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DESCRIPCION
Derivado de azetidina para el tratamiento de neuropatias periféricas

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a compuestos inmunosupresores y su uso en terapia.

La presente invencién se define en las reivindicaciones adjuntas. Las cuestiones que no estan abarcadas por el
alcance de las reivindicaciones no forman parte de la presente invencion.

Antecedentes de la Invencién

Las neuropatias inflamatorias 0 mediadas inmunitariamente son un grupo diverso de enfermedades que incluyen
neuropatias periféricas tales como el sindrome de Guillain-Barré (GBS), la polirradiculoneuropatia desmielinizante
inflamatoria crénica (CIDP), la neuropatia motriz multifocal con bloqueo de la conducciéon (MMN) y la neuropatia
periférica desmielinizante paraproteinémica (PDN). La patogénesis de las neuropatias inflamatorias todavia esta
bajo investigacion.

Se analiza a continuacién un nimero de neuropatias periféricas desmielinizantes.

Por lo tanto, las neuropatias periféricas incluyen sindrome de Guillain-Barré, que es una polineuropatia
autoinmunitaria aguda que afecta al sistema nervioso periférico, habitualmente desencadenada por un proceso
infeccioso agudo. Hay varios tipos de GBS, siendo la forma mas comun la polineuropatia desmielinizante
inflamatoria aguda (AIDP). Frecuentemente, el GBS es grave y habitualmente se exhibe como una pardlisis
ascendente apreciada por debilidad en las piernas que se extiende hasta los miembros superiores y la cara junto
con una pérdida completa de los reflejos osteotendinosos. La respuesta de las células T supresoras se reduce
sugiriendo una reaccién inmunolégica mediada por células dirigida a los nervios periféricos.

La neuropatia motriz multifocal es un trastorno muscular progresivo caracterizado por debilidad muscular en las
manos, con diferencias de un lado del cuerpo al otro en los musculos especificos implicados. Los sintomas también
incluyen atrofia muscular progresiva, calambres musculares y contracciones involuntarias o fasciculaciones de los
musculos de las piernas. Se sabe que la neuropatia motriz multifocal es un trastorno mediado inmunitariamente.

La neuropatia desmielinizante paraproteinémica es una causa principal de neuropatia desmielinizante de comienzo
tardio, muy similar a la CIDP aunque mas crénica. Principalmente afecta a personas de 60 afios y mas. Los
pacientes tienen muchos sintomas contra los que luchar y tiende a ser una enfermedad a largo plazo.

La polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP) se caracteriza por una debilidad progresiva y una
funcién sensorial deteriorada en las piernas y los brazos. Estos sintomas estan causados por dafio a la envuelta de
mielina de los nervios periféricos. A menudo, se presenta con sintomas que incluyen fasciculaciones o
entumecimiento (que empieza en los dedos de los pies o de las manos), debilidad de los brazos y las piernas,
pérdida de reflejos osteotendinosos, fatiga y sensaciones anormales. La prevalencia de la CIDP es de
aproximadamente 2 a 4 por 100.000. La patogénesis es incierta pero puede implicar mecanismos mediados por
células tanto T como B.

La evolucion de la CIDP varia ampliamente entre individuos. Algunos pueden tener un brote de CIDP seguido por
una recuperacion espontanea, mientras que otros pueden tener muchos brotes con recuperacién parcial entre
recaidas. La CIDP conduce a incapacidad grave en un namero considerable de pacientes. Los tratamientos actuales
se dirigen a modular la respuesta inmunitaria para alcanzar una remisiéon y mantener el estado funcional.

WO 2004/103306 y US 2005/0014728 describen compuestos Utiles en el tratamiento de enfermedades o trastornos
mediados por interacciones linfociticas.

W02008/000419 divulga acido 1-(4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometilbenciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil)-azetidin-3-
carboxilico para el tratamiento o la prevencion en la neoangiogénesis asociada con una enfermedad desmielinizante,
tal como el sindrome de Guillain-Barré y la esclerosis multiple.

COMI G Y COLS.: Treatment of chronic inflammatory demyelinating polineuropathy, ITALIAN JOURNAL OF
NEUROLOGICAL SCIENCES 1998 IT, vol. 19, SUPL. n° 5., 1998, paginas 261-269, ISSN: 0392-0461 divulga una
inmunoglobulina intravenosa (1V1g), esteroides, intercambio de plasma e inmunosupresores para el tratamiento de la
CIPD (polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica), la PDM (neuropatia periférica desmielinizante
paraproteinémica) y la MMN (neuropatia motriz multifocal con blogueo de la conduccién).
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Compendio de la Invencién

En un aspecto de la invencién se proporciona acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-
bencil}-azetidin-3-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso en el tratamiento de una
neuropatia periférica desmielinizante seleccionada de polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
(CIDP), neuropatia motriz multifocal con bloqueo de la conduccion (MMN) y neuropatia periférica desmielinizante
paraproteinémica (PDN).

También se proporciona una formulacion farmacéutica segin la reivindicacion 2.

Breve descripcién de las Figuras

La Fig 1A muestra la variacion de la puntuacion neuroldgica con el n® de dias desde la inmunizacién para ratas con
EAN tratadas con vehiculo de agua y vehiculo de CMC.

La Fig 1B muestra la variacion de la puntuacion neuroldgica con el n° de dias desde la inmunizacion para ratas con
EAN tratadas con suspensiones de compuesto A de una concentracion de 3y 10 mg/kg.

La Fig 2A muestra la variacién en el peso corporal con el n° de dias desde la inmunizacién para ratas con EAN
tratadas con vehiculo de agua y vehiculo de CMC.

La Fig 2B muestra la variacién en el peso corporal con el n° de dias desde la inmunizacién para ratas con EAN
tratadas con suspensiones de compuesto A de una concentracion de 3y 10 mg/kg..

Descripcion de Diversas Realizaciones

Definiciones
En esta memoria descriptiva, a menos que se defina otra cosa:
Farmacéuticamente aceptable

El término "farmacéuticamente aceptable”, segun se usa en la presente, incluye una referencia a los compuestos, los
materiales, las composiciones y/o las formas de dosificacion que son, dentro del alcance del juicio médico razonable,
adecuados para el uso en contacto con los tejidos de seres humanos o animales sin toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica u otro problema o complicacion excesivos, acorde con una relacion beneficio/riesgo razonable. Este término
incluye aceptabilidad con propésitos tanto humanos como veterinarios.

Compuesto

La solicitud se refiere al compuesto acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etilbencil}-
azetidin-3-carboxilico:

HO
0 FF

El compuesto de la invencion puede estar en la forma de sales farmacéuticamente aceptables. Las sales
farmacéuticamente aceptable de la presente divulgacién se pueden sintetizar a partir del compuesto originario que
contiene un resto basico o acido mediante métodos quimicos convencionales.

Generalmente, tales sales se pueden preparar haciendo reaccionar las formas de acido o base libre de estos
compuestos con una cantidad estequiometria de la base o el acido apropiado en agua o en un disolvente organico, o
en una mezcla de los dos; generalmente, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol,
isopropanol o acetonitrilo. Listas de sales adecuadas se encuentran en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 172
ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., EE. UU., 1985, p. 1418, cuya divulgacién se incorpora por la presente
mediante referencia; véase también Stahl y cols., Eds, "Handbook of Pharmaceutical Salts Properties Selection and
Use", Verlag Helvetica Chimica Acta and Wiley-VCH, 2002.
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Asi, la divulgacién incluye sales farmacéuticamente aceptables del compuesto divulgado en las que el compuesto
originario se modifica formando sales de acido o base del mismo, por ejemplo, las sales atéxicas convencionales o
las sales de amonio cuaternario que se forman, p. €j., a partir de acidos o bases inorganicos u organicos. Ejemplos
de tales sales de adicion de &acido incluyen acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato,
bisulfato, butirato, citrato, canforato, canforsulfonato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato,
etanosulfonato, fumarato, glucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidrocloruro,
hidrobromuro, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato,
nicotinato, oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato,
tiocianato, tosilato y undecanoato. Sales de base incluyen sales aménicas, sales de metales alcalinos tales como
sales sodicas y potasicas, sales de metales alcalinotérreos tales como sales calcicas y magnésicas, sales con bases
organicas tales como sales de diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina, y sales con aminoacidos tales como arginina,
lisina, etc. Ademas, los grupos que contienen nitrdgeno basico se pueden cuaternizar con agentes tales como
haluros de alquilo inferior, tales como cloruro, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo; diaquilsulfatos
como dimetil-, dietil-, dibutilsulfato; y diamilsulfatos, haluros de cadena larga tales como cloruros, bromuros y
yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo, haluros de aralquilo como bromuros de bencilo y fenetilo y otros.

Sintesis
El compuesto se puede sintetizar como se describe posteriormente.
Administracién y Formulaciones Farmacéuticas

El compuesto de la invencion normalmente se administrara oralmente, intravenosamente, subcutaneamente,
bucalmente, rectalmente, dérmicamente, nasalmente, traquealmente, bronquialmente, mediante cualquier otra via
parenteral, como un aerosol oral o nasal o a través de inhalacién. El compuesto se puede administrar en la forma de
preparaciones farmacéuticas que comprenden un compuesto activo bien como un compuesto libre o, por ejemplo,
una sal de adicion de acido o base organico o inorganico atoxica farmacéuticamente aceptable, en una forma de
dosificacién farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del trastorno y el paciente que se va a tratar y la via de
administracion, las composiciones se pueden administrar en dosis variables.

Tipicamente, por lo tanto, el compuesto farmacéutico de la invencidbn se puede administrar oralmente o
parenteralmente ("parenteralmente”, segln se usa en la presente, se refiere a modos de administracidon que incluyen
inyeccion e infusién intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraesternal, subcutanea e intraarticular) a un
paciente. En el caso de los animales superiores, tales como seres humanos, el compuesto se puede administrar solo
como una alternativa a la administracion como composiciones en combinaciéon con diluyentes, excipientes o
portadores farmacéuticamente aceptables.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de esta invencion
se pueden variar a fin de obtener una cantidad del compuesto o los compuestos activos que sea eficaz para
alcanzar la respuesta terapéutica deseada para un paciente particular, las composiciones y el modo de
administracion. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de la actividad del compuesto particular, la via de
administracion, la gravedad de la afeccion que se trate y la afeccion y el historial médico previo del paciente que se
trate. Sin embargo, esta dentro de la experiencia de la técnica empezar con dosis del compuesto a niveles inferiores
a los requeridos para alcanzar el efecto terapéutico deseado e incrementar gradualmente la dosificacion hasta que
se alcance el efecto deseado.

En el tratamiento, la prevencion, el control, la mejora o el alivio de un sintoma de una neuropatia periférica, un nivel
de dosificacion apropiado sera generalmente de aproximadamente 0,01 a 500 mg por kg de peso corporal del
paciente por dia que se pueden administrar en dosis individuales o mdltiples. El nivel de dosificacion puede ser de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 250 mg/kg por dia; p. €j. de aproximadamente 0,5 a aproximadamente
100 mg/kg por dia. Un nivel de dosificacion adecuado puede ser aproximadamente de 0,01 a 250 mg/kg por dia,
aproximadamente de 0,05 a 100 mg/kg por dia, o aproximadamente de 0,1 a 50 mg/kg por dia. Dentro de este
intervalo la dosificacion puede ser de 0,05 a 0,5, de 0,5 a 5 0 de 5 a 50 mg/kg por dia. Para la administracién oral,
las composiciones se pueden proporcionar en la forma de comprimidos que contienen de 1,0 a 1.000 miligramos del
ingrediente activo, particularmente 1,0, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0, 150,0, 200,0, 250,0, 300,0,
400,0, 500,0, 600,0, 750,0, 800,0, 900,0 o 1.000,0 miligramos del ingrediente activo. Los compuestos se pueden
administrar en un régimen de 1 a 4 veces al dia, preferiblemente una o dos veces al dia. El régimen de dosificaciéon
se puede ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica éptima.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion para inyeccion parenteral comprenden adecuadamente
soluciones, dispersiones, suspensiones o emulsiones acuosas 0 no acuosas estériles farmacéuticamente aceptables
asi como polvos estériles para reconstitucion en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de usar.
Ejemplos de portadores, diluyentes, disolventes o vehiculos acuosos y no acuosos adecuados incluyen agua, etanol,
polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales
(tales como aceite de oliva) y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Se puede mantener una
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fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de materiales de revestimiento tales como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de las dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencién de la accién de microorganismos se puede asegurar
mediante la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabén, clorobutanol o acido
fenolsorbico. También puede ser deseable incluir agentes isotonicos tales como azulcares o cloruro sodico, por
ejemplo. La absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable se puede llevar a cabo mediante la inclusién
de agentes (por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina) que retrasan la absorcion.

En algunos casos, a fin de prolongar el efecto del farmaco, es deseable frenar la absorcién del farmaco a partir de
una inyeccion subcutanea o intramuscular. Esto se puede efectuar mediante el uso de una suspension liquida de
material cristalino o amorfo con escasa solubilidad en agua. La velocidad de absorcion del farmaco depende
entonces de su velocidad de disolucion que, a su vez, puede depender del tamafio de los cristales y la forma
cristalina. Alternativamente, la absorcion retardada de una forma de farmaco administrada parenteralmente se
efectla disolviendo o suspendiendo el farmaco en un vehiculo oleoso.

Las formas de depdsito inyectables se elaboran adecuadamente formando matrices microencapsuladas del farmaco
en polimeros biodegradables, por ejemplo polilactido-poliglicélido. Dependiendo de la relacion del farmaco al
polimero y la naturaleza del polimero particular empleado, se puede controlar la velocidad de liberacion del farmaco.
Ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las formulaciones
inyectables de depdsito también se pueden preparar atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones que son
compatibles con los tejidos corporales. Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante
filtracion a través de un filtro que retiene bacterias o incorporando agentes esterilizantes en la forma de
composiciones solidas estériles que se pueden disolver o dispersar en agua estéril u otros medios inyectables
estériles justo antes de usar.

Formas de dosificacién sélidas para la administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y
granulos. En tales formas de dosificacion sélidas, el compuesto activo tipicamente se mezcla con al menos un
excipiente o portador inerte farmacéuticamente aceptable tal como citrato sddico o fosfato dicalcico y/o uno o mas:
a) cargas o extendedores tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico; b) aglutinantes
tales como carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga; c) humectantes
tales como glicerol; d) agentes desintegrantes tales como agar-agar, carbonato célcico, almidon de patata o tapioca,
acido alginico, ciertos silicatos y carbonato sodico; e) agentes retardadores de la disolucién tales como parafina; f)
aceleradores de la absorcion tales como compuestos de amonio cuaternario; g) agentes humectantes tales como
alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; h) absorbentes tales como caolin y arcilla bentonitica y i) lubricantes
tales como talco, estearato calcico, estearato magnésico, polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato sédico y mezclas de
los mismos. En el caso de las capsulas, los comprimidos y las pildoras, la forma de dosificacion también puede
comprender agentes tamponadores. También se pueden emplear composiciones sélidas de un tipo similar como
cargas en capsulas de gelatina rellenas blandas y duras usando excipientes tales como lactosa o azlcar de la leche
asi como polietilenglicol de alto peso molecular, por ejemplo.

Adecuadamente, las formulaciones orales contienen un auxiliar de disoluciéon. El auxiliar de disolucién no esta
limitado en cuanto a su identidad con tal de que sea farmacéuticamente aceptable. Ejemplos incluyen agentes de
superficie no idnicos, tales como ésteres de acido graso de sacarosa, ésteres de acido graso de glicerol, ésteres de
acido graso de sorhitan (p. €j. trioleato de sorbitan), polietilenglicol, aceite de ricino hidrogenado polioxietilénico,
ésteres de acido graso de polioxietilensorbitan, éteres alquilicos de polioxietileno, éteres alquilicos de
metoxipolioxietileno, éteres alquilfenilicos de polioxietilieno, ésteres de acido graso de polietilenglicol,
polioxietilenalquilaminas, polioxietilenalquiltioéteres, copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno, ésteres de acido
graso de polioxietilenglicerol, ésteres de acido graso de pentaeritritol, ésteres de acido monograso de propilenglicol,
ésteres de acido monograso de polioxietilenpropilenglicol, ésteres de acido graso de polioxietilensorbitol,
alquilolamidas de acido graso y 6xidos de alquilamina; &cido biliar y sales del mismo (p. ej. acido quenodesoxicolico,
acido colico, acido desoxicdlico, acido deshidrocélico y sales del mismo, y un conjugado del mismo con glicina o
taurina); agentes de superficie i6nicos, tales como laurilsulfato soédico, jabones de acido graso, alquilsulfonatos,
alquilfosfatos, eterfosfatos, sales de acido graso de aminoéacidos basicos; jabén de trietanolamina y sales de alquil-
amonio(cuaternario); y agentes de superficie anfoteros, tales como betainas y sales de acidos aminocarboxilicos.

Las formas de dosificacion sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos se pueden preparar con
revestimientos y coberturas tales como revestimientos entéricos y otros revestimientos bien conocidos en la técnica
de formulacion farmacéutica. Opcionalmente, pueden contener agentes opacificantes y también pueden ser de una
composicion tal que liberen el ingrediente o los ingredientes activos solamente, o preferentemente, en una cierta
parte del tracto intestinal y/o de manera retardada. Ejemplos de composiciones de imbibicion incluyen sustancias
poliméricas y ceras.

El compuesto activo también puede estar en forma microencapsulada, si es apropiado, con uno o mas de los
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susodichos excipientes.
El compuesto activo puede estar en forma finamente dividida, por ejemplo puede estar micronizado.

Formas de dosificacion liquidas para la administracion oral incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y
elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los compuestos activos, las formas de dosificacion liquidas
pueden contener diluyentes inertes usados comunmente en la técnica tales como agua u otros disolventes, agentes
solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo,
alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular,
aceites de semillas de algodén, cacahuete, maiz, germen de trigo, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol
tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acido graso se sorbitan y mezclas de los mismos. Aparte de
diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes,
agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, saborizantes y perfumantes. Las suspensiones,
ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspension tales como alcoholes isoestearilicos
etoxilados, ésteres de polioxietilensorbitol y sorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita,
agar-agar y tragacanto y mezclas de los mismos.

Las composiciones para administracion rectal o vaginal son preferiblemente supositorios que se pueden preparar
mezclando los compuestos de esta invencidon con excipientes o portadores no irritantes adecuados tales como
manteca de cacao, polietilenglicol o una cera para supositorios que son sélidos a temperatura ambiente pero
liquidos a la temperatura corporal y por lo tanto se funden en la cavidad rectal o vaginal y liberan el compuesto
activo.

El compuesto de la presente invencién también se puede administrar en la forma de liposomas. Como se sabe en la
técnica, los liposomas se derivan generalmente de fosfolipidos u otras sustancias lipidicas. Los liposomas estan
formados por cristales liquidos hidratados mono- o multilaminares que estan dispersados en un medio acuoso. Se
puede usar cualquier lipido atoxico, fisiolégicamente aceptable y metabolizable capaz de formar liposomas. Las
presentes composiciones en forma de liposomas pueden contener, ademas de un compuesto de la presente
invencion, estabilizantes, conservantes, excipientes y similares. Los lipidos preferidos son los fosfolipidos y las
fosfatidilcolinas (lecitinas), tanto naturales como sintéticos. Métodos para formar liposomas se conocen en la técnica,
por ejemplo, Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volumen XIV, Academic Press, Nueva York, N.Y. (1976), p 33 y
siguientes.

Ventajosamente, el compuesto de la invencion puede ser oralmente activo, tener un comienzo de actividad rapido y
una baja toxicidad.

El compuesto de la invencion puede tener la ventaja de ser mas eficaz, menos toxico, de accion mas prolongada,
tener una gama de actividad mas amplia, ser mas potente, producir menos efectos secundarios, absorberse mas
facilmente que, o tener otras propiedades farmacoldgicas utiles distintas a, los compuestos conocidos en la técnica
anterior.

Terapias de combinacion

El compuesto de la invencion se puede administrar en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos adicionales.
Segun esto, la invencién proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende un agente adicional. La
invencion también proporciona un producto que comprende un compuesto de la invencién y un agente; como una
preparacién combinada para el uso simultaneo, separado o secuencial en terapia.

En particular, una composicién o un producto de la invencién puede comprender ademas un agente terapéutico
seleccionado de, por ejemplo, un compuesto de la divulgacion se puede administrar en combinacién con un agente
Util para tratar una neuropatia periférica, por ejemplo una neuropatia periférica desmielinizante; como ejemplos de
tales segundos agentes se pueden mencionar un inmunosupresor (p. €j., ciclosporina A, ciclosporina G, FK-506,
ABT-281, ASM981, rapamicina, 40-O-(2-hidroxi)etil-rapamicina, corticosteroides, ciclofosfamida, azatioprina,
metotrexato, leflunomida, mizoribina, micofenolato de mofetilo o 15-desoxiespergualina), un esteroide (p. €j.,
prednisona o hidrocortisona), una inmunoglobulina, o interferén tipo 1. El compuesto de la divulgacion y el segundo
agente se pueden administrar simultdneamente o consecutivamente. Cuando el compuesto de la divulgacion y el
segundo agente se administran simultaneamente, se pueden formular en una sola composicién o en composiciones
separadas.

Uso

El compuesto de la invencion puede ser (til en la terapia de una variedad de neuropatias periféricas, particularmente
neuropatias desmielinizantes crénicas. Por lo tanto, el compuesto de la divulgacién puede ser Util en la terapia de
una o mas de polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria cronica (CIDP), neuropatia motriz multifocal con
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bloqueo de la conduccién (MMN) y neuropatia periférica desmielinizante paraproteinémica (PDN). En particular, la
neuropatia es CIDP. La eficacia de los compuestos puede variar entre pacientes.

El término "terapia" incluye un tratamiento para aliviar uno o mas sintomas de una neuropatia periférica o para
retrasar el avance de tal enfermedad, p. ej. previniendo o frenando la desmielinizacién, p. €j. la desmielinizacion
periférica; también incluye un tratamiento para curar tal enfermedad, para poner a un sujeto en un estado funcional
y/o para mantener a un sujeto en un estado funcional, o para prolongar el tiempo hasta la recaida.

El uso terapéutico del compuesto puede incluir el uso profilactico para prevenir, controlar o reducir la gravedad de
una neuropatia periférica que el sujeto tiene riesgo de sufrir, asi como el tratamiento para controlar o reducir la
gravedad de una enfermedad existente. El compuesto se puede administrar antes del comienzo de los sintomas; se
puede administrar después del comienzo de los sintomas. Se puede administrar a un sujeto con riesgo de sufrir una
neuropatia periférica.

Por lo tanto, los tratamientos para los que se pueden usar los compuestos pueden mejorar, mantener o retrasar el
deterioro de la condicién médica y/o la comodidad de un paciente que tiene, se sospecha que tiene o con riesgo de
tener una neuropatia periférica.

Ejemplo

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion.

Ejemplo 1 (sintesis del compuesto A)

Acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidin-3-carboxilico (compuesto A)

Se afiade O-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-bencil)-oxima de 1-(3-etil-4-hidroximetil-fenil)-etanona (1 eq.) a una
suspension de MnO- (10 eq.) en dioxano. La mezcla resultante se somete a reflujo durante 10 minutos. Después de
la filtracién y la concentracion, el residuo se disuelve en MeOH y se trata con acido azetidin-3-carboxilico (2 eq.) y
EtsN (1,5 eq.). La mezcla resultante se calienta a 50°C durante 30 minutos. Después de enfriar hasta temperatura
ambiente, se aflade NaBH3;CN (3 eq.) en porciones. La purificacion mediante LCMS preparativa da como resultado
acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidin-3-carboxilico; 'H NMR (400 MHz,
CDs0D) & 1,24 (t, 3H), 1,30-1,60 (m, 5H), 1,74-1,92 (m, 5H), 2,28 (s, 3H), 2,79 (q, 2H), 2,92 (m, 1H), 3,68 (m, 1H),
4,32 (m, 4H), 4,51 (s, 2H), 5,22 (s, 2H), 7,38 (d, 1H), 7,50-7,68 (m, 5H). MS: (ES"): 517,3 (M+1)".

Ejemplo 2 (efecto supresor del compuesto A sobre la neuritis autoinmunitaria experimental)

Ratas Lewis macho (8-10 semanas, 180-200 g, Elevage-Janvier, Francia) se alojaron bajo un ciclo de 12 h de luz-12
h de oscuridad y con acceso libre a alimento y agua. Todos los procedimientos con animales estaban de acuerdo
con un protocolo aprobado por el Local Administration District Official Committee.

Se realizaron todos los esfuerzos para minimizar el nimero de animales y su sufrimiento.

Induccién de EAN

Para la induccién de EAN, las ratas se inmunizaron mediante inyeccién subcutanea en ambas almohadillas de las
patas traseras con 100 ml de un inéculo que contenia 100 mg de péptido P2 57-81 neuritogénico sintético
(GeneScript Corporation, Scotch Plains, NJ, EE. UU. de A.). El péptido se disolvié en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) (2 mg/ml) y a continuacién se emulsioné con un volumen igual de adyuvante de Freund completo
(CFA) que contenia 2 mg/ml de mycobacterium tuberculosis para dar una concentracion final de 1 mg/ml.

Las puntuaciones clinicas de EAN se evaluaron todos los dias como sigue: 0 = normal, 1 = reduccién del tono de la
cola, 2 = cola claudicante, deterioro del enderezamiento, 3 = ausencia de enderezamiento, 4 = marcha ataxica, 5 =
paresis leve de las patas traseras, 6 = paraparesis moderada, 7 = paraparesis intensa o paraplegia de las patas
traseras, 8 = tetraparesis, 9 = moribunda y 10 = muerta (Zhang y cols., 2009A).

Tratamiento con compuesto A

El compuesto A se probd separadamente a dos concentraciones de suspension (3 y 10 mg/kg, suspendidos en
carboximetilcelulosa al 1% (CMC, Blanose, Hercules-Aqualon, Diisseldorf, Alemania)). Las suspensiones de
compuesto A se administraron intragastricamente inmediatamente después de la induccion y a continuacion una vez
al dia hasta el Dia 22 (5 ratas por grupo). Para las ratas con EAN de referencia, se administré el mismo volumen de
CMC al 1% en agua.
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Inmunohistoguimica

Para evaluar la infiltracion de células inflamatorias y los cambios patolégicos en el SNP, se sacrificaron cinco ratas
tratadas con compuesto A (a ambas concentraciones) y cinco ratas con EAN de referencia del Dia 16. Las ratas
fueron anestesiadas profundamente con éter y se perfundieron intracardicamente con paraformaldehido al 4% en
PBS, a 4°C. Los nervios ciaticos izquierdo y derecho se extirparon rapidamente y se posfijaron en formaldehido al
4% durante la noche a 4°C. Los nervios ciaticos se cortaron en dos segmentos de igual longitud, se embebieron en
parafina, se seccionaron (3 um) y se montaron en portaobjetos cubiertos con silano.

Después del desparafinado, se hirvieron (en un horno de microondas de 600 W) secciones transversales de los
nervios ciaticos durante 15 min. en tampoén de citrato (2,1 g de citrato sédico/l, pH 6). La peroxidasa enddgena se
inhibié con H>O, al 1% en metanol durante 15 min. Las secciones se incubaron con suero porcino normal al 10%
(Biochrom, Berlin, Alemania) para bloquear la unién no especifica de inmunoglobulinas y a continuacién con los
siguientes anticuerpos monoclonales: W3/13 (1:50; Serotec, Oxford, Reino Unido) para linfocitos T, OX22 (1:200;
Serotec, Oxford, Reino Unido) para células B, ED1 para macréfagos activados (1:100; Serotec, Oxford, Reino
Unido). La union de los anticuerpos a las secciones de tejido se visualizd con fragmentos de anticuerpo secundario
F(ab)2 de IgG biotinilados (antirratdbn de conejo o anticabra de conejo; 1:400; DAKO, Hamburgo, Alemania).
Posteriormente, las secciones se incubaron con un complejo de estreptavidina-avidina-biotina (DAKO, Hamburgo,
Alemania), seguido por revelado con sustrato de diaminobencidina (DAB) (Fluka, Neu-Ulm, Alemania). Finalmente,
las secciones se tifieron por contraste con Hemalum de Maier.

Para evaluar los datos de inmunotincién, se calcularon los porcentajes de areas de inmunorreactividad (IR) con
respecto a areas de secciones transversales de nervio ciatico. Se capturaron imagenes de las secciones
transversales de nervio ciatico bajo 50 aumentos usando Nikon Coolscope (Nikon, Disseldorf, Alemania) con
parametros fijados. Las imagenes se analizaron usando MetaMorph Offline 7.1 (Molecular Devices, Toronto,
Canadd). Las areas de IR se seleccionaron mediante segmentacién del umbral de color y todos los parametros se
fijaron para todas las imagenes. Las areas de secciones transversales de nervio ciatico se seleccionaron
manualmente. Para cada rata con EAN, se analizaron cuatro secciones transversales de los niveles radicular y
medio de ambos lados. Los resultados se daban como medias aritméticas de los porcentajes de areas de IR con
respecto a areas de secciones transversales de nervio ciatico y errores estandar de las medias (SEM).

La tincién Luxol Fast Blue (LFB) habitual se aplicé para mostrar la mielina. Los cambios histolégicos entre ratas con
EAN tratadas con Compuesto A y de referencia se compararon mediante un método semicuantitativo establecido.
Brevemente, se analizaron cuatro secciones transversales del nivel radicular y medio de ambos lados de ratas con
EAN. Todas las areas perivasculares presentes en las secciones transversales fueron evaluadas por dos
observadores que desconocian el tratamiento, y el grado de alteracién patoldgica se clasific6 semicuantitativamente
sobre la siguiente escala: 0 = area perivascular normal; 1 = infiltrado celular leve adyacente al vaso; 2 = infiltracién
celular mas desmielinizacién en proximidad inmediata con el vaso; y 3 = infiltracion celular y desmielinizacion a
través de la seccién. Los resultados se daban como la puntuacion histolégica media (Hartung y cols., 1988).

Evaluacién y andlisis estadistico

Se realizé la prueba de la t para datos independientes para comparar la diferencia entre las ratas con EAN tratadas
con Compuesto A y de referencia (Graph Pad Prism 4.0 para Windows). Para todos los andlisis estadisticos, los
niveles de significacion se fijaron a p < 0,05.

Resultados
Tratamiento supresor de EAN mediante el Compuesto A

Se indujo EAN mediante una inyeccion subcutanea de péptido P2 sintético neuritogénico. Para el tratamiento
supresor, se administraron oralmente CMC al 1% en agua (el grupo de referencia) o compuesto A inmediatamente
después de la inmunizacién y a continuacion una vez al dia hasta el Dia 22. Los primeros signos neuroldgicos
(reduccidn del tono de la cola) de las ratas con EAN de referencia se observaron el Dia 9 (puntuacién clinica media:
0,20 +0,13). La gravedad neuroldgica de la EAN se incrementaba rapidamente en el grupo de referencia con una
puntuacién maxima el Dia 13 (puntuacién neuroldégica media: 4,80 + 0,51). Posteriormente, la gravedad de la EAN
disminuia lentamente y las ratas se recuperaban completamente el Dia 22 (puntuaciones clinicas medias: 0 + 0). En
las ratas con EAN tratadas con compuesto A se observaban signos neurolégicos muy reducidos el Dia 14, con
puntuaciones maximas el Dia 15 y la recuperacion completa de las ratas se observaba el Dia 19. Por lo tanto, el
tratamiento con compuesto A casi prevenia el desarrollo de los signos clinicos de la EAN, retrasaba drasticamente
su comienzo, disminuia la gravedad neurolégica y acortaba la duracion de la EAN muy eficazmente con relacion al
vehiculo de agua/CMC (Fig 1Ay 1B).

Una caracteristica adicional de la EAN es la pérdida de peso progresiva después del comienzo de la enfermedad. En
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las ratas con EAN de referencia y tratadas con Compuesto A, se observaba un aumento de peso lento y continuo
hasta el comienzo de la EAN (Dia 9). Posteriormente, las ratas con EAN de referencia mostraban una pérdida de
peso significativa durante el periodo de enfermedad neuroldégica desde el Dia 10 hasta el 18 después de la
inmunizacién, seguida por un aumento de peso durante el periodo de recuperaciéon (Fig 2A). En contraste, se
observaba un nivel de pérdida de peso reducido en la suspension de compuesto A inferior del Dia 11 al 16 en ratas
con EAN tratadas mediante el compuesto A en el maximo del ataque de la enfermedad, indicando de nuevo una
evolucion mucho menos grave. Este efecto era mas pronunciado en la suspension de dosificacion superior, con una
pequefia pérdida de peso entre los dias 11 y 12, seguida por un aumento de peso (Fig 2B).

Efectos del tratamiento supresor con compuesto A sobre los cambios patoldgicos en nervios ciaticos con EAN

La infiltracion de diferentes tipos de células inflamatorias en nervios ciaticos de ratas con EAN de referencia o
tratadas con Compuesto A el Dia 16 (n = 5) se analiz6 mediante inmunohistoquimica. Se observd infiltracion de
células T (W3/13), células B (0X22") y macréfagos (ED1") en los nervios ciaticos de las ratas con EAN de
referencia. Las células infiltrantes predominantes eran macréfagos, cuyas areas de IR ocupaban aproximadamente
2% de las areas totales de nervio ciatico en secciones transversales. Estos resultados se muestran en la Tabla 1
posteriormente.

Tabla 1
Compuesto Area de Area de Area de
de prueba inmunorreactividad/area de inmunorreactividad/area de inmunorreactividad/area de
nervios ciaticos (%) para nervios ciaticos (%) para nervios ciaticos (%) para
macréfagos (ED1%) células T (W3/13") células B (OX22")
Vehiculo 2,1 0,6 0,25
Agua
Vehiculo 2,2 0,56 0,91
CMC
Compuesto 0,20 0,08 0,025
A (3 mg/kg)
Compuesto 0,11 0,04 0,021
A (10 mg/kg)

En los nervios ciaticos de ratas con EAN, el compuesto A suprimia significativamente la infiltracién de células T,
células B y macroéfagos.

En los nervios ciaticos, las puntuaciones histolégicas medias medidas por tincién LFB eran notablemente inferiores
en las ratas con EAN tratadas con Compuesto A. Estos resultados se muestran en la Tabla 2 posteriormente.

Tabla 2
Composicion de prueba Puntuacion histolégica media
Vehiculo agua 1,78
Vehiculo CMC 1,75
Compuesto A (3 mg/kg) 0,51
Compuesto A (10 mg/kg) 0,25

Estos resultados demuestran que el tratamiento supresor con Compuesto A casi prevenia la EAN e inhibia la
paraparesis a través de una reduccion sustancial de la infiltracion de linfocitos y macréfagos en los nervios
periféricos junto con una disminucién de la desmielinizacion local.
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REIVINDICACIONES

1. El compuesto acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidin-3-carboxilico:

HO
0 FF

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el uso en el tratamiento de una neuropatia periférica
desmielinizante seleccionada de polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, neuropatia motriz
multifocal con bloqueo de la conduccion o neuropatia periférica desmielinizante paraproteinémica.

2. Una formulacion farmacéutica que comprende acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-
etilbencil}-azetidin-3-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en combinacioén con al menos un
agente terapéutico adicional para el uso en el tratamiento de un paciente que tiene una neuropatia periférica
desmielinizante seleccionada de polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, neuropatia motriz
multifocal con bloqueo de la conduccion o neuropatia periférica desmielinizante paraproteinémica.

3. Una formulacién que comprende &cido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-
azetidin-3-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso segun la reivindicacion 2, en la
que el al menos un agente terapéutico adicional se selecciona de un inmunosupresor, un esteroide, una
inmunoglobulina o interferdn tipo 1.

4. Una formulacion que comprende acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-
azetidin-3-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso segun la reivindicacién 3, en la
gue el inmunosupresor se selecciona de ciclosporina A, ciclosporina G, FK-506, ABT-281, ASM981, rapamicina, 40-
O-(2-hidroxi)etil-rapamicina, un corticosteroide, ciclofosfamida, azatioprina, metotrexato, leflunomida, mizoribina,
micofenolato de mofetilo o 15-desoxiespergualina.

5. Una formulacién que comprende &cido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-
azetidin-3-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso segun la reivindicaciéon 3 0 4, en
la que el esteroide es prednisona o hidrocortisona.

6. El compuesto acido 1-{4-[1-(4-ciclohexil-3-trifluorometil-benciloxiimino)-etil]-2-etil-bencil}-azetidin-3-carboxilico o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso segun la reivindicacion 1 para la coadministracion
simultanea, separada o secuencial con al menos un agente terapéutico adicional como el definido en una cualquiera
de las reivindicaciones 2 a 5.
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Figura 1A — Puntuacién neuroldgica frente a n° de dias después de la inmunizacién para ratas con EAN tratadas

con vehiculo de agua (grupo 1) y vehiculo de CMC (grupo 2).

~~Grupo 5°
o Grupo 6

b,

;/\ -
0 N
1 + < :
AN
- ¥ v 5
S NN :
o] 1 2 3 4 5 6 7 B8 g3 102 1 12 13 14 15 15 7 18 9 20 21 22 .

1

Figura 1B — Puntuacion neurolégica frente a n° de dias después de la inmunizacion para ratas con EAN tratadas
con suspension de compuesto A de 3 mg/kg (grupo 5) y suspensién de compuesto A de 10 mg/kg (grupo 6).
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Figura 2A - Peso frente al n° de dias después de la inmunizacién para ratas con EAN tratadas con vehiculo de agua
(grupo 1) y vehiculo de CMC (grupo 2).
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Figura 2B - Peso frente al n° de dias después de la inmunizacion para ratas con EAN tratadas con con suspension
de compuesto A de 3 mg/kg (grupo 5) y suspension de compuesto A de 10 mg/kg (grupo 6).
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