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DESCRIPCION

Uso de lipidos terapéuticamente activos junto con el procedimiento de produccién de lipidos terapéuticamente
activos especificos de 6rganos/tejidos

La presente invencion se refiere a un lisofosfolipido que esta enlazado covalentemente a &cidos galicos o a
asialoglicoproteinas para su uso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias del higado. Ademas, la presente
invencién se refiere a un procedimiento para la produccién de lipidos terapéuticamente eficaces especificos del
higado para el tratamiento de enfermedades inflamatorias del higado, caracterizado por que la
lisofosfatidiletanolamina (LisoFE) esta unida al grupo carboxilo del ursodesoxicolato (UrsoDOCA), grupo que ha sido
convertido en un éster, para formar un compuesto Liso-FE.

Determinados lipidos terapéuticamente ventajosos son eficaces como proinflamatorios o antiinflamatorios (ANES y
colaboradores - Nat. Cell. Biol. 2003; 6: 793-802). El documento WO 01/51003 divulga conjugados de lipidos con
acidos galicos para uso médico. Incluso en modelos in vitro de modelos de macréfagos y fagosomas, se pudo
demostrar un efecto terapéutico de la fosfatidilcolina (FC) y la lisofosfatidilcolina (LisoFC) en el caso de la
concentracion de estos lipidos en las células afectadas sobre las actividades inflamatorias o en caso de alteracion
del metabolismo (ANES y colaboradores - Nat. Cell. Biol. 2003, 5: 793-802). La accion terapéutica de la FC ya se
habia demostrado a modo de ejemplo en un modelo animal, la aplicacion topica de la fosfatidilincolina con efecto
antiinflamatorio en modelos de rata protege la mucosa del colon frente a la colitis inducida por acido acético y acido
trinitrobencenosulfénico (FABIAN y col. Digestion 1992, 53: 35-44; MOURELLE y col. - Gastroenterology 1996; 110:
1903-7). Este principio también se aplico en los seres humanos en el tratamiento de la enfermedad intestinal
inflamatoria crénica frecuente, colitis ulcerosa. Se pudo demostrar que la administracién oral de fosfatidilcolina en
forma de administracion de liberacion lenta con liberacién en el intestino delgado inferior y en el intestino grueso,
inhibe significativamente la actividad inflamatoria de la colitis ulcerosa (STREMMEL y col. - Gut 2005; 54: 966-997,
Patente Europea 1105141 B1). En comparacién con un grupo de control tratado con placebo, se ha logrado como
promedio un aumento del 70% de la actividad clinica en el 90% de los pacientes tratados con la FC. Al cabo de 3
meses, mas de la mitad de los pacientes incluso alcanzaron la remision clinica. Al mismo tiempo, los hallazgos
endoscépicos y la histologia en el intestino delgado inferior y en el intestino grueso, asi como la calidad de vida de
los pacientes mejoraron.

Sobre la base de los presentes resultados, es probable que las enfermedades asociadas a inflamaciones en otras
células, tejidos y 6rganos, también se puedan tratar con lipidos con actividad antiinflamatoria ademas del tratamiento
en el intestino delgado y el intestino grueso. Sin embargo, no es de esperar que la administracion sistémica no
selectiva, por ejemplo, de fosfatidilcolina logre el nivel de eficacia antiinflamatoria necesaria in situ, por lo que seria
necesaria una administracion local. Por lo tanto, por ejemplo, los lipidos antiinflamatorios se pueden administrar
localmente como tales en el caso de trastornos inflamatorios locales como, por ejemplo, en la administracién tépica
de areas inflamadas de la piel, en la instilacién de cavidades articulares en el caso de la artrosis, en la inhalacion de
preparaciones adecuadas en el sistema bronquial para el tratamiento de la inflamacion de los pulmones o en la
instilacién de suspensiones de lipidos en el tracto gastrointestinal, por ejemplo, el eséfago, estémago, duodeno y
recto.

Se ha visto que la administracion local en los 6rganos parenquimatosos como el higado, el corazoén y el cerebro es
mas dificil. Aunque esto podria llevarse a cabo como una perfusion local de las suspensiones de lipidos
terapéuticamente eficaces o usando técnicas de embolizacion reversibles para lograr una concentracién local
elevada en estos érganos, estas no representan alternativas reales a la administracion local en cuanto a la duracion
de la perfusion y los riesgos que son de temer con el uso de la técnica de embolizacion.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencidén es proporcionar un uso de lipidos terapéuticamente eficaces
para su concentracion en érganos/tejidos especificos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, isquémicas
0 degenerativas y/o para estimular la regeneracion del tipo mencionado en la introduccién en todos los 6rganos,
tejidos y células para prevenir riesgos y las perfusiones de larga duracion, cuyo uso conduce a una concentracion
terapéuticamente eficaz de los lipidos en los érganos, tejidos y células.

El objeto anterior se consigue de acuerdo con la invencion mediante las caracteristicas de las reivindicaciones de
patente 1, 7 y 8. Por consiguiente, el uso de estos lipidos terapéuticamente eficaces se configura de manera tal que
los lipidos se unen durante la administracion a acidos galicos o a asialoglicoproteinas como moléculas portadoras,
para lo cual existen en las células de los érganos y/o tejidos sistemas de absorcién especificos de las células.

El objeto anterior se consigue ademdas con las caracteristicas de la reivindicacion 6. Por consiguiente, un
procedimiento para la produccion de lipidos terapéuticamente eficaces, especificos de o6rganos/tejidos del tipo
mencionado en la introduccién se configura de tal manera que la lisofosfatidiletanolamina (LisoFE) esta acoplada al
grupo carboxilo del de ursodesoxicolato (UrsoDOCA), grupo que ha sido convertido en un éster para formar un
compuesto LisoFE-DOCA.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2458304 T3

Se ha reconocido de acuerdo con la invencién que una concentracién especifica de estos lipidos se puede conseguir
también en érganos parenquimatosos para evitar técnicas de embolizacion o perfusion utilizando lipidos que estan
unidos a moléculas portadoras si existen sistemas de absorcion especificos de células, tejidos u 6rganos para las
moléculas portadoras. Ademas, se sabe que las células no pueden absorber lipidos complejos, tales como, por
ejemplo, fosfatidilcolina y, por lo tanto, los lisofosfolipidos, que se puede demostrar que se incorporan a las células,
se unen a las moléculas portadoras. Por consiguiente, es posible la absorcion de los lipidos terapéuticamente
eficaces selectivamente en las células, tejidos u 6rganos a una concentracién terapéuticamente eficaz mediante este
“sistema dirigido” especifico de la célula. Asi, por ejemplo, se puede obtener una concentraciéon terapéuticamente
eficaz de los lipidos en las células del higado que han sufrido cambios inflamatorios con los compuestos lipidicos
producidos de acuerdo con el procedimiento de la reivindicacion 6.

De manera particularmente ventajosa, los lipidos terapéuticamente eficaces tienen accion antiinflamatoria o
proinflamatoria. Si en las células, tejidos u érganos se consigue la acumulacién especifica de los lipidos
proporcionados por las moléculas portadoras o debida a la administracion directa, por inhalacién o por
administracion gota a gota de los lipidos terapéuticamente eficaces, tales como por ejemplo, fosfatidilcolina o
lisofosfatidilcolina (LisoFC), estos pueden ejercer un efecto antiinflamatorio. Ademas de la simple sustitucién de
cualquier lipido ausente, el efecto terapéutico se imparte ademas mediante una actividad antiinflamatoria intrinseca
de los lipidos por la influencia sobre los mediadores y las vias de transmision de la sefal. De esta manera, por
ejemplo, las reacciones inflamatorias que se producen como respuesta fisiolégica, por ejemplo, frente a mecanismos
que provocan dafo mecanico/degenerativo, relacionado con patégenos, isquémico, inducido por radicales libres,
inmunoldgico o mecanismos que provocan dafo debido a medicaciones, drogas, sustancias quimicas o radiacion, se
pueden tratar con los lipidos terapéuticamente eficaces. Cuando estos lipidos se absorben en macréfagos o en otras
células de defensa y del sistema inmunitario, también es posible un efecto inmunosupresor.

El uso de lipidos proinflamatorios estda especialmente indicado para una regeneracion deseada. Dado que la
inflamacién (provocada por mediadores tales como, por ejemplo, IL6 y TNFa) frecuentemente tiene como resultado
la induccion de una regeneracion, la regeneracion, reparacién e hiperplasia de las células se puede propagar
mediante los lipidos proinflamatorios utilizados terapéuticamente, aplicados de nuevo por via tépica. Por ejemplo, se
puede usar la capacidad de regeneracion del higado para permitir posteriormente resecciones hepaticas parciales
mas amplias en el caso del desarrollo de un tumor (en otros segmentos del higado). De manera particularmente
ventajosa, se prefiere el uso de lipidos proinflamatorios en los 6rganos en los que la masa celular ha alcanzado un
nivel de génesis critico debido a enfermedad crénica o pérdida inducida por un accidente/intervencion quirdrgica.

Es especialmente ventajoso el uso de lipidos eficaces proinflamatorios antes de la reseccién hepatica parcial
extensa planificada, por ejemplo, con el fin de eliminar una metéastasis hepatica con el fin de inducir una masa de
células hepatica suficiente en el higado restante. Para ello, el lipido proinflamatorio se instila selectivamente antes
de la operacion en el higado restante que sigue existiendo.

Ademas, el efecto proinflamatorio puede promover la inmunoestimulacion en células malignas vy, por lo tanto, se
puede usar para terapia antitumoral (por ej., induccion de la apoptosis).

Ademas, es ventajoso el uso de ligandos de origen natural que existen en el organismo como moléculas portadoras
a las que los lipidos se unen de manera covalente. Los ligandos son en consecuencia reconocidos por los
receptores especificos de las células de los sistemas de transportador asociados a la membrana basolateral,
mediante los que se introducen los lipidos en la célula. Asi, los lipidos se unen covalentemente, por ejemplo, a los
acidos galicos o a las asialoglicoproteinas como ligandos para una absorcion especifica en el hepatocito. En
particular, cabe mencionar como un sistema de transportador especifico del hepatocito, el polipéptido
cotransportador de Na+/taurocolato (proteina transportadora del NTCP), mediante el cual el 90% de los acidos
galicos se introducen en las células hepaticas.

Con respecto a la aparicion del efecto antiinflamatorio o proinflamatorio en la célula, los lipidos, tales como la
lisofosfatidilcolina (LisoFC) o la lisofosfatidiletanolamina (LisoFE), se pueden liberar de los ligandos tras su absorcion
en el compartimiento citoplasmatico de la célula. Esto tiene lugar, por ejemplo, mediante hidrélisis en el citoplasma.
Si, como en el caso anteriormente mencionado, la lisofosfatidiletanolamina se introduce en la célula, después de la
liberacién del ligando, tiene lugar una conversion enzimdtica de la LisoFE para formar la FC con accién
antiinflamatoria eficaz.

Se pueden usar en general todas las vias de administracion para el uso de los lipidos terapéuticamente eficaces
para su administracion, tales como, por ejemplo, la administracion directa, por inhalacién, gota a gota (instilacion),
oral, intravenosa o intraperitoneal. En particular, es adecuada la administracion directa como se ha descrito
anteriormente para el uso de lipidos antiinflamatorios para tratar la piel dafiada por la inflamacién o la inyeccion en
las articulaciones o los espacios subaracnoideos. La administracion oral, intravenosa o intraperitoneal es
particularmente apropiada para la concentracién selectiva de los lipidos terapéuticamente eficaces en 6érganos
parenquimatosos, tejidos y en células con cambios inflamatorios. La administracion intravenosa de los lipidos unidos
a las moléculas portadoras es particularmente adecuada porque llegan a los 6Organos, tejidos o células
correspondientes directamente a través de la corriente sanguinea sin atravesar la pared del intestino, como en la
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administracion oral, lo que implica el riesgo de absorcién completa de los lipidos por las células intestinales.

En general, el tratamiento a base de lipidos en conjunto proporciona una buena eficacia clinica con un perfil
pequefio o inexistente de efectos secundarios debido a que son lipidos naturales que existen en el organismo y no
son inmunogénicos. Esto permite administrar localmente altas dosis de estos lipidos, permaneciendo las
concentraciones sistémicas en el intervalo de los limites fisiolégicos.

En la actualidad hay varias posibilidades de configurar y desarrollar la ensefianza de la presente invencion de
manera ventajosa. Para ello, se puede hacer referencia, por un lado, a las reivindicaciones adjuntas y, por otro lado,
a la siguiente explicacion de una realizacion preferida que explica el procedimiento reivindicado para producir lipidos
terapéuticamente eficaces especificos de érganos/tejidos.

Ejemplo
Ejemplo de concentracion de fosfolipidos antiinflamatorios en hepatocitos para suprimir la inflamacién del higado.

Los lipidos complejos, tales como la fosfatidilcolina (FC) no pueden ser absorbidos como tales en las células. La
absorcion se lleva a cabo en forma de lisofosfolipidos, los cuales estan unidos covalentemente a un ligando, tal
como, por ejemplo, un acido galico o una asialoglicoproteina, los cuales son asi absorbidos mediante
transportadores de los &cidos galicos (por ejemplo, NTCP) de la membrana plasmatica basolateral de los
hepatocitos e introducidos en el compartimento citoplasmatico de las células. Para ello, por ejemplo, se puede unir
covalentemente lisofosfatidilcolina (LisoFC) a los acidos galicos, por ejemplo, al desoxicolato (DOCA). Sin embargo,
la sintesis de un compuesto combinado lisofosfolipido-DOCA con lisofosfatidiletanolamina (LisoFE) es quimicamente
mucho mas ventajoso. La siguiente reacciéon se puede realizar por ejemplo: en primer lugar, el grupo carboxilo del
urso-DOCA es convertido por una carbodiimida en un éster activado. A continuacién, se produce el acoplamiento a
la LFE. Esta conjugacion del grupo de cabeza permite el paso del compuesto LisoFE-DOCA mediante los
transportadores de acidos gdlicos a las células hepaticas. En esa localizacion, la Liso-FE se puede liberar de nuevo
por escisién hidrolitica y convertirse enzimaticamente a continuacion para formar la FC antiinflamatoria.

En comparacion, se puede llevar a cabo una conjugacion de la cadena acilo, en la cual el DOCA se une a la cadena
lateral acilo de la posicién Sn-1 o0 Sn-2 de la FC. Tras la exposicién con fosfolipasa A2 o A1, el grupo lateral Sn-1 o
Sn-2 debe convertirse para formar un compuesto alcohol. Este se hace unir a un intermedio de la reaccién entre la
piridina y el éster de DOCA activado y la carbodiimida.

El siguiente esquema de reaccion ilustra la reaccion descrita anteriormente:
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Conjugado ursodesoxicolato-18:1 LisoFE

Con el fin de examinar la concentracion selectiva del compuesto DOCA-LisoFE, se incubaron células HepG2
(hepatocitos) con un conjugado ursodesoxicolato-1-palmitoil, 2-NBD-FE marcado con fluorescencia (a 50 pM)
durante 10 min a 37 °C, se lavé y a continuacién se tratdé con seroalbimina bovina al 5% para eliminar el conjugado
de la membrana plasmatica externa de las células. A continuacién, las células se observaron en un microscopio con
contraste de fase y con luz fluorescente.

La Figura 1 muestra en la imagen A la observacién al microscopio 6ptico de células HepG2 después de la
incubacién con conjugado ursodesoxicolato-1-palmitoil, 2-NBD-PE con contraste de fase y la imagen B muestra el
examen al microscopio de fluorescencia de las células mostradas en A.

La Figura 1 muestra en la imagen A y la imagen B células HepG2 (hepatocitos) después de la incubacién con un
lipido terapéuticamente eficaz de acuerdo con la invencion (conjugado ursodesoxicolato-1-palmitoil, 2-NBD-PE) el
cual se resalta para ilustrar la concentracion en las células con un marcador fluorescente. Al contrario que con las
células HepG2 observadas en A con contraste de fase, en el examen con microscopio de fluorescencia, las mismas
células presentan una coloracion amarilla-verde intensa en el citoplasma pero no en el nicleo de la célula.
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REIVINDICACIONES

1. Lisofosfolipido que esta unido covalentemente a acidos galicos o a asialoglicoproteinas, para su uso para el
tratamiento de enfermedades hepaticas inflamatorias, isquémicas o degenerativas.

2. Lisofosfolipido para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, siendo el lisofosfolipido la lisofosfatidilcolina o la
lisofosfatidiletanolamina.

3. Lisofosfolipido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, siendo el acido galico el ursodesoxicolato o el
desoxicolato

4. Lisofosfolipido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el
lisofosfolipido puede ser liberado después de ser absorbido en las células del ligando.

5. Lisofosfolipido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, el cual se administra
directamente, por inhalacién, gota a gota, por via oral, intravenosa o intraperitoneal

6. Procedimiento para la produccién de lipidos terapéuticamente eficaces hepatoespecificos para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias del higado, caracterizado por que la lisofosfatidiletanolamina (LisoFE) se une al grupo
carboxilo del ursodesoxicolato (UrsoDOCA), grupo que ha sido convertido en un éster, para formar un compuesto
LisoFE-DOCA

7. Compuesto LisoFE-DOCA que se puede obtener de acuerdo con el procedimiento de acuerdo con la
reivindicacion 6.

8. Composicion farmacéutica que contiene el compuesto LisoFE-DOCA de acuerdo con la reivindicacion 7.
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