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DESCRIPCION

Tratamiento y prevencién del dafio tisular asociado a la produccién de proteina C-reactiva aumentada.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un medicamento para el tratamiento o la prevencion del dafio tisular en un sujeto,
especialmente en el hombre que presente una afeccidn inflamatoria o de dafio tisular. Se proporcionan compuestos para
el tratamiento o la prevencién de dicho dafio tisular en virtud de su capacidad para inhibir la unién de la proteina C-
reactiva (CRP) in vivo a ligandos aut6logos y extrinsecos.

Antecedentes de la invencion

La proteina C-reactiva es una proteina (CRP) plasmética normal de la familia proteica de las pentraxinas, siendo
otro miembro de las cuales una molécula muy similar, el componente P amiloide del suero (SAP) (1). La CRP es la
clasica proteina de la fase aguda, cuya concentracién circulante aumenta de forma importante en respuesta a la mayoria
de las formas de inflamacidén, dafio tisular e infecciones, correlacionandose estrechamente los valores obtenidos, en la
mayoria de las situaciones, con el grado y actividad patogénica (2). La CRP es una proteina dependiente del calcio,
que se une a un ligando, siendo los residuos de fosfocolina (3) a los que se unen con una mayor afinidad, pero
también se une a otros. Se une a muchos de estos ligandos con gran avidez. Los ligandos conocidos para la CRP
incluyen tanto estructuras aut6logas como extrinsecas. Los ligandos autdlogos incluyen lipoproteinas plasmaticas
originales (4, 5) y modificadas, membranas celulares dafiadas, (6), distintos fosfolipidos diferentes y compuestos
relacionados (7), y pequeiias particulas ribonucleoproteicas nucleares (8, 9). Los ligandos extrinsecos incluyen muchos
componentes glicanos, fosfolipidos y otros, de microorganismos, tales como componentes sométicos y capsulares
bacterianos, hongos y parasitos, asi como productos vegetales (10-15). Cuando CRP se ha unido a sus ligandos, puede
activar el complemento mediante la cldsica via a través de Clq (16-19), obteniendo la activacién y fijacién de C3, la
principal molécula de adhesion del sistema del complemento (20, 21), asi como la implicacién de la fase litica terminal
C5-C9 (22).

Aunque trabajos clinicos muy iniciales (23) sugirieron que CRP podria contribuir posiblemente a la inflamacidn,
y subsiguientes estudios experimentales animales se interpretaron como demostrativos de papel proinflamatorio para
CRP, no ha sido hasta hace poco que se ha mostrado evidencia directa de que no existe ninguna implicacién de la
CRP en procesos de inflamacién y dafio tisular. Existen algunos informes de la precipitacién de la CRP en lesiones
inflamatorias y necrésicas, y de la asociacion entre CRP y la activacién del complemento (24-30). Sin embargo,
ninguno de estos estudios muestra directamente que CRP sea responsable del dafio tisular, y el unico estudio de
la precipitacion en tiempo real de la CRP en los tejidos humanos en pacientes vivos, mostré que tuvo lugar sélo
en cantidades pequefiisimas, si es que lo hubo en alguna (31). Verdaderamente, el trabajo publicado que examina
directamente el papel de la CRP en modelos experimentales de la enfermedad, indica que la CRP puede tener un papel
antiinflamatorio que regula por disminucién la infiltracién de células inflamatorias y reduce el dafio tisular (32, 33).
Esto concuerda con el hallazgo de que la CRP cuando forma un complejo es relativamente ineficaz para generar la
fase terminal de la activacidn del complemento y que la implicacién de la CRP regula por disminucién otros aspectos
inflamatorios de la activacién del complemento (34, 35). Trabajos muy recientes en distintos modelos que implican el
manejo de células apoptdsicas, indican también que CRP tiene propiedades antiinflamatorias (36). No existe, por lo
tanto, consenso con respecto al papel de la CRP in vivo y la opinién predominante es que puede ser antiinflamatoria.
En general, la asociacién de aumento de la produccién de CRP con la situacién de la enfermedad, se ha interpretado
hasta la fecha basandose en que la produccién de CRP refleja la gravedad de la patologia subyacente y/o la presencia de
complicaciones intercurrientes. Sin embargo, hemos demostrado recientemente de forma inequivoca que la CRP puede
exacerbar el dafio tisular isquémico in vivo, mediante un mecanismo que depende del complemento, estableciendo que
la inhibicién de la unién de CRP in vivo constituye una meta potencialmente importante (37). Este es el objeto de la
solicitud de la patente US con el nimero de serie 0119370.5

La ateroesclerosis predomina extensamente en los paises desarrollados y sus complicaciones mds importantes de
infarto miocardico e ictus representan un tercio de todas las muertes. Aunque ha habido avances en la comprensién
de algunos aspectos de la patogénesis y en los tratamientos profilacticos y de dltimo recurso, la carga personal, social
y econdmica de estas situaciones sigue siendo enorme. De modo similar, las enfermedades inflamatorias crénicas de
etiologia desconocida son habituales, debilitantes, caras y a menudo peligrosas de tratar sintomdticamente, asi como
incurables y a menudo con un acortamiento de la esperanza de vida. Por ejemplo, la artritis reumatoide afecta a apro-
ximadamente 4% de la poblacion con edad superior a los 50 afios, siendo dolorosa y provocando discapacidad severa,
se asocia con una mortalidad prematura significativa. La carga del cincer es muy pesada, representando alrededor de
un tercio de todas las muertes en los paises desarrollados, y la gravedad e importancia de las enfermedades infecciosas
a través del mundo, es evidente. Existe necesidad de un compromiso para nuevos medicamentos con objeto de reducir
la gravedad y prolongar la supervivencia en todas estas distintas situaciones.

Sumario de la invencion
De acuerdo con esto, en un primer aspecto, la presente invencioén proporciona un agente para utilizar en medici-
na, particularmente para la preparacién de una composicién para el tratamiento o la prevencion del dafio tisular en

un individuo que presente una situacion inflamatoria o de dafio tisular. El agente comprende dos ligandos counidos
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covalentemente mediante un enlazador, de manera que se forma un complejo con diversas moléculas de proteinas C-
reactivas (CRP) en su presencia, el cual a agente posee la estructura general Ligando-Enlazador-Ligando,

en la que cada ligando puede unirse mediante un sitio de unién del ligando presente en la molécula CRP y que
presenta independientemente la formula general

en la que R comprende una amina, unida opcionalmente al -O- mediante un grupo alquileno; en la que la amina es
trimetilamonio, un dimetilamonio aminometilo o NH,, y en la que el enlazador posee una longitud de cadena de entre
5 a7 atomos. Los ligandos son los mismos o diferentes.

Sorprendentemente, se ha encontrado que los agentes segin la presente invencién, son potentes para inhibir la
unién del ligando a la CRP. Se ha demostrado que CRP juega un papel patogénico directo en una situacion de enfer-
medad, potenciando especificamente el grado de dafio miocardico producido por la alteracién isquémica. Este papel
patogénico puede tratarse o prevenirse utilizando un medicamento que pueda inhibir la unién de CRP a su ligando
diana in vivo. Sin pretender de teorizar y tal como se describe con mayor detalle en la presente memoria, se cree que
la inhibicién de la unién de CRP a su ligando diana in vivo podria prevenir que CRP activara el complemento y de este
modo, reducir o eliminar los efectos deletéreos de la activacién del complemento mediada por CRP, que se cree en la
actualidad responsable del dafio tisular en las condiciones en que va a tratarse, segin la presente invencion.

En una forma de realizacion segun la invencion, la situacion de dafio tisular y/o inflamatoria comprende la ateroes-
clerosis.

Aunque la CRP se produce en grandes cantidades en respuesta a muchas formas de dafios tisulares, inflamacién e
infeccidn, su concentracidn circulante es extremadamente baja en individuos sanos normales y en la mayoria de los
individuos en la poblacion general (38,39). Hasta recientemente, se considerd que estos niveles bajos no tenfan ningtin
significado clinico, y los ensayos generalmente disponibles para CRP se disefiaron sélo para detectar y medir la CRP
circulante cuando la concentracidn excedia de 5 o incluso de 10 mg/l, que representa el 90-99% del intervalo que se
encontrd en los individuos sanos. Sin embargo, se ha acumulado mucho trabajo desde nuestros descubrimientos origi-
nales, que empezaron en 1994 (40), que muestra de modo convincente que, incluso dentro del intervalo de referencia
para CRP, entre los valores previamente considerados cono “normales”, se asocié muy significativamente un aumento
de la produccién de CRP con eventos aterotrombéticos, incluyendo el infarto miocérdico, el ictus y la progresion de
la enfermedad vascular (41-49).

Los mecanismos que subyacen a la asociacién entre una producciéon de CRP que ha aumentado modestamente
y el desarrollo, progresién y complicaciones de la ateroesclerosis, no se conocen. Sin embargo, es probable que sea
muy relevador que se sepa que la ateroesclerosis constituye una situacién inflamatoria, y que CRP y el complemento
activado se codepositan en virtualmente todas las placas ateromatosas (29, 50). Ademas, la CRP se une selectivamente
a la lipoproteina de baja densidad (LDL), la lipoproteina mas importante que se acumula en las lesiones arteriales de la
ateroesclerosis (4, 5), y la unién de CRP a la LDL “modificada”, que estd parcialmente degradada, tal como se encuen-
tra en las placas, activa de forma intensa el complemento (51). La CRP promueve la absorciéon de LDL nativa por los
macréfagos y las células musculares lisas vasculares in vitro para formar células espumosas, que constituyen caracte-
risticas tipicas y patolégicas importantes de las lesiones ateroescleréticas in vivo. Finalmente, existe evidencia de que
la CRF puede estimular a los macréfagos, que son las células mds abundantes que infiltran las placas ateromatosas,
para producir un factor tisular (TF) (52). TF es el iniciador de la coagulacidn sanguinea, responsable de la iniciacién
de la formacién de los trombos en las placas rotas que ocluyen actualmente las arterias ateroesclerdticas y precipitan
el infarto miocérdico o el ictus. La CRP puede, por tanto, contribuir directamente a la patogénesis, progresion y a las
complicaciones clinicamente significativas de la ateroesclerosis.

Una vez que el infarto miocardico ha tenido lugar, todos los pacientes experimentan una respuesta importante de
fase aguda de la CREF, y el valor mdximo alcanzado constituye un prondstico muy significativo de las consecuencias,
de sus complicaciones y de la (eventual) muerte, en los dias, semanas y meses posteriores (53-59). Dada la co-
precipitacion universal de la CRP y del complemento activado dentro del infarto mismo, esto sugiere intensamente que
la CRP contribuye de forma importante al grado y gravedad de la patologia isquémica (28, 60, 61). Los valores CRP, y
particularmente la produccién acumulativa de CRP a lo largo del tiempo, constituyen también predictores significativos
de la progresién, gravedad y complicaciones de las enfermedades inflamatorias de etiologia desconocida tales como
la artritis reumatoide (62) y la enfermedad de Crohn, de las infecciones parasitarias, flingicas, viricas y bacterianas
crénicas, de las enfermedades necrésicas e isquémicas tales como lapancreatitis aguda, y de muchas formas de cancer
(revisado en 1, 2). Incluso en el contexto de la cirugia electiva, los valores preoperatorios de CRP y postoperatorios de
la produccién de CRP predicen las complicaciones y consecuencias (63). Nuestras observaciones en la ateroesclerosis,
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y especialmente en el modelo de infarto miocardico de rata exacerbado por la CRP humana, indican ahora que la CRP
puede actualmente contribuir activamente a la gravedad de la enfermedad en todas estas distintas situaciones.

En otra forma de realizacion, la situacion de dafio tisular y/o inflamatoria se selecciona de entre una infeccién, una
complicacién alérgica de la infeccion, una enfermedad inflamatoria, isquémica u otra necrosis, dafio tisular trauméatico
y neoplasia maligna.

Por ejemplo, si la situacién es una infeccién, puede consistir en infeccidén no protozoaria, tal como una infeccién
virica o bacteriana. Si la situacién es una complicacién alérgica de la infeccion, ésta puede seleccionarse de entre la
fiebre reumatica, la glomerulonefritis y el eritema nudoso leproso. Si la situacién es una enfermedad inflamatoria,
puede seleccionarse de entre artritis reumatoide, artritis (reumatoide) crénica juvenil, espondilitis anquilosante, artritis
psoridsica, vasculitis sistémica, polimialgia reumatica, enfermedad de Reiter, enfermedad de Crohn y fiebre familiar
mediterrdnea. Si la situacion implica la isquemia u otra necrosis, puede seleccionarse de entre infarto miocardico, ictus
isquémico, embolia tumoral y pancreatitis aguda. Si la situacién es traumdtica, puede seleccionarse de entre cirugia
aguda o electiva, quemaduras, dafos fisicos o quimicos, y fracturas. Si la situacion es la neoplasia maligna, puede
seleccionarse a partir del linfoma, enfermedad de Hodkin, carcinoma y sarcoma.

Segtin la presente invencion, los medicamentos que inhiben la unién de CRP a sus ligandos in vivo, y/o que reducen
su disponibilidad para dicha unién in vivo, bloquearén la contribucién de CRP a la patogénesis o a la enfermedad, y
por tanto, reducirdn el grado y gravedad de la patologia, reduciendo sintomas y prolongando la supervivencia. La
presente invencién proporciona compuestos con dichos efectos, para la preparacién de una composicién que prevea
y/o trate la ateroesclerosis y sus complicaciones, incluyendo el infarto miocdrdico, el ictus y la enfermedad vascular
periférica, enfermedades inflamatorias crénicas de etiologia conocida y desconocida, infecciones crénicas y agudas
de todo tipo, dafios trauméticos incluyendo quemaduras, cirugia aguda y electiva, neoplasias malignas de todo tipo, y
todas las situaciones patolégicas asociadas con el aumento de la produccién de CRP.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona la utilizacién de un agente para la preparaciéon de una
composicion para el tratamiento o prevencion del dafio tisular asociado con el aumento de la produccién de la proteina
C-reactiva (CRP), en un individuo que presente una situacion de dafio tisular y/o inflamatoria, seleccionada a partir
de ateroesclerosis, infarto miocdrdico, ictus y necrosis isquémica. También se proporciona un agente para utilizarlo
en dicho tratamiento. Segun este aspecto, el agente comprende dos ligandos counidos covalentemente mediante un
enlazador, de forma que se forme un complejo con distintas moléculas de proteina C-reactivas (CRP) en su presencia,
el cual agente posee la estructura general Ligando-enlazador-Ligando, en el que cada ligando puede unirse mediante
un sitio de unién del ligando presente en la molécula CRP y que posee independientemente la férmula general

en la que R comprende una amina, unida opcionalmente al -O- mediante un grupo alquileno; y X es 0 o CH,-CH,.

En los agentes de la presente invencion segun este segundo aspecto, los ligandos estdn counidos covalentemente
mediante un enlazador. Esto permite que los ligandos estén suficientemente separados espacialmente para que diver-
sas proteinas diana puedan unirse al agente, sin que una proteina dificulte la unién de la otra proteina o proteinas.
La estructura exacta del enlazador no es critica, aunque se prefiere tipicamente que no incluya grupos reactivos. El
enlazador puede comprender un hidrocarbileno lineal o ramificado que puede tener uno o mas de sus 4tomos de car-
bono sustituidos opcionalmente por un heteroatomo. El enlazador puede tener una longitud de cadena del orden de
2 a 20 atomos, aunque se prefiere que sea del orden de 5 a 7 dtomos. La longitud qtil de la cadena y la composicién
quimica pueden determinarse empiricamente, dependiendo de la proteina con la que el agente va a formar el com-
plejo. El enlazador es tipicamente lineal y posee la estructura general: ligando-enlazador-ligando. Esto se denomina
convenientemente un “palindromo” en el contexto de la presente solicitud. El enlazador puede comprender uno o mas
enlaces dobles, tal como se expone a continuacién. Si el enlazador comprende por lo menos dos dobles enlaces, estos
pueden estar conjugados y son preferentemente trans con respecto a otros. Alternativamente, el enlazador comprende
uno o més grupos a arileno, por ejemplo, como una mitad -Ar-Ar-. Los grupos arileno pueden ser grupos heteroarileno.
Preferentemente, los grupos arileno son

El ligando que se utiliza en el agente de la presente invencion, puede seleccionarse a partir de los ligandos cono-
cidos porque se unen mediante el sitio de unién del ligando de CRP, ligandos cuya unién se predice mediante este
sitio, basandose, por ejemplo, en la informacién estructural de que se dispone sobre el sitio de unién, tal como la in-
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formacion cristalogréfica de los rayos X, o de sus andlogos estructurales. Pueden identificarse compuestos apropiados
mediante el rastreo de la gran cantidad de materiales producidos a partir de las bibliotecas quimicas y/o de disefios
moleculares basados en la estructura. La afinidad de cada interaccién del sitio individual de unién ligando-CRP no
requiere ser particularmente alta, teniendo en cuenta que el ligando es especifico para cada proteina diana. Es posible
que sea suficiente una constante de disociacion de hasta 10 milimoles. Sin embargo, resulta preferido que la constante
de disociacién no sea superior a 1 milimol, que sea méas preferentemente inferior a 100 micromoles, y muy preferen-
temente sea inferior a 10 micromoles. La afinidad es preferentemente micromolar o superior. Se ha descubierto que,
en el caso de CRP, la afinidad micromolar es suficiente, aunque es claramente deseable la afinidad mas alta posible.

Un procedimiento que puede utilizarse para seleccionar un compuesto farmacéutico tal como se define en las
reivindicaciones, para tratar o prevenir el dafio tisular en un individuo que presente una situacion inflamatoria y/o que
dafie el tejido, comprende el contacto de la proteina C-reactiva (CRP) con un ligando suyo de prueba, bajo condiciones
que permitan la unién del ligando de CRP en presencia de un compuesto de prueba; y seleccionando el compuesto de
prueba como el compuesto farmacéutico, si el compuesto de prueba inhibe la unién de CRP al ligando de prueba. El
compuesto de prueba, tal como se define en las reivindicaciones, comprende diversos ligandos que son los mismos o
distintos y que estan counidos covalentemente de forma que se forme un complejo con diversas moléculas de CRP.

Un procedimiento que puede utilizarse para la produccién de un agente farmacéutico tal como el que se define
en las reivindicaciones, comprende (1) la identificacién de un compuesto farmacéutico mediante la seleccién del
compuesto, tal como se describe anteriormente, y (2) la produccién de un agente farmacéutico proporcionando un
compuesto farmacéutico.

En la etapa de contacto del CRP con el ligando de prueba, las condiciones deben ser suficientes para permitir la
unién del ligando del CRP en ausencia del compuesto de prueba. De esta forma, si la unién del ligando de CRP no
tiene lugar en presencia del compuesto de prueba, o tiene lugar en un grado menor que el esperado, este efecto puede
atribuirse al compuesto de prueba. Debe considerarse que la inhibicién de la unién deberd llevarse a cabo ampliamente,
y que no se limita a ninglin mecanismo particular; cualquier reduccién en el grado de unién constituye inhibicién de la
unioén, segtin la presente invencién. La inhibicién de la unién se mide generalmente con respecto a un valor de control
(maxima unién en ausencia del compuesto de prueba), y se prefiere que la ICs, sea micromolar baja o menor, mas
preferentemente nanomolar o menor. El contacto tiene lugar bajo condiciones que incluyen suficientes iones libres de
calcio para permitir la unién especifica de la CRP dependiente del calcio. Un tampén preferido para el contacto es la
solucién tamponada fisiolégica. La CRP puede proporcionarse en forma pura o aislada, o incorporarse al suero total.

El orden en el que la CRP, el ligando de prueba y el compuesto de prueba se ponen en contacto conjuntamente, no
es critico. Los tres componentes pueden mezclarse en esencialmente el mismo instante, o dos de los tres componentes
pueden mezclarse y quizas preincubarse antes de la adicién del tercer componente. La puesta en contacto se lleva
a cabo generalmente bajo condiciones en las que por lo menos, uno de los componentes, estd en fase liquida. Es
conveniente, sin embargo, para la CRP o el ligando de prueba, formar parte de una fase sélida, de forma que, en el
procedimiento de ensayo, la separacion de las fases pueda utilizarse como una técnica para separar especies unidas a
partir de especies no unidas, para facilitar el ensayo con respecto al grado de unién del ligando del CRP.

De acuerdo con esto, resulta preferido un primer componente que comprende una de las CRP o el ligando de prue-
ba, se encuentre como parte de una fase sélida, que se pone en contacto con un segundo componente, que comprende
el otro como parte de una fase liquida. La etapa de ensayo para la unién del ligando de CRP puede, pues, comprender
la deteccion de la unién del segundo componente a la fase sélida. La deteccion de la unién del segundo componente
a la fase sélida puede realizarse detectando la presencia del segundo componente en la fase sélida, o determinando la
cantidad del segundo componente que no estd unida a la fase sélida, y deduciendo, a partir de la cantidad del segundo
componente que se aplicé originariamente a la fase sélida, la cantidad que actualmente se une a la fase sélida.

La fase so6lida comprende preferentemente el primer componente unido a un soporte sélido, el cual soporte sélido
puede incluir un soporte articulado o una superficie sélida. De una forma conveniente, la superficie s6lida comprende
una superficie interior de un contenedor tal como un pocillo de una placa de microtitulacion.

De modo conveniente, la etapa de ensayo para la unién del ligando de la CRP comprende ademds el lavado de la
fase sélida para eliminar el material no unido.

El segundo componente puede marcarse con un marcador detectable, tal como un radiomarcador, un fluorocromo
0 una enzima, tal como se considera en la memoria. Alternativamente, la unién del segundo componente a la fase
solida puede detectarse inmunolégicamente mediante unién del anticuerpo al segundo componente unido a la segunda
fase, o mediante determinacién inmunoldgica cuantitativa de la cantidad del segundo componente no unido a la fase
so6lida.

Los ensayos in vitro de maculas, los procedimientos de rastreo de elevadas y escasas cantidades de materiales
producidos para detectar compuestos tales como los definidos en las reivindicaciones, con capacidad para inhibir la
unién de CRP, del hombre o de otros animales, a cualquiera de y a todos sus ligandos quimicos y biol6gicos cono-
cidos, constituyen procedimientos apropiados para rastrear bibliotecas de compuestos naturales de origen orgédnico,
inorgdnico y biolégico, asi como de bibliotecas quimicas creadas mediante sintesis convencionales o mediante cual-
quier forma de quimica combinatoria. Son también apropiados para el anélisis del mecanismo de inhibicién de la
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unién de la CRP, y para la evaluacion de la potencia de la inhibicién durante el desarrollo quimico y de la quimica
medicinal de productos farmacéuticos potenciales o actuales, a partir de moléculas originales identificadas mediante
rastreo o ensayos de manchas. Los procedimientos in vivo estdn disponibles para ensayar los efectos y potencia de los
compuestos inhibitorios de la CRP sobre la unién de ésta, el recambio plasmadtico y el catabolismo en el hombre y
en los animales experimentales, y en los modelos experimentales de enfermedades que son exacerbadas por la CRP
humana.

Un procedimiento para seleccionar un compuesto farmacéutico tal como el definido en las reivindicaciones, para
tratar o prevenir el dafio tisular a partir de varios compuestos de prueba, comprende proporcionar una coleccién de
zonas reactivas y diversos compuestos de prueba, y seleccionar el compuesto farmacéutico tal como se define en las
reivindicaciones, llevando a cabo el procedimiento anterior de seleccionar el compuesto en cada zona reactiva.

Cada ligando del agente segiin el segundo aspecto de la presente invencion, tiene de forma independiente la formula
general

en la que X es O o CH,-CH,, y R comprende una amina. En el presente contexto, la amina puede ser una amina prima-
ria, secundaria o terciaria, o un amonio cuaternario. La amina puede ser alifitica o aromadtica, incluyendo compuestos
heterociclicos e en los que el grupo nitrégeno forma parte de un anillo. La amina puede estar unida al -O- mediante
un grupo alquileno tal como un grupo metileno o etileno, los cuales grupos pueden opcionalmente sustituirse con un
sustituyente tal como 3 hidroxi,1-ciclopentanilo o 4 hidroxi,1-ciclohexanilo. Preferentemente, la amina comprende
un trimetilamonio, un amino metil dimetil amonio, o NH,. Ejemplos de estos ligandos se presentan a continuacién
como los compuestos 2, 3, 7y 8, y se consideran con mayor detalle en los Ejemplos. En una forma de realizacién
particularmente preferida de cualquier aspecto de la invencion, cada ligando comprende un grupo [(trimetilamonio)
etoxi fosfinil] oxi. De esta forma, el agente comprende preferentemente 1,6-bis [([(trimetilamonio) etoxi]fosfinil)-oxi]
hexano, de forma coloquial fosfocolina-hexano-fosfocolina, abreviado en la presente memoria como PCHPC. Los
ejemplos de estos ligandos se presentan a continuaciéon como compuestos 2, 3, 7y 8 y se consideran con mayor detalle
en los Ejemplos.

En otra forma de realizacién, la amina puede comprender un indol, adenina o guanina. Los ejemplos de dichos
ligandos se presentan en los Ejemplos como compuestos n° 1, 5 y 6.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse comprendiendo un agente segtin la presente invencién que
incorpora opcionalmente un excipiente, diluyente o portador farmacéuticamente aceptable. La naturaleza exacta y
las cantidades de los componentes de dichas composiciones farmacéuticas pueden determinarse empiricamente y
dependeran en parte de la via de administracion de la composicién. Las vias de administracion para los receptores
incluyen la oral, bucal, sublingual, por inhalacién, tépica (incluyendo la oftdlmica), rectal, vaginal, nasal y parenteral
(incluyendo la intravenosa, intraarterial, intramuscular, subcutdnea e intraarticular). Debido a la conveniencia de su
utilizacion, las dosificaciones segtin la presente invencién se administran preferentemente de forma oral, pero esto
dependera del medicamento actual y de su biodisponibilidad.

Breve descripcion de las figuras

La invencion se describird a continuacién con mayor detalle, inicamente a titulo de ejemplo y haciendo referencia
a las figuras adjuntas y a los Ejemplos siguientes.

La figura 1 representa la inhibicién de la unién de CRP al CPS inmovilizado mediante la fosfocolina y el PCHPC
(nimero de lote GP44), mostrando una ICs, 10 veces menor para PCHPC que la fosfocolina.

La figura 2 representa una visualizacion de pares de moléculas de CRP entrecruzadas por el PCHPC, en la que
la fig. 2a muestra micrografias electrénicas coloreadas negativamente de s6lo la CRP pentamérica humana nativa. La
fig 2b muestra dimeros de CRP formados después de mezclar con PCHPC, y la figura 2c muestra una representacion
en bandas de la estructura cristalina, mediante rayos X, del complejo CRP-PCHPC, que muestra dos moléculas CRP
pentaméricas que interactian enfrentadas; el par de dtomos de calcio en la cavidad de unién del ligando de cada
protomero, se muestran como esferas. La estructura que corresponde a la densidad electrénica de las moléculas de
PCHPC, no se muestra.
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La figura 3 representa el efecto de PCHPC (nimero de lote RMM) sobre la concentraciéon de CRP medida mediante
MIRA.

La figura 4 representa la activacion del componente C3 del complemento en el suero entero, que se muestra
mediante 2D inmunoelectroforesis, y su inhibicién por PCHPC.

La figura 5 representa la formacién de células espumosas por las células musculares lisas vasculares cultivadas in
vitro con la lipoproteina de baja densidad (LDL) y CRP.

La figura 6 representa la inhibicién de la formacién de las células espumosas por las células musculares lisas
vasculares cultivadas in vitro en presencia de LDL y CRP, junto con PCHPC.

La figura 7 representa el efecto de CRP sobre la respuesta vascular a la fenilefrina (PE) y la inhibicién por PCHPC.
La figura 8 representa que la CRP protege a los ratones contra la infeccién letal por Streptococcus pneumoniae.

La figura 9 representa que PCHPC abroga completamente el efecto protector de CRP contra la infeccion letal por
Streptococcus pneumoniae in vivo.

La figura 10 representa que PCHPC no afecta a la depuracién de la CRP humana a partir de la circulacién de ratones
in vivo, que se muestra en la figura 10 (a) mediante electroinmunoensayo, a pesar de que inicialmente forma complejo
con la CRP, tal como se muestra claramente en la fig 10 (b) (en la parte inferior), por pérdida de la inmunoreactividad
de CRP en el ensayo MIRA.

Descripcion detallada de la invencion
Ejemplos

La mitad fisiolégica unida por CRP con afinidad mas intensa es fosfocolina, que es un componente de algunos
de los ligandos extrinsecos y de alguno de los ligandos macromoleculares autélogos de la CRP. Segtin una forma de
realizacion de la presente invencidn, las moléculas de bisfosfocolina que comprenden dos grupos principales de fos-
focolina unidos mediante una estructura enlazador, constituyen potentes inhibidores de la u unién de CRP a todos sus
ligandos, tanto in vitro como in vivo. Un ejemplo tipico de esta invencidn es 1,6-bis [([(trimetilamonio)etoxi]fosfinil)-
oxi]hexano, de forma coloquial fosfocolina-hexano-fosfocolina, abreviado en la presente memoria como PCHPC. La
estructura y una sintesis tipica de esta molécula se muestran a continuacion.

1,6-bis [([(trimetilamonio) etoxi [fosfinil)-oxi] hexano

NS OH
HO .

la)

CE\W\%;}

X

i N
+
Me:N/\/o\E/O\/\/\/\o/i\o/\/Nme’
o )
Reactivos y condiciones: (i) clofosfato de etileno, K.,CO3, DCM/THF, -1 0’ca
RT, 6 horas. (I} MeCN,Me:N,100°C (calentamiento mediante microondas),
tubos deensayo precintados, 30 minutos.

Se afiadieron gota a gota (19,34 ml, 0,212 moles) de clorofosfato de etileno a una suspension agitada de carbonato
potasico anhidro (29,84 g, 0,216 moles) en diclorometano recién destilado (50 ml) a -10°C bajo una atmésfera de
argén. Se afadié a esta mezcla, gota a gota, durante 10 minutos, una solucién de hexano 1,6-diol (5 g, 42,34 mol)
en tetrahidrofurano recién destilado (10 ml), y la suspension resultante se sometié a agilacién a -10°C. Se calentd
la reaccién a 25°C durante 4 horas. Después de 6 horas, t.l.c. indic6 la presencia de un compuesto principal que no
constitufa material inicial. La mezcla reactiva se diluyé con diclorometano (250 ml), se filtré y se vertié en una solucién
tamp6n de pH 7 (200 ml). La capa orgdnica se lavé con solucién saturada de carbonato dcido de sodio (200 ml) y las
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capas acuosas se extrajeron con diclorometano (100 ml) y cloroformo (100 ml). Las capas orgdnicas combinadas se
secaron (MgSO,), filtraron (disolvente: diclorometano) y se concentraron al vacio para obtener el éster bisfosfato
como un palido aceite de color amarillo. Este aceite (circa de 9 g) se disolvié en acetonitrilo anhidro (60 ml) y se
distribuy6 entre 30 viales (Smith Process Vials™)(de 5 ml). Se afiadi6 trimetilamina (2 ml, -10°C) a cada recipiente,
antes de que los viales se sellaran y se calentaran a 100°C durante 30 minutos bajo irradiacién de microondas (300 W).
Después de enfriarlos viales se abrieron, (precaucion), se combinaron (disolvente: metanol), se concentraron al vacio)
y se secaron exhaustivamente bajo alto vacio para obtener 1,6-bis [([(trimetilamonio)etoxi]fosfinil)-oxiJhexano como
una espuma de color amarillo pélido (11,8 g).

Procedimientos experimentales generales. Se llevaron a cabo experimentos de calentamiento mediante microondas
en un “Personal Chemistry Smith Synthesizer” en recipientes de vidrio dedicados (disponibles en Personal Chemistry,
Uppsala, Suecia). Se llevé a cabo una cromatografia en capa fina sobre placas prerevestidas con el lomo de vidrio
p(Merck Kieselgel 60 F254). La visualizacién se realiz6 mediante una solucién acuosa de molibdato de amonio o
de permanganato potdsico, seguido por calentamiento. Todas las reacciones hiimedas y/o sensibles al aire se llevaron
a cabo en recipientes de vidrio que se habian sometido a secado en la estufa (150°C), bajo una atmoésfera inerte de
argén. A partir del hidruro célcico, se destilaron acetonitrilo y diclorometano. El tetrahidrofurano se destil6 a partir
del sodio en presencia de benzofenona. Otros reactivos y disolventes se utilizaron tal como fueron suministrados, o
se purificaron mediante procedimientos estandares. Se preparé tampén pH 7 disolviendo ortofosfato dihidrégeno de
potasio (212,5 g) e hidréxido sédico (36,25 g) en agua (2375 ml).

A continuacién se describe un procedimiento sintético mejorado.

i) clorofosfato de
etileno, carbonato

potasico, @ o
diclorometano fiMes e l.l
HO - Lo} Q
\/\/\-/\OH i) \'!/ \/\/\/\o/l\o/\|

@ - I
iii) trimetilamina, acetonitrilo °
100°C, 30 minutos

O

NMey
()

El clorofosfato de etileno (15,1 g, 106 mmoles, 5 eq) se afiadi6 gota a gota a una suspension con agilacion de car-
bonato potasico anhidro (14 g, 107,6 mmol, 5,1 eq) en diclorometano recién destilado (20 ml) a -10°C bajo atmédsfera
de argén. Una solucion de 1,6-hexanediol (2,5 g, 22 mmoles) en tetrahidrofurano recién destilado (10 ml) se afiadié
gota a gota a esta mezcla durante 10 minutos, y la suspension resultante se agit6 a -10°C. La reaccion se calent6 a
25°C durante 4 horas. Después de 16 horas, (se comprobd, mediante LC-MS que) la reaccién se habia completado.
A la mezcla reactiva se afladi6 resina de N-(2-Aminoetil)-aminoetil poliestireno (ca. 22 g de un polimero cargado de
2,8 mM/g, equivalente a 62 mmol de clorofosfato de etileno tedrico que no ha reaccionado), agitdndose la mezcla
resultante a 20°C durante 15 minutos. Después de que hubo transcurrido este tiempo, la mezcla se filtré mediante
un embudo de aglomerado, y el filtrado se evapord para obtener el éster bifosfato como un aceite amarillo palido
(cuantitativo). Algo de este aceite (ca.4 g) se disolvié en acetonitrilo anhidro (40 ml) y se distribuyé entre 20 viales
(Smith Process Vials™) (de 5 ml). Trimetilamina fria, condensada, (2 ml), se afiadi6 a cada vial antes de que los
viales se precintaran y calentaran a 100°C durante 30 minutos bajo irradiacién de microondas (300 W). Después de
enfriar los viales se abrieron (precaucion) y los sobrenadantes se combinaron. El residuo que permanecié en el fondo
de cada vial se disolvié en metanol y se combind con los sobrenadantes que se evaporaron y se secaron exhaustiva-
mente bajo alto vacio, para producir 1,6-bis[([(trimetilamonio)etoxi]fosfinil)-oxi]hexano como una espuma de color
amarillo pélido (6 g, cuantitativo). IlH RMN (400 MHz, MeOD): 4.27 (2H, br, CH,CH,N), 3.89 (2H, m, CH,CH,N),
3.65 (2H, br, CH,OP(O)O,CH,CH,N), 3.24 (9H, s, N(CH;);),1.65 (2H, br, CH,CH,CH,OP), 1.45 (2H, br, CH,CH,
CH,OP).

La potente capacidad de PCHPC para inhibir la unién in vitro de CRP a su mejor ligando macromolecular ex-
trinseco conocido, el polisacdrido-C somdtico neumocdécico (CPS), se muestra en la fig 1. El CPS se inmovilizé
covalentemente sobre placas microtituladoras de pléstico y se pudo demostrar facilmente la tipica unién a él, de-
pendiente del calcio, de la CRP humana pura marcada con I'*. Esta unién fue inhibida claramente por la misma
fosfocolina en solucién, con una ICs, de aproximadamente 20 M, mientras que, contrariamente a esto, PCHPC inhi-
bi6 la unién de CRP con una ICs, diez veces menor de aproximadamente 2 uM (fig 1). Ademads, la medicién directa
mediante microcalorimetria isotérmica de la Ky para PCHPC con CRP, dio valores, en experimentos repetidos, de
0,469, 0,679, 0,73 y 0,855 uM, cuando se comparé con los valores para K, de la fosfocolina con CRP de 1,6, 2,02 y
3,8 uM.

La potencia superior de PCHPC como un ligando para, y un inhibidor de, la unién de CRP, comparada con la de la
misma fosfocolina libre, refleja la naturaleza bifuncional y palindrémica de la molécula PCHPC. La presencia en cada
extremo de la mitad del enlazador de un residuo de fosfocolina reconocido y capaz de unirse mediante la cavidad de
unién del ligando presente en cada protémero de la molécula pentamérica de CRP, permite que PCHPC se una a través
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de y se entrecruce con los pares de unién de las moléculas CRP. Esta capacidad para (llevar a cabo) interacciones
multiples potencia en gran manera la avidez de la interaccién entre PCHPC y CRP. Los sitios de unién del ligando
sobre cada uno de los 5 protémeros en la molécula de CRP, se encuentran todos en la misma cara del ensamblaje
pentamérico tipo disco de la proteina nativa. El entrecruzamiento depares de moléculas CRP mediante moléculas
PCHPC reduce ademds también, de este modo, la disponibilidad de CRP para que se una con otros ligandos, ocluyendo
la unién o la cara “B” de la protefna. “Abrumado” por el exceso molar de PCHPC, cada sitio de unién del ligando
sobre CRP estd ocupado por una molécula PCHPC individual, no pudiendo tener lugar el entrecruzamiento de pares de
moléculas de CRP, y, por tanto, conservando ésta, por tanto, su forma pentamérica original inica. La fosfocolina libre
se une mediante CRP, pero siendo “monomérica” no puede entrecruzarse con pares de moléculas CRP. Estos efectos se
muestran mediante cromatografia de filtro molecular que distingue claramente entre el ensamblaje pentamérico tinico
nativo de CRP y los pares de dichos pentdimeros que han sido dimerizados por el medicamento. De forma importante,
con respecto a la capacidad de PCHPC de actuar como un inhibidor de la unién potencialmente patogénica in vivo de
CREP, se observan idénticos efectos con la CRP aislada pura en tamp6n acuoso y con la CRP en el medio fisioldgico
del suero entero.

TABLA

Efecto de PCHPC sobre el ensamblaje molecular de CRP, revelado
mediante cromatografia de filtracion en gel

Exceso molar de PCHPC o de la Ensamblaje molecular de CRP
fosfocolina libre

Sin medicamento Pentameros unicos

PCHPC equimolar Dimeros decaméricos

Exceso en 10 veces de PCHPC Dimeros decaméricos

Exceso en 10 veces de fosfocolina Pentameros Unicos

Exceso en 1.000 veces de PCHPC Dimeros decaméricos

Exceso en 10.000 veces de PCHPC Pentameros Unicos

Estos efectos dependen absolutamente del calcio. En ausencia de iones libres de calcio, PCHPC no tiene efecto
sobre el ensamblaje molecular de CRP.

El anélisis espectrométrico de masas proporciona ademds evidencia precisa de la dependencia del calcio de los
complejos entre CRP y PCHPC.

El examen de la CRP humana nativa pura aislada en solucién, en ausencia de calcio, con o sin PCHPC, revela
predominantemente la presencia de los pentdmeros esperados, con v valores M,(s), cada uno, de 23027, préximos
a los calculados para los 5 protémeros, segin la estructura covalente conocida. Asimismo, se encuentran presentes
pequeiias cantidades de especies M, mds altas, que corresponden de modo preciso a decdmeros. En presencia de
ambos, PCHPC e iones célcicos, sin embargo, las especies decaméricas predominan y muestran un M, superior que
los decameros que se apreciaron en la CRP sola pura. La diferencia en M, entre los decameros de la CRP sola y
los que se formaron con PCHPC vy calcio, es del orden de 2840-2890, que corresponde de manera muy préxima a
5 moléculas PCHPC (M, de 448 cada una) y a 20 iones de calcio (M, de 40 cada uno) por par de pentimeros de
CRP.

El emparejamiento de las moléculas CRP mediante PCHPC es también demostrable mediante microscopia electré-
nica directa, tal como se muestra en la fig 2b. Ademads, la estructura del complejo CRP-PCHPC dilucidada mediante
cristalografia mediante rayos X, muestra pares de moléculas CRP pentaméricas que interaccionan cara a cara (fig 2c),
exactamente tal como se predijo mediante el disefio de la molécula de PCHPC segtn la presente invencion.

El inmunoensayo automatizado MIRA de Roche para CRP (64) depende del reconocimiento mediante un anticuer-
po monoclonal de un epitopo dependiente del calcio en la molécula de CRP. La formacién mediante PCHPC de los
dimeros de CRP en los que el sitio de union del ligando dependiente del calcio esta ocluido, encubre este epitopo y
hace que el complejo CRP-PCHPC no se pueda detectar en este ensayo (fig 3). Esto proporciona un procedimiento
conveniente para la demostracién de dichos complejos, generados in vitro o in vivo. Esto se muestra en la figura 3 en
la que la concentracién de CRP se mide mediante MIRA en presencia de una via continua de PCHPC (nimero de lote
RMM), comparada con el efecto de una via interrumpida de fosfocolina libre. Resultados idénticos se obtuvieron con
CRP pura aislada y con CRP en el suero entero de la fase aguda.

Un mecanismo principal por el que los efectos proinflamatorios y que dafian los tejidos de la CRP son me-
diados in vivo, es mediante la activacion del sistema del complemento. Es por tanto, critico, que los medicamen-
tos, segtin la presente invencién, que bloquean dichos efectos secundarios de la CRP, puedan inhibir la activacién
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del complemento mediante CRP. PCHPC es potente a este respecto, tal como se muestra en la fig 4. La figura 4
muestra la activacién del componente C3 del complemento en el suero entero, que se muestra mediante 2D in-
munoelectroforesis, y su inhibicién por PCHPC. En la parte superior a la izquierda (en la figura), el suero hu-
mano normal (NHS) incubado solo a 4°C, que no muestra activacién de C3; en la parte superior a la derecha, el
NHS incubado a 37°C con CRP y CPS, mostrando la activacién completa de C3; en la parte inferior a la izquier-
da, el NHS incubado solo a 37°C, que no muestra activacion; en la parte inferior a la derecha, el NHS incubado
a 37°C con CRP y CPS, conjuntamente con PCHPC, mostrando una inhibicién casi completa de la activacion de
C3.

Asimismo, es critico que, los medicamentos, segiin la presente invencion, bloqueardn otros efectos patogénicos
de CRP. La acumulacién de LDL en el interior del citoplasma de los macréfagos y de las células musculares li-
sas vasculares para formar células espumosas, es una caracteristica tipica de las placas ateroesclerdticas. Cuando
dichas células se cultivan con LDL in vitro no forman células espumosas, a menos que las células sean estimula-
das exponiéndolas a citoquinas proinflamatorias o a otros agentes que activan células. Sin embargo, la adicién de
CRP a las células cultivadas con LDL conduce a la formacién de células espumosas en ausencia de cualesquiera
otros agentes estimulantes o activantes (fig 5), y si esto se produce in vivo, proporcionaria un mecanismo por el
cual el aumento de la produccién de CRP podria ser directamente proaterogénica. La figura 5 muestra la formacién
de células espumosas por las células musculares lisas vasculares cultivadas in vitro con la lipoproteina de baja den-
sidad (LDL) y CRP. LDL intracelular ingerida y retenida se tifie con el colorante Aceite Rojo o. En ausencia de
CRP, la LDL sola no se acumula en las células. De forma importante, la adicién de PCHCP a los cultivos de célu-
las musculares lisas incluyendo tanto LDL como CRP, inhibe de modo efectivo la formacion de células espumosas

(fig 6).

Se acepta generalmente que la disfuncién endotelial, que se reconoce habitualmente como un fallo relativo de
la apropiada relajacién y dilatacién vascular in vivo, se asocia con el desarrollo y progresién de la ateroesclerosis
que conduce a la enfermedad cardiovascular. La reduccién de la produccién apropiada de 6xido nitrico estd, a su
vez, asociada con dicho fallo en la dilatacién vascular y se ha reivindicado que la CRP reduce la produccién de 6xi-
do nitrico en las paredes de los vasos sanguineos y en células endoteliales in vitro. Sin embargo, nuestros propios
estudios han mostrado de forma muy reproducible que la CRP humana reduce actualmente la respuesta vasocons-
trictora de los vasos sanguineos humanos y de la rata expuestos a la fenilefrina in vitro, como resultado del aumento
en la produccién de 6xido nitrico mediada por el aumento regulado de eNOS (fig 7). No estd claro qué significa-
do patofisiolégico puede tener este efecto de CRP en relacion con la ateroesclerosis u otras patologias in vivo. Sin
embargo, es una accién biolégica sélida de CRP, y constituye, por tanto, una prueba muy importante en principio,
segun la presente invencion, de que estd completamente abrogado por la inclusion de PCHPC en el experimento
(fig 7).

La figura 7 muestra el efecto de CRP en la respuesta vascular a la fenilefrina (PE) y la inhibicién mediante PCHPC.
La contraccién de la arteria explantada en respuesta a PE se reduce significativamente por la adicién de CRP al medio
de cultivo. Esto se debe al aumento regulado de eNOS por la CRP (datos que no se muestran en la presente memoria) y
al aumento de forma correspondiente de la produccién de NO (datos que no se muestran), que es un relajante vascular.
El efecto de CRP ese inhibe completamente por la adicién de PCHPC (nimero RMM de lote).

La administracién in vivo de PCHPC a ratones, a los que previamente se habia inyectado CRP humana, conduce
a la formacién de complejos PCHPC-CRP que pueden demostrarse en la circulacién. Asi, existe una pérdida de la
reactividad de CRP en el ensayo MIRA, mientras que en el electroinmunoensayo para CRP utilizando anticuerpos
policlonales, se conserva la reactividad completa de la CRP. El electroinmunoensayo se procesa en presencia de
EDTA que se une al calcio y libera CRP a partir de los complejos. Ademads, después de la administracién de PCHPC a
ratones a los que se habia inyectado CRP humana, la CRP sérica disminuye para unirse ex vivo a la fosfoetanolamina
inmovilizada sobre perlas de Sepharose. Por ejemplo, en el suero de un ratén al que se le habia administrado CRP
humana, pero no el medicamento, el 96% de la CRP (45 mg/l) se unié a la Sepharose-PE, mientras que con suero
procedente de un ratén al que se le habia administrado una dosis inica de PCHPC, asi como de CRP, s6lo el 17% de
47 mg/l pudo unirse a Sepharose-PE.

La eficacia clinica de PCHPC, segtn la presente invencidon, requiere que PCHPC no sélo bloquee la unién de CRP
a sus ligandos in vivo, sino que esto también abroga los efectos biol6gicos de CRP in vivo. Se ha sabido durante
mucho tiempo que la administracion de CRP humana a los ratones puede protegerlos de las infecciones letales por
Streptococcus pneumoniae, y un tipico ejemplo de dicha proteccion se muestra en la figura 8.

Cuando a los ratones infectados con Streptococcus pneumoniae y que también reciben la CRP humana se les
suministran inyecciones repetidas de PCHPC, la proteccién mediada por CRP se abroga completamente, tal como se
muestra en la fig 9. Estas observaciones muestran claramente que PCHOC abroga de forma intensa una potente accién
biolégica in vivo de la CRP humana y constituye, por tanto, un compuesto apropiado para utilizarlo, segtn la presente
invencion.

Aunque PCHPC inhibe la activacién del complemento mediante CRP, y forma complejos con CRP in vitro e in
vivo, que bloquean la unién de CRP a otros ligandos in vitro e in vivo, la administracién de PCHPC in vivo no afecta
a la tasa de depuracién de CRP a partir de la circulacién, tal como se muestra en el cuadro superior de la fig 10 (a).
Cuando las mismas muestras de este experimento se evalian en el ensayo MIRA con respecto a CRP (fig 10 (b)), el
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efecto del medicamento para formar complejos con CRP y de esta forma abolir su inmunoreactividad en este ensayo,
es evidente. Sin embargo, PCHPC en si mismo es rdpidamente depurado y después de 4 horas la CRP humana que
circula en el ratén se vuelve completamente detectable en el ensayo MIRA, siendo su tasa de depuracién la misma que
la de los animales de control no tratados.

La incapacidad de PCHPC para afectar la depuracién de la CRP humana a partir del plasma murino, a pesar de
la formacion de complejos medicamento-PCR, estd de acuerdo con trabajos publicados, que muestran que la CRP
humana se depura siempre con una tasa rapida constante en individuos humanos normales, y en pacientes que estan
afectos de distintas enfermedades (31). Asimismo, estudios en animales experimentales muestran de forma similar
que la CRP humana muestra siempre idéntica tasa de depuracion, a pesar de la presencia, incluso, de avidos ligandos
macromoleculares tales como CPS (65). Este fenémeno contrasta acusadamente con el comportamiento in vivo de la
molécula estrechamente relacionada “componente P amiloide sérico” (SAP), el otro miembro de la familia proteica
humana de las pentraxinas. SAP comparte con CRP la estructura homopentamérica, formada por 5 protémeros idén-
ticos asociados no covalentemente en una configuracion de tipo discoidal, con un tnico sitio de unién del ligando,
sitio calcio dependiente, (situado) en una cara de cada subunidad. Sin embargo, cuando la molécula palindrémica
acido (R)-1-[6-[(R)-2-carboxi-pirrolidin-1-il]-6-oxo-hexanoil]pirrolidin-2-carboxilico (abreviado como CPHPC), que
se menciona en la presente memoria como un ejemplo de referencia, que es reconocido y unido por SAP, forma com-
plejos con SAP, que comprenden pares de moléculas SAP entrecruzadas por CPHPC, siendo estos complejos muy
rdpidamente depurados a partir de la circulacién in vivo (66,67). El manejo del SAP humano agregado in vivo pue-
de diferir notablemente, por tanto, del de la CRP segregada. Alternativamente, los complejos entre CRP y CPHPC
pueden ser menos estables que los formados por SAP y CPHPC. La afinidad de unién, medida mediante calorimetria
isotérmica es de10 nM para SAP y CPHPC, comparada con los 400 nM para CRP y CPHPC. La SAP del ratén se une
menos dvidamente a todos los ligandos que la SAP humana, y la administracién de CPHPC a los ratones no acelera la
depuracién de la SAP murina in vivo, mientras que depura intensamente la SAP humana que se expresa en los ratones
transgénicos de SAP humana (67). Asi, compuestos que estan unidos ambos mediante CRP con una alta afinidad y que
se entrecruzan con ésta en complejos estables mds dvidos, pueden provocar, in vivo, una aceleracion de la depuracién
a partir del plasma.

Los compuestos que, como PCHPC, no sélo inhiben la unién del ligando mediante CRP, sino que promueven
también una depuracién acelerada de CRP, convirtiéndola, por tanto, en no disponible para la produccién de efectos
secundarios, a patogénicos, son deseables segtin la presente invencién. Dichos compuestos estdn caracterizados por
una unién de alta afinidad de mediante PCR, en virtud de interacciones accesorias con la proteina, ademds del re-
conocimiento del grupo en cabeza de fosfocolina en la cavidad de unién dependiente del calcio. Por ejemplo, existe
una pequefia abertura hidrofébica estrecha y larga, adyacente al sitio de unién de la fosfocolina, que puede a aco-
modar un grupo metilo u otro grupo hidrofébico pequefio, y aumenta notablemente la afinidad de unién mediante
CRP (68), la unién de un grupo situado aproximadamente en cada extremo de la molécula PHCHPC. La afinidad de
unién y la avidez para la formacién de los complejos medicamento-CRP aumentan también modificando el enlazador
alifatico entre los dos grupos en cabeza de fosfocolina, por ejemplo, alterando la longitud de la cadena, incluyen-
do enlaces dobles para volverla rigida en conformaciones éptimas, incluyendo grupos arométicos y cadenas latera-
les que puedan generar interacciones proteicas del medicamento adicionales a la unién dependiente del calcio de la
fosfocolina.

Mais especificamente, un componente importante de la unién dependiente del calcio de la fosfocolina en la cavidad
del ligando de unién de CRP, es la interaccion electrostdtica entre el amonio cuaternario de la colina y el residuo
Glu81. Esta interaccion de carga se conserva en los compuestos bisfosfoetanolaminicos con longitud mds largas de
la cadena que los 6 carbonos en PCHPC, por ejemplo, con 7 o mds dtomos de carbono, y dichos compuestos de la
férmula general que se muestra a continuacién son deseables, segin la presente invencion.

H,N* - (CH;), - O - P(0O2)" - O - (CH,), — O - P(O,)" —= O - (CH,), — N*H, n=76 >7

Otros fosfatos que contienen grupos en cabeza que pueden hacerse palindrémicos segtin la presente invencion,
se muestran a continuacién y corresponden a los compuestos 1-3, 5-8 de la pdgina 32. Los compuestos 1,5 y 6
proporcionan un anillo que “se amontona” con Trp66 en la cavidad de unién del ligando de CRP, aumentando de este
modo la afinidad de unién, conservando mientras la coordinacién del calcio. Los compuestos 5 y 6 permiten también
la formacién de enlaces (puentes) de hidrégeno entre los nitrégenos del anillo y los grupos polares que interaccionan
con el nitrégeno de la fosfocolina en su complejo con CRP (68).

Otra variacién que aumenta la afinidad de la unién es el reemplazo con un grupo amino de uno de los dtomos de
hidrégeno en uno de los grupos metilo en uno de los nitrégenos cuaternarios de la estructura de la bisfosfocolina. Esto
permite la unién del hidrégeno a los residuos Ser68 y/o Ser74 préximos al grupo en cabeza de la colina, produciéndose,
por lo tanto, una unién de afinidad mds alta, que es deseable, segiin la presente invencién. El grupo en cabeza con esta
estructura se muestra en 2 en las férmulas estructurales siguientes. Los compuestos 3 y 8 tienen la misma constitucién
deseable en el grupo colina e incluyen también cinco o seis grupos en cabeza que pertenecen al anillo, respectivamente,
que rellenan la cavidad de unién del ligando o CRP, y forman enlaces de hidrégeno adicionales con el residuo polar
critico Thr76 que constituye una de las paredes de la cavidad, tal como se explica seguidamente. El compuesto 7
proporciona ventajosamente un anillo de tipo hidroxi-prolina que puede formar un puente de hidrégeno con Thr76,
siendo mds pequefio el grupo amino cargado positivamente que el nitrégeno cuaternario de la colina, y permitiendo
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que el grupo en cabeza en su totalidad encaje mas comodamente en la cavidad. Esto produce una unién de alta afinidad,
que es deseable, segin la presente invencion.

El compuesto 4 (que no estd de acuerdo con la invencion) es un derivado D-prolina que proporciona un carboxilato
en vez de un grupo dcido fosfato, y posee un grupo amino prolongado que alcanza hasta el residuo glutamato que
normalmente se une al positivo N de la colina. El d4tomo de carbono que precede al carboxilo, que figura con una
flecha en las formulas estructurales, es el sitio de unidn para el enlazador. Para todos los otros grupos en cabeza que
se muestran, el enlazador se une, mediante el grupo hidroxilo del fosfato, como en PCHPC.

P - =N P
1 P \ d \ O 5
O on N/" N O oH
| \_//
. B
H,N N
H,N q
NH, 2
2 .HQ ) P
o Mae g N/
NH,
. o)
3 5% o (,Me -8% o NH, 7
fi N+ i
O Me O
OH
HO
NH
0 . HO ( :
\- 0l 0 _Me
o i W 8
4 (o} Me
N
+

OH

La cavidad de unién del ligando, dependiente del calcio, para la fosfocolina en CRP (68), es ligeramente mas
grande que la cavidad del ligando dependiente del calcio de SAP, que se une a un residuo D-prolina (67). La cavidad
de CRP tiene también un lado polar en virtud del reemplazo de los residuos Tyr74, Tyr64 y Leu62 que tapizan la
cavidad de SAP, y se unen a 3 de los 4 carbonos de la prolina, mediante el residuo Thr76 de CRP. Para rellenar la
cavidad de CRP es necesario superar su falta de proximidad con los 4tomos de calcio que unen criticamente el fosfato
u otra mitad 4cida. En los ésteres de fosfato el dtomo extra de O en la cadena desplaza al grupo en cabeza y a los
sustituyentes del ramal afiadido al enlazador, a partir de la cavidad. El reemplazo del 4tomo de O estérico por un
fragmento de 2 carbonos, permite que una mitad polar del ramal en el extremo del enlazador, penetre en la cavidad y
se una mediante un puente de hidrégeno a Thr74, creando por lo tanto una unién de afinidad més alta. Los compuestos
palindrémicos de este tipo son, por lo tanto, deseables, segtin la presente invencion.

Con respecto a la cadena del enlazador, la longitud de 6 carbonos en PCHPC se optimiza en la posicién de los
sitios de deunién del ligando (dependientes del calcio) en los protémeros de CRP, que se vacian a partir del quintuple
eje del pentdmero intacto (68), siendo también deseable una cadena que que comprenda 5 o 7 grupos metilenos,
segun la presente invencién. Con 5 metilenos, son posibles mds contactos pentdmero-pentamero, y éstos aumentan
de forma deseable la avidez para la unién. Con 7 grupos metileno el enlazador puede encorvarse para optimizar el
posicionamiento del grupo en cabeza de la fosfocolina en la cavidad de unién del ligando, y por tanto, aumenta
de forma deseable la afinidad de unién. La inclusién en la cadena del enlazador de enlaces dobles, para reducir la
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flexibilidad, aumenta de forma deseable la avidez para la unién y mejora también las propiedades farmacolégicas. Un
ejemplo de dicho compuesto y de su sintesis se muestran a continuacion.

o]
etanol
HO aya oH o TN o~
concentracion
o de acido sulfarico
DIBAL-H,
DCM
MesN
o N e
u o
O/I\O/\/\/\/ \P/ ‘—4_- ______________ Ho/\/\/\/OH
8_ %Me; ﬂ

Acido dietil-trans-trans-mucénico. A una solucién de dcido trans-trans-mucénico (2,0 g, 9,71 mmoles) en etanol
absoluto (10 ml) se le afiadi6 4cido sulfirico concentrado (1 ml) y la mezcla resultante se calent6 con reflujo durante
16 horas. La solucién resultante se diluy6 con carbonato sédico saturado hasta convertirla justo en basica. El s6lido
que se formo fue filtrado y recristalizado a partir de etanol: agua (1:1), para dar lugar a un sélido cristalino blanco (1,8
g, 64%). 1H RMN (400 MHz, CDCl;) 7,29 (2H, m, =CH), 6,19 (2H,m,=CH), 4,22 (2H,q, J 12, CH,), 1,31 3H, t, J
12, CHj;). trans-trans-Muconol. A una solucién con agilacién de 4cido dietil-frans-trans-mucénico (1,67 g, 8,4 mmol)
en diclorometano anhidro (60 ml) se le afiadié una solucién etérica de hidruro de dibutilaluminio (1,0 M, 33,6 ml, 4
eq) mediante una jeringa durante 30 minutos. Después de completar la adicion, se dej6 que la solucién amarilla se
calentara a 20°C y se agit6é durante 8 horas. Después de que este tiempo hubiera transcurrido, se extinguid la reaccién
con metanol en exceso (250 ml) para destruir cualquier hidruro de dibutilaluminio que no hubiera reaccionado, dejando
que la mezcla se sometiera a agilacién durante 1 hora. Después de este tiempo, la suspension resultante se filtrd, se
mantuvo el filtrado separado, y el residuo se molié con mas metanol en un mortero, el cual residuo se filtré otra
vez mediante silice de diatomeas y se combiné con el filtrado inicial. Las capas orgdnicas combinadas se sometieron
a secado (MgSQO,), se filtraron y se evaporaron para dar lugar a un aceite amarillo que se purificé mediante una
cromatografia flash en columna (acetato de etilo: éter de petréleo, 7:3). Los grupos en cabeza del ligando de fosfocolina
se unieron entonces a los grupos hidroxilo terminales del trans-trans-muconol, tal como se ha descrito anteriormente
de modo preciso para la sintesis de PCHPC.

Otro enlazador que es deseable, segtin la presente invencién, incluye componentes arilo que promueven una unién
con una afinidad mas alta de los grupos en cabeza de la fosfocolina mediante CRP, y proporcionan una potenciacion de
las interacciones medicamento-proteina que conducen a una formacién mas avida y efectiva del complejo, asi como
a la mejora de las propiedades farmacoldgicas. A continuacién se muestra un ejemplo de la via sintética para dicho
compuesto, en el que la creacién del enlazador como un alcohol apropiado, es seguido por la unién de los grupos en
cabeza de la fosfocolina, tal como se describe anteriormente para PCHPC.

1-cl tanol —
OO OO
/ carbonato e \ /

potasico
acetona

: + tal como se
! describe

S-O-O2
°/ S b
N/

Los sustituyentes en la cadena lineal del enlazador son también deseables segin la presente invencion, en virtud
de su capacidad para permitir interacciones secundarias con la molécula de CRP y, por lo tanto, aumentar la afinidad
y avidez de la unién. El agente de unién puede tener un sustituyente hidrofébico en una posicién préxima a cada
ligando para la interaccién con el sitio de unién del ligando que se encuentra en CRP. A continuacién se muestra un
ejemplo en el que una cadena lateral metilo en el 4tomo de carbono del enlazador (que se encuentra) préximo a cada
grupo en cabeza de la fosfocolina, se sitlia apropiadamente para formar una interaccién hidrofébica con una pequeiia

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2333 522 T3

cavidad hidrofébica en la estructura de la CRP adyacente al sitio de unién del ligando dependiente del calcio (68). Esto
aumenta sustancialmente la afinidad con la cual el compuesto se une mediante CRP. La sintesis de este compuesto se
muestra a continuacion.

go
/’\/\ )
TBS-C! 7 ~ Grubbs 15t Gen o/\/\/Y
—d v |
Trimetilamina —Si— Me
DMAP /i\ /}\
DCM ,
P H
! pdic

/

HO'

i o
wd g/l’\o/\/\/Y°\,l/° e
\/ L'

-mll§

Ms

(R)-O-terc-butildimetilsilil-penten-2-ol. Una solucién de (R)-(-)-penten-2-o0l (2 ml, 19,4 mmoles), trietilamina (5,4
ml, 38,9 mmol) y DMAP (0,237 g, 1,94 mmoles) en diclorometano (25 ml) se enfrié a 0°C, seguido por la adicién de
una solucién de cloruro de TBDMS (3,81 g, 25,3 mmoles). Se dejé que la mezcla se calentara a 20°C y se agit6 durante
17 horas, y a ella se afadi6 cloruro amémico saturado (100 ml), extrayéndose la capa acuosa con acetato de etilo (2 x
100 ml). Las fases organicas combinadas se sometieron a secado (MgSQ,), y se filtraron y evaporaron para producir un
aceite claro, que se purificé mediante cromatografia flash en columna (éter de petréleo 40-60, 100%) para dar lugar a
un aceite claro (3 g, 77%). 0,0-2, 7-di-(tert-butildimetilsilil)-oct-4-ene. A una solucion de (R)-O-tert-butildimetilsilil-
penten-2-ol (2 g, 10 mmoles) en DCM (60 ml)se aiadi6 el catalizador Grubb de 1* generacion (0,206 g, 25 mol %),
calentandose la mezcla resultante con reflujo durante 16 horas. Pasado este tiempo, la reaccién se diluy6 con agua
(100 ml) y se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las capas orgdnicas combinadas se sometieron a
secado (MgSO,) y se filtraron y se evaporaron para producir un aceite blanco que se purificé mediante cromatografia
flash en columna (hexano, 100%), para dar lugar a un aceite claro. La subsiguiente reduccién e hidrélisis produjo e el
enlazador deseado como un alcohol apropiado para la unién de los grupos en cabeza de la fosfocolina, tal como se ha
descrito para PCHPC.

Los compuestos multiméricos del medicamento con dos fosfocolinas u otros grupos en cabeza unidos por la CRP,
espaciados apropiadamente para interactuar con mas de un protémero en cada par de moléculas CRP en el dimero
entrecruzado del medicamento, producen complejos medicamento-CRP muy dvidos y estables, y son deseables segtin
la presente invencion, tal como se definen en las reivindicaciones 1, 9 o 21. En particular, los compuestos tales como
los definidos en las reivindicaciones 1, 9 o 21, con grupos en cabeza del ligando en una coleccién apropiadamente
espaciada para unirse a cualquiera de las cinco cavidades de unién del ligando en la cara plana de unién (B) de la
molécula de CRP, son deseables para el gran aumento de la avidez, producido por dichas interacciones multiples.
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REIVINDICACIONES

1. Agente para la utilizacién en medicina, comprendiendo dicho agente dos ligandos counidos covalentemente
mediante un enlazador de manera que se forma un complejo con una pluralidad de moléculas de proteina C-reac-
tiva (CRP) en su presencia, presentando dicho agente la estructura general Ligando-enlazador-Ligando, en el que
cada ligando puede ser unido mediante un sitio de unién del ligando presente en una molécula de CRP y presenta
independientemente la férmula general

en la que R comprende un amina unida opcionalmente al -O- mediante un grupo alquileno; en el que la amina es
trimetilamonio un dimetilamonio aminometilo o NH,, y en el que el enlazador presenta una longitud de cadena de
desde 5 a 7 d4tomos.

2. Agente segtn la reivindicacién 1 para la utilizacién en medicina, en el que cada ligando comprende un grupo
[(trimetilamonio)etoxi fosfinil]oxi.

3. Agente segtn la reivindicacién 1 6 2 para la utilizacién en medicina, en el que el enlazador comprende un
hidrocarbileno lineal o ramificado en el que uno o mas de sus 4&tomos de carbono son sustituido(s) opcionalmente por
un heterodtomo.

4. Agente segun la reivindicacién 2 para la utilizacién en medicina, en el que cada ligando es un grupo [(trimetila-
monio)etoxi fosfinil]Joxi y el enlazador es una cadena de 6 6 7 grupos metilénicos.

5. Agente segiin la reivindicacién 1 para la utilizacién en medicina, que comprende

T i ;
+ o O~ AP NMe
N \P/ O/ \O/\/ 3
Me3N " I
O O

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Agente segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la utilizacién en medicina, en el que el enlazador
comprende uno o mds enlaces dobles.

7. Agente segtin la reivindicacion 6 para la utilizacién en medicina, en el que el enlazador comprende por lo menos
dos enlaces dobles, que estdn conjugados.

8. Agente segtin la reivindicacion 7 para la utilizacién en medicina, en el que los enlaces dobles son trans entre si.

9. Utilizacién de un agente para la preparacion de una composicién para el tratamiento o la prevencién de dafo
tisular asociado a la produccién de la proteina C-reactiva (CRP) aumentada, en un sujeto que presenta una afeccién
y/o dafo tisular seleccionada de entre ateroesclerosis, infarto miocérdico, ictus y necrosis isquémica, comprendiendo
dicho agente dos ligandos counidos covalentemente mediante un enlazador de manera que se forma un complejo con
una pluralidad de moléculas de proteina C-reactiva (CRP), presentando dicho agente la estructura general Ligando-
enlazador-Ligando, en la que cada ligando puede ser unido mediante un sitio de unién del ligando presente en una
molécula CRP y presenta independientemente la férmula general

O

I
-X- P-0-R
}

en la que X es O o CH,-CH, y R comprende una amina unida opcionalmente al -O- mediante un grupo alquileno.

o
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10. Utilizacién segun la reivindicacién 9, en la que la amina se une a -O- mediante un grupo metileno o etileno,
que se sustituye opcionalmente con un sustituyente.

11. Utilizacién segun la reivindicacién 10, en la que la amina es un trimetilamonio, un aminometildimetilamonio
o NH,.

12. Utilizacién segtin la reivindicacién 11, en la que cada ligando comprende un grupo [(trimetilamonio)etoxi
fosfinil]oxi.

13. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en la que el enlazador comprende un hidrocar-
bileno lineal o ramificado en el que uno o més de sus dtomos de carbono estd sustituido opcionalmente por un
heterodtomo.

14. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en la que el enlazador presenta una longitud de
cadena de desde 5 a 7 dtomos.

15. Utilizacién segun la reivindicacién 14, en la que cada ligando es un grupo [(trimetilamonio)etoxi fosfinil]oxi y
el enlazador es una cadena de 6 6 7 grupos metileno.

16. Utilizacién segun la reivindicacién 9, en la que el agente comprende

O

|
+ 0 O\/\/\/\ NMes3
MesN/\/’ \p/ o/ \o/\/

o o
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

17. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en la que el enlazador comprende uno o mds enlaces
dobles.

18. Utilizacién segtin la reivindicacion 17, en la que el enlazador comprende por 1o menos dos enlaces dobles, que
estan conjugados.

19. Utilizacién segun la reivindicacién 18, en la que los enlaces dobles son trans entre si.

20. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13 en la que el enlazador comprende uno o mds grupos
arileno.

21. Agente para la utilizacién en el tratamiento o la prevencién de dafio tisular asociado a la produccién de la
proteina C-reactiva (CRP) aumentada, en un sujeto que presenta una afeccion inflamatoria y/o de dafio tisular, se-
leccionada de entre ateroesclerosis, infarto miocardico, ictus y necrosis isquémica, comprendiendo dicho agente dos
ligandos counidos covalentemente mediante un enlazador de manera que se forma un complejo con una pluralidad
de moléculas de proteina C-reactiva (CRP) en su presencia, presentando dicho agente la estructura general Ligando-
enlazador-Ligando,

en el que cada ligando puede estar unido mediante un sitio de unién del ligando presente en una molécula de CRP
y presenta independientemente la formula general

en la que X es O o CH,-CH, y R comprende una amina unida opcionalmente al -O- mediante un grupo alquileno.

22. Agente segun la reivindicacién 21, para la utilizacién segin la reivindicacién 21, en el que la amina se une a
-O- mediante un grupo metileno o etileno, que es sustituido opcionalmente con un sustituyente.

23. Agente segtn la reivindicacién 22, para la utilizacién segin la reivindicacién 21, en el que la amina es un
trimetilamonio, un aminometildimetilamonio o NH,.
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24. Agente segun la reivindicacion 23, para la utilizacién segun la reivindicacién 21, en el que cada ligando com-
prende un grupo [(trimetilamonio)etoxi fosfinil]oxi.

25. Agente segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24, para la utilizacién segun la reivindicacién 21, en el
que el enlazador comprende un hidrocarbileno lineal o ramificado, en el que uno o mas de sus d&tomos de carbono se
sustituye opcionalmente por un heterodtomo.

26. Agente segin cualquiera de las reivindicaciones 21 a 25, para la utilizacién segun la reivindicacién 21, en la
que el enlazador presenta una longitud de cadena de desde 5 a 7 dtomos.

27. Agente segtn la reivindicacién 26, para la utilizacién segtin la reivindicacién 21, en el que cada ligando es un
grupo [(trimetilamonio)etoxi fosfinil]oxi y el enlazador es una cadena de 6 6 7 grupos metileno.

28. Agente segun la reivindicacién 21, para la utilizacion segun la reivindicacién 21, en el que el agente comprende

—Q

0
I +
~ O\/\/\/\O/ P\O/\/ NMes

i b

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

+ /\/o\

MesN

=0

29. Agente segin cualquiera de las reivindicaciones 21 a 26, para la utilizacién segin la reivindicacién 21, en el
que el enlazador comprende uno o mas enlaces dobles.

30. Agente segtn la reivindicacién 29, para la utilizacién segun la reivindicacién 21, en el que el enlazador com-
prende por lo menos dos enlaces dobles, que estdn conjugados.

31. Agente segtin la reivindicacién 30, para la utilizacién segtin la reivindicacién 21, en el que los enlaces dobles
son trans entre si.

32. Agente seglin cualquiera de las reivindicaciones 21 a 25, para la utilizacidn segun la reivindicacién 21, en el
que el enlazador comprende uno o mas grupos arileno.
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