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DESCRIPCION

Utilizacion de derivados del acido 4-oxobutanoico en el tratamiento de patologias asociadas con trastornos
inmunolégicos.

La presente invencion hace referencia a la utilizacion de un derivado del acido 4-oxobutanoico segin la
reivindicacion 1 para la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o prevencion de patologias
asociadas con trastornos inmunolégicos segun la reivindicacion 1.

La autoinmunidad es un fendmeno natural que corresponde a una tolerancia del sistema inmune. La ruptura de
mecanismos de tolerancia lleva a la accion destructiva del sistema inmune en los componentes naturales del cuerpo,
tras la proliferacion de linfocitos B o T autorreactivos de alta afinidad, lo cual lleva a una gran variedad de patologias
conocidas en su conjunto como enfermedades autoinmunes. Las enfermedades autoinmunes se distinguen como
aquellas que son especificas a un érgano, tales como diabetes tipo 1, tiroiditis autoinmune, hepatopatias
autoinmunes, miastenia, enfermedades ampollosas autoinmunes, uveitis autoinmune, retinopatia autoinmune y
citopenia autoinmune; o enfermedades autoinmunes sistémicas o no especificas a un érgano, tales como lupus
eritematoso sistémico, sindrome de Gougerot-Sjogren, artritis reumatoide, escleroderma, polimiositis y dermato-
polimiositis, enfermedad del tejido conjuntivo mixto, angeitis aislada y policondritis atrépica. Algunos canceres
también se originan a partir de un trastorno de tipo inmunolégico (Muller et al., Current Cancer Drug Targets (2007),
7(1), 31-40; Baniyash, Michal Seminars in Cancer Biology (2006), 16(1), 80-88). Estas enfermedades tienden a
aparecer dentro de la misma familia, lo cual indica que las enfermedades autoinmunes dependen, ademas de
factores ambientales, de factores inmunogénicos.

El tratamiento de las enfermedades autoinmunes a menudo incluye una estrategia de inmunosupresion no
especifica que usualmente combina la corticoterapia y antimitéticos. Estos tratamientos tienen efectos secundarios,
gue restringen su aplicacion a enfermedades autoinmunes "graves". Estas estrategias terapéuticas estan dirigidas a
actuar de manera selectiva sobre linfocitos sobreactivados o sobre clones autorreactivos.

Durante la diferenciacion celular y expansién de clones inducida por el antigeno, los linfocitos T secretan diversas
linfocinas, especialmente interleucina 2 (IL2), que son necesarias para la amplificacion de la respuesta inmune y la
proliferacién de las células efectoras. Los tratamientos inmunosupresores inhiben esta reaccién y cada agente utiliza
una accion prevalente en uno de los pasos de la respuesta inmune.

Diversas clases de agentes se utilizan actualmente de manera clinica:

« analogos de la purina (Azatioprina (Imurel) y mercaptopurina) y bases de pirimidina
« ciclosporina (Sandimmun, neoral)

« tacrolimus y rapamicina

« analogos del acido félico (metotrexato)

« glucocorticoides

« anticuerpos monoclonales

El arsenal terapéutico utilizado actualmente presenta problemas para los pacientes, que derivan de la naturaleza de
los efectos secundarios observados, tales como nefrotoxicidad (deficiencia renal) y neurotoxicidad (temblores,
dolores de cabeza, ansiedad, insomnio) para el tacrolimus, y hepatotoxicidad e hiperuricemia para la ciclosporina.

El establecimiento de nuevas terapias de inmunosupresion esta justificado en todas las patologias que incluyen la
activacion inapropiada del sistema inmune, tales como las enfermedades autoinmunes (diabetes tipo 1, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, anemia hemolitica, enfermedad de Crohn, algunas dolencias reumaticas) y
en trasplantes para mantener la supervivencia del trasplante en los trasplantados y/o para prevenir la reaccion de
trasplante contra huésped.

El triptéfano es un aminoéacido esencial que el cuerpo obtiene a través de las proteinas ingeridas. El triptéfano
derivado de los alimentos primero llega al higado a través del sistema hepatoportal, donde parte del mismo es
utilizado para la sintesis de proteinas. La parte no utilizada se distribuye en los otros 6rganos por el flujo sanguineo
0 se metaboliza en la via de la quinurenina, principalmente en el higado (revisién en Moffett and Namboodiri, 2003).
El triptéfano también es la Unica fuente de aminoacidos para diversas moléculas muy importantes, tales como la
serotonina y melatonina. Ademas, si el suministro de niacina proveniente de los alimentos es inadecuado para la
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sintesis de dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD, por sus siglas en inglés), el metabolismo del triptéfano se
vuelve una fuente alternativa de este cofactor esencial. Recientemente se ha demostrado que el metabolismo del
triptéfano esta muy implicado en reacciones inflamatorias y trastornos inmunolégicos ligados a muchas
enfermedades. Mas particularmente, se ha descrito el rol de los metabolitos del triptéfano que se originan de la via
de la quinurenina. Se han descrito las principales enzimas y sustratos para el metabolismo del triptéfano en la via de
la quinurenina. El higado es el Unico 6rgano que se conoce que posee todas las enzimas que permiten el
metabolismo en los diversos segmentos en esta via.

Mas recientemente, se ha demostrado que las altas concentraciones de triptéfano podrian llevar a una acumulacion
de leucocitos, lo cual refleja su probable implicacion en el sistema inmune (Gross et al., 1999). El interferon gamma
es una citocina proinflamatoria liberada por linfocitos T activados u otros leucocitos, que lleva a la produccion de
radicales libres por parte de macréfagos y neutréfilos (Tennenberg et al., 1993). Durante una respuesta inmune, el
interferon gamma induce el catabolismo del triptéfano de una manera potente y sostenida (Grant et al., 2000). Entre
los metabolitos claves que se originan de este catabolismo se encuentran la quinurenina, 3-hidroxi-antranilato y
quinolinato, cuyo rol como inmunomoduladores ha sido descrito (Moffett et al. 1993, 1994).

La utilizacion de los metabolitos del triptéfano, tales como la quinurenina, para el tratamiento de cualquier
enfermedad que requiera un tratamiento inmunosupresor se describe en la patente EP 1369114 A.

Los derivados del acido 4-oxobutanoico ya han sido descritos en la solicitud de patente WO 98/07 681 como agentes
antidiabéticos, y mas especificamente para el tratamiento de la diabetes no dependiente de insulina. También han
sido descritos como inhibidores de una enzima en el metabolismo del triptéfano, la quinurenina 3-hidrolasa (WO
2004/060 368 y WO 2004/060 369).

Esta familia quimica de la formula general (l) también se conoce para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la inflamacion (WO 2003/047 561).

La presente solicitud de patente hace referencia a la utilizacion de un compuesto seleccionado de
- &cido (-) 2-bencil-4-(4-fluorofenil)-4-oxobutanoico,

- &cido (+) 2-bencil-4-(4-fluorofenil)-4-oxobutanoico,

- solvatos y sales de estos acidos

para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una patologia asociada con trastornos inmunolégicos,
seleccionados entre la enfermedad de Crohn, soriasis, lupus eritematoso, anemia hemolitica.

La presente invencion también hace referencia a las formas tautoméricas de los compuestos, enantiomeros,
diastereoisdbmeros y epimeros de estos compuestos, y también sus solvatos.

Los ejemplos de sales de los compuestos incluyen sales farmacol6gicamente aceptables, tales como sales de sodio,
sales de potasio, sales de magnesio, sales de calcio, sales de amino y otras sales del mismo tipo (aluminio, hierro,
bismuto).

Los compuestos se sometieron a pruebas bioldgicas para demostrar su actividad inmunosupresora.

Los compuestos de la invencion pueden formularse juntos con cualquier excipiente apropiado, en cualquier forma
apropiada para la administracion enteral (mas especificamente oral) o parenteral, por ejemplo, en forma de tabletas,
capsulas de gel, polvos, grageas, o soluciones bebibles o inyectables. Estas formas y excipientes adecuados son
como se definen en la solicitud de patente WO98/7681 presentada por los solicitantes.

Los compuestos pueden administrarse a adultos en dosis diarias de entre 0,001mg y 400mg en forma oral o entre
0,001 y 100mg en forma parenteral.

- Parte experimental:

La actividad inmunosupresora se evalué mediante el estudio de la inmunidad humoral en ratas a través de la
cuantificacion de placas hemoliticas directas (células formadoras de placas, PFC, por sus siglas en inglés) después
de la inmunizacioén con eritrocitos de oveja.

Esta técnica consiste en la estimulacion del sistema inmune con un agente antigénico, los eritrocitos de oveja, y en
la evaluacion del efecto de una sustancia en la respuesta inmune. Esta respuesta inmune se evalia midiendo la
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proporcion de esplenocitos que producen anticuerpos anti-eritrocitos de oveja en la presencia de un complemento
(Jerne N.K., 1974).

El efecto de los compuestos, en suspension en hidrogel de metilcelulosa (Sigma ref: M0512), en el sistema inmune
se evalué en ratas Wistar macho después de la administracion oral durante 5 y 7 dias (5 dias antes de la
sensibilizacion y 2 dias después). El volumen de administracion fue de 10ml/kg.

Se utilizaron 10 ratas en cada grupo, en donde cada grupo corresponde a una dosis de un compuesto, mas un grupo
de control (normal) y un grupo de control positivo (sustancia de referencia). La sustancia de referencia utilizada fue
ciclofosfamida (monohidrato) de Sigma (ref: C0768) a una dosis de 20mg/kg administrada de manera subcutanea a
una tasa de 1ml/kg, administrada soélo el dia quinto. Durante los cuatro dias previos, los animales se trataron con el
vehiculo de compuesto (metilcelulosa).

El quinto dia, una hora después del tratamiento, los animales se sensibilizaron con eritrocitos de oveja administrados
por via intravenosa (vena caudal) a una tasa de 0,5ml por animal. Los eritrocitos de oveja se suspendieron a una
concentracion de 2x10° células/ml en una solucién de cloruro de sodio (isotonica).

El noveno dia, es decir 4 dias después de la sensibilizacion, se extirpd el bazo después de la eutanasia mediante
exanguinacion (seccion de la aorta abdominal) de los animales, que fueron previamente anestesiados con
pentobarbital (Sanofi, 60 mg/kg).

Se dividio la mitad del bazo (molido), produciendo, después de la separacidn, una suspension de esplenocitos en
tampon de PBS (Dulbecco Gibco Ref: 3018199) que contenia 10’ células por mililitro.

La reacciéon de placa hemolitica (PFC) se indujo mediante la adicion de 50 microlitros de la suspensién de
esplenocitos obtenida para cada animal en 200 mililitros de una suspension de PBS que comprendia eritrocitos de
oveja y complementarios.

La mezcla, colocada entre el portaobjetos (soporte) y el cubreojetos creando de este modo una camara de
evaluacion (40 pl) delimitada por parafina, se incub6 durante una hora a 37<C.

Al final de la incubacién, los portaobjetos se colocaron inmediatamente a 4°C. La evaluacion se realizd lo antes
posible. La cantidad de placas hemoliticas (PFC) se determiné mediante un método estandarizado de evaluacion de
portaobjetos utilizando un microscopio Optico. Una placa hemolitica (PFC) es una placa donde so6lo puede
observarse un esplenaocito atrapado. El nimero de placas hemoliticas (PFC) se calculé parar 10° células del bazo.

Los resultados experimentales con la molécula A se presentan en la Tabla |. Molécula A: acido (-) 4-(4-fluorofenil)-4-
oxo-2-fenilmetilbutanoico

Tabla |
1% experimento? % de inhibicion
Ciclofosfamida (20mg/kg) 85**
A (30mg/kg) 3
A (100mg/kg) 19%
A (300mg/kg) 20
2% experimento® % de inhibicién
Ciclofosfamida (20mg/kg) B4**
A (0,01mg/kg) 0
A (0,1mg/kg) 43*
A (Img/kg) 42%*
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Tabla | (continuacion)

P<0,05; * P<0,01
# tratamiento durante 5 dias antes de la sensibilizacion

tratamiento durante 7 dias (5 dias antes de la
sensibilizacion y 2 dias después)

Bajo estas condiciones experimentales utilizando el método de placa hemolitica (PFC - células formadoras de
placas), el Ejemplo A induce un descenso en la respuesta inmune humoral, que es un descenso estadisticamente
significativo en la cantidad de placas hemoliticas (PFC) de y superior a 0,1 mg/kg. Estos resultados también
muestran que el compuesto A tiene un efecto mas potente después de la fase de sensibilizacion.



ES 2368 692 T3

REIVINDICACIONES
1. Utilizacion de un compuesto seleccionado de
- &cido (-) 2-bencil-4-(4-fluorofenil)-4-oxobutanoico,
- acido (+) 2-bencil-4-(4-fluorofenil)-4-oxobutanoico,
- solvatos y sales de estos acidos

para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una patologia asociada con trastornos inmunolégicos,
seleccionados entre la enfermedad de Crohn, soriasis, lupus eritematoso, anemia hemolitica.
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