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DESCRIPCION

Agente terapéutico para enfermedades hepaticas que contiene un derivado de 2-amino-1,3-propanodiol como
ingrediente activo.

La presente invencion se refiere a un nuevo agente terapéutico para tratar enfermedades del higado, que contiene,
como ingrediente activo, 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-propanodiol, compuesto que actlia
como agonista del receptor de esfingosina-1-fosfato, o una de sus sales o hidratos farmacéuticamente aceptable.

Una enfermedad del higado, la hepatitis, puede estar ocasionada por virus, alcohol y farmacos o drogas. Entre las
hepatitis de diferente etiologia la hepatitis viral es la mas comun. La hepatitis viral esta ocasionada por virus de la
hepatitis que infectan el higado. En particular, se sabe que la hepatitis B y la hepatitis C conducen, no solamente a
insuficiencia hepatica aguda, sino también a cirrosis hepatica y cancer de higado en una proporcion
significativamente alta (Documentos no patentes, 1 y 2). De las mas de 40.000 muertes que cada afio resultan de
cancer de higado y de cirrosis hepatica en Japén, aproximadamente el 70% estan infectadas con virus de la
hepatitis C y aproximadamente el 20% con virus de la hepatitis B (Documento no patente, 3).

En los dltimos afios han sido descubiertos extensamente agentes terapéuticos para el tratamiento de las hepatitis B
y C. No obstante, incluso la lamivudina. uno de los agentes terapéuticos mas prometedores para el tratamiento de la
hepatitis B, no es eficaz en una extension que elimine el virus de la hepatitis B (HBV)) de la totalidad de los
pacientes (Documento no patente, 4). Aun cuando la introduccién de interferones (IFN) ha producido avances
recientes en el tratamiento de la hepatitis C, la terapia de combinacién de preparaciones de IFN y ribavirina no es
suficientemente eficaz (Documento no patente, 5). A pesar del progreso de agentes terapéuticos convencionales,
muchas personas infectadas constantemente con los virus todavia estan necesitadas de tratamiento, dado que las
hepatitis persistentes pueden conducir a cirrosis hepatica y, en ultimo lugar, a carcinoma de la célula hepatica.

Recientemente, la hepatitis viral ha sido reconocida como una interaccion inmunoldgica incompleta entre el huésped
y los virus, sin eliminacién viral. (Documento no patente, 6). Se opina actualmente que los virus dafian las células del
higado sin lesionarlas directamente, sino como resultado de respuestas inmunitarias en las que las células
inmunitarias del huésped tales como las células T citotoxicas, eliminan y destruyen las células del higado infectadas.
El tratamiento ideal de la hepatitis viral es, como es logico, la eliminacion del virus. Como en la hepatitis C, la carga
viral no es necesariamente funcién de la gravedad de la inflamacién de la hepatitis B.

Los portadores asintomaticos del HBV no tienen inflamacién del higado a pesar de llevar una carga viral alta.
Cuando la eliminacion del virus es imposible, otra opcién es la de mantener a los pacientes en el estado de
portadores asintoméaticos del HBV en el que el virus sobrevive pero no causa inflamacion. La presente invencion
proporciona compuestos que evitan el comienzo de la inflamacion del higado por supresién de la activacion de las
células T.

Derivados del 2-amino-1,3-propanodiol son compuestos ya descritos (Documentos de patentes, 1 y 2) y se sabe
que son utiles como inmunosupresores. No obstante, no existen estudios ni informes previos que demuestren su uso
contra enfermedades del higado o que sugieran su eficacia para suprimir la inflamacién hepatica.

Documento no patente, 1: Annu Rev. Biochem. 56: 651 (1987)
Documento no patente, 2: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6547 (1990)
Documento no patente, 3: Sogo Rinsyo, 54: 449 (2005)

Documento no patente, 4: N. Engl. J. Med., 348: 848 (2003)
Documento no patente, 5: N. Engl. J. Med., 347: 975 /2002)
Documento no patente, 6: J. Clin. Invest., 99: 1472 (1997)

Documento de patente, 1 WO 2003/029184

Documento de patente, 2: WO 2003/029205.

Es un objeto de la presente invencion proporcionar 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-propanodiol
0 una de sus sales o hidratos farmacéuticamente aceptable, para usar en el tratamiento de enfermedades del
higado.

Los presentes solicitantes han ideado la presente invencién basada en el descubrimiento de que el compuesto
2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-propanodiol, compuesto que actia como agonista del receptor
de esfingosina-1-fosfato, asi como sus sales e hidratos farmacéuticamente aceptables, puede utilizarse como agente
terapéutico eficaz para enfermedades del higado.
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Por consiguiente, la presente invencidn concierne a lo siguiente:

1) El compuesto 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-propanodiol para usar en el tratamiento de la
enfermedad del higado

2) El compuesto para usar en el tratamiento de la enfermedad del higado segun el apartado 1), en el que el
compuesto es el hidrocloruro de 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3- propanodiol y uno de sus
hidratos.

3) El compuesto para usar en el tratamiento de la enfermedad del higado segun el apartado 1) 6 2) anterior, en el
que la enfermedad del higado es hepatitis, higado graso, insuficiencia hepética toxica, cirrosis hepética o una
enfermedad del higado asociada con las diabetes

4) Uso del 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-propanodiol o una de sus sales o hidratos
farmacéuticamente aceptable, para fabricar un medicamento para tratar la enfermedad del higado.

5) El uso segun el apartado 4) anterior, en el que el compuesto es el hidrocloruro de 2-amino-2-[4-(3-
benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-propanodiol o uno de sus hidratos.

6) El uso segun el apartado 4) 6 5) anterior, en el que la enfermedad del higado es hepatitis, higado graso,
insuficiencia hepatica toxica, cirrosis hepatica o una enfermedad del higado asociada con las diabetes.

Segun la presente invencién se proporciona 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil[etil-1,3-propanodiol para
usar en el tratamiento de enfermedades del higado, compuesto que actla como agonista del receptor de
esfingosina-1-fosfato, y una de sus sales e hidratos farmacéuticamente aceptable. Segun la presente invencién se
proporciona también el compuesto segun se describe anteriormente, para usar en el tratamiento de hepatitis, higado
graso, insuficiencia hepatica toxica, cirrosis hepatica, enfermedades asociadas con las diabetes y otras
enfermedades del higado.

La Fig. 1 es un gréafico que muestra el efecto inhibitorio de KRP-203 sobre la elevacion del nivel de ALT inducido por
Con-A (p: ensayo PLSD de Fisher).

La Fig. 2 muestra microfotografias que ponen de manifiesto el efecto inhibitorio de KRP-203 sobre la infiltracion,
inducida por Con A, de células inflamatorias en el higado y la necrosis de los hepatocitos inducida por Con A (tincion
con hematoxilina.eosina, X100) (A: Testigo; B: KRP-203 administrado en una dosis de 1 mg/kg).

La Fig.3 muestra microfotografias que ponen de manifiesto el efecto inhibitorio de KRP-203 sobre la infiltracion en el
higado de células T CD4" inducida por Con A, (inmunotincién con anticuerpo anti-CD4, X200) (A: Testigo;
B: KRP-203 administrado en una dosis de 1 mg/kg).

El compuesto de la presente invencion es un nuevo agonista del receptor de esfingosina-1-fosfato

Las sales farmacéuticamente aceptables del compuesto de la presente invencién incluyen sales de adicion de acido
tales como hidrocloruros, hidrobromuros, acetatos, trifluoroacetatos, metanosulfonatos, citratos y tartratos.

Ejemplos especificos de la presente invencion incluyen el 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-
propanodiol o su hidrocloruro.

El compuesto de la presente invencion esta descrito en el documento WO 03/029205 y puede ser producido
mediante los métodos descritos en esta publicacion

El compuesto de la presente invencion y sus sales e hidratos farmacéuticamente aceptables, son eficaces para el
tratamiento de diversas enfermedades de 6rganos, en particular enfermedades del higado.

El compuesto de la presente invencion puede ser administrado o bien sistémicamente, o bien localmente, y tanto por
via oral como por via parenteral. Si bien la forma farmacéutica del compuesto pueda variar dependiendo de su
naturaleza, es decir, si esta en la forma de base libre 0 en la forma de una sal o un hidrato, el compuesto se formula
tipicamente en formas farmacéuticas para administracion oral o parenteral. Especificamente, el compuesto puede
mezclarse con vehiculos, excipientes, aglutinantes o diluyentes, farmacéuticamente aceptables, para preparar
granulos, polvos, comprimidos, capsulas, jarabes, supositorios, suspensiones o soluciones.

Aun cuando la dosis clinica del compuesto de la presente invencion puede variar dependiendo de sus aplicaciones,
o del peso, edad y condiciones de los pacientes que reciben el tratamiento, el compuesto se administra, tipicamente,
en una dosis Unica de 0,01 a 100 mg/paciente y mas preferiblemente, en una dosis Unica de 0,1a 5 mg/paciente, una
a tres veces al dia.
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Ejemplos

La presente invencion sera descrita ahora con detalle con referencia a ejemplos. Aun cuando los ejemplos que
siguen describen el hidrocloruro de 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenilletil-1,3-propanodiol (al que se hace
referencia en lo sucesivo como “KRP-203"), una de las sales del compuesto segun la presente invencion, estos
ejemplos no estan destinados en modo alguno, a limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo 1
Efecto inhibitorio de la inflamacién inducida por concanavalina A.

Ratones macho BALB/c de 8 a 12 semanas de edad, fueron adquiridos de Charles River, Japén. La concanavalina
A (a la que se alude en lo sucesivo como “Con A”) se disolvid en solucion salina tamponada con fosfato (PBS). 0,2
ml de esta solucion se inyectd por via intravenosa a los animales para administrar 40 mg/kg de Con A. KRP-203
suspendido en agua destilada se administré por via oral en una dosis de 0,1 mg/10 g de peso 24 horas antes de la
administracion de Con A. Los animales fueron sacrificados 24 horas después de la administracion de Con A y se
midi6 la actividad de las transaminasas del suero. Asimismo, el higado fue sometido a perfusion con 30 ml de PBS-
EDTA al 0,1% para recoger el infiltrado hepatico (Eur. J. Immunol., 17: 37, 1987). Para evitar la contaminacion de la
sangre periférica con linfocitos, los primeros 2,5 ml de PBS-EDTA al 0,1% recogidos fueron desechados. Las células
recogidas fueron sometidas a tincién con anticuerpo anti-CD4, anticuerpo anti-CD8, anticuerpo anti-CD3, anticuerpo
anti-CD45/B220, anticuerpo anti-CD11b, y anticuerpo anti-Ly-49C. y sometidas a recuento con Calibur de FACS

Se prepararon muestras para andlisis histoldgico como sigue. El higado fue fijado en formalina al 10%, incrustado en
parafina y seccionado. Las secciones resultantes fueron tefiidas con hematoxilina-eosina y observadas para
determinar la infiltracion de células. El tejido fue congelado también en nitrégeno liquido en TissueTek, seccionado
en Cryostat y fijado en acetona. Las secciones resultantes fueron sometidas a inmunotinciéon con anticuerpo CD4
anti-raton, anticuerpo de IgG anti-rata biotinilado y estreptavidina-alexa 488, y observadas para determinar la
infiltracion de células T CD4".

Resultados

Se midi6 la actividad de ALT en el modelo de hepatitis inducida por Con A y los resultados estan expuestos en la
Tabla 1. La Fig. 1 muestra los niveles de ATL en el suero, medidos 24 horas después de la administracion de Con A.
Se administré a los animales por via oral KRP-203, 24 horas antes de la administracion de Con A. Cuando la
inflamacion del higado esta inducida por Con A, el nivel de ATL es elevado, lo que indica lesion del higado.

La administracion previa de 0,1 mg/kg y 1 mg/kg de KRP-203 suprimié significativamente la elevacion de los
iniveles de ALT, Asimismo se observo una tendencia de supresion en el grupo al que se habia administrado una
dosis baja, 0,01 mg/kg.

Los tipos y los numeros de células que habian infiltrado el higado se muestran en la Tabla 1. El nimero total de
células infiltradas habia disminuido 50%, aproximadamente, en el grupo que habia recibido KRP-203. La supresion
de la infiltracion de células T CD3" y CD4" y de células B B220", fue particularmente importante en este grupo. La
supresién de la infiltracién de células T CD8" y de células T-NK fue menor. La infiltracién de células NK y de
monocitos resultd poco afectada.

Tabla 1: Tipos y numeros de las células infiltradas en el higado

Numero de células Testigo KRP-203

(x 10°) 1 mg/kg
Células totales 31,8+8,4 16,3 £ 3,5*
CcD4" 2,97 + 0,99 0,93 +0,33*
cDg* 3,92 +0,96 2,53 +0,64
CD3" NK- 8,24 +2,30 2,29 + 0,53*
NK* CD3- 0,51+ 0,24 0,40+ 0,24
B220" 6,24 + 2,06 2,06 +0,21*
CD11b* 10,72 + 4,36 8,47 +2,75
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Los aspectos histolégicos del higado se muestran en las Figs 2 y 3, La infiltracion de monocitos y de leucocitos
polimorfonucleares inducida por Con A, asi como conglomerados de regiones de necrosis, se observaron en el
higado del grupo sin tratar. También se observo en este grupo vacuolacion de hepatocitos (Fig. 2A). No se observo
infiltracién importante de monocitos ni cambios necréticos importantes en el higado de los ratones tratados con
KRP-203 (Fig. 2B). La inmunotincion de células T CD4" puso de manifiesto una infiltracion importante de células T
CD4" en el grupo testigo (Fig.3A), pero no se aprecio infiltracion en el grupo tratado con KRP-203 (Fig. 3B).

Estas observaciones indican que el compuesto KRP-203 evita el comienzo y la propagacion de la inflamacién, por
supresion de la infiltracion de células T en el higado y que, por tanto, puede utilizarse para la prevencion y elj
tratamiento de la hepatitis.

Ejemplo 2

Ejemplo de formulacién: Formulacién de capsulas (una capsula)

Composicion:

Compuesto (KRP-203) 0,1 mg
D-manitol 2475 mg
Estearato magnésico 2,5mg

Especificamente, el compuesto se mezclé con D-manitol. Después se incorpord estearato magnésico con esta
mezcla para formar un polvo mezclado. El polvo mezclado resultante se introdujo en una capsula para obtener una
formulacion de capsulas.

Como se ha expuesto, se ha demostrado que el compuesto de la presente invencién previene la iniciacion y
propagacion de la inflamacion del higado en el modelo de hepatitis inducida por Con A, por supresion de la
infiltracién y acumulacién de células T en el higado. Por tanto, el compuesto 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-
clorofenil]etil-1,3-propanodiol asi como sus sales e hidratos farmacéuticamente aceptables, son (tiles como agente
terapéutico para enfermedades del higado.

Se ha descrito ademas en esta memoria que al lado de enfermedades del higado el compuesto de la presente
invencién es eficaz contra enfermedades de otros Organos cuya patologia implica, principalmente, linfocitos
activados. Entre estas enfermedades se encuentran enfermedades renales tales como la nefritis glomerular y los
trastornos de tdbulo intersticial, enfermedades vasculares tales como la arteriosclerosis, otras lesiones
autoinmunitarias de 6rganos (hepatitis tales como la hepatitis autoinmunitaria y la cirrosis biliar primaria, pancreatitis
tales como la diabetes dependiente de insulina, tiroiditis tal como la enfermedad de Basedow y la enfermedad de
Hashimoto, nefritis, esclerosis multiple y miastenia gravis), y lesiones de érganos renales y cardiacas asociadas
con dafio de reperfusion isquémica. Se ha descrito, ademas, en esta memoria que el compuesto de la presente
invencién es eficaz también contra enfermedades ocasionadas por la activacion de linfocitos durante la infeccion.
Son ejemplos de tales enfermedades la miocarditis viral; las nefritis y el sindrome del choque téxico asociado con
infeccion por estafilococos; nefritis, sindrome del choque téxico y psoriasis asociados con infeccién por
estreptococos; infeccion de Yersinia y enfermedad de Kawasaki.

Por consiguiente, el compuesto 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenilletil-1,3-propanodiol y sus sales e
hidratos farmacéuticamente aceptables descritos en esta memoria, son Utiles como agente terapéutico para diversas
enfermedades de érganos, en especial enfermedades del higado.
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REIVINDICACIONES

1.- El compuesto 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-propanodiol, 0 una de sus sales o hidratos
farmacéuticamente aceptable, de uso en el tratamiento de la enfermedad del higado.

2.- El compuesto de uso en el tratamiento de la enfermedad del higado, segun la reivindicacion 1, en el que el
compuesto es el hidrocloruro de 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-propanodiol o uno de sus
hidratos.

3.- El compuesto de uso en el tratamiento de la enfermedad del higado, segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la
enfermedad del higado es hepatitis, higado graso, insuficiencia hepatica téxica, cirrosis hepética o una enfermedad
del higado asociada con diabetes.

4.- Uso de 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-1,3-propanodiol o una de sus sales o hidratos
farmacéuticamente aceptable, para fabricar un medicamento para tratar la enfermedad del higado

5.- El uso segun la reivindicacion 4, en el que el compuesto es el hidrocloruro de 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-
clorofenil]etil-1,3-propanodiol , 0 uno de sus hidratos.

6.- El uso segun la reivindicacion 4 6 5, en el que la enfermedad del higado es hepatitis, higado graso, insuficiencia
hepatica toxica, cirrosis hepatica o una enfermedad del higado asociada con diabetes.
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FIG. 3
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