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DESCRIPCION

Tratamiento para infeccion con el virus de hepatitis B solo o en combinacién con el virus de hepatitis Delta y
enfermedades hepéaticas asociadas.

Antecedentes de la divulgacion

La presente descripcién se refiere a analogos de ciclosporinas no inmunosupresores que se enlazan a las
ciclofilinas, los cuales son inhibidores de ciclofilina, en particular a su uso farmacéutico en el tratamiento de una
infeccion con el virus de hepatitis Delta (HDV).

Las ciclosporinas y los andlogos no inmunosupresores comprenden una clase de undecapéptidos poli-N-metilados
ciclicos estructuralmente distintos, que poseen comuUnmente actividad farmacoldégica, en particular actividad
inmunosupresora o anti-inflamatoria. La primera de las ciclosporinas que se aislé fue el metabolito fungico de origen
natural, Ciclosporina, también conocida como ciclosporina A (CsA). Se han identificado ciclosporinas que se enlazan
fuertemente a la ciclofilina pero que no son inmunosupresoras. La publicacion Internacional PCT/EP 2004/009804, la
publicacion Internacional WO 2005/021028, o la publicacion Internacional WO 2006/071619 describen ciclosporinas
no inmunosupresoras que se enlazan a la ciclofilina y también se ha encontrado que tienen un efecto inhibidor sobre
el virus de hepatitis C (HCV). La Publicacion Internacional WO 2006/038088, describe métodos y composiciones
para el uso de alisporivir en el tratamiento de HCV. El alisporivir (DEB025 o Debio-025) es un inhibidor de ciclofilina
(Cyp), y su modo de accién como un agente contra el HCV es por medio de la inhibicién de las proteinas anfitrionas,
en particular de la ciclofilina A, que se encuentran directamente involucradas en la replicacion del HCV.

El virus de hepatitis B (HBV) es el virus de ADN humano mas pequefio (1). EI genoma del HBV es un ADN
parcialmente circular de doble cadena con marcos de lectura traslapados que codifican las proteinas del HBV:
proteinas de envoltura - i) antigeno de superficie pequefio de hepatitis B (HBsAg); ii) antigeno de superficie mediano
- preS2 mas HBsAg; iii) antigeno de superficie grande - preS1 mas preS2 mas HBsAg; proteina del nucleocapsido,
antigeno nuclear de hepatitis B (HBcAg). El antigeno de hepatitis B (HBeAg) es una proteina no estructural
producida durante la replicacion del HBV que comparte el 90 % de aminoacidos con el nucleocapsido HBcAg. Se
han determinado ocho genotipos del HVB, designados como A a H, en donde cada uno tiene una distribucion
geografica distinta. El virus es no citopatico, con inmunidad celular especifica para el virus que es el principal
determinante para el resultado de la exposiciéon a infeccion aguda por HBV con resolucion de las enfermedades
hepaticas en 6 meses, o infeccién cronica por HBV que con frecuencia se asocia a lesion hepatica progresiva. La
deteccién del HBsAg en el suero mediante los inmunoensayos de diagndstico convencionales, es el marcador de
diagndstico clave para la infeccién por HBV, y la deteccion persistente del HBsAg en suero durante mas de 6 meses
es la indicacién de la infeccion cronica por HBV (2, 3, 4). El mejor marcador para la replicacion clinicamente
significativa del HBV es el nivel del ADN del HBV en suero, tal como el detectado mediante ensayo sensible basado
en reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

En todo el mundo, mas de 350 millones de personas estan infectadas de manera crénica con el HBV vy, por
consiguiente, estan en un mayor riesgo de desarrollar enfermedad hepatica grave, tal como hepatitis croénica,
cirrosis, insuficiencia hepatica, y carcinoma hepatocelular (HCC). La evolucién natural de la infecciéon cronica por
HBV incluye cuatro fases consecutivas: (1) fase “inmunotolerante” temprana - altos niveles de replicacion del virus e
inflamacién minima del higado; (2) fase inmunoreactiva -inflamacién hepatica significativa y aminotransferasas
elevadas en suero; en donde algunos pacientes progresan hasta (3) fase “no replicativa” - seroconversion hasta anti-
H Be; nivel de viremia indetectable o de nivel bajo (por debajo de 2.000 IU/ml de acuerdo con ensayos basados en
PCR); resolucion de inflamacion hepatica; y (4) hepatitis B cronica negativa para HBeAg - debido al surgimiento de
mutaciones virales especificas, las cuales impiden la producciéon de HBeAg pero no obstaculizan la replicacion del
virus. Esta forma de CHB se caracteriza por una fluctuacion en los niveles del ADN del HBV en suero y de las
aminotransferasas (ALT Y AST) en suero, y por enfermedad hepatica progresiva. Es importante observar que la
hepatitis B crénica (CHB) puede presentarse ya sea como CHB positiva para (HBeAg) o negativa para (HBeAg) el
antigeno e de la hepatitis B. Los estudios longitudinales de los pacientes con CHB indican que la incidencia
acumulada durante 5 afios del desarrollo de cirrosis varia entre el 8 y el 20 por ciento. La incidencia acumulada
durante 5 afios de descompensacion hepatica es de aproximadamente el 20 por ciento (2). La incidencia del HCC en
todo el mundo se ha incrementado, y en la actualidad constituye el quinto cancer mas comun (2, 3, 4). La incidencia
anual del HCC relacionado con el HBV es alta variando entre el 2 y el 5 por ciento cuando se establece la cirrosis

).

El objetivo primario del tratamiento para la CHB es suprimir permanentemente la replicacion del HBV y mejorar la
enfermedad hepatica. Los objetivos a corto plazo clinicamente importantes son lograr la seroconversion del HBeAg,
la normalizacion de ALT y AST en suero, la resolucion de la inflamacién hepética, y prevenir la descompensacion
hepéatica (2). El objetivo final del tratamiento es lograr una respuesta durable para prevenir el desarrollo de cirrosis, el
cancer de higado, y para prolongar la supervivencia. La infeccién por HBV no se puede erradicar completamente
debido a la persistencia de una forma particular del ADN viral circular covalentemente cerrado (ADN de HBV ccc) en
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los nucleos de los hepatocitos infectados. Sin embargo, la eliminacion del HBsAg en suero inducida por el
tratamiento es un marcador de la terminacién de la infeccidén cronica por HBV, y se ha asociado con el mejor
resultado a largo plazo (2, 3).

Actualmente hay siete farmacos disponibles para el tratamiento de hepatitis B cronica (CHB) - interferon
convencional, interferén pegilado, y agentes antivirales directos. Los agentes antivirales directos (nucleos/analogos
tidales) pertenecen a ftres clases: L-nucledsidos (lamivudina, telbivudina y emtricitabina); analogo de
desoxiguanosina (entecavir), y fosfonatos de nucledsidos (adefovir y tenofovir), los cuales interfieren directamente
con la replicacion del ADN del HBV, primordialmente como terminadores de cadena (2, 3, 4). En los pacientes
positivos para HBeAg, los indices de respuesta al tratamiento virolégico (ADN del HBV indetectable en suero) en un
afo son aquellos que se tratan con: peg-interferon del 25 %; lamivudina, del 36 al 40%; entecavir, del 67 %;
telbivudina, 60 %; tenofovir, 74 % (2). La pérdida del HBsAg después de un afio es muy baja - de entre el 0 y el 3 %.
En los pacientes con CHB negativos para HBeAg, los indices del ADN del HBV indetectable en un afio son aquellos
que se tratan con: peg-interferon 63 %; lamivudina 72 %; entecavir 90 %; telbivudina 88 %; tenofovir 91 %. La
pérdida del HBsAg fue del 0 % con cualquiera de los agentes antivirales directos. Los tratamientos actualmente
disponibles no son 6ptimos, y existe una necesidad de mejores terapias para alcanzar los objetivos del tratamiento
en la CHB. Las limitaciones clave para el tratamiento con interferén son los efectos secundarios mayores, el bajo
indice de supresion del ADN del HBV, y el bajo indice de normalizacion de ALT; las limitaciones clave del
tratamiento con los antivirales directos son: desarrollo de resistencia; recuperacién de la replicacion del HBV
después de interrumpir la terapia, requiriendo de una terapia prolongada de por vida, muy bajo indice de eliminacién
del HBsAg, aumento del riesgo de eventos adversos con la terapia prolongada de por vida.

Una proporcidn de pacientes con infeccidon crénica con HBV (positivos para HBsAg en suero) tendran coinfeccion
con el virus de hepatitis Delta (HDV). El virus de hepatitis Delta (HDV) es un virus defectuoso con un genoma de
ARN circular de una sola cadena, que provoca enfermedades hepaticas agudas o crénicas solamente en asociacion
con el virus de hepatitis B (1). La Unica proteina expresada por el ARN del HDV es el antigeno de hepatitis Delta, el
cual es el nucleocapsido del virus. El virus de hepatitis Delta (HDV) no codifica su propia proteina de envoltura
(HBsAg), y la debe “pedir prestada” del virus de hepatitis B. Por consiguiente, la infeccion con HDV se presenta
solamente en la presencia del HBV - ya sea simultaneamente con el HBV (coinfeccién) o posteriormente, siendo la
duracion de la infeccion determinada por aquélla de la positividad del HBsAg. En un paciente positivo para el HBsAg,
la infeccidon activa con el HDV se confirma mediante la deteccion del ARN del HDV en suero, mediante el tefiido
inmunohistoquimico para el antigeno de hepatitis Delta en hepatocitos, o mediante la deteccion de la IgM antiHDV
en suero (2).

El virus de hepatitis Delta (HDV) tiene una distribucién en todo el mundo con la mas alta endemicidad en los paises
del Mediterraneo, partes de Africa del Sur y Central, y en Sudamérica. Se estima que el 5 por ciento de todos los
portadores del virus de hepatitis B estan infectados con el HDV (5). En los paises en donde la prevalencia del HBV
es baja, tales como Norteamérica y el Norte de Europa, la infeccion con el HDV esta restringida en gran parte a las
poblaciones en riesgo de exposicion parenteral al HBV, como los usuarios de farmacos intravenosos. La inmigracion
desde las regiones de alta endemicidad del HDV ha aumentado la prevalencia en varios paises europeos,
conduciendo recientemente a aproximadamente el 10 por ciento entre los pacientes cronicos por HBV.

El unico tratamiento aprobado para la hepatitis D cronica es el interferon-alfa con resultados insatisfactorios. La
adicion de ribavirina al interferén no mejora la respuesta. Se demostré que los antivirales directos que bloquean la
replicacién del HBV no tienen efecto alguno sobre la replicacion del HDV. Las combinaciones de interferon mas
lamivudina o de interferén mas adefovir no mejoraron la respuesta, comparandose con el interferén solo (2, 3, 6).
Por consiguiente, el tratamiento de hepatitis D crénica sigue siendo una necesidad médica mayor insatisfecha,
debido a que el dafio hepatico inducido por el HDV conduce a cirrosis, descompensacion hepatica, y en algunos
casos, la muerte, debida a falla hepatica.

Por consiguiente, es un objeto de la presente divulgacion, proporcionar nuevos métodos para el tratamiento de los
pacientes infectados con el virus de hepatitis B o el virus de hepatitis Delta, y las enfermedades o trastornos
hepaticos inducidos por estas infecciones, tales como hepatitis cronica, cirrosis, descompensacion hepatica, y HCC.

De una manera sorprendente, hemos encontrado que los inhibidores de ciclofilina, en particular el alisporivir, tienen
propiedades antivirales contra el virus de hepatitis B, que se pueden utilizar efectivamente en el tratamiento de
infecciones por HBV. En particular, hemos encontrado que el alisporivir abroga (o interfiere con) la replicacion del
HBV, y reduce la produccién del HBsAg en las células hepaticas. Adicionalmente, los inhibidores de ciclofilina, en
particular el alisporivir, también se pueden utilizar en el tratamiento de hepatitis D cronica.

De conformidad con lo anterior, la presente invencién proporciona nuevos tratamientos anti-HBV y anti-HDV,
utilizando alisporivir.

Resumen de la divulgacion
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Ademas, se describe lo siguiente:

1.1 Un método para el tratamiento de infecciones con el virus de hepatitis B y de los trastornos inducidos por el HBV
en un paciente, que comprende administrar alisporivir a dicho paciente.

1.2 Un método para inhibir la replicacion del HBV y la produccion del HBsAg, que comprende administrar alisporivir.

1.3 Un método para el tratamiento de infecciones por el virus de hepatitis Delta y de los trastornos inducidos por el
HDV en un paciente, que comprende administrar alisporivir a dicho paciente.

1.4 Un método para inhibir la replicacién del HDV y la produccion del HBsAg, que comprende administrar alisporivir.

1.5 Un método para reducir el dafio hepatico inducido por HBV o HDV, y para reducir la muerte de las células
hepaticas, que comprende administrar alisporivir.

1.6 Un método para la normalizacion de los niveles de ALT en el suero, que comprende administrar alisporivir.
1.7 Un método para la reduccién o resolucion de la inflamacion del higado, que comprende administrar alisporivir.

2. El uso de alisporivir en la preparacién de una composicion farmacéutica para utilizarse en cualquier método como
se definié anteriormente.

3. El uso de alisporivir en la preparaciéon de un medicamento para utilizarse en cualquier método como se definid
anteriormente.

4. El uso de alisporivir en combinaciéon con un agente antiviral directo que inhibe la replicacion del HBV, en la
preparacion de un medicamento para utilizarse en cualquier método como se definié anteriormente.

5. El uso de alisporivir en combinacion con un interferén para el tratamiento de pacientes con infecciones por HBV y
enfermedades hepaticas asociadas, y con pacientes infectados con HBV y HDV y enfermedad hepatica asociada.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra que se observé una reduccién significativa de los niveles intracelulares del ADN de HBV (10
veces en 72 horas) con alisporivir en una concentracion de 5 microgramos/mililitro.

Como se puede ver en la Figura 2, el alisporivir en una concentracion de 5.0 microgramos/mililitro mostré un mayor
efecto en la reduccion de los niveles del ADN del HBV en los sobrenadantes de cultivo celular cuando se comparé
con el efecto del NIM811.

La Figura 3 ilustra la reduccién dependiente de dosis del ADN del HBV secretado a partir de las células
transitoriamente transfectadas (Huh7) o a partir de las células (HepG2215) establemente transfectadas en la
presencia de DEB025.

La Figura 4 ilustra las reducciones dependientes de dosis del ADN del HBV citoplasmico en las células Huh7 y
HepG2215 en la presencia de DEB025.

La Figura 5 ilustra las reducciones del ADN del HBV secretado en las células HepG2215 en la presencia de DEB025
(DEB), telbivudina (TELB) y DEB + TELB.

La Figura 6 ilustra las reducciones del ADN del HBV celular en las células HepG2215 en la presencia de DEB025
(DEB), telbivudina (TELB) y DEB + TELB.

Descripcion de la divulgacion

Como se utiliza en la presente, un "paciente infectado con el virus de hepatitis B” significa un paciente que esta
infectado con cualquier genotipo del virus de hepatitis B, por ejemplo, el genotipo A, B, C, D, etc. En algunas
realizaciones, el paciente estd infectado con el virus de hepatitis Delta. En algunas realizaciones, el paciente
infectado por el virus de hepatitis B puede estar infectado también con el virus de hepatitis Delta.

En la presente invencion, un interferén puede estar pegilado o no pegilado, y puede incluir interferones tales como:
Intron-A®, interferéon alfa-2b (Schering Corporation, Kenilworth, NJ); PEG-Intron®, peginterferéon alfa-2b (Schering
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Corporation, Kenilworth, NJ); Roferon®, interferon alfa-2a recombinante (Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ);
Pegasys®, peginterferon alfa-2a (Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ); Berefor®, interferén alfa 2 disponible (Boehringer
Ingelheim Pharmaceutical, Inc., Ridgefield, CT); Sumiferon®, una mezcla purificada de interferones alfa naturales
(Sumitomo, Japodn); Wellferon®, interferon linfoblastoide alfa n1 (GlaxoSmithKline); Infergen®, interferon alfa en
consenso (InterMune Pharmaceuticals, Inc., Brisbane, CA, y Amgen, Inc., Newbury Park, CA); Alferon®, una mezcla
de interferones alfa naturales (Interferon Sciences, y Purdue Frederick Co., CT); Viraferon®; y combinaciones de
estos interferones.

Los interferones conjugados que se pueden utilizar incluyen, por ejemplo, Albuferon (Human Genome Science), el
cual se conjuga con albumina humana. El interferén conjugado con un polimero soluble en agua u homopolimeros
de poli-6xido de alquileno, tales como polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicoles, polioles polioxi-etilenados,
copolimeros de los mismos y copolimeros de bloque de los mismos. Como una alternativa a los polimeros basados
en poli-6xido de alquileno, se pueden utilizar materiales efectivamente no antigénicos, tales como dextrano, polivinil
pirrolidonas, poli-acrilamidas, alcoholes poli-vinilicos, polimeros basados en carbohidratos, y similares. Los
conjugados de interferon-polimero se describen en las Patentes Numeros US 4766106, US 4917888, EPA 0 236
987, EPA 0 510 356 y WO 95/13090. Debido a que la modificacion polimérica reduce suficientemente las respuestas
antigénicas, el interferén extrafio no necesita ser completamente autélogo. El interferon utilizado para preparar
conjugados poliméricos se puede preparar a partir de un extracto de mamifero, tal como interferén humano, de
rumiante, o bovino, o se puede producir de una manera recombinante. Otras formas de interferones incluyen
interferédn beta, gamma, tau y omega, tales como Rebif (Interferén beta 1a) de Serono, Omniferon (interferén natural)
de Viragen, o Interferon Omega por Boehringer Ingelheim. Interferones orales, tales como Interferén alfa oral por
Amarillo Biosciences.

Ejemplos adicionales de interferones que se pueden utilizar incluyen interferén-alfa pegilado, por ejemplo, interferon
a-2a pegilado, interferon a-2b pegilado, interferon en consenso pegilado o el producto de interferon a purificado
pegilado. El interferon a-2a pegilado se describe en la Patente Europea Numero 593,868 y comercialmente
disponible, por ejemplo, bajo el nombre comercial PEGASYS® (Hoffmann-La Roche). El interferén -a-2b pegilado se
describe, por ejemplo, en la Patente Europea Numero 975,369 y comercialmente disponible, por ejemplo, bajo el
nombre comercial PEG-INTRONA® (Schering Plough). El interferon en consenso pegilado se describe en la
Publicacion Internacional Nimero WO 96/11953.

En las realizaciones preferidas, el interferén utilizado en los métodos de la invencién es el interferon pegilado. En
otras realizaciones, el interferén se selecciona del grupo que consiste de interferén alfa-2a, interferén alfa-2b, un
interferén en consenso, un producto de interferén alfa purificado o un interferén-alfa-2a pegilado, interferon-alfa-2b
pegilado, e interferén en consenso pegilado, una mezcla de alfa natural y combinaciones de los mismos.

De preferencia los métodos que utilizan interferén-alfa emplean un interferén-alfa-2b pegilado, y la cantidad de
interferén-alfa-2b pegilado es de 0.5 a 2.0 microgramos/kilogramo por semana en un programa semanal, tres veces
por semana, cada tercer dia, o diariamente.

Como se utiliza en la presente, "microgramos/kilogramo" significa microgramos de farmaco por kilogramo de peso
corporal del mamifero, incluyendo el hombre, que se vaya a tratar.

Como se utiliza en la presente, el término "tratamiento" o "tratar” se refiere al tratamiento tanto profilactico como
preventivo, asi como al tratamiento curativo o modificador de la enfermedad, incluyendo el tratamiento del paciente
que esté en riesgo de contraer la enfermedad o del que se sospeche que ha contraido ya la enfermedad, asi como
de los pacientes que estén enfermos o que hayan sido diagnosticados por padecer de una enfermedad o afeccion
médica, e incluye la supresion de la recurrencia clinica. El tratamiento se puede administrar a un sujeto que tenga un
trastorno médico, o que finalmente pueda adquirir el trastorno, con el objeto de prevenir, curar, retardar el
establecimiento de, reducir la gravedad de, o mitigar uno o mas sintomas de, un trastorno o de un trastorno
recurrente, o con el fin de prolongar la supervivencia de un sujeto mas alld de lo esperado en ausencia de dicho
tratamiento.

“Régimen terapéutico” significa el patron de tratamiento de una enfermedad, por ejemplo, el patrén de dosificacion
empleado durante la terapia del HBV. Un régimen terapéutico puede incluir un régimen de induccion y un régimen de
mantenimiento.

La frase "régimen de induccién" o "periodo de induccién” se refiere a un régimen terapéutico (o a la parte de un
régimen terapéutico) que se utiliza para el tratamiento inicial de una enfermedad. El objetivo general de un régimen
de induccién es proporcionar un alto nivel del farmaco a un paciente durante el periodo inicial de un régimen de
tratamiento. Un régimen de induccién puede emplear (en parte o en todo) un “régimen de carga”, el cual puede
incluir administrar una dosis mayor del farmaco de la que un médico emplearia durante un régimen de
mantenimiento, administrar un farmaco con mayor frecuencia de aquélla con la que un médico administraria el
farmaco durante un régimen de mantenimiento, o ambos.
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La frase "régimen de mantenimiento" o "periodo de mantenimiento”, se refiere a un régimen terapéutico (o a la parte
de un régimen terapéutico) que se utiliza para el mantenimiento de un paciente durante el tratamiento de una
enfermedad, por ejemplo, para mantener al paciente en remision durante largos periodos de tiempo (meses o afos).
Un régimen de mantenimiento puede emplear una terapia continua (por ejemplo, administrar un farmaco a intervalos
regulares, por ejemplo, semanalmente, mensualmente, anualmente, etc.), o una terapia intermitente (por ejemplo, el
tratamiento interrumpido, el tratamiento intermitente, el tratamiento en recurrencia, o el tratamiento después de
satisfacer un criterio particular previamente determinado [por ejemplo, dolor, manifestacion de la enfermedad, etc.]).

Como se utiliza en la presente, el término “aproximadamente”, a menos que el contexto lo dicte de otra manera, se
utiliza para significar un intervalo de + 6 — 10 por ciento.

En otras realizaciones, el interferén alfa es un interferén alfa-2a pegilado, y la cantidad de interferén alfa-2a pegilado
administrada es de 20 a 250 microgramos/kilogramo por semana sobre una base semanal, tres veces por semana,
cada dos dias, o diaria. De preferencia, el interferén peg-IFNa2a se administra en una cantidad de 180 microgramos
una vez por semana.

En las realizaciones especificas, el interferon de ejemplo utilizado en los métodos de la presente es el interferon
seleccionado del grupo que consiste de Intron-A®; PEG-Intron®; Roferon®; Pegasys®; Berefor®; Sumiferon®;
Wellferon®; Infergen®; Alferon®; Viraferon®; Albuferon® (Human Genome Science); Rebif; Omniferon; Omega, y
combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, el alisporivir se utiliza en el tratamiento de la infeccién con el virus de hepatitis B en un
paciente y/o en el tratamiento de la infeccidén con el virus de hepatitis D en un paciente. En todavia otro aspecto, el
alisporivir se administra en combinacidn con un agente antiviral directo o un interferon.

En algunas otras realizaciones, se describe un método para el tratamiento de una infeccién con el virus de hepatitis
B en un paciente, el cual comprende administrar una cantidad efectiva de alisporivir, y opcionalmente administrar al
paciente, un interferén o un agente antiviral directo. En todavia otro aspecto, el alisporivir es para utilizarse para
mejorar la inflamacion del higado, reducir la muerte de las células hepaticas (como se evalua por los niveles de
ALT), y prevenir el progreso de la enfermedad hepatica.

En otra realizacion, se describe una composicién farmacéutica, la cual comprende alisporivir para usarse de acuerdo
con cualquiera de los métodos que se dan a conocer en la presente, y un paquete que comprende la composicion
farmacéutica en combinacion con instrucciones para administrar esta composicion.

En otra realizacién, se puede administrar alisporivir con agentes adicionales del estandar de atencion que
promuevan la eficacia antiviral de la terapia de tratamiento.

Como se utiliza aqui, agente antiviral directo significa agentes que interfieren con etapas especificas en el ciclo de la
replicacién del virus de hepatitis B (HBV). Un agente antiviral directo que inhibe la replicacién del HBV puede ser,
por ejemplo, cualquiera de los agentes contra el virus de hepatitis B (anti-HBV) actualmente aprobados para el
tratamiento del virus de hepatitis B (HBV), es decir, telbivudina, lamivudina, emtricitabina, entecavir, adefovir y
tenofovir.

En el tratamiento descrito anteriormente, se administran dosificaciones efectivas de los agentes del estandar de
atencién en las composiciones, es decir, se pueden administrar juntos (es decir, de una manera simultanea), pero
también se pueden administrar por separado o en secuencia. En general, la terapia de combinacién tipicamente se
administra en forma conjunta, siendo el razonamiento que esta administracién simultdnea induce multiples tensiones
simultaneas sobre el virus. Las dosificaciones especificas dadas dependeran de la velocidad de absorcion,
inactivacion y excrecion de los farmacos, asi como de otros factores. Se debe observar que los valores de
dosificacién también variaran con la gravedad de la afeccién que se vaya a aliviar. Los términos "coadministracion” o
"administracion combinada" o "administrado en combinaciéon con”, o similares, como se utilizan en la presente,
pretenden abarcar la administracién de los agentes terapéuticos seleccionados a un solo paciente, y se pretende
que incluyan los regimenes de tratamiento en donde los agentes no necesariamente se administran por la misma via
de administracion o al mismo tiempo. Las combinaciones fijas estan también dentro del alcance de la presente
divulgacion. La administracion de una combinacion farmacéutica de la divulgacién da como resultado un efecto
beneficioso, por ejemplo, un efecto terapéutico sinérgico o aditivo, comparandose con una mono-terapia que aplique
solamente uno de sus ingredientes farmacéuticamente activos, o comparandose con la terapia del estandar de
atencién actual. El tratamiento utilizado en los métodos descritos en la presente, se puede administrar mediante
cualquier via convencional. Uno o0 mas componentes se pueden administrar parenteralmente, por ejemplo, en la
forma de soluciones o suspensiones inyectables, o en la forma de formulaciones de depésito inyectables. De
preferencia, el alisporivir se administrara oralmente en la forma de capsulas, comprimidos, o soluciones o
suspensiones para beber. Las composiciones farmacéuticas para su administracion oral, las cuales comprenden
alisporivir, tipicamente comprenden ademas una o mas sustancias portadoras farmacéuticamente aceptables.

6



10

15

20

25

30

35

40

ES 2533213713

Tipicamente, estas composiciones estan concentradas y se necesitan combinar con un diluyente apropiado, por
ejemplo, agua, antes de que sean administradas. Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral
tipicamente también incluyen uno o mas excipientes. Los excipientes opcionales incluyen un agente isotdnico, un
regulador u otro agente de control del pH, y un conservante. Estos excipientes se pueden agregar para el
mantenimiento de la composicion y para obtener los intervalos preferidos de pH (de aproximadamente 6.5 a 7.5) y
de osmolaridad (aproximadamente 300 mosm/L).

La administraciéon de alisporivir, como se describe en la presente, esta en la forma de una sola dosis 0 en mas de
una forma de dosificacion; se pueden administrar una o mas formas de dosificacion oral una vez al dia. En algunas
realizaciones, el alisporivir se administra en dosis de 200 miligramos a 1000 miligramos.

La eficacia del régimen de terapia se puede supervisar utilizando los protocolos convencionales. El tratamiento
puede estar seguido por determinaciones de los niveles en suero del HBV y la medicion de los niveles de ALT en
suero. Por ejemplo, los pacientes se pueden evaluar para determinar la presencia del ADN del HBV en su suero. El
ADN del HBV (IU/mL) se puede medir a intervalos regulares durante el tratamiento, por ejemplo, en el dia 1 (antes
de la dosis y 4, 8, y 12 horas después de la dosis), y antes de la dosis en el dia 2, dia 3, dia 8, dia 15, dia 29, yen la
semana 12, semana 24, semana 36, semana 48, semana 72 (cuando sea aplicable), y en el seguimiento.

La eficacia de la terapia se supervisara utilizando los parametros internacionalmente aceptados (2, 3, 4):
1.1 Supervision de la respuesta en los pacientes con el virus de hepatitis B

a) Los niveles del ADN del HBV en suero se supervisaron utilizando ensayos sensibles cuantitativos basados en
(PCR) para evaluar el efecto sobre la replicacion viral.

b) En los pacientes positivos para el HBeAg — el HBeAg se supervisd junto con el anti-HBe correspondiente para
determinar si se presenté la seroconversion de HBe.

c) Se supervisaran los niveles en suero de ALT y/o AST para evaluar el impacto sobre la inflamacién del higado y la
muerte de las células hepaticas.

d) Se supervisa el HBsAg en suero — cualitativamente y cuantitativamente, debido a que la eliminaciéon del HBsAg
indicaria un resultado 6ptimo del tratamiento.

e) El desarrollo de mutaciones en el genoma del HBV que confieran resistencia al tratamiento empleado.

1.2 Supervisar la respuesta en los pacientes con el virus de hepatitis Delta. Ademas de los marcadores
anteriormente enumerados para la infeccién por HBV, se utilizara la siguiente prueba especifica para el HBV:

a) Se supervisaron los niveles de ARN del virus del HDV en suero, con el fin de evaluar el efecto sobre la replicacion
del virus de hepatitis Delta.

b) La deteccion del antigeno Delta mediante inmuno-histoquimica en el tejido hepatico puede proporcionar
informacién adicional que indique la replicacién continua del HDV.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion descrita anteriormente en la presente.

EJEMPLOS

Disefio experimental y estirpes celulares humanas:

Los experimentos utilizaron varias estirpes celulares derivadas de hepatoma humano, que se han establecido como
modelos para los estudios in vitro sobre el ciclo de vida del virus de hepatitis B o del virus de hepatitis Delta, y para
evaluar el impacto de los diferentes compuestos sobre la replicacion viral y la produccion de proteina viral — HepG2 y
HuH-7 (negativas para el HBV, PLC/PRF/5 (positivas para el HBV, produciendo solamente el HBsAg), y HepG2.2.15

(positivas para el HBV, que soporta la replicacion completa del HBV).

A) Investigacién de las actividades antivirales de los inhibidores de ciclofilina, en particular DEB025 (Alisporivir),
sobre la replicacion del virus de hepatitis B y Ia produccién del HBsAg.

Estirpe celular HepG2215, derivada de las células HepG2, se transfecté establemente con el ADN del HBV y soportd
la replicacion completa del HBV con la produccién de viriones infecciosos y el HBsAg. Las células HepG2215 se
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cultivaron en placas de 12 pozos, como se describe anteriormente (7, 8), durante 7 dias, antes de agregar los
inhibidores de ciclofilina.

Las células se trataron con 0.25, 1.0 6 5.0 microgramos/mL de NIM811 6 DEBO025; las células y los sobrenadantes
se cosecharon por separado en valores iniciales, 6, 24, 48 y 72 horas después de la adicion de NIM811 6 DEB025,
respectivamente.

Para evaluar la funcién de la ciclofilina A en la replicacion del HBV, las células HepG2215 se transfectaron con el
siARN, para la ciclofilina A, y se incubaron con el medio solamente o con la adicién de NIM811 6 DEB025. De una
manera similar, se evaluara la funcién de la Ciclofilina B, C, y D en la replicacién del HBV y del HDV mediante el
siARN especifico para CypB, C y D.

Las células HuH-7 se transfectaron con un plasmido que contenia un vector pBlueScript KS(+); se utilizaron
genomas de ADN del HBV 1.5 del subtipo adw2. Las células HuH-7 subconfluentes se transfectaron con 5
microgramos del ADN de plasmido por cada plato de 60 milimetros de diametro, utilizando 10 microlitros del reactivo
Superfect (Qiagen, Crawley, RU). Los sobrenadantes fueron reemplazados 18 horas después de la transfeccion, con
medio complementado con FCS al 10 por ciento, y las células se cultivaron durante 3 dias, como se describio (7).

Las células PLC/PRF/5 (estirpe celular Alexander) contienen el fragmento integrado de ADN del HBV, y producen
solamente el HBsAg, pero no soportan la replicacion completa del HBV (9). Esto es analogo a los hepatocitos en los
pacientes que son portadores inactivos del HBsAg (es decir, la fase no replicativa de la infeccion cronica por HBV).
Esta estirpe celular se empled para evaluar especificamente el impacto de los inhibidores de ciclofilina sobre la
produccién del HBsAg separada de la produccion del virion completo.

Resultados

1) Figura 1: Ambos inhibidores de ciclofilina NIM811 y DEB025 redujeron los niveles intracelulares del ADN del HBV
asociado con el nucleocapsido del HBV. La reduccién del ADN del HBV fue de entre 2 y 10 veces, comparandose
con las células HepG2215 en ausencia de NIM811 6 DEB025. La reduccién méas pronunciada de los niveles
intracelulares del ADN del HBV (10 veces en 72 horas) se observé con DEB025 (5 microgramos/mL), la cual fue
mayor que la reduccién observada con NIM811 a las 72 horas.

2) Figura 2: ElI DEB025 (en 5.0 microgramos/mL) mostré un mayor efecto para reducir los niveles del ADN HBV en
los sobrenadantes del cultivo celular, cuando se comparé con el efecto del NIM811.

B) Investigacion de las actividades antivirales de los inhibidores de ciclofilina, en particular DEB025 (Alisporivir),
sobre la replicacion del virus de hepatitis Delta.

La infeccion con el virus de hepatitis Delta (HDV) siempre esta asociada con la presencia del virus auxiliar - el virus
de hepatitis B (HBV). La base para esta dependencia es que se requieren las proteinas de envoltura del HBV tanto
para que el HDV entre en los hepatocitos, como para el ensamble de las nuevas particulas del HDV. Una vez que
esta dentro de una célula susceptible, el genoma de ARN circular de una sola cadena del HDV se puede replicar
mediante la sintesis del ARN dirigida al ARN, utilizando la re-direcciéon de una polimerasa de ARN anfitriona. In vitro,
es posible estudiar el genoma del HDV en estirpes celulares cultivadas en ausencia del HBV auxiliar. Por ejemplo, la
replicacién se inicia cuando las células se transfectan con una version de ADNc de la secuencia del HDV (10).
Ademas, se puede satisfacer esta necesidad mediante la co-transfeccion del ARN del HDV junto con un ARNm para
el 5Ag (11).

C) Investigacion de las actividades antivirales de los inhibidores de ciclofilina, en particular DEB025 (Alisporivir) en
combinacién con una polimerasa de ADN del HBV de direccidn anti-viral directa (telbivudina), sobre la replicacién del
virus de hepatitis B.

Las células establemente transfectadas (HepG2215), y las células (HUH-7) transitoriamente transfectadas, que
producen los viriones completos del HBV vy las particulas del HBsAg, se trataron con una gama de concentraciones
de Alisporivir (0.25, 1.0, 5.0 6 20 microgramos/ml) solo, telbivudina sola, o combinaciones de Alisporivir y telbivudina.
Para determinar el involucramiento de las ciclofilinas individuales, las células HepG2215 se transfectaron con el
siARN especifico para la ciclofilina (Cyp) A, C o D, y se trataron adicionalmente con Alisporivir. Los extractos
citoplasmicos y los sobrenadantes se cosecharon en valores iniciales, 24, 48 y 72 horas después del tratamiento. La
cinética de la actividad antiviral se evalu6 mediante la cuantificacién del ADN del HBV intracelular y secretado
(qPCR en tiempo real), y de los niveles del HBsAg (ELISA).

Tanto en las células HepG2215 como en las células HUH-7, el tratamiento con Alisporivir dio como resultado una

reduccion dependiente de dosis del ADN del HBV intracelular y secretado en todos los puntos del tiempo, con el 70
por ciento (p = 0.004) y el 63 por ciento (p < 0.001), respectivamente, comparandose con los controles no tratados.
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La combinacion de Alisporivir y telbivudina tuvo mayores efectos para reducir el ADN del HBV intracelular (p = 0.001)
y secretado (p = 0.028), y >3 veces la reduccién del HBsAg contra cualquiera de Alisporivir o telbivudina solos. La
expresion de CypA, C o D se redujo notoriamente después de la transfecciéon con el siARN correspondiente, la cual
estuvo asociada con una disminucion significativa de los niveles del ADN del HBV y del HBsAg (p < 0.001). El
tratamiento con Alisporivir de las células inactivas para CypA, C o D redujo adicionalmente los niveles del ADN del
HBV y del HBsAg, siendo mayores los efectos antivirales en las células inactivas para CypC o CypD, comparandose
con las células inactivas para CypA (p < 0.001).

Estos resultados sugieren que el Alisporivir interfiere con multiples sitios de la replicacién del HBV, y su actividad
antiviral es sinérgica con la polimerasa de ADN viral de direccidn antiviral directa, tal como telbivudina.

1. Cultivo celular y transfeccion.

La estirpe celular de hepatoma humano HuH7 se cultivd en un medio de Eagle modificado por Dulbecco
complementado con suero bovino fetal al 10 por ciento, penicilina, y estreptomicina, y se incub6 a 37°C en CO al 5
por ciento, como se describe anteriormente (12). Para los estudios de transfeccién, los cultivos celulares se
sembraron durante la noche en placas de seis pozos o cajas de Petri de 60 milimetros de diametro, y se
transfectaron con 5 y 10 ug, respectivamente, de mezclas de 50:50 de ARNm de HDAg y ARN del virus del HDV (1.2
veces la longitud del genoma), utilizando el reactivo DMRIE-C (Gibco BRL) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Luego de la transfeccion, los cultivos se incubaron durante la noche, se cambié el medio, y se continud la
incubacion durante hasta 2 a 7 dias adicionales.

2. Cuantificacién del ADN del HBV en el citoplasma y en los sobrenadantes celulares

Se evalué la replicacion del virus de HBV mediante la cuantificacién tanto del ADN del HBV asociado con el
nucleocapsido viral (citoplasmico), como de los niveles del ADN del HBV en los sobrenadantes del cultivo celular,
como se describio anteriormente (8, 9). El ADN del HBV del nucleocéapsido se extrajo y se cuantific6 mediante (PCR)
en tiempo real TagMan (ABI Prism 7700). El ADN del HBV intracelular se normalizé con b-actina como un gen de
mantenimiento. EI ADN del HBV secretado se extrajo con el mini-kit de ADN QIAmp (Qiagen, Sussex, (RU), y
también se cuantific6 mediante TagMan. La sensibilidad de la cuantificacion del ADN del HBV se verificé en cada
prueba con diluciones en serie del plasmido de ADN del HBV, asi como del estandar del ADN de HBV EuroHep,
como se describe (9, 10).

3. Cuantificacion del HBsAg.

Se cuantificaron los niveles del antigeno superficial pequefio del HBsAg en los sobrenadantes del cultivo celular (a
partir de las células 2215 y PLC/PRF/5) con ELISA (Abazyme, Needham, MA), utilizando diluciones en serie de
cantidades conocidas del HBsAg (9).

4. Transfeccion del siARN

Las células HepG2215 se sembraron con los siARN (Dharmacon Inc., Lafayette, CO) en una densidad del 50 por
ciento, y se incubaron durante 48 horas. Posteriormente, las células se lavaron, y se agregaron NIM811 6 DEB025
(BL). Las muestras celulares y del sobrenadante se recolectaron a las 6 horas, a las 24 horas (el medio fue
reemplazado), y a las 48 horas. El ADN total se extrajo de las muestras, y se cuantificod el ADN del HBV mediante
PCR en tiempo real, como se hizo anteriormente. El ARN total se extrajo con fenol, cloroformo. El ARN se transcribio
inversamente con el kit de transcripcién inversa Quantitect (Qiagen), y el ADNc se cuantificé con el kit SYBR Green
Quantitect utilizando cebadores Quantitect (Qiagen, Sussex, RU).

5. Analisis de inmunotransferencia para el HBsAg.

Después de 48 horas, las células (células PLC/PRF/5 6 HepG2215) se someten a tripsinizacion, y se lavaron dos
veces en suero regulado con fosfato, y se volvieron a suspender en regulador de lisis. La presencia de la IgG
humana y del HBsAg en las células PLC/PRF/5 se analizé mediante Western blot en las células cultivadas en
presencia o en ausencia de la IgG monoclonal anti-HBs, como se describe (7).

6. Transcripcion in vitro para el ARN de hepatitis Delta.

Los ARN del HDV de 1.2 veces la longitud del genoma, se transcriben a partir de los plasmidos pBS81.2G,
pBS51.2AG, pBS51.2G(2xS), y pBS81.2AG(2xS) con los kits T7 MEGAscript (Ambion) después de la linearizacion
con la enzima de restriccion Notl, como se describié anteriormente (13). El ARNm tapado para el HDAg se transcribe
a partir del plasmido pX9-l/ll después de la linearizacién con Hindlll, utilizando un kit T7 m-Message m-Machine
(Ambion). Los ARN del HDV genémico y antigendmico del mondémero no marcado, se transcriben a partir de
pTMdSalA y pTM&SalB con el T7 MEGAscript después de la linearizacién mediante digestion con Pstl.
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7. Analisis Northern del ARN del HDV.

El ARN viral de los inéculos y sueros se purificd utilizando un minikit de ARN Viral QlAamp (QIAGEN, Valencia,
Calif.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (14, 15). Entonces se incuban diversas cantidades de ARN a
55°C durante 50 minutos en la presencia de glioxal 1.9 M (Fisher Scientific, Fair Lawn, N.J.), fosfato de sodio 7.1 mM
(pH de 6.8), EDTA 4.5 mM - DMSO al 35 por ciento. Las muestras se cargan entonces sobre un gel de agarosa al
1.5 por ciento que contiene fosfato de sodio 10 mM, pH de 6.8, y se someten a electroforesis durante 4 horas a 150
mA. Para los sobrenadantes, se utiliza la mitad del ARN, mientras que para el ARN celular, se cargan 5
microgramos. Los ARN se transfieren capilarmente durante la noche a membranas Zeta-Probe (Bio-Rad, Richmond,
Calif.). Después de la transferencia, la membrana se hornea o bien se reticula con UV utilizando un Stratalinker
(Stratagene). La transferencia se hibridd tal como se describid con detalle (15). Después de la hibridacién, la
transferencia se lava a 70°C con 400 ml de 2x SSPE-SDS al 0.1 por ciento, entonces con 400 ml de 1x SSPE-SDS
al 0.1 por ciento, y entonces con 200 ml de 0.1x SSPE-SDS al 0.1 por ciento. La membrana se secé a 70°C y se
sometid a autoradiografia y analisis de imagenes de fésforo (phosphorimager) (Molecular Dynamics).

8. Cuantificacion del PCR en tiempo real en muestras de suero (como se describié anteriormente (16)).

Los ARN del HDV se extraen a partir de 250 pl de suero o plasma mediante el uso de una aspiradora de virus
QlAamp MinElute (QIAGEN, Courtabceuf, Francia). Los ADNc se sintetizan como se describié anteriormente, y se
purifican con dispositivos de filtro centrifugos de PCR Montage (Millipore, Molsheim, Francia).

El cebador primario se selecciona para dirigirse hacia la regiéon de la ribozima del genoma, y el cebador inverso se
dirige hacia la region | de la ribozima del antigenoma. La sonda, la cual se hibrida en la misma regién que el cebador
inverso, se disefia para empalmarse a la secuencia antigenémica, con el objeto de evitar el emparejamiento de
bases con el cebador inverso. Los nhombres y las secuencias de los cebadores y la sonda son como sigue: Delta-F
(cebador primario), 5-GCATGGTCCCAGCCTCC-3'; Delta-R (cebador inverso), 5-TCTTCGGGTCGGCATGG-3'; y
Delta-P (sonda), 5-FAM-ATGCCCAGGTCGGAC-MGB-3'. Debido a la existencia de un emparejamiento incorrecto
con las secuencias de los genomas HDV-3, se disefia especificamente el siguiente segundo cebador directo para la
amplificaciéon de los aislados de HDV-3: T3-Delta-F, 5-GCATGGCCCCAGCCTCC-3". Se llevan a cabo PCR en
tiempo real, utilizando la mezcla maestra de PCR TagMan Universal (Applied Biosystems, Courtabceuf, Francia). La
reaccion consiste en una etapa de inicio de 2 minutos a 50°C, seguido por 10 minutos a 95°C, y entonces 45 ciclos
de amplificacién incluyendo 15 s a 95°C y 1 minuto a 60°C. Las reacciones, la adquisicion de datos, y los analisis se
llevan a cabo con el sistema de deteccién de secuencias ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
Francia).

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Novartis AG

<120> Tratamiento para Infeccién con el Virus de Hepatitis B solo o en Combinacién con el Virus de Hepatitis Delta y
Enfermedades Hepaticas Asociadas

<130> PAT054611-EP-EPT
<140> PCT/EP2012055857
<141>2012-03-30

<150> US 61/470,666
<151>2011-04-01

<160> 4

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Cebador

<400> 1

gcatggtccc agcectee 17
<210> 2

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400> 2

tettcgggte ggcatgg 17
<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sonda

<400> 3

atgcccag gtcggac 15
<210>4

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400> 4

gcatggcccc agcctecec 17
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REIVINDICACIONES
1. Alisporivir para utilizarse en el tratamiento de la infeccion por el virus de hepatitis D en un paciente.

2. Alisporivir para utilizarse de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el alisporivir se administra en combinacién
con un agente antiviral directo.

3. Alisporivir para usarse de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el agente antiviral directo se selecciona del
grupo que consiste esencialmente de telbivudina, lamivudina, emtricitabina, entecavir, adefovir y tenofovir.

4. Alisporivir para usarse de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual comprende administrar una cantidad efectiva de
alisporivir, y opcionalmente administrar al paciente, un interferébn o un agente antiviral directo.
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Efecto de NIM811 y DEB025 sobre el ADN de HBV en células
HepG2215.

Los niveles intracelulares del ADN de HBV disminuyeron durante el
tratamiento con NIM811 o DEB025. Los datos mostrados son los
valores promedio (+ SEM) de dos experimentos independientes. El
medio de cultivo celular fue reemplazado a las
24 horas y a las 48 horas.

FIG. 1

14



1REAT MIME11

ES 2533213713

TR DEBO2S

HOE -8

T TH

ADHK dn KW ascretsdo {coplaskml )

= 4
"o
i &

B0E 90
[-18 Lhe Ehh

Imh

Tk BL Eh Fk 40k TEh

I_ " | - @ E A — & = il

———rpa | | —— opem  -® pIEDER --os - ) JEER —— =oED

Efecto de NIM811 y DEB025 sobre los niveles del ADN de HBV en
los sobrenadantes del cultivo celular.

Los niveles del ADN de HBV secretado disminuyeron durante el
tratamiento de las células HepG2215 con NIM811 o DEB025. Los
datos mostrados son los valores promedio (+ SEM) de dos
experimentos independientes. El medio de cultivo fue reemplazado a
las 24 horas y a las 48 horas.

FIG. 2
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ADN de HBV secretado por Huh7 en la presencia de DEB025
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FIG. 3
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ADN de HBV citoplasmico de Huh7 en la presencia de DEB025 "
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FIG. 4
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ADN de HBY secretado (% no tratado)
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ADM de HBY secretado por HepG2215
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La combinacién de DEB025 (DEB) y Telbivudina (TELB) tiene un
mayor efecto en los puntos del tiempo tempranos (24 horas y 48
horas) en comparacién con el DEB025 solo.

La reduccion del ADN de HBV secretado es mayor a partir de las
celulas tratadas con 0.25, 1 y 5 pg/ml de DEB en combinacién
con TELB, comparandose con el DEB025 solo.

FIG. 5
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ADN de HBV celular de HepG2215 en la ADM de HBV celular de HepG2215 en la
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La combinacién de DEBQ025 (DEB) y Telbivudina (TELB) tuvo un
mayor efecto antiviralcomparandosecon el DEB025 solo - a las 48
horas y a las 72 horas, la combinacién indujo una mayor disminucion
del ADN de HBV intracelular.

FIG. 6
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