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ES 2289 137 T3

DESCRIPCION

Utilizacién de conjugados de dcido o 4cidos grasos con un dcido biliar o una sal biliar.

La presente invencidn se refiere a una nueva utilizacién de ciertos conjugados de dcido graso con un 4cido biliar o
una sal biliar.

A partir de la Patente de Israel IL-A-123.998 se conocen conjugados de 4dcido graso con un dcido biliar o una sal
biliar [BAFAC I] de férmula general I

W-X-G

en la que G es un radical de 4cido biliar o sal biliar, que si se desea, estd conjugado en la posicion 24 con un aminodcido
adecuado, W representa uno o dos radicales de acidos grasos que tienen de 18 a 22 dtomos de carbono y X representa
un enlace NH entre dicho radical de 4cido biliar o sal biliar y el 4cido o dcidos grasos.

A partir de dicha descripcidn, se conoce la utilizacion de los compuestos de férmula general I y de las composi-
ciones farmacéuticas que comprenden a los mismos para disolver cdlculos biliares de colesterol en la bilis, evitando
la aparicién o reaparicion de dichos cédlculos biliares, y para reducir o evitar la arteriosclerosis. También se conocen
procedimientos para el tratamiento de dichas enfermedades.

La Patente US-A-3.856.953 da a conocer un procedimiento para el tratamiento del higado graso que comprende la
administracién de dcido 3a,7a-dihidroxi-12a-aciloxi-58-coldnico o acido 3a-hidroxi-7«,12a-diaciloxi-58-colanico a
un paciente, en el que el grupo aciloxi es de un hidrocarburo de 4cido carboxilico de menos de 12 dtomos de carbono.
Los compuestos en los que el sustituyente aciloxi esta sustituido por un sustituyente alcoxi también se indican que son
activos para el tratamiento del higado graso.

Se ha observado sorprendentemente que los BAFACS y las composiciones farmacéuticas que comprenden a los
mismos se pueden utilizar para la fabricaciéon de un medicamento destinado al tratamiento del higado graso.

De este modo, en particular, la presente invencion se refiere a la utilizacién de un conjugado de 4cido graso con un
dcido biliar o una sal biliar de formula general 11

W-X-G

en la que G es un radical de 4cido biliar o sal biliar, que, si se desea, estd conjugado en la posicién 24 con un
aminodcido, W representa uno o dos radicales de dcidos grasos que tiene de 14 a 22 dtomos de carbono y X representa
un miembro de enlace adecuado o un enlace C=C directo entre dicho radical de 4cido biliar o sal biliar y el 4cido o
dcidos grasos, o de una composicién farmacéutica que comprende al mismo para la fabricacion de un medicamento
destinado al tratamiento del Higado Graso, en la que dicho miembro de enlace adecuado X proporciona un enlace
s6lido que no estd sustancialmente desconjugado durante el proceso de absorcion del conjugado, con la condicién de
que dicho miembro de enlace X no sea un enlace éster.

El enlace debe ser un enlace sélido que no esté sustancialmente desconjugado por los enzimas intestinales y/o
bacterianos durante el proceso de absorcion. De este modo, un enlace éster no es adecuado ya que se desconjuga facil-
mente. En particular, el enlace representa NH, pero también puede representar otros miembros de enlace adecuados,
por ejemplo, S, P, O (éter), etc.

El enlace puede estar en la configuracion alfa o beta y puede estar acoplado en varias posiciones de la molécula de
cido biliar, siendo preferidas las posiciones 3, 6, 7, 12 y 24.

En el compuesto de férmula general II, el 4cido graso se selecciona entre dcido behenilico, dcido araquidilico y
acido estedrico.

En una realizacién preferida, el compuesto de férmula general II estd representado por dcido 33-araquidilamido-
7a,12a-dihidroxi-58-colan-24-oico.

El higado graso es actualmente una de las enfermedades més habituales del higado. Es debido a la acumulacién
excesiva de grasa en el higado. Histol6gicamente se demuestra mediante la presencia de cantidades variables de micro
y/o macro gotas de grasa vesicular en el tejido hepatico. El higado graso puede estar causado por fadrmacos, productos
quimicos, enfermedades, bacterias, etc., pero la principal causa es una ingesta alimenticia excesiva que conduce a la
obesidad (principalmente truncal).

Debido a la creciente prevalencia del sobrepeso en sociedades opulentas, la prevalencia del higado graso estd en
aumento. El higado graso puede progresar hacia esteatohepatitis y cirrosis con la consiguiente morbidad y mortalidad.
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El mejor tratamiento para el higado graso inducido por la dieta se fundamenta en la pérdida de peso. Sin embargo,
tal como se sabe esto raramente se consigue.

Actualmente se ha descubierto que los BAFACs II pueden reducir y evitar el higado graso. Esto también se ha
demostrado durante la continuacién de la ingesta alimenticia excesiva en varias especies animales.

A continuacién, se describird la presente invencién haciendo referencia a los siguientes Ejemplos y Figuras sin
limitarse a los mismos.

En dichos Ejemplos la “dieta regular” utilizada tenfa la siguiente composicién:

Carbohidratos 50%, Proteina 21%, Grasa 4% con mineral, fibra y suplementos vitaminicos (fabricados por Koffolk,
Petach Tigwa, Israel).

La figura 1 muestra la proporcion de lipido/proteina en el higado de ratones C57JL endogdmicos alimentados con
una dieta elevada en grasas +/- BAFAC (150 mg/kg/dia) durante cinco semanas.
Ejemplo 1
Procedimiento de examen histologico

La presencia de higado graso fue evaluada por un pat6logo desconocedor de los tratamientos, calificado muestras
codificadas de manera ciega.

El sistema de calificacion fue el siguiente:

0 - Sin higado graso

1 - Higado graso minimo <5% de superficie de higado afectada

2 - Higado graso medio 5-<25% de superficie de higado afectada

3 - Higado graso destacado 25-50% de superficie de higado afectada

4 - Higado graso severo >50% de superficie de higado afectada
1. Hamsters

Se utilizaron Hamsters machos dorados sirios (Anilab, Rehovot, Israel) de 4-6 afios de edad que pesaban 90-110
g. Se alimentaron con una dieta litogénica (No 1) que consistia en su dieta regular complementada con colesterol 1%,
acido palmitico 1,2%, aceite de maiz 2% (p/p) (modificado de Ayyad y otros, Lipidos...) durante 10 semanas. A la
mitad de los animales se les administré de forma similar ademds 150 mg/kg/dia de 4cido 38-araquidilamido-7a,12a-
dihidroxi-58-colan-24-oico. El compuesto se administré suspendido en solucién salina mediante sonda intragéstrica.
A los animales de control se les administr6 sélo solucién salina. Después de 10 semanas, los animales de anestesiaron
y se sacrificaron. Se extrajeron el higado y otros 6rganos y se colocaron en formalina para el examen histolégico.

2. Ratones

Se utilizaron ratones endogdmicos machos C57 (Jackson Lab., Maine, USA) de 4-6 semanas de vida que pesaban
20-25 g. Se alimentaron con una dieta “Western” (George y otros, Circulation 2000, 102: 1822-27) que contenia
Colesterol 1,5 mg/kg y Grasa 42%, Carbohidratos 43% y Proteinas 15% (en % de calorias). A la mitad se administraron
ademds 150 mg/kg/dia de 4dcido 3B-araquidilamido-7«,12a@-dihidroxi-58-colan-24-oico suspendido en solucién salina
mediante sonda intragdstrica. A la otra mitad se les administré de forma similar s6lo solucién salina. Después de 4
semanas, los animales de anestesiaron y se sacrificaron. Se extrajeron el higado y otros 6rganos y se colocaron en
formalina antes del examen histolégico.

El nimero de animales de cada grupo y los resultados histolégicos se indican en la siguiente Tabla 1.
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TABLA 1

Calificaciones del higado graso de los animales de prueba

Animales Dieta Curacién { n | Control (calificacidén) { n +BAFAC
(semanas) (calificaciones)
0l 1]2] 3|4 |media 0]1]|2]| 3|4 |media
Hamsters, Litogénica 10 7 7 4a 716 1 0,28
dorados 1
sirios -
Ratones CS57 Western 4 101 1 3 6 1,5b {14 (12 (1 1 0, 35
J/L
endogamicos

a- Grasa microvesgicular
b- Grasa mezclada (micro y macrovesicular)

Los datos en dicha Tabla 1 muestran que los BAFACS reducen y/o evitan el higado graso.

Ejemplo 2

Se utilizaron ratones endogamicos C57J/L de 4 semanas de vida y que pesaban aproximadamente 20 g (Jackson
Lab. Maine, USA). Se alimentaron durante 5 semanas con una dieta litogénica con alto contenido en grasas que con-
sistia en: colesterol 1%, 4cido cdlico 0,5%, tocino 10%, manteca 6%, 4cido palmitico 1,2% y aceite de maiz 2% (p/p)
afiadido a la dieta regular. Ademads de la dieta, a los animales se les administré diariamente, mediante sonda, BAFAC
(150 mg/kg) suspendido en solucién salina o un volumen igual de solucién salina sola. Los BAFACs eran conjugados
de 4cido cdlico (en la posicién 3) con Acido Palmitico (C-16) o Acido Araquidico (C-20) o Acido Behénico (C-22)
utilizando un enlace amida. Los controles (n = 5) recibieron solucién salina, los animales de prueba recibieron el con-
jugado C-16 (n =5), el conjugado C-20 (n =5) o el conjugado C-22 (n = 3). Después de 5 semanas, tras ayuno durante
toda la noche, los animales se anestesiaron utilizando quetamina, se extrajo el higado, y los animales se sacrificaron
mediante una sobredosis de quetamina. Se homogenizé una muestra de 0,5 g de higado en 5 ml de solucién salina
tamponada. Los lipidos del higado se extrajeron del homogenato mediante el método Folch utilizando cloroformo:
metanol (2:1 vol/vol). Se extrajo medio mililitro del homogenato en 5 ml de la solucién de Folch. Después de la eva-
poracién del disolvente, los lipidos se pesaron y se reevaporaron varias veces hasta obtener un peso constante. Las
proteinas se cuantificaron en otra parte alicuota del homogenato segtin el método de Bradford. (Bradford M.M., Annal
Biochem. 1976, 72:248).

Se calculé la proporcién de lipidos con respecto a proteinas (mg/mg). Los resultados para cada grupo se muestran
como medias (+ Desviacién estandar). Los valores de los grupos fueron:

Controles 7,9 +/- 2,32, BAFAC C-16 2,25 +/- 1,20, BAFAC C-20 1,44 +/- 1,18 y BAFAC C-22 3,00 +/- 1,08. Los
resultados se ilustran en la figura 1.

Los datos muestran que los efectos reivindicados son ejercidos por diversos conjugados, algunos de ellos casi tan
potentes como el conjugado C-20 utilizado en el ejemplo 1.
Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es sélo para conveniencia del lector. No forma parte del documento
de Patente Europea. Aunque se haya tenido un gran cuidado en recoger las referencias, no puede excluirse la presencia
de errores u omisionees y por ello la EPO declina cualquier responsabilidad a este respecto.
Documentos de patentes citados en la descripcion

o IL 123998 A [0002] o US 3856953 A [0004]

Bibliografia no correspondiente a patentes citada en la descripcion

e GEORGE. Circulation, 2000, vol. 102, 1822-27 [0022]
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un conjugado de dcido graso con un dcido biliar o una sal biliar de férmula general II

W-X-G

en la que G es un radical de acido biliar o sal biliar, que, si se desea, estd conjugado en la posicién 24 con un
aminodcido, W representa uno o dos radicales de dcidos grasos que tienen de 14 a 22 4tomos de carbono y X representa
un miembro de enlace adecuado o un enlace C=C directo entre dicho radical de 4cido biliar o sal biliar y el 4dcido o
dcidos grasos, o de una composicién farmacéutica que comprende al mismo para la fabricacion de un medicamento
destinado al tratamiento del higado graso, en la que dicho miembro de enlace adecuado X proporciona un enlace
sdlido que no estd sustancialmente desconjugado durante el proceso de absorcién del conjugado, con la condicién de
que dicho miembro de enlace X no sea un enlace éster.

2. Utilizacién segun la reivindicacién 1, en la que en el compuesto de férmula general II el miembro de enlace es
NH.

3. Utilizacién segtin la reivindicacion 1, en la que en el compuesto de férmula general II el 4cido graso se selecciona
entre dcido behenilico, 4cido araquidilico y dcido estedrico.

4. Utilizacién segiin la reivindicacién 1, en la que en el compuesto de férmula general II es dcido 33-araquidilami-
do-7a,12a-dihidroxi-58-colan-24-oico.
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