q S
OH OH
o o,
o HO
OH

Todavia en otro aspecto, la sulfatida es: (2S, 3R, 4E)-N-nervoénico-1-[D-(3-sulfato)-galactopiranosil]-2-amino(]
octadecen-3-ol.

En otro aspecto todavia, la enfermedad autoinmune puede ser, por ejemplo, lupus eritematoso sistémico, SIDA,
enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes mellitus dependiente de la insulina, hepatitis autoinmune,
asma o enfermedad celiaca.

En otro aspecto, la sulfatida se puede administrar por una o mas de las vias siguientes: intravenosa, intraperitoneal,
inhalacién, intramuscular, subcutanea y oral.

Otra forma de realizacién se refiere a una sulfatida para usar en el tratamiento de un paciente con sintomas de una
enfermedad autoinmune, que comprende administrar una cantidad de una sulfatida eficaz para reducir dichos sinto(’
mas, en donde la sulfatida tiene la siguiente estructura quimica:
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Q y
OH OH
o HN
i o o x
oy HO
OH

En un aspecto, la enfermedad autoinmune puede ser, por ejemplo, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico,
SIDA, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes mellitus dependiente de la insulina, hepatitis autoin(|
mune, asma o enfermedad celiaca.

En otro aspecto, la enfermedad autoinmune es esclerosis multiple.
Otra forma de realizacion se refiere a un método para tratar las indicaciones de una enfermedad autoinmune en un
paciente, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de una sulfatida, en

donde la enfermedad autoinmune no es esclerosis multiple.

Adicionalmente, se describe una sulfatida que tiene la siguiente estructura quimica:

Rs Re
Rz
s o HN
O
1] ®) O R?
Ry=O—S5~
5 Rs Re

en la que R se selecciona del grupo consistente en un enlace, un hidrégeno, un alquilo C1 a Cs, un alquilo C4 a Cs
sustituido, un alquenilo C1 a Csp, un alquenilo C4 a Csp sustituido, y un azicar Cs a C+2; Rz se selecciona del grupo
consistente en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, y un grupo alcoxi; R3 se selecciona del grupo con(]
sistente en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un grupo etoxi, y un grupo alcoxi; R4 se selecciona del
grupo consistente en un hidrégeno, un grupo hidroxi, y un grupo alcoxi; Rs se selecciona del grupo consistente en un
hidrégeno, un hidroxilo, un carbonilo, un alcoxi, y un enlace; Rs se selecciona del grupo consistente en un alquilo C4
a Cuao, un alquilo C4 a C4o sustituido, un alquenilo C4 a Cyo, un alquenilo C4 a Cyg sustituido, y un alquinilo Cq a Cyo; Ry
se selecciona del grupo consistente en un alquilo C4 a Cyo, un alquilo C1 a Cy4 sustituido, un alquenilo C4 a Cso, un
alquenilo C1 a Cy4 sustituido, y un alquinilo C1 a C40; y Rs se selecciona del grupo consistente en un hidrégeno, un
grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi, y un enlace.

También se describe una sulfatida que tiene la estructura quimica siguiente:
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Q. _R
OH OH >
o HN
I 0
-O—ﬁﬁo HO \)Y\Rz
o OH

en la que R1 se selecciona del grupo consistente en un alquilo C1 a Cyo, un alquilo C4 a Cyo sustituido, un alquenilo
C4 a Cyo, un alquenilo C1 a Cyp sustituido, y un alquinilo C4 a C4o; y R2 se selecciona del grupo consistente en un
hidrégeno, un grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi, y un enlace.

En otro aspecto, la sulfatida es: (2S, 3R, 4E)-N-nervénico-1-[D-(3-sulfato)-galactopiranosil]-2-amino-octadecen-3-ol.

Todavia en otro aspecto, la sulfatida tiene la siguiente estructura quimica:

9 .
OH OH
o HN
|[ o O \
o HO
OH

Todavia en otro aspecto, la enfermedad autoinmune puede ser, por ejemplo, lupus eritematoso sistémico, SIDA,
enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes mellitus dependiente de la insulina, hepatitis autoinmune,
asma o enfermedad celiaca.

Todavia en otro aspecto, la enfermedad autoinmune puede ser esclerosis multiple.

En otro aspecto, la enfermedad autoinmune es SIDA.

En otro aspecto, la sulfatida se puede administrar por una o mas de las vias siguientes: intravenosa, intraperitoneal,
inhalacién, intramuscular, subcutanea y oral.

Otra forma de realizacién se refiere a una sulfatida para usar en el tratamiento o la prevencion de los sintomas de
una enfermedad autoinmune en un mamifero, que comprende la etapa de administrar a dicho mamifero una canti(|
dad terapéuticamente efectiva de una sulfatida formulada en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en donde la
enfermedad autoinmune no es esclerosis multiple.

En un aspecto, el mamifero es un ser humano.

Igualmente, se describe una sulfatida que tiene la siguiente estructura quimica:
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Ry Rg
R
“ Ry HN
o O
1] O Q Ry
R1_O_S,

en la que Ry se selecciona del grupo consistente en un enlace, un hidrégeno, un alquilo C1 a Cs, un alquilo C1 a Csp
sustituido, un alquenilo C1 a Cso, un alquenilo C1 a Csg sustituido, y un azucar Cs a C12; Rz se selecciona del grupo
consistente en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, y un grupo alcoxi; Rz se selecciona del grupo con(]
sistente en un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un grupo etoxi, y un grupo alcoxi; R4 se selecciona del
grupo consistente en un hidrégeno, un grupo hidroxi, y un grupo alcoxi; Rs se selecciona del grupo consistente en un
hidrégeno, un hidroxilo, un carbonilo, un alcoxi, y un enlace; Rs se selecciona del grupo consistente en un alquilo C4
a Cyp, un alquilo C4 a C4o sustituido, un alquenilo C4 a Cyo, un alquenilo Cq a Cyp sustituido, y un alquinilo C1 a Cy40; Ry
se selecciona del grupo consistente en un alquilo C4 a Cyo, un alquilo C1 a Cy4o sustituido, un alquenilo C4 a Cso, un
alquenilo C4 a Cy4 sustituido, y un alquinilo C4 a Ca4o; y Rs se selecciona del grupo consistente en un hidrégeno, un
grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi, y un enlace.

Q
OH OH P
0

o o HN
i i ; \ -0
-0—5-0

T HO

o)

Adicionalmente, se describe una sulfatida que tiene la estructura quimica siguiente:

= Ry
H

en la que R; se selecciona del grupo consistente en un alquilo C1 a Cao, un alquilo C4 a Cy4 sustituido, un alquenilo
C1 a Cyo, un alquenilo C4 a Cyo sustituido, y un alquinilo C1 a Cao; y R2 se selecciona del grupo consistente en un
hidrégeno, un grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi, y un enlace.

Todavia en otro aspecto, la sulfatida es: (2S, 3R, 4E)-N-nervonico-1-[D-(3-sulfato)-galactopiranosil]-2-amino(]
octadecen-3-ol.

En otro aspecto, la sulfatida tiene la férmula quimica siguiente:

9 P
OH OH
o HN
v HO
o CH

En otro aspecto, la enfermedad autoinmune puede ser, por ejemplo, lupus eritematoso sistémico, SIDA, enfermedad
de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes mellitus dependiente de la insulina, hepatitis autoinmune, asma y enfer(
medad celiaca.

Todavia en otro aspecto, la enfermedad autoinmune es esclerosis multiple.
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En aun otro aspecto, la enfermedad autoinmune es SIDA.
En otro aspecto, la enfermedad autoinmune es asma.

En otro aspecto, la sulfatida se administra por una o mas de las vias siguientes: intravenosa, intraperitoneal, inhalal’
cion, intramuscular, subcutanea y oral.

Otra forma de realizacién se refiere a una sulfatida para usar en el tratamiento de un paciente con sintomas de una
enfermedad autoinmune, en donde la sulfatida tiene la estructura siguiente:

B F
OHOH
o HiN
Ii O e
'Q—-S’o ™ \/kr\/\/\/\/\/\/\/
OH

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1 demuestra que el tratamiento de ratones con sulfatida revierte la EAE crénica en curso en ratones C57.BL/6J.
Los ratones recibieron por inyeccion intraperitoneal 20 pg de sulfatida de cerebro bovino (&) o PBS/vehiculo solo (A)
en el inicio de la enfermedad (4).

FIG. 2 demuestra que el tratamiento de ratones con sulfatida revierte la EAE cronica-recidivante en curso en ratones
SJL/J. Los ratones recibieron por inyeccioén intraperitoneal 20 ng de sulfatida de cerebro bovino (&) o PBS/vehiculo
solo (A), al inicio de la enfermedad (4 izquierda) y 14 dias después (4 derecha).

FIG. 3 demuestra que el tratamiento de ratones con cis-tetracosenoil-sulfatida revierte la EAE crénica-recidivante en
curso en ratones SJL/J. Los ratones recibieron por inyeccion intraperitoneal 20 pg de cis-tetracosenoil-sulfatida (1) o
PBS/vehiculo solo (A) en el inicio de la enfermedad (4).

FIG. 4 demuestra que la administracion de sulfatida a ratones diabéticos no obesos (NOD) previene la diabetes. Se
trataron ratones NOD machos y hembras con sulfatida de cerebro bovino, () y (1), o con lipido de control (Mono
GM-1), (A) y (A).

FIG. 5 demuestra que los niveles de las enzimas séricas alanina amino transferasa (ALT) (trazado superior) y aspar-
tato amino transferasa (AST) (trazado inferior) disminuyeron significativamente en ratones que recibieron inyeccior
nes de sulfatida de cerebro bovino Con A+ (A), en comparacién con los ratones con inyecciones de Con A (y).

FIG. 6 muestra cortes hepaticos tefiidos con hematoxilina y eosina que demuestran la marcada mejoria de la histo[
logia del higado en los ratones tratados con sulfatida (segundo panel), en comparacién con los ratones del grupo de
control (primer panel) en tiempos determinados. El segundo panel incluye un corte hepatico de control tras una in(J
yeccién de solamente sulfatida de cerebro bovino.

FIG. 7 pone de manifiesto una completa proteccion contra lesiones morfolégicas masivas del higado, derivadas de la
hepatitis, tras el tratamiento con sulfatida. Morfologia hepatica de ratones con inyecciéon de Con A (segundo panel),
ratones con inyecciones de Con A + sulfatida de cerebro bovino (tercer panel), y ratones con inyecciones de PBS o
de sulfatida de 24 horas, como muestras de control (primer panel).

FIG. 8 demuestra que la administracién de sulfatida de cerebro bovino en ratones SCID-hu reduce drasticamente la
infeccion de VIH-1, asi como la replicaciéon de VIH-1.
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FIG. 9 demuestra que la administracion de sulfatida de cerebro bovino en ratones SCID-hu conserva la actividad
formadora de colonias multilinaje de los timocitos humanos durante la infeccién de VIH-1.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las presentes formas de realizacion se refieren a sulfatidas para ser usadas en el tratamiento de una extensa varie
dad de enfermedades o trastornos autoinmunes o relacionados con el sistema inmunoldgico que incluyen, por ejem(]
plo, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, SIDA, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes
mellitus dependiente de la insulina, hepatitis autoinmune, asma y enfermedad celiaca.

Algunas formas de realizacion se refieren a métodos para tratar estas enfermedades o trastornos autoinmunes o
relacionados con el sistema inmunoldgico por medio de la administracion de sulfatidas. Mas especificamente, algul’]
nas formas de realizacion se refieren a métodos para tratar enfermedades o trastornos autoinmunes o relacionados
con el sistema inmunoldgico mediante la administracion de una cantidad de una sulfatida al organismo de un pacien(’
te, que sea efectiva para reducir o prevenir los sintomas de la enfermedad o trastorno autoinmune o relacionado con
el sistema inmunoldgico. Adicionalmente, se describe una sulfatida que tiene la siguiente formula | quimica:

R5 Rg
Rz
Ry o HN
O
o o Ry
R1"' O_S’
I Rq "
O 8 (I)

en la que R¢ puede ser un enlace, un hidrégeno, un alquilo C1 a C3, un alquilo C1 a Csp sustituido, un alquenilo C; a
Cao, un alquenilo C1 a Csg sustituido, o un azucar Cs a C12; R> puede ser un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo
metoxi, o un grupo alcoxi; Rz puede ser un hidrégeno, un grupo hidroxi, un grupo metoxi, un grupo etoxi, o un grupo
alcoxi; R4 puede ser un hidrégeno, un grupo hidroxi, o un grupo alcoxi; Rs puede ser un hidrégeno, un grupo hidroxi,
un carbonilo, un grupo alcoxi, o un enlace; Rs puede ser un alquilo C4 a Cao, un alquilo C4 a Cs4 sustituido, un alquel]
nilo C4 a Cao, un alquenilo C4 a Cy4p sustituido, o un alquinilo C4 a Ca40; R7 puede ser un alquilo C4 a Cyg, un alquilo C4
a Cyp sustituido, un alquenilo C1 a Cao, un alquenilo Cq a C4o sustituido, o un alquinilo C4 a Ca4o; y Rs puede ser un
hidrégeno, un grupo hidroxi, un carbonilo, un grupo alcoxi, o un enlace.

También se describe una sulfatida que tiene la formula quimica siguiente:

Q
OH OH >’R1
3)

HN
? &‘Lo
O

en la que R1 se selecciona del grupo consistente en un alquilo C1 a Cyo, un alquilo C4 a Cyg sustituido, un alquenilo
C1 a Cyo, un alquenilo C1 a Cyp sustituido, y un alquinilo C4 a Ca4o; y R2 se selecciona del grupo consistente en un
hidrégeno, un grupo hidroxilo, un carbonilo, un grupo alcoxi, y un enlace.

\Rz
H an

Tal como se usa en este documento, el término “alquilo” significa cualquier hidrocarburo saturado, lineal o ramificado.
La expresion “alquilo sustituido” significa cualquier hidrocarburo saturado, lineal o ramificado, que esta sustituido.
Los compuestos ciclicos, tanto hidrocarburos ciclicos como compuestos ciclicos que tienen heteroatomos, se englo]
ban dentro del significado de “alquilo”.
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Tal como se usa en este documento, el término “sustituido” significa cualquier sustitucion de un atomo de hidrégeno
con un grupo funcional.

Como se usa en este documento, la expresion “grupo funcional” tiene una definicion comun y hace referencia a
restos quimicos seleccionados preferentemente del grupo consistente en un atomo de halégeno, alquilo C4-Cayo,
alquilo C4-Cyo sustituido, alquilo perhalogenado, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, bencilo,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, ciano, y nitro.

Tal como se usa en este documento, las expresiones “halégeno” y “atomo de halégeno” se refieren a cualquiera de
los atomos radio-estables de la columna 17 del Sistema Periddico de los Elementos, preferentemente fltor, cloro,
bromo o yodo, siendo fldor y cloro especialmente preferidos.

Como se usa en este documento, el término “alquenilo” significa cualquier hidrocarburo insaturado, lineal o ramificall
do, sustituido o no sustituido. La expresion “alquenilo sustituido” significa cualquier hidrocarburo insaturado, lineal o
ramificado y sustituido, que esta sustituido con uno o multiples grupos funcionales, encontrandose las alquenil-Ca[]
Ce-aminas secundarias no ramificadas, las alquenil-C-Cg-aminas secundarias sustituidas y las alquenil-C2-Csl
aminas terciarias no ramificadas dentro de la definicion de “alquilo sustituido”. Los compuestos ciclicos, tanto hidro(]
carburos ciclicos insaturados como compuestos ciclicos que tienen heteroatomos, se encuentran dentro del signifill
cado de “alquenilo”.

Tal como se usa en este documento, el término “alcoxi” se refiere a cualquier éter saturado o insaturado, lineal o
ramificado, sustituido o no sustituido.

Como se usa en este documento, el término “sulfatida” conserva su significado habitual, y hace referencia a un éster
sulfdrico de un cerebrésido que contiene uno o multiples grupos sulfato en la porcion de azucar de la molécula.

Tal como se usa en este documento, el término “cerebrosido” se refiere a cualquier compuesto lipidico que contiene
un azucar y, por lo general, del tipo hallado normalmente en el cerebro y tejido nervioso.

Los compuestos de las féormulas (1), (I) y (1) pueden estar en forma de sus sales atdxicas farmacéuticamente acep!(’
tables. Las sales de las formulas (1), (I) y (Ill) incluyen sales de adicion de acido tales como sales con &cidos inorgal]
nicos (por ejemplo, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido nitrico y acido fosférico) o con acidos organicos (por
ejemplo, acido acético, acido propidnico, acido maleico, acido oleico, acido palmitico, acido citrico, acido succinico,
acido tartarico, acido fumarico, acido glutamico, acido pantoténico, acido lauril-sulfénico, acido metano-sulfénico y
acido ftalico).

Los compuestos de las férmulas (1), (1) y (Ill) pueden estar en forma de sus solvatos (por ejemplo, hidratos).
Los compuestos de las formulas (1), (I1) y (l1l) se pueden producir por cualquier método util para sintetizar sulfatidas.

Los compuestos de las formulas (1), (ll) y (Ill) también se pueden aislar de productos naturales (por ejemplo, orgall
nismos biolégicos), purificandolos por cromatografia de columna o métodos similares.

En una forma de realizacion, la sulfatida tiene la férmula quimica: (2S, 3R, 4E)-N-nervénico-1-[D-(3-sulfato)l]
galactopiranosil]-2-amino-octadecen-3-ol. Esta férmula quimica recibe también el nombre de cis-tetracosenoill]
sulfatida.

En otra forma de realizacion, la sulfatida tiene la siguiente estructura quimica:

=
OH OH

O_S,o&/ \)\'/\/\/\/\/\/\/v
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En algunas formas de realizacion, la sulfatida puede ser, por ejemplo, sulfatida derivada de cerebro bovino, que es
una mezcla de aproximadamente 20 especies diferentes obtenidas por Sigma Inc. (Chicago, IL, EE.UU.). En otras
formas de realizacion, la sulfatida es semi-sintética y es una especie Unica de sulfatida, por ejemplo, cisl]
tetracosenoil-sulfatida o lisosulfatida, obtenida de Maitreya, Inc. (Pleasant Gap, PA, EE.UU.). Todavia en otras for[]
mas de realizacion, la sulfatida puede ser una sulfatida totalmente sintética.

Otra forma de realizacion se refiere a un método para tratar las diversas indicaciones de enfermedades o trastornos
autoinmunes o relacionados con el sistema inmunoldgico. En particular, un aspecto de la presente forma de realizall
cion se refiere a un método para tratar un paciente afectado por sintomas de una enfermedad o trastorno autoinmu(’
ne o relacionado con el sistema inmunoldgico tal como, por ejemplo, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico,
SIDA, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes mellitus dependiente de la insulina, hepatitis autoin[
mune, asma y enfermedad celiaca.

Algunas formas de realizacion se refieren a un método para tratar el asma en un paciente. El asma bronquial se
asocia con un proceso inflamatorio en los pulmones que se distingue por la presencia en las vias respiratorias de
grandes cantidades de células T CD4+ secretoras de citoquinas. No solamente las células T CD4+ restringidas por
el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I, sino también las células T NK restringidas por CD1
expresan el antigeno CD4. Estas células se pueden clasificar en dos subconjuntos en base a las que usan recepto(]
res invariantes, tales como células T NK invariantes (“células T iNK”) y las que utilizan receptores variantes tales
como las células T NK no invariantes (“células T no-iNK”). Los modelos murinos de asma alérgica han demostrado
que las células T NK son necesarias para el desarrollo de la hiperreactividad de las vias respiratorias inducida por
alérgenos.

Asi mismo, los estudios han demostrado que un porcentaje importante de las células CD4+CD3+ pulmonares en
pacientes con asma moderada a grave estuvo compuesto por células T iNK. Sin embargo, no ocurrié asi en los
pulmones de pacientes con sarcoidosis. Puesto que estas células T iNK representan solo una poblacién menor (all]
rededor de 0,1%) de las células T CD4+ en la sangre periférica, su elevado numero en los pulmones de pacientes
asmaticos indican un enriquecimiento selectivo. Se ha demostrado que las células T iNK pueden reconocer el glilJ
colipido sintético a-galactosil-ceramida, el auto-glicolipido isoglobotrihexosil-ceramida (iGb3), los glicoesfingolipidos
bacterianos y los glicolipidos de pdlenes vegetales. Un subconjunto de células T iNK reconoce también la sulfatida
de auto-glicolipidos, asi como otras sulfatidas y glicolipidos de las presentes formas de realizacion. Un ejemplo de
los mecanismos por los que la sulfatida controla la autoinmunidad implica la inactivacion o ausencia de respuesta a
las células T iNK; por lo tanto, en algunas formas de realizacion, las sulfatidas solo se pueden usar para tratar el
asma en un paciente.

Como se usa en este documento, el término “paciente” se refiere al receptor de un tratamiento terapéutico e incluye
todos los organismos del reino animal. En formas de realizacion preferidas, el animal pertenece a la familia de los
mamiferos, tales como humano, bovino, ovino, porcino, felino, bufalo, canino, caprino, equino, burro, reno y primates.
El animal mas preferido es el ser humano.

Como se usa en este documento, los términos “tratar” y “tratamiento” incluyen “prevenir” y prevencion”, respectivall
mente.

En algunas otras formas de realizacion, la sulfatida se puede administrar sola o en combinacién con otro compuesto
terapéutico. Se puede utilizar cualquier compuesto terapéutico conocido en la actualidad, usado en el tratamiento de
la enfermedad autoinmune diana. En una forma de realizacién preferida, no se usa ningun adyuvante.

Se contemplan muchos diferentes modos y métodos de administracion de la sulfatida. En algunas formas de realizal
cion, las vias de administracion incluyen, por ejemplo, la administracién intravenosa, intraperitoneal, por inhalacion,
intramuscular, subcutanea y oral, o cualquier otra via de administraciéon conocida en la técnica. Dependiendo de la
via de administracion particular, la forma de dosificacion puede ser, por ejemplo, una preparacion soélida, semisolida,
liquida, en forma de vapor o de aerosol. La forma de dosificacion puede incluir, por ejemplo, los aditivos, lubricantes,
estabilizadores, soluciones tamponantes, recubrimientos y excipientes que son convencionales en la técnica de las
formulaciones farmacéuticas.

Se toman en consideracion numerosas formulaciones farmacéuticas. En algunas formas de realizacion, las formular]
ciones farmacéuticas se pueden preparar por métodos convencionales, usando los siguientes vehiculos farmacéutir
camente aceptables o similares: excipientes tales como disolventes (por ejemplo, agua, solucidn salina fisiolégica),
agentes volumétricos y agentes de carga (por ejemplo, lactosa, almidon, celulosa cristalina, manitol, maltosa, hidro(
geno-fosfato de calcio, acido silicico anhidro suave, y carbonato de calcio); auxiliares tales como agentes solubiliza

dores (por ejemplo, etanol y polisolvatos), agentes aglutinantes (por ejemplo, almidén, polivinil-pirrolidina, hidroxipro[
pilcelulosa, etilcelulosa, carboximetilcelulosa y goma arabiga), agentes desintegrantes (por ejemplo, almidén y carll
boximetilcelulosa calcica), agentes lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco y aceite hidrogenado),
agentes estabilizadores (por ejemplo, lactosa, manitol, maltosa, polisolvatos, macrogol, y aceite de ricino polioxietilel]
no hidrogenado), agentes isotdnicos, agentes humectantes, agentes lubricantes, agentes dispersantes, agentes
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tamponantes y agentes solubilizadores; y aditivos tales como antioxidantes, conservantes, agentes saborizantes y
aromaticos, agentes analgésicos, agentes estabilizadores, agentes colorantes y agentes edulcorantes.

Si es necesario, también se pueden agregar glicerol, dimetil-acetamida, lactato sédico al 70%, tensioactivos y sus(]
tancias alcalinas (por ejemplo, etilendiamina, etanolamina, carbonato sédico, arginina, meglumina y trisaminometar]
no) a diversas formulaciones farmacéuticas.

En el contexto de algunas formas de realizacién, la forma de dosificacion puede estar dirigida a la administracion
oral. Las composiciones de dosificacion oral para administracion al intestino delgado incluyen, por ejemplo, capsulas
sélidas asi como composiciones liquidas que contienen agentes tamponantes acuosos que impiden que la sulfatida
u otros ingredientes resulten significativamente inactivados por los jugos gastricos del estémago, permitiendo de
este modo que la sulfatida alcance el intestino delgado. Ejemplos de estos agentes tamponantes acuosos, que se
pueden utilizar en las presentes formas de realizacion incluyen, por ejemplo, tampén bicarbonato a un pH de
aproximadamente 5,5 hasta aproximadamente 8,7. Los comprimidos también se pueden formular de manera gastro!|
resistente por la adicion de, por ejemplo, acetato-ftalato de celulosa o acetato-tereftalato de celulosa.

En algunas formas de realizacion, la cantidad especifica de sulfatida administrada al paciente variara en funcion de
la enfermedad o trastorno tratado, asi como de la edad, peso y sexo del paciente bajo tratamiento. Por lo general,

para alcanzar una concentracion final en, por ejemplo, el intestino o sangre, la cantidad de la molécula de sulfatida
en una composicion de dosificacion simple, segun las presentes formas de realizacién, sera de aproximadamente
0,1 miligramos a aproximadamente 100 miligramos, preferentemente de aproximadamente 2,0 miligramos hasta
aproximadamente 60 miligramos, mas preferentemente de aproximadamente 20 miligramos hasta aproximadamente
50 miligramos. Del mismo modo, la cantidad de un segundo compuesto terapéutico en una composicién de dosifical’l
cion oral simple de las presentes formas de realizacién estara, por lo general, dentro de un intervalo de aproximarl
damente 0,01 miligramos hasta aproximadamente 1000 miligramos, mas preferentemente de aproximadamente 0,1

miligramos hasta aproximadamente 100 miligramos. Evidentemente, la dosificacion exacta variara de acuerdo con la
enfermedad o trastorno tratado, pudiéndose determinar facilmente los intervalos preferidos.

En otra forma de realizacion, la sulfatida se puede combinar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Vehicull
los farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato y PBS[]
tween. En una forma de realizacion, se administran al paciente 0,1 a 10 mg/kg de peso corporal de sulfatida. Mas
preferentemente, se administran 1 a 10 mg/kg de peso corporal de sulfatida. Preferentemente, esta dosificaciéon se
repite a diario, segun sea necesario. Mas adelante se analizan dosificaciones y esquemas de dosis alternativos.

En las presentes formas de realizacion, las sulfatidas se pueden administrar a un paciente afectado por enfermedal]
des autoinmunes para mejorar el estado del paciente. En consonancia, y de acuerdo con las presentes formas de
realizacién, se pueden tratar pacientes afectados por una o multiples indicaciones de una enfermedad o trastorno
autoinmune o relacionado con el sistema inmunoldgico tales como esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico,
SIDA, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes mellitus dependiente de la insulina, hepatitis autoin(]
mune, asma y enfermedad celiaca.

Segun las formas de realizacion, las sulfatidas se pueden administrar para aliviar los sintomas del paciente, o se
pueden administrar para contrarrestar un mecanismo de la propia enfermedad. Los expertos en la técnica reconol]
ceran que estos objetivos terapéuticos suelen estar relacionados, y que es posible adaptar individualmente los tral]
tamientos para pacientes particulares en base a diversos factores. Estos factores pueden incluir edad, sexo o estado
de salud del paciente, y la progresion de la enfermedad o trastorno autoinmune o relacionado con el sistema inmul(’]
nolégico. La metodologia de tratamiento para un paciente se puede adaptar, por lo tanto, para dosificacion, progral’
macion temporal de la administracién, via de administracion y de acuerdo con la administracién simultdnea o sell
cuencial de otras terapias.

En un ejemplo de forma de realizacion, un paciente adulto de 70 kg de peso en riesgo de sufrir lesiones quimicas del
higado causadas por medicamentos de prescripcion o drogas de abuso, recibe una inyeccion intramuscular diaria de
70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucién salina tamponada con fosfato para tratar la lesion hepatica. Esta dosifical
cion se puede ajustar en base a los resultados del tratamiento y el juicio clinico del médico responsable del tratal
miento. Preferentemente, el tratamiento se continlia durante aproximadamente 1 o 2 semanas, preferentemente al
menos durante aproximadamente 1 o 2 meses, y se puede continuar de forma cronica.

En otro ejemplo de forma de realizacion, un adulto humano de 70 kg de peso recibe una inyeccion intramuscular
diaria de 70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucién salina tamponada con fosfato para tratar el SIDA. Esta dosifical

cion se puede ajustar segun los resultados del tratamiento y la opinion del médico responsable del tratamiento. Prel]
ferentemente, el tratamiento se continta durante al menos 1 o0 2 semanas, preferentemente durante al menos 1 o 2

meses, y se puede proseguir de forma crénica.

Todavia en otro ejemplo de forma de realizacidn, un adulto humano de 70 kg de peso recibe una inyeccion intralJ
muscular diaria de 70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucion salina tamponada con fosfato para tratar la esclerosis
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multiple. Esta dosificacion se puede ajustar en base a los resultados del tratamiento y el juicio clinico del médico
responsable del tratamiento. Preferentemente, el tratamiento se continta durante aproximadamente 1 o 2 semanas,
preferentemente al menos durante aproximada-mente 1 0 2 meses, y se puede continuar de forma crénica.

Todavia en otro ejemplo de forma de realizacién, un adulto humano de 70 kg de peso recibe una inyeccion intrall
muscular diaria de 70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucién salina tamponada con fosfato para tratar el lupus erite(]
matoso sistémico. Esta dosificacion se puede ajustar en base a los resultados del tratamiento y el juicio clinico del
médico responsable del tratamiento. Preferentemente, el tratamiento se continda durante aproximadamente 1 o 2
semanas, preferentemente al menos durante aproximadamente 1 0 2 meses, y se puede continuar de forma crénica.

En otro ejemplo mas de forma de realizacién, un adulto humano de 70 kg de peso recibe una inyeccion intramuscull
lar diaria de 70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucién salina tamponada con fosfato para tratar la enfermedad de
Alzheimer. Esta dosificacion se puede ajustar en base a los resultados del tratamiento y el juicio clinico del médico
responsable del tratamiento. Preferentemente, el tratamiento se continla durante aproximadamente 1 o 2 semanas,
preferentemente al menos durante aproximadamente 1 o 2 meses, y se puede continuar de forma cronica.

En otro ejemplo de forma de realizacion, un adulto humano de 70 kg de peso recibe una inyeccion intramuscular
diaria de 70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucién salina tamponada con fosfato para tratar la artritis reumatoide.
Esta dosificacion se puede ajustar en base a los resultados del tratamiento y el juicio clinico del médico responsable
del tratamiento. Preferentemente, el tratamiento se continda durante aproximadamente 1 o 2 semanas, preferente(
mente al menos durante aproximada-mente 1 o 2 meses, y se puede continuar de forma croénica.

En otro ejemplo de forma de realizacién, un adulto humano de 70 kg de peso recibe una inyeccién intramuscular
diaria de 70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucién salina tamponada con fosfato para tratar la hepatitis autoinmune.
Esta dosificacion se puede ajustar en base a los resultados del tratamiento y el juicio clinico del médico responsable
del tratamiento. Preferentemente, el tratamiento se continua durante aproximadamente 1 o 2 semanas, preferentel|
mente al menos durante aproximada-mente 1 0 2 meses, y se puede continuar de forma crénica.

En otro ejemplo adicional de forma de realizacién, un adulto humano de 70 kg de peso recibe una inyeccion intral’
muscular diaria de 70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucién salina tamponada con fosfato para tratar la enfermedad
celiaca. Esta dosificacion se puede ajustar en base a los resultados del tratamiento y el juicio clinico del médico
responsable del tratamiento. Preferentemente, el tratamiento se continia durante aproximadamente 1 o 2 semanas,
preferentemente al menos durante aproximada-mente 1 0 2 meses, y se puede continuar de forma crénica.

En otro ejemplo de forma de realizacién, un adulto humano de 70 kg de peso recibe una inyeccion intramuscular
diaria de 70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucién salina tamponada con fosfato para tratar la diabetes mellitus de(’
pendiente de la insulina. Esta dosificacion se puede ajustar en base a los resultados del tratamiento y el juicio clinico
del médico responsable del tratamiento. Preferentemente, el tratamiento se contintia durante aproximadamente 1 o 2
semanas, preferentemente al menos durante aproximadamente 1 o 2 meses, y se puede continuar de forma crénica.

En otro ejemplo de forma de realizacion, un adulto humano de 70 kg de peso recibe una inyeccién intramuscular
diaria de 70 mg de sulfatida en 1,0 ml de solucion salina tamponada con fosfato para tratar el asma. De manera
alternativa, el adulto humano de 70 kg de peso recibe un tratamiento diario por inhalaciéon de 70 mg de sulfatida para
el tratamiento del asma. Estas dosificaciones se pueden ajustar en base a los resultados del tratamiento y el juicio
clinico del médico responsable del tratamiento. Preferentemente, el tratamiento se continda durante aproximadall
mente 1 o 2 semanas, preferentemente al menos durante aproximadamente 1 o 2 meses, y se puede continuar de
forma cronica.

Los siguientes ejemplos se ofrecen solamente con fines de ilustracion y en ningun caso pretenden limitar el alcance
de las presentes formas de realizacion.

EJEMPLO 1

Tratamiento con Sulfatida de la Encefalomielitis Autoinmune Experimental Crénica (EAE) — Estudio en el Ratén
C57.BL/6J

Hembras del raton de origen natural C57.BL/6J, de 6 a 8 semanas de edad, fueron inmunizadas una vez por via
subcutanea con 200 ng del péptido glicoproteina oligodendrocitaria de la mielina MOG35-55, emulsionado en adyu(]
vante incompleto de Freund (IFA, por sus siglas en inglés)) (DIFCO), suplementado con M. tuberculosis (DIFCO)
atenuado a 1,65 mg/ml. Se inyectaron 0,15 pg de toxina pertussis (PTx; List Biological Laboratories, Inc.) dos veces
en 200 pl de solucion salina por via intraperitoneal 0 y 48 h mas tarde. Los ratones se sometieron a observacion
diaria, en busca de signos de EAE durante 40 dias. La puntuacion media de enfermedad para cada grupo se calculd
promediando la gravedad maxima de todos los animales afectados en el grupo. La gravedad de la patologia se del]
termind en una escala de 5 puntos, tal como se ha descrito anteriormente: 1, rabo flacido; 2, debilidad de las patas
traseras; 3, paralisis de las patas traseras; 4, paralisis de todo el cuerpo; 5, moribundo o muerte.
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En el protocolo de tratamiento, se administraron 20 pg de sulfatida de cerebro bovino en 200 ul de PBS o vehiculo,
por via intraperitoneal (en tres ocasiones, a intervalos semanales, o una sola vez, tal como se indica) al comienzo de
la EAE. En el protocolo de prevencion, se administraron por via intraperitoneal 20 pg de sulfatida disueltos en 200 pl
de PBS en el momento de la induccion de la EAE. Los resultados que se muestran en la Figura 1 demuestran que el
tratamiento con sulfatida revierte la EAE crénica en curso en ratones C57.BL/6J.

EJEMPLO 2

Tratamiento con Sulfatida de la Encefalomielitis Autoinmune Experimental Crénica y Recidivante — Estudio en el
Ratén SJL/J

Hembras del ratén de origen natural SJL/J, de 6 a 8 semanas de edad, fueron inmunizadas una vez por via subcutarl
nea con 75 pug del péptido proteina proteolipidica PLP139-151, emulsionado en adyuvante incompleto de Freund
(Difco, MI, EE.UU.), suplementado con M. tuberculosis (DIFCO) atenuado a 2 mg/ml. Los ratones se sometieron a
observaciones diarias, en busca de signos de EAE, durante 50 dias. La puntuacion media de enfermedad para cada
grupo se calculd promediando la gravedad maxima de todos los animales afectados en el grupo. La gravedad de la
patologia se determind en una escala de 5 puntos, tal como se ha descrito anteriormente: 1, rabo flacido; 2, debilil]
dad de las patas traseras; 3, paralisis de las patas traseras; 4, paralisis de todo el cuerpo; 5, moribundo o muerte.

En el protocolo de tratamiento, se inyectaron 20 ng de sulfatida de cerebro bovino en 200 ul de PBS o vehiculo, por
via intraperitoneal, al comienzo de la EAE y 2 semanas mas tarde. En el protocolo de prevencién, se administraron
por via intraperitoneal 20 ug de sulfatida disueltos en 200 ul de PBS en el momento de la induccién de la EAE. Los
resultados que se muestran en la Figura 2 demuestran que el tratamiento de ratones con sulfatida revierte la EAE
cronica-recidivante en curso en ratones SJL/J.

EJEMPLO 3

Tratamiento con Cis-tetracosenoil-Sulfatida de la Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) Crénica y Recidil]
vante - Estudio en el Raton SJL/J

Hembras del raton de origen natural SJL/J, de 6 a 8 semanas de edad, fueron inmunizadas una vez por via subcutal
nea con 75 ng del péptido PLP139-151, emulsionado en IFA (DIFCO), suplementado con M. tuberculosis (DIFCO)
atenuado a 2 mg/ml. Los ratones se sometieron a observaciones diarias, en busca de signos de EAE, durante 50
dias. La puntuacion media de enfermedad para cada grupo se calculé promediando la gravedad maxima de todos
los animales afectados en el grupo. La gravedad de la patologia se determiné en una escala de 5 puntos, tal como
se ha descrito anteriormente: 1, rabo flacido; 2, debilidad de las patas traseras; 3, paralisis de las patas traseras; 4,
paralisis de todo el cuerpo; 5, moribundo o muerte.

En el protocolo de tratamiento, se inyectaron 20 pg de cis-tetracosenoil-sulfatida (Férmula ll), semi-sintética en 200
ul de PBS o vehiculo, por via intraperitoneal, al comienzo de la EAE. Los resultados que se muestran en la Figura 3
demuestran que el tratamiento de ratones con cis-tetracosenoil-sulfatida revierte la EAE crénica-recidivante en curso
en ratones SJL/J.

EJEMPLO 4

Tratamiento de |la Diabetes con Sulfatida — Estudio en ratones Diabéticos No-obesos (NOD)

Grupos de edades comparables de ratones NOD de 3 semanas de edad (10 a 11 en cada grupo) recibieron 3 inyec(’
ciones intraperitoneales semanales de 20 pg de sulfatida de cerebro bovino o de lipido de control (Mono GM-1) en
vehiculo/PBS. Semanalmente, se vigilaron los niveles de glucosa en orina y sangre de los ratones. Se diagnostico
diabetes cuando los niveles de glucosa en sangre fueron >250 mg/dl en dos registros consecutivos. Estos datos son
representativos de dos experimentos independientes. Los resultados que se muestran en la Figura 4 demuestran
que la administracién de sulfatida previene la diabetes en ratones NOD.

EJEMPLO 5

Estudio de Lesiones Hepaticas Después del Tratamiento con Sulfatida de la Hepatitis Autoinmune

Modelo CON A: Hembras de ratones C.57BL/6 recibieron por via intravenosa (i.v.) una dosis de 8,5 mg/kg de Con(]
canavalina A (Con A) (disuelta en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), libre de pirdgenos). Por via intraperil]
toneal (i.p.), se administraron 20 ug (1 mg/kg/m) de sulfatida de cerebro bovino inmediatamente después de la in[]
yeccién de Con A. Los ratones de control recibieron, de forma paralela, inyecciones de PBS.
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Después de la administracion de Con A o Con A + sulfatida, se tomaron muestras de suero, que se mantuvieron a [
20°C hasta su uso. Se midieron las enzimas séricas a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas después de la inyeccién de Con
A o Con A + sulfatida. Se determinaron los niveles en suero de ALT y AST con ayuda de la compaiia Laboratory
Corporation of America, San Diego, CA.

En los ratones que recibieron las inyecciones de Con A o Con A + sulfatida, se observaron al cabo de 6 horas nivel]
les comparables de las enzimas séricas alanina amino transferasa y aspartato amino transferasa. En los ratones con
inyecciones de Con A (y), los niveles en suero de ALT y AST alcanzaron valores maximos aproximadamente 12 h
(ALT = 15,8 x 10°UI/l, y AST = 22,7 x 10° UI/l), que volvieron a los niveles iniciales en 48 horas. Por el contrario, tras
la inyeccion combinada de Con A + sulfatida (A) (Figura 5), se registré un descenso significativo de los niveles en
suero de ALT y AST (ALT = 2,5 x 10% UI/I y AST = 5,4 x 10° Ul/l) a las 12 horas, que volvieron al nivel basal a las 24
horas. p<0,0001 alas 12 h.

EJEMPLO 6

Marcada Mejoria de las Lesiones del Tejido Hepatico Inducidas por |la Hepatitis en Ratones Tratados con Sulfatida

En los tiempos indicados, se fij6 tejido hepatico en solucion al 10% de formaldehido, manteniéndolo a temperatura
ambiente hasta su uso. En Pacific Pathology Inc., San Diego, CA se llevé a cabo el estudio histolégico, usando tin[J
ciones de hematoxilina y eosina (H + E).

Cortes representativos de tejido hepatico tefiidos con H + E, que evidenciaron una histologia marcadamente mejora-
da del higado en los ratones tratados con Con A + sulfatida de cerebro bovino, en relacidon con el tratamiento de Con
A en los tiempos indicados. El examen histoldgico mostro, tras la inyeccién de Con A, una infiltracion difusa y masiva,
asi como una necrosis importante en los tiempos indicados, como se ve en el panel superior. Por el contrario, la
inyeccion de sulfatida + Con A se asocid con lesiones menores en términos de menor infiltracion y menor necrosis
de los cortes hepaticos en el plazo de 12 h a 48 h, con un retorno de la histologia a la normalidad al cabo de 72 h,
panel inferior. El corte hepatico representado en la esquina izquierda del panel inferior, realizado 24 h después de
una inyeccion de sulfatida solamente, sirve como control.

EJEMPLO 7

Proteccién Contra las Lesiones Hepaticas Causadas por Hepatitis en Ratones con Inyecciones de Sulfatida

En ratones, se examiné la morfologia macroscoépica del higado a los 3, 4 y 7 dias después del tratamiento con inlJ
yecciones de Con A o Con A + Sulfatida. Fotografias representativas del higado que revelaron necrosis intensa
(manchas blancas) en ratones tratados con solamente Con A (panel central), pero no en los ratones tratados con
Con A + sulfatida de cerebro bovino (panel inferior) en los tiempos indicados. El panel superior muestra las inyecciol |
nes de PBS o sulfatida sola después de 24 h.

Como se muestra en la Figura 7, se observé una necrosis intensa (manchas blancas) en el examen macroscopico
de fotografias del higado completo los dias 3, 4 y 7 después de la induccion de hepatitis en el ratén con Con A. Des!
pués de la inyeccion combinada de Con A + sulfatida (panel inferior) no se registré necrosis del higado (manchas
blancas) en los dias 3, 4 y 7, en comparacion con la inyeccion de PBS o sulfatida (24 h) (panel superior). Estos rel]
sultados demuestran que la co-administracién con sulfatida protege contra la hepatitis inducida por Con A.

EJEMPLO 8

El Tratamiento con Sulfatida Previene la Infeccién y Replicacion de VIH-1 en Ratones SCID-hu

Se infectaron con el virus VIH-1 los implantes de timo/higado de ratones SCID-hu. Los ratones recibieron por via
intraperitoneal 20 pg de sulfatida de cerebro bovino (Férmula I) en 200 ul de PBS, dos veces por semana, en distin(]
tos momentos de la infeccidn virica de los animales.

Se extrajeron los implantes de timo/higado de estos ratones y se determind la carga viral de VIH-1, incluyendo la
infeccion y replicacion virales. Los resultados que se muestran en la Figura 8 demuestran que la administracion de
sulfatida a ratones SCID-hu reduce drasticamente tanto la infeccion de VIH-1 como la replicacion del virus.

EJEMPLO 9

El Tratamiento con Sulfatida Restablece el Potencial Timopoyético de los Implantes Humanos en el Ratén SCID-hu

Se infectaron con el virus VIH-1 los implantes de timo/higado de ratones SCID-hu. Los ratones recibieron por via
intraperitoneal 20 pg de sulfatida de cerebro bovino en 200 ul de PBS, dos veces por semana, en distintos momen(]
tos de la infeccion viral de los animales. Se evalué, in vitro, la hematopoyesis multi-linaje por medio de la actividad
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de formacion de colonias de 5 x 10° células totales, derivadas de los implantes de Thy/Liv (Timo/Higado), en mem(’
branas de metilcelulosa (células mieloides y eritroides) y Megacult-C (células megacarioides). Los resultados que se
muestran en la Figura 9 demuestran que la administracion de sulfatida a ratones SCID-hu conserva la actividad
formadora de colonias multilinaje de los timocitos humanos durante la infeccion de VIH-1.
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REIVINDICACIONES

1. Una sulfatida que se utiliza en el tratamiento de una enfermedad autoinmune, en donde la cantidad de sulfatida es
efectiva para reducir los sintomas de la enfermedad autoinmune, en donde la enfermedad autoinmune no es escle
rosis multiple, y en donde la sulfatida tiene la estructura quimica siguiente:

Q S
OH OH
o H
- |[ O 0 \
o5 HO
OH

2. Una sulfatida que se utiliza en el tratamiento de una enfermedad autoinmune, en donde la sulfatida tiene la estruc(]
tura quimica siguiente:

Q o
OHOH
o HN
Il o) i
‘O-S’O&/HD \/kr\/\/\/\/\/\/\/
OH

3. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacién 2, en donde la enfermedad autoinmune es esclerosis multiple.

4. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la sulfatida es: (2S, 3R, 4E)-N-nervonico-1-[D-(3()
sulfato)-galactopiranosil]-2-amino-octadecen-3-ol.

5. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la enfermedad autoinmune se selecciona del
grupo consistente en lupus eritematoso sistémico, SIDA, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes
mellitus dependiente de la insulina, hepatitis autoinmune, asma y enfermedad celiaca.

6. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacién 1 o 2, en donde la sulfatida se administra por una o mas de las
vias seleccionadas del grupo consistente en intravenosa, intraperitoneal, inhalacion, intramuscular, subcutanea y
oral.

7. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicaciéon 1 o 2, en donde la enfermedad autoinmune es asma.

8. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacién 1 o 2, en donde la enfermedad autoinmune es SIDA.

9. Una sulfatida que se utiliza en el tratamiento de un paciente con sintomas de una enfermedad autoinmune, en
donde la sulfatida tiene la estructura quimica siguiente:
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Q A
OHOH
o HN
Il o) W
-0«3—0&/}*0 \)Y\/\/W\/\/\/
OH

10. Una sulfatida que se utiliza en el tratamiento o la prevencion de los sintomas de una enfermedad autoinmune en
un mamifero, en donde la sulfatida se administra a dicho mamifero en una cantidad terapéuticamente efectiva, en
donde la sulfatida se formula en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en donde la enfermedad autoinmune no
es esclerosis multiple, y en donde la sulfatida tiene la estructura quimica siguiente:

2 F
OH OH
o HN
Ii 0 Dy
‘O—-S"O > \/‘l\r\/\/\/\/\/\/\/
OH

11. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacién 10, en donde la sulfatida es (2S, 3R, 4E)-N-nervonico-1-[D-(3[]
sulfato)-galactopiranosil]-2-amino-octadecen-3-ol.

12. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacion 10 u 11, en donde el mamifero es un ser humano.

13. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacién 10 u 11, en donde la enfermedad autoinmune se selecciona del
grupo consistente en lupus eritematoso sistémico, SIDA, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, diabetes
mellitus dependiente de la insulina, hepatitis autoinmune, asma y enfermedad celiaca.

14. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacién 9, en donde la enfermedad autoinmune es esclerosis multiple.
15. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacién 13, en donde la enfermedad autoinmune es SIDA.

16. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacion 10 u 11, en donde la sulfatida se administra por una o mas de
las vias seleccionadas del grupo consistente en intravenosa, intraperitoneal, inhalacién, intramuscular, subcutanea y

oral.

17. La sulfatida que se utiliza segun la reivindicacién 10 u 11, en donde la enfermedad autoinmune es asma.
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Figura 1
Dias tras la inmunizacién con MOG35-55: Dias después de la induccién de la enfermedad en ratones C57.BL/6J
Control: Ratones tratados solamente con vehiculo/PBS.

Sulfatida: Ratones tratados con sulfatida (20 pg/raton).
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Dias tras la inmunizaciéon con PLP139_151

Figura 2

-~ Control
- Sulfatida

Dias tras lainmunizacién con PLP139-151: Dias después de la induccién de la enfermedad en ratones SJL/J.

Control: Ratones tratados solamente con vehiculo/PBS

Sulfatida: Ratones tratados con sulfatida (20 pg/ratén)
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— Control
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Puntuacion media de la enfermedad

Dias tras la inmunizacion con PLP139_151

Figura 3
Dias tras lainmunizacién con PLP139-151: Dias después de la induccién de la enfermedad en ratones SJL/J.
Control: Ratones tratados solamente con vehiculo/PBS

Sulfatida: Ratones tratados con cis-tetracosenoil-sulfatida (20 pg/ratén)
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Figura 4

Edad en semanas: Edad de ratones NOD

Hembras con sulfatida: Ratones NOD hembras tratados con sulfatida

Machos con sulfatida: Ratones NOD machos tratados con sulfatida

Hembras con lipido de control: Ratones NOD hembras trataos con Mono GM1

Machos con lipido de control: Ratones NOD machos tratados con Mono GM1.
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Figura 5
ALT: Alanina amino transferasa
AST: Aspartato amino transferasa
Ratones: C57.BL/6 hembras
Con A: Concanavalina A; 8,5 mg/kg/animal

Sulfatida: 1 mg/kg/animal.
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Morfologia del Higado
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Figura 7
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Tratamiento

Figura 8
Ninguno: Sin tratamiento de sulfatida
Dia -1: Tratado con sulfatida, 1 dia antes de la infeccidon
Dia 0: Tratado con sulfatida, mismo dia de la infeccion
Dia +1: Tratado con sulfatida, un dia después de la infeccion
Dia +28: Tratado con sulfatida, cuatro semanas después de la infeccion
Infeccidn: Infeccion con el virus VIH-1

Replicacién: Replicacion del virus VIH-1
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Figura 9

Ninguno: Sin tratamiento de sulfatida

Dia -1: Tratado con sulfatida, 1 dia antes de la infeccién

Sin infeccién/Sin tratamiento: Ausencia de infeccién de VIH-1 y de tratamiento con sulfatida
Mieloide: Linaje

Eritroide: Linaje

Megacarioide: Linaje
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