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DESCRIPCION
Utilizacion de un derivado de diamida para inhibir el rechazo crénico de un transplante
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] Han habido mejoras en el manejo del rechazo agudo de trasplantes en los ultimos treinta aflos como se ve en
la mayor supervivencia de los trasplantes durante el primer afio siguiente al procedimiento. Sin embargo, la vida
media para la supervivencia a largo plazo de los 6rganos no ha mejorado y solo aproximadamente 50% de los
trasplantes son funcionales a los diez afios. El rechazo crénico de trasplantes, por oposicion al rechazo agudo de
trasplantes, es la causa de la mayoria de los fracasos en los trasplantes.

[0002] EI rechazo agudo de trasplantes se produce como resultado de que el sistema inmunitario del receptor del
trasplante ataca al tejido trasplantado. El rechazo agudo es rapido, generalmente se produce entre unas horas y
algunas semanas después del trasplante del tejido y puede ser suprimido habitualmente con el uso de farmacos
inmunosupresores como la ciclosporina A. En tanto el rechazo agudo se suprime con protocolos inmunosupresores,
el tratamiento para el rechazo cronico no esta tan bien definido. El rechazo agudo y el rechazo crénico tienen
caracteristicas significativamente diferentes como las respuestas inmunitarias. Por ejemplo el rechazo crénico se
produce con el paso del tiempo, generalmente varios meses a afios después del injerto, incluso en presencia de una
inmunosupresion exitosa. Implica multiples factores y procesos del huésped y es generalmente resultado de un
proceso prolongado de cicatrizacion que el receptor experimenta luego del trasplante. Por consiguiente, el rechazo
cronico no tiene un origen totalmente inmunolégico y las otras causas no se comprenden completamente. Estas
causas pueden incluir lesiones isquémicas, desnervacion del tejido trasplantado, hiperlipidemia e hipertension
asociadas con farmacos inmunosupresores.

[0003] Para la mayoria de los érganos, la manera mas definitiva de demostrar que se esta produciendo rechazo es
mediante biopsia del érgano. Por razones practicas, sin embargo, no siempre se realizan las biopsias y son
particularmente menos practicas cuando se sospecha rechazo crénico. El rechazo créonico de un 6rgano
trasplantado se caracteriza generalmente como una insuficiencia del 6rgano luego de haber comenzado a realizar su
funcioén en el receptor o huésped. Por lo tanto, el rechazo crénico se controla cominmente mediante la disminucion
de la funcion del 6rgano la cual, si no se detiene, provoca una insuficiencia del 6rgano, infeccion y necrosis del tejido
del érgano. El rechazo crénico se identifica, habitualmente demasiado tarde para un tratamiento que pueda salvar el
trasplante, por la fibrosis patégena, que se caracteriza por una gran sedimentacién de las proteinas de la matriz
extracelular: colageno, fibronectina y elastina, y por apariciéon de células con el fenotipo de miofibroblastos. La
fibrosis se torna una caracteristica delatora del rechazo créonico donde se observa que la fibrogénesis dafa las
microestructuras del 6érgano o bloquea pasajes que es necesario que permanezcan abiertos para la funcion del
érgano.

[0004] Turner et al, Transplantation (1995) Vol 60, N° 10, 1113-1117 describen que los niveles plasmaticos TNF-a se
elevan durante los episodios de rechazo agudo de injerto en el trasplante de corazon, rifidén e higado e identifican un
marcador genético de elevada produccion de TNF-a en los receptores de trasplantes cardiacos.

[0005] EI proceso de rechazo crénico no es inhibido por ningun régimen terapéutico conocido hasta el momento.
Ademas, como se indico antes, a veces dificulta la deteccion y el tratamiento en un limite de tiempo que salvaria al
trasplante. Por consiguiente, otras mejoras en la supervivencia a largo plazo de pacientes con trasplante de érganos
dependen del desarrollo de nuevas técnicas de manejo del rechazo crénico de trasplantes.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0006] En la actualidad se ha descubierto un nuevo compuesto que es eficaz para inhibir el rechazo crénico de
trasplante y se da a conocer en este documento. En un ejemplo, se inhibio la evidencia histopatoldgica del rechazo
cronico mediante el compuesto 1 que se muestra a continuacion, en dos modelos de ratén. En este primer modelo,
se inhibio el rechazo crénico de corazones trasplantados en ratones receptores totalmente incompatibles en el MHC
clase Il, a las ocho semanas de la intervencion quirirgica mediante tratamiento solo con 75 mg/kg/dia de
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compuesto 1 durante las dos semanas siguientes a la intervencién quirdrgica. En el segundo modelo, se inhibié el
rechazo crénico de corazones trasplantados en ratones receptores totalmente incompatibles en el MHC clase I, a
los 120 dias de la intervencion quirirgica cuando se combind el tratamiento de 75 mg/kg/dia de compuesto 1
durante las dos semanas siguientes a la intervencién quirdrgica con una Unica administracion de 250 ug de
anticuerpo monoclonal anti-CD154 inmediatamente después de la cirugia de trasplante. El tratamiento solo con
anticuerpo monoclonal anti-CD154, suprime el rechazo agudo pero es ineficaz para evitar el rechazo crénico del
tejido trasplantado. Basdndose en estos resultados, en este documento se dan a conocer medios para tratar el
rechazo cronico de trasplantes.

[0007] Por consiguiente, de conformidad con la presente invencion, se estipula el uso de una cantidad eficaz de un
compuesto representado por la formula estructural siguiente:
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0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para la fabricacién de un medicamento que inhiba el rechazo
cronico de un tejido u érgano trasplantado en un ser humano, donde el érgano o el tejido trasplantado es corazon,
rifidn, pulmon, higado, pancreas, islotes pancreaticos, tejido cerebral, estdmago, intestino grueso, intestino delgado,
cérnea, piel, traquea, musculo o vejiga, o parte del corazén, el rifidn, el pulmén, el higado, el pancreas, los islotes
pancreaticos, el tejido cerebral, el estdmago, el intestino grueso, el intestino delgado, la cdrnea, la piel, la traquea, el
musculo o la vejiga.

[0008] También describimos que el compuesto es eficaz tanto contra el rechazo agudo como el rechazo crénico de
tejido trasplantado, pero es particularmente ventajoso en la inhibicion del rechazo crénico del trasplante.

[0009] EI compuesto dado a conocer se usa ventajosamente para tratar el rechazo crénico de tejido trasplantado,
una afeccion para la cual hasta ahora no se disponia de tratamientos eficaces, asimismo describimos que, ademas,
el rechazo agudo de tejido trasplantado también puede ser inhibido con el compuesto dado a conocer.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0010]

La figura 1 es una grafica que muestra la inhibicién de la vasculopatia crénica en corazones trasplantados
en un modelo que consta Unicamente de ratones incompatibles en el MHC clase I, a las ocho semanas del
trasplante cardiaco. La grafica compara la inhibicion de la vasculopatia cronica en un grupo de ratones
tratados con 75 mg/kg de compuesto 1 por via subcutanea durante catorce dias después de la cirugia de
trasplante cardiaco con un grupo de control sin tratar. Los puntajes que se muestran en la grafica varian
entre cero y cinco para indicar la gravedad de la arteriosclerosis acelerada por rechazo crénico, siendo cero
un vaso sanguineo normal y cinco un vaso sanguineo totalmente ocluido.

La figura 2 es una grafica que muestra la inhibicion de la vasculopatia crénica en corazones trasplantados
en un modelo que consta Unicamente de ratones totalmente incompatibles mas de 100 dias después del
trasplante cardiaco. La grafica compara la inhibiciéon de la vasculopatia cronica en un grupo de ratones
tratados con una unica dosis de 250 pm de anticuerpo monoclonal anti-CD154 inmediatamente después de
la cirugia de trasplante cardiaco con un grupo de ratones tratados con una Unica dosis 250 ym de anti(
CD154 inmediatamente después de la cirugia de trasplante cardiaco y 75 mg/kg de compuesto 1 por via
subcutanea durante los catorce dias siguientes a la cirugia de trasplante cardiaco. Los puntajes que se
muestran en la grafica varian entre cero y cinco para indicar la gravedad de la arteriosclerosis acelerada
por rechazo crénico, siendo cero un vaso sanguineo normal y cinco un vaso sanguineo totalmente ocluido.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0011] En este documento se da a conocer un compuesto 1 para usar en un método de tratamiento (prevencion,
inhibicion o supresion) del rechazo de tejido trasplantado en un sujeto receptor. EI compuesto es particularmente
eficaz para tratar (prevenir, inhibir o suprimir) el rechazo crénico de trasplantes. Asimismo describimos que el
compuesto dado a conocer también se puede usar para tratar (prevenir, inhibir o suprimir) el rechazo agudo de
trasplantes.

[0012] "Rechazo agudo de trasplantes" es el rechazo por el sistema inmunitario de un receptor de trasplante de
tejido cuando el tejido trasplantado es inmunoldgicamente extrafio. El rechazo agudo se caracteriza por infiltracion
del tejido trasplantado por células inmunitarias del receptor, las que llevan a cabo su funcién efectora y destruyen el
tejido trasplantado. El inicio del rechazo agudo es rapido y generalmente se produce en los humanos en las primeras
semanas siguientes a la cirugia de trasplante. Generalmente, el rechazo agudo se puede inhibir o suprimir con
farmacos inmunosupresores como rapamicina, ciclosporina A, anticuerpo monoclonal anti-CD40L y analogos.

[0013] EI "rechazo crénico de trasplantes" se produce generalmente en los humanos entre varios meses y afos
después del injerto, incluso en presencia de una inmunosupresion exitosa del rechazo agudo. La fibrosis es un factor
comun en el rechazo crénico de todos los tipos de trasplantes de 6rganos. El rechazo crénico se puede describir
tipicamente por una serie de trastornos especificos que son caracteristicos del 6rgano particular. Por ejemplo, en los
trasplante de pulmén, dichos trastornos incluyen destruccion fibroproliferativa de las vias respiratorias (bronquiolitis
obliterante); en trasplantes cardiacos o trasplantes de tejido cardiaco, como reemplazos de valvulas, dichos
trastornos comprenden la arteriosclerosis fibrética; en trasplantes de rifidn, dichos trastornos comprenden, nefropatia
obstructiva, nefroesclerosis, nefropatia tubulointersticial; y en trasplantes de higado, dichos trastornos incluyen el
sindrome de desaparicion de los conductos biliares. El rechazo crénico también se puede caracterizar por lesion
isquémica, desnervacion del [0014] tejido trasplantado, hiperlipidemia e hipertension asociada con farmacos
inmunosupresores.

[0015] La expresion "rechazo del trasplante” abarca tanto el rechazo agudo como crénico del trasplante.

[0016] Como se describid antes, el compuesto dado a conocer puede ser usado favorablemente para inhibir o
suprimir el rechazo de trasplantes, en particular el rechazo crénico, en un ser humano con un érgano o tejido
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trasplantado. El tipo mas comun de trasplante es un aloinjerto, que es un injerto entre integrantes de la misma
especie.

[0017] Una opcion, es que el tejido u érgano trasplantado sea producido por ingenieria genética, por ejemplo,
cuando el tejido u 6rgano trasplantado se multiplica a partir de una célula madre u otro tipo de célula o células
precursoras. Los tejidos u érganos producidos por ingenieria genética se pueden multiplicar fuera del organismo y
trasplantar directamente en el huésped. Alternativamente, se trasplantan en el huésped células precursoras u
organos o tejidos inmaduros para que se multipliquen y maduren en él.

[0018] El compuesto dado a conocer también se puede usar para tratar el rechazo de trasplantes cuando el érgano
o tejido trasplantado es un xenoinjerto, es decir, el donante es un integrante de una especie diferente a la del
receptor. Los xenoinjerto se usan ventajosamente con un tejido u érgano producido por ingenieria genética, el cual,
en vez de ser trasplantado directamente en el receptor que necesita el tejido o el érgano, puede ser trasplantado en
un huésped sustituto como un mamifero no humano hasta que se identifique un receptor humano adecuado que
necesite dicho tejido u érgano producido por ingenieria genética. Alternativamente, el tejido u 6rgano puede ser
trasplantado en un sustituto para permitir que dicho érgano o tejido producido por ingenieria genética madure. Se
puede preferir el uso de huéspedes sustitutos en casos en que es necesario el desarrollo posterior del tejido u
organo antes del trasplante en un receptor humano. Otra opcién, es que el xenoinjerto se use cuando no se dispone
de un donante de aloinjerto adecuado. Cuando se hace un trasplante en una especie diferente, es deseable
seleccionar al huésped de modo que el tamafio de los érganos del huésped y el donante sean similares. Ademas, el
huésped se debe seleccionar de modo de reducir al minimo la trasmision de enfermedades.

[0019] Por otra parte, se pueden usar en los métodos divulgados las sales farmacéuticamente aceptables del
compuesto dado a conocer. Por ejemplo, se puede obtener una sal acida de un compuesto que contenga una amina
u otro grupo basico, haciendo reaccionar el compuesto con un acido inorganico u organico adecuado, como acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido acético, acido perclérico y analogos. Los compuestos con un grupo mofio
cuaternario también contienen un contranién como cloruro, bromuro, yoduro, acetato, perclorato y analogos. Otros
ejemplos de dichas sales comprenden clorhidratos, bromhidratos, sulfatos, metanosulfonatos, nitratos, maleatos,
acetatos, citratos, fumaratos, tartratos [por ejemplo (+)-tartratos, (-)-tartratos y sus mezclas incluidas las mezclas
racémicas], succinatos, benzoatos y sales con aminoacidos como acido glutamico.

[0020] Una "cantidad eficaz" de compuesto 1 conforme con la presente invencién es la cantidad que, cuando se
administra a un receptor de un trasplante, inhibe o suprime el rechazo del trasplante, es decir, retarda el inicio y/o
reduce la gravedad de uno o mas de los sintomas asociados con el rechazo cronico del trasplante. La cantidad de
compuesto dado a conocer que se debe administrar al receptor de un trasplante dependera del tipo de trasplante,
las caracteristicas del sujeto, como su estado general de salud, edad, género, peso corporal y tolerancia a los
farmacos. Los expertos seran capaces de determinar las dosis adecuadas dependiendo de estos y otros factores.
Las cantidades eficaces de los compuestos dados a conocer varian tipicamente entre aproximadamente 0.01 mg/kg
por dia y aproximadamente 100 mg/kg por dia, y preferentemente entre 0.1 mg/kg por dia y aproximadamente 10
mg/kg/dia.

[0021] Un "sujeto" es un ser humano, que recibié un trasplante de tejido y necesita tratamiento para inhibir el
rechazo del trasplante, y en particular el rechazo crénico del trasplante.

[0022] EI uso del compuesto dado a conocer para inhibir el rechazo crénico del trasplante no esta limitado a ningun
tipo particular de érgano o tejido. El tratamiento dado a conocer es eficaz, pero no se limita a, inhibir el rechazo del
corazon, el rifidn, el pulmodn, el higado, el pancreas, los islotes pancreaticos, el tejido cerebral, el estbmago, el
intestino grueso, el intestino delgado, la cérnea, la piel, la traquea, el hueso, la médula 6sea, el muasculo, la vejiga, o
sus partes, trasplantados.

[0023] El compuesto que se describe en este documento, y sus sales farmacéuticamente aceptables se pueden usar
en preparaciones farmacéuticas en combinacidon con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Los
vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados, comprenden rellenos solidos inertes o diluyentes y soluciones
acuosas u organicas estériles. El compuesto estara presente en dichas composiciones farmacéuticas en cantidad
suficiente para proporcionar la cantidad de dosis deseada en el rango descrito en este documento. Las técnicas para
la formulacion y la administracion del compuesto de la presente invencién se pueden encontrar en Remington: the
Science and Practice of Pharmacy, 19th edition, Mack Publishing Co., Easton, PA (1995).

[0024] Para la administracién oral, el compuesto dado a conocer, o0 sus sales, se puede combinar con un vehiculo o
diluyente sélido o liquido para preparar capsulas, comprimidos, pildoras, polvos, jarabes, soluciones, suspensiones y
similares.

[0025] Los comprimidos, las pildoras, las capsulas y similares contienen entre aproximadamente 1 vy
aproximadamente 99 por ciento en peso del principio activo y un aglutinante como goma tragacanto, de acacia,
almidén de maiz o gelatina; excipientes como fosfato dicalcico; un desintegrante como almidén de maiz, almidén de
patata o acido alginico; un lubricante como estearato de magnesio; y/o un edulcorante como sacarosa, lactosa o
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sacarina. Cuando la forma farmacéutica es una capsula, puede contener ademas de los materiales del tipo
mencionado antes un excipiente liquido como un aceite graso.

[0026] Otros varios materiales pueden estar presentes como recubrimientos o para modificar la forma fisica de la
forma farmacéutica. Por ejemplo, los comprimidos se pueden recubrir con laca, azucar o ambas Un jarabe o elixir
puede contener, ademas del principio activo, sacarosa como edulcorante, metil y propilparabenos como
conservantes, un colorante y un saborizante como saborizante de cereza o naranja.

[0027] Para la administracion parenteral del compuesto dado a conocer, o de sus sales, éste se puede combinar con
medios acuosos u organicos estériles para preparar soluciones o suspensiones inyectables. Por ejemplo, se pueden
usar soluciones en aceite de sésamo o de cacahuate, propilenglicol acuoso y andlogos, asi como soluciones
acuosas de sales del compuesto farmacéuticamente aceptables solubles en agua. También se pueden preparar
dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y sus mezclas, en aceites. En las condiciones corrientes de
almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para evitar la proliferacion de
microorganismos.

[0028] Ademas de las formulaciones descritas antes, los compuestos también se pueden formular como una
preparacion en depot. Las formulaciones adecuadas de este tipo incluyen formulaciones en hidrogel polimérico,
biocompatibles y biodegradables, utilizando formulaciones de polisacaridos reticulados o insolubles en agua.
También estan comprendidas las formulaciones de 6xido de polietileno polimerizable. Formulaciones de este tipo se
dan a conocer en las patentes de los Estados Unidos N° 5,410,016, 4,713,448, 4,636,524, 6,083,524, 5,785,993,
4,937,270 y 5,017,229. Tales formulaciones de accién prolongada se pueden administrar mediante implantacién, por
ejemplo, subcutaneamente o intramuscular mente o por inyeccién intramuscular. Preferentemente, se implantan en
el microambiente del érgano o tejido trasplantado. Por lo tanto, por ejemplo, los compuestos se pueden formular con
materiales poliméricos o hidréfobos adecuados, por ejemplo, como una emulsion en un aceite aceptable, o resinas
de intercambio i6nico, o como derivados moderadamente solubles, por ejemplo, con una sal moderadamente
soluble.

[0029] Preferentemente el compuesto dado a conocer o las formulaciones farmacéuticas que lo contienen se
encuentran en formas farmacéuticas para administracion a un mamifero. La forma farmacéutica puede ser cualquier
forma farmacéutica conocida en el area, comprendidas, por ejemplo, una capsula, una bolsa IV, o un vial. La
cantidad de principio activo (a saber, compuesto 1 o sus sales) en una unidad de dosificacion de la composicion es
una cantidad eficaz y se puede variar de acuerdo con el tratamiento particular involucrado.

[0030] Se entendera que puede ser necesario hacer variaciones de rutina a la dosis dependiendo de la edad y la
afecciéon del paciente. La dosis también dependera de la via de administracion que puede ser diversas vias que
incluyen: oral, por aerosol, rectal, transdérmica, subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal e intranasal.

[0031] EI compuesto utilizado en el método de la presente invencion puede ser coadministrado favorablemente con
farmacos inmunosupresores. Los ejemplos incluyen corticoesteroides, ciclosporina A, rapamicina y FK506 o terapias
con anticuerpos anti-linfocitos T. Es particularmente util coadministrar un compuesto 1 con rapamicina o anticuerpo
monoclonal anti-CD40L.

[0032] EI compuesto de la presente invencion se puede preparar de acuerdo con los procedimientos dados a
conocer en WO 01/87849.

[0033] La invenciodn se ilustra mediante los ejemplos 1 y 2, que no tienen la intenciéon de ser limitantes en modo
alguno.

EJEMPLIFICACION

Ejemplo 1 Supresién del rechazo crénico de trasplantes utilizando compuesto 1 en un primer modelo de
raton

[0034] Se evalué la capacidad del compuesto 1 para inhibir el rechazo crénico de trasplantes en un modelo de
ratones. Especificamente, se trasplantaron corazones de ratones donantes B6.C-H2"™"? a ratones receptores
C57/BL6 (incompatibles en el MHC Il) usando el protocolo estandar descrito en Hancock, W.W., et al. Proc.Natl.
Acad. Sci. USA 93: 13967 (1996) y Yuan et al., Transplantation 73:1736. Luego de la intervencién quirurgica, se
dividio a los ratones en los grupos de tratamiento siguientes con siete ratones por grupo:

El grupo | fue un grupo de control que no se trato.

El grupo Il se traté con compuesto 1 a una dosis de 75 mg/kg/dia por via subcutanea durante los catorce
dias siguientes a la intervencién quirdrgica.

[0035] Ocho dias después de la cirugia de trasplante, se sacrifico a los ratones y se les evalud la arterioesclerosis
acelerada por rechazo cronico. En resumen, los corazones trasplantados se fijaron en formalina, se embebieron en
parafina y se cortaron coronalmente. Se hizo una deteccidén de vasos sanguineos arteriales en los cortes, a los que

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2363914 T3

se les realizd una puntuacion histopatolégica. Los puntajes histopatolégicos (rango 0 — 5 que indica la gravedad de
la arterioesclerosis acelerada por rechazo crénico, siendo 0 un vaso sanguineo normal y 5 un vaso totalmente
ocluido) se muestran en la figura 1. El compuesto 1 previno significativamente (p = 0.0002) la evidencia histoldgica
de rechazo crénico cuando se promediaron los datos de todos los animales del estudio. El efecto fue aun mas
significativo cuando se examiné individualmente el puntaje de cada animal, por ejemplo, 4/7 animales no
presentaron vasculopatia, en tanto tres animales tratados mostraron involucramiento total. Los tres animales del
grupo de tratamiento que mostraron los puntajes mas altos fueron los Ultimos en ser tratados y pueden haber sufrido
de una menor exposicion al compuesto, el cual se observé que habia precipitado de la solucion durante la
manipulacion y la dilucion en la jeringa cuando estaban siendo tratados Es probable que una mayor biodisponibilidad
como consecuencia de una mejor formulaciéon del compuesto produzca una proteccion mas completa de la
vasculopatia por rechazo crénico.

Ejemplo 2 Supresion del rechazo crénico de trasplantes utilizando compuesto 1 en un segundo modelo de
raton

[0036] Se evalud la capacidad del compuesto 1 para inhibir el rechazo crénico del trasplante en un modelo de
trasplante cardiaco alogénico heterotipico en raton en el cual el rechazo agudo al aloinjerto se evité por bloqueo de
CD154 segun se describié previamente (Hancock, W. W. D. 1996. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:13967; y Yuan et
al., Transplantation 73:1736). En resumen, este modelo consiste en aloinjertos cardiacos incompatibles totales
(donante C57/BL 6 con receptor Balb/C). Se produjo rechazo agudo en todos los receptores de trasplantes en los 10
dias siguientes a la cirugia sin tratamiento, en tanto el tratamiento solo con compuesto 1 dio lugar a una
prolongacion estadisticamente significativa de la supervivencia del trasplante hasta aproximadamente 20 dias. Se
establecié un tercer grupo en el cual se bloquea el rechazo agudo administrando una dosis Unica de 250 ug de
anticuerpo monoclonal anti-CD154 (ligando anti-CD40), y se produjo rechazo agudo (evidenciado por la cesacién de
la contraccion del corazon trasplantado) en aproximadamente 50% de los animales receptores. Importantemente, el
restante 50% de los receptores no demostré rechazo agudo, mantuvo un injerto funcional por un periodo prolongado
(mayor a 100 dias). El examen histolégico de los corazones trasplantados en este grupo de tratamiento a los 100
dias de la cirugia muestra 3 marcas distintivas principales del proceso de rechazo crénico. Estas incluyen bloqueos
arterioescleréticos profundos de arterias cardiacas, inflamacion celular (infiltracion de células inmunitarias en el
propio musculo cardiaco) y cicatrizacion fibrética del parénquima cardiaco. Los corazones fueron sometidos a
puntuacion histopatolégica. Los puntajes histopatologicos (que varian 0 - 5 indican la gravedad de la
arterioesclerosis acelerada por rechazo crénico, siendo 0 un vaso sanguineo normal y 5 uno completamente ocluido)
se muestran en la figura 2. Por consiguiente el agregado de anti-CD154 a este modelo ofrece ciertas similitudes con
el cuadro clinico del trasplante en humanos en que el rechazo agudo se maneja (en este caso con el anticuerpo
monoclonal anti-CD 154) de modo que se pueda observar la patologia de rechazo crénico. El agregado de
compuesto 1 (75 mg/kg diariamente, por via subcutanea durante 14 dias luego de la cirugia) a un segundo grupo de
animales que habian recibido anti-CD154 (para bloquear el rechazo agudo, administrado como una dosis Unica
inmediatamente después de la cirugia) produjo una notable ausencia de rechazo agudo en el 100% de los animales
receptores de trasplante durante mas de 100 dias luego de la cirugia. La evaluacioén histolégica de los corazones
trasplantados para los tres indicadores de rechazo crénico del injerto descritos antes, reveld una inhibiciéon
impresionante de todos los indicadores de rechazo crénico del trasplante. Los puntajes histopatoldgicos para estos
corazones también se muestran en la figura 2. La comparacion de los puntajes en la figura 2 muestra que los
animales tratados con compuesto 1 tienen una disminucion impresionante del rechazo crénico en comparacion con
los animales que no fueron tratados con compuesto 1.

Ejemplo 3 Supresidn del rechazo del trasplante usando compuesto 1 (ejemplo ilustrativo)

[0037] Se evalud la capacidad del compuesto 1 para inhibir el rechazo del trasplante en un modelo de ratén.
Especificamente, se trasplantd el corazén de un ratéon C57/BL6 a un ratdn receptor Balb/c (incompatibilidad total en
el MHC) usando un protocolo estandar descrito en Hancock, W.W., et al. "Costimulatory function and expression of
CD40 ligand, CD80 and CD86 in vascularized murine cardiac allograft rejection" Proc.Natl. Acad. Sci. USA 93: 13967
(1996). Luego de la cirugia, se dividié a los ratones en los grupos de tratamiento siguientes:

El grupo | es un grupo de control que no se traté.

El grupo Il se traté con compuesto 1 a una dosis de 75 mg/kg/dia por via subcutanea durante los catorce
dias siguientes a la intervencioén quirdrgica.

[0038] Los ratones de control que no recibieron tratamiento presentaron reproduciblemente rechazo de los
corazones trasplantados después de tan soélo diez dias. Los ratones que recibieron solo compuesto 1, mostraron un
retardo estadisticamente significativo (dos a tres semanas) (p < 0.001) en el inicio del rechazo.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de una cantidad eficaz de un compuesto representado por la formula estructural siguiente:

AN
P

NC

i

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para la fabricacion de un medicamento que inhiba el rechazo
cronico de un tejido u érgano trasplantado en un ser humano, donde el érgano o el tejido trasplantado es corazon,

5 rifidn, pulmon, higado, pancreas, islotes pancreaticos, tejido cerebral, estdmago, intestino grueso, intestino delgado,
cérnea, piel, traquea, musculo o vejiga, o parte del corazén, el rifidn, el pulmédn, el higado, el pancreas, los islotes
pancreaticos, el tejido cerebral, el estdmago, el intestino grueso, el intestino delgado, la cdrnea, la piel, la traquea, el
musculo o la vejiga.

2. Un compuesto representado por la férmula estructural siguiente:

:O
" N
&

10 ’

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para usar en la inhibicién del rechazo crénico de un tejido u
organo trasplantado en un ser humano, donde el érgano o el tejido trasplantado es corazdn, rifién, pulmén, higado,
pancreas, islotes pancreaticos, tejido cerebral, estomago, intestino grueso, intestino delgado, cérnea, piel, traquea,
musculo o vejiga, o parte del corazon, el rifidn, el pulmén, el higado, el pancreas, los islotes pancreaticos, el tejido
15 cerebral, el estdbmago, el intestino grueso, el intestino delgado, la cérnea, la piel, la traquea, el musculo o la vejiga.
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