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DESCRIPCION
Captadores de gamma-cetoaldehido para el tratamiento de la aterosclerosis
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere en general al campo del tratamiento y la prevencién de la inflamacién, y més
especificamente al campo del control de isocetales y neurocetales.

La presente invencién también se refiere al campo del tratamiento y la prevencién de la aterosclerosis o el crecimiento
de placas en las arterias, la causa subyacente del ataque cardiaco, los accidentes cerebrovasculares y la enfermedad
vascular periférica, y mas especificamente al tratamiento y la prevencién del desarrollo de aterosclerosis y de
acontecimientos cardiovasculares mediante el control de los aldehidos reactivos, incluidos el malondialdehido (MDA),
los isocetales y los neurocetales, y el dafio que causan a las lipoproteinas (LDL y HDL) y a la pared arterial.

Sumario de la invencién

La peroxidacion de lipidos produce estrés oxidativo e inflamacién y acelera la patogénesis de la aterosclerosis y los
acontecimientos cardiovasculares. La capacidad del captador de aldehidos 2-hidroxibencilamina (2-HOBA)
(salicilamina) para prevenir el desarrollo de aterosclerosis se examiné en ratones Ldir’" alimentados con una dieta
occidental durante 16 semanas. En comparacién con los ratones tratados con vehiculo o el anélogo no reactivo, 4-
HOBA, el tratamiento con 2-HOBA disminuy6 significativamente el desarrollo de aterosclerosis en ratones Ldir"
hipercolesterolémicos en un 31 % en las aortas proximales y un 60 % en aortas en proyeccién de cirujano. El
tratamiento con 2-HOBA no afect6 los niveles de colesterol plasmatico, pero dio como resultado una reduccién del
contenido de aldehidos en HDL, LDL y en las lesiones ateroscleréticas. La dieta occidental aumentd los niveles
plasmaticos de aducto de malondialdehido (MDA)-apoAl en ratones Ldir"-. De forma importante, el tratamiento con 2-
HOBA redujo la formacién de MDA-apoAl y aumenté la capacidad del HDL de ratén para reducir las reservas de
colesterol de los macréfagos en comparacién con el vehiculo o la 4-HOBA. Ademas, la 2-HOBA redujo in vivo la
formacién de aductos de MDA-apoB, y la captacion de MDA con 2-HOBA durante la modificaciéon de LDL redujo la
acumulacién de colesterol en los macréfagos in vitro. Asimismo, la 2-HOBA redujo la muerte de los macréfagos y la
inflamacién en respuesta al estrés oxidativo. De forma importante, el tratamiento con 2-HOBA redujo el nimero de
células positivas para TUNEL con lesién aterosclerética en un 72 % y aumenté el nimero de células muertas que
fueron fagocitadas en comparacién con los ratones tratados con 4-HOBA o con vehiculo. Esto favorecié la formacién
de placas estables en ratones tratados con 2-HOBA, como lo demuestra la reduccién del 69 % (p < 0,01) en el nucleo
necroético y el aumento del contenido de colageno (2,7 veces) y del espesor de la capa fibrosa (2,1 veces). La presente
invencién demuestra que la captacién de aldehidos con 2-HOBA tiene multiples efectos ateroprotectores sobre las
lipoproteinas y reduce la aterosclerosis en modelos murinos. Por consiguiente, la presente invencién proporciona un
nuevo enfoque terapéutico para la prevencién y el tratamiento de la enfermedad cardiovascular aterosclerética.

Por tanto, la presente invencién es un compuesto para su uso en el tratamiento, la prevencién o la mejora de la
aterosclerosis, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

Cualquier referencia en la descripcién a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, las composiciones
farmacéuticas y los medicamentos de la presente invencion para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapia (o para diagnéstico).

Como antecedente, el documento W0O2015009977A1 divulga derivados de aminometilbiarilo y su uso en medicina. Se
prevé una gama de aplicaciones médicas, incluido el tratamiento de la aterosclerosis. El documento WO03011808A1
divulga derivados de retinoides y sus usos en el campo médico, incluido su uso para la preparacién de un medicamento
para el tratamiento de la aterosclerosis. ANNALS OF THE NEW YORK ACADEMY OF SCIENCES, vol. 1043, n.° 1,1
de junio de 2005, pags. 759-766, divulga la piridoxamina para el tratamiento de la aterosclerosis. El documento
W0O2011008202 A1 divulga compuestos reivindicados en el presente documento para el tratamiento de trastornos
neurodegenerativos.

Breve descripcién de las figuras

Las figuras 1A-1E demuestran que una realizacién de la presente invencion, 2-HOBA, atenla la aterosclerosis en
ratones Ldlr’- hipercolesterolémicos (un modelo de hipercolesterolemia familiar). Se pretrataron ratones Ldlr"
hembra de 8 semanas con 2-HOBA 1 g/ml o 4-HOBA 1 g/ml (analogo no reactivo) o vehiculo (agua) durante 2
semanas Yy luego el tratamiento continué durante 16 semanas durante las cuales los ratones fueron alimentados
con una dieta occidental con alto contenido de grasas. (Figura 1A y figura 1C) Las imagenes representativas
muestran la tincién con Red-Oil-O en secciones de la raiz de la aorta proximal (figura 1A) y en aortas abierta y
fijadas con alfileres (figura 1C). (Figura 1B y figura 1D) Cuantificacién del area media de lesién teflida con Oil-Red-
O en secciones de raiz de aorta (figura 1B) y aorta en proyeccién de cirujano (figura D). N =9 o 10 por grupo, **
p <0,01, ** p<0,001. (Figura 1E) Los niveles plasméticos de colesterol total y triglicéridos. N =9 o0 10 por grupo.
Las figuras 2A-2B demuestran que la 2-HOBA disminuye el contenido de MDA de las lesiones ateroscleréticas
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aorticas proximales en ratones Ldir". El MDA se detecté mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo
primario anti-MDA y un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia. Los nlcleos se contratifieron con
Hoechst (azul). (Figura 2A) Imagenes representativas que muestran la tincién del MDA (rojo) en secciones de la
raiz aértica proximal. (Figura 2B) Cuantificaciéon del &rea media de lesién positiva para MDA en secciones de raiz
adrtica utilizando el software Imaged. Los datos se presentan como media + EEM, N =6 por grupo, *** p < 0,001.
Las figuras 3A-3D demuestran que 2-HOBA estimula la formacién de placas ateroscleréticas estables en ratones
Ldir*. Se aplicé la tincién tricromica de Masson para analizar la estabilidad de la lesion aterosclerética en secciones
de la aorta proximal de ratones Ldir". (Figura 3A) Imagenes representativas que muestran la tincion tricrémica de
Masson en secciones de la raiz de la aorta. El contenido de colageno (figura 3B), el espesor de la capa fibrosa
(figura 3C) y el area necrética (figura 3D) se cuantificaron utilizando el software ImagedJ. N = 8 por grupo. * p < 0,05,
barra de escala = 100 ym. El azul muestra el coldgeno, el rojo, el citoplasma, el negro, los nucleos.

Las figuras 4A-4D demuestran que 2-HOBA previene la muerte celular y aumenta la eferocitosis en lesiones
ateroscleroticas de ratones Ldir". (Figura 4A) Iméagenes representativas que muestran células muertas que se
detectaron mediante tincidén con TUNEL (rojo) de secciones de aorta proximal. Los macréfagos se detectaron
mediante anticuerpo primario antimacréfagos (verde) y los nlcleos se contratiieron con Hoechst (azul). (Figura
4B) Una imagen representativa tomada con mayor aumento para indicar la tincibn con TUNEL asociada a
macréfagos (flechas amarillas), y las flechas blancas indican células muertas libres que no estaban asociadas con
macréfagos. (Figura 4C) Cuantificacién del nimero de nuUcleos positivos para TUNEL en secciones aérticas
proximales. (Figura 4D) La eferocitosis se examiné cuantificando las células positivas para TUNEL libres frente a
las asociadas a macréfagos en las secciones adrticas proximales. Los datos se indican como media + EEM (N =8
por grupo). Barra de escala = 50 um, ** p < 0,01.

Las figuras 5A-5H demuestran que el tratamiento in vitro con 2-hidroxibencilamina suprime la apoptosis y la
inflamacién celular inducidas por el estrés oxidativo. (Figura 5A y figura 5B) Se incubaron células endoteliales
adrticas de ratén (figura 5A) o macréfagos primarios (figura 5B) durante 24 h con H.O» 250 pM sola o con 4-HOBA
0 2-HOBA. Luego se detectaron las células apoptéticas mediante tincién con anexina V y citometria de flujo. (Figura
5C, figura 5D, figura SE, figura 5F, figura 5G, figura 5H) Los niveles de ARNm de IL-1B, IL-6 y TNF-a se analizaron
mediante PCR en tiempo real en los macréfagos peritoneales incubados durante 24 h con LDL oxidada (figura 5C-
figura 5E) o HoO, 250 pM (figura 5F-figura 5H) sola o con 4-HOBA o 2-HOBA. (Figura 5A a figura 5H) Los datos
se presentan como media + EEM de tres experimentos independientes, *** p < 0,001.

Las figuras 6A-6B demuestran los efectos de 2-HOBA sobre la modificaciéon de LDL por MDA (figuras 6A). Los
aductos de MDA-LDL se midieron mediante ELISA en ratones Ldlr- que consumieron una dieta occidental durante
16 semanas y fueron tratados con 2-HOBA, 4-HOBA o vehiculo. N = 10 por grupo, *** p < 0,001. (Figura 6B) La
LDL fue modificada in vitro con MDA en presencia de vehiculo solo o0 con 2-HOBA, y luego se incubé la LDL durante
24 h con macréfagos y se midié el colesterol celular. Los datos son representativos de 3 experimentos
independientes.

Las figuras 7A-7G muestran los efectos de la formacién de aductos de HDL-MDA y 2-HOBA sobre la funcién de
HDL. (Figura 7A) Los niveles plasmaticos de aductos de MDA-HDL se midieron mediante ELISA en ratones Ldlr"
tratados como se describe en la figura 6. Los datos se presentan como media + EEM (N = 8 por grupo), ***
p <0,001. (Figura 7B) Transferencias Western de apoAl y MDA-apoAl en plasma de ratdn después de
inmunoprecipitacién usando anticuerpo anti-apoAl primario. Se trataron ratones Ld/r’- como se describe en la figura
6 y se incluyen, a modo de comparacién, apoAl y MDA-apoAl procedentes de plasma de ratones Ldir- que
consumieron una dieta de pienso. (Figura 7C) Cuantificacion utilizando el software ImageJ de la densidad media
(unidades artificiales) de MDA-apoAl detectada mediante transferencia Western (figura 7B). (Figura 7D) La HDL
se aisl6 del plasma de ratones Ldir" que consumieron una dieta occidental durante 16 semanas y fueron tratados
con 2-HOBA o0 4-HOBA o vehiculo. Se incubaron macréfagos enriquecidos en colesterol durante 24 h con HDL (25
Mg de proteina/ml) y se midid el porcentaje de reduccién en el contenido de colesterol celular. Los niveles de
modificacién de HDL-MDA se analizaron mediante ELISA. Los datos se presentan como media £+ EEM, N =7 por
grupo, * p<0,05 ** p<0,01. (Figura 7E) La HDL humana se modificé con dosis crecientes de MDA vy, a
continuacion, se midié la capacidad del HDL para reducir el contenido de colesterol de los macréfagos enriquecidos
en colesterol. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes. (Figura 7F) Los niveles
plasméticos de aductos MDA-HDL se midieron mediante ELISA en sujetos control o HF antes y después de LA
(Figura 7G) Capacidad de HDL de sujetos control o HF antes y después de LA 9 (n =6 por grupo) para reducir el
contenido de colesterol de macréfagos apoE™".

Descripcién de la invencién

La presente invencién es un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso como
tratamiento profilactico o terapéutico de la aterosclerosis, tal como se establece en la reivindicacion 1.

Por "inhibicién del desarrollo aterosclerético” se entiende la supresién del desarrollo, la progresion y/o la gravedad de
la aterosclerosis, una enfermedad lentamente progresiva caracterizada por la acumulacién de colesterol dentro de la
pared arterial, por ejemplo, al inhibir, prevenir o provocar la regresién de una placa aterosclerética.

La invencién proporciona un compuesto para su uso en la inhibicién de la aterosclerosis o el desarrollo aterosclerético
en un mamifero (por ejemplo, un ser humano), que comprende administrar una cantidad antiaterosclerosis o
antidesarrollo aterosclerético de un compuesto o una composicién de las reivindicaciones, al mamifero.
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La ateroesclerosis, la causa subyacente del ataque cardiaco y los accidentes cerebrovasculares, es la causa mas
habitual de muerte y discapacidad en el mundo industrial. Los niveles elevados de lipoproteinas que contienen
apolipoproteina B (LDL y VLDL) y los niveles bajos de HDL aumentan el riesgo de aterosclerosis. Aunque se ha
demostrado que reducir el LDL con inhibidores de la HMG-CoA reductasa reduce el riesgo de ataque cardiaco y
accidente cerebrovascular en grandes ensayos de criterios de valoracidén, sigue existiendo un riesgo residual
sustancial de sufrir acontecimiento cardiovasculares. La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica en la
que el estrés oxidativo desempefia un papel fundamental. La modificacién oxidativa de las lipoproteinas que contienen
apoB mejora la internalizacién y conduce a la formacién de células espumosas. Ademés, la LDL oxidada induce
inflamacién, activacién de células inmunitarias y toxicidad celular. La HDL protege frente a la aterosclerosis a través
de multiples funciones, que incluyen estimular la expulsién del colesterol, prevenir la oxidacién de LDL, mantener la
funcién de barrera endotelial y minimizar el estrés oxidativo celular y la inflamacién. La concentracion de HDL-C esta
inversamente asociada con la enfermedad cardiovascular (ECV), pero estudios recientes sugieren que los analisis de
la funcién de las HDL pueden proporcionar nuevos marcadores independientes del riesgo de ECV. Se ha acumulado
evidencia de que la modificacidén oxidativa de la HDL compromete sus funciones, y los estudios sugieren que la HDL
oxidada es, de hecho, proaterogénica.

Durante la peroxidacién de lipidos, se forman dicarbonilos altamente reactivos, que incluyen 4-oxononenal (4-ONE),
malondialdehido (MDA) e isolevuglandinas (IsoLG). Estos dicarbonilos de lipidos reactivos se unen covalentemente
al ADN, a proteinas y a fosfolipidos, provocando alteraciones en las funciones de las lipoproteinas y celulares. En
concreto, la modificacién con dicarbonilos de lipidos reactivos estimula respuestas inflamatorias y toxicidad que
pueden ser importantes para la aterosclerosis. Los presentes inventores identificaron la 2-hidroxibencilamina (2-
HOBA) como un captador de aldehidos altamente reactivo que reacciona selectivamente con IsoLG y con dicarbonilos
estrechamente relacionados. De hecho, los presentes inventores han demostrado que la 2-HOBA protege frente a la
hipertension asociada al estrés oxidativo, la citotoxicidad inducida por oxidantes, la neurodegeneracién y la formacion
de oligbmeros de amiloide inducida por electroestimulaciéon rapida. Si bien existen pruebas de que los aldehidos
reactivos desempefian un papel en la aterogénesis, hasta la fecha no se han examinado los efectos de la captacion
de aldehidos sobre el desarrollo de la aterosclerosis.

La identificacién de estrategias eficaces para evaluar la contribucién de los dicarbonilos de lipidos reactivos a los
procesos patolégicos in vivo ha sido un desafio. Aunque, en teoria, la formacién de dicarbonilos de lipidos reactivos
podria suprimirse simplemente reduciendo los niveles de especies reactivas de oxigeno ("reactive oxygen species",
ROS) utilizando antioxidantes de la dieta, el uso de antioxidantes para prevenir acontecimientos cardiovasculares
ateroscleréticos ha resultado problematico y la mayoria de los ensayos clinicos de criterios de valoracién no lograron
demostrar un beneficio. Los antioxidantes de la dieta, tales la vitamina C y la vitamina E, son supresores relativamente
ineficaces del dafio oxidativo y la peroxidacién de lipidos. De hecho, estudios cuidadosos de pacientes con
hipercolesterolemia descubrieron que las dosis de vitamina E necesarias para reducir significativamente la
peroxidacién de lipidos eran sustancialmente mayores que las que suelen utilizarse en la mayoria de los ensayos
clinicos. Asimismo, las altas dosis de antioxidantes necesarias para suprimir la peroxidacién de lipidos se han asociado
con efectos adversos importantes, probablemente porque las ROS desempefian funciones cruciales en la fisiologia
normal, incluida la proteccién contra infecciones bacterianas y en varias vias de transduccién de sefiales celulares.
Por dltimo, con fines de descubrimiento, el uso de antioxidantes proporciona poca informacion sobre el papel de los
carbonilos de lipidos reactivos, porque la supresidn de ROS inhibe la formacién de un amplio espectro de
macromoléculas modificadas oxidativamente ademas de las especies de carbonilo de lipido reactivas.

Un enfoque alternativo para la supresion amplia de ROS con antioxidantes es utilizar captadores de moléculas
pequefias que reaccionan selectivamente con especies de dicarbonilo de lipido sin alterar los niveles de ROS, evitando
asi que los dicarbonilos de lipidos modifiquen las macromoléculas celulares sin alterar la transduccién de sefiales y la
funcién normal de ROS. La 2-hidroxibencilamina (2-HOBA) (salicilamina) reacciona rapidamente con dicarbonilos de
lipidos, tales como IsoLG, ONE y MDA, pero no con monocarbonilos de lipidos, tales como 4-hidroxinonenal. El
isémero de 2-HOBA 4-hidroxibencilamina (4-HOBA) es ineficaz como captador de dicarbonilo. Ambos compuestos
son biodisponibles por via oral, por lo que pueden usarse para examinar los efectos de la captaciéon de dicarbonilos
de lipidos in vivo. La 2-HOBA protege frente a la hipertensién asociada al estrés oxidativo, la citotoxicidad inducida
por oxidantes, la neurodegeneracién y la formacién de oligdbmeros de amiloide inducida por electroestimulacién rapida.
Si bien existen pruebas de que los dicarbonilos de lipidos reactivos desempefian un papel en la aterogénesis, hasta
la fecha no se han examinado los efectos de la captacién de dicarbonilos de lipidos sobre el desarrollo de la
aterosclerosis.

Los presentes inventores han descubierto que el tratamiento con compuestos de la presente invencién, que incluyen
2-HOBA, por ejemplo, atenla significativamente el desarrollo de aterosclerosis en ratones Ldlr~ hipercolesterolémicos.
Lo que es mas importante, el tratamiento con los compuestos de la presente invencion inhibe la muerte de las células
de la lesién y la formacién de un nuicleo necrético, lo que conduce a una formacién de placas mas estable, como lo
demuestra el aumento del contenido de colageno de la lesién y el espesor de la capa fibrosa. En coherencia con que
la disminucién de la aterosclerosis como consecuencia del tratamiento con 2-HOBA es debida a la eliminacién de
aldehidos reactivos, el contenido de MDA de la lesion aterosclerética se redujo notablemente en los ratones tratados
con 2-HOBA frente a los de control. Los presentes inventores demuestran ademas que el tratamiento con 2-HOBA da
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como resultado una disminucién de MDA-LDL y MDA-HDL en plasma. Ademés, la formacién de aductos de MDA-
apoAl disminuyé y, lo que es mas importante, el tratamiento con 2-HOBA provocé una funcién de HDL més eficiente
en la reduccidn de los depésitos de colesterol de los macréfagos. Por tanto, la captacién de carbonilos reactivos con
2-HOBA tiene multiples efectos terapéuticos antiaterogénicos que probablemente contribuyen a su capacidad para
reducir el desarrollo de la aterosclerosis en ratones Ldlr " hipercolesterolémicos.

Antes de divulgar y describir los presentes compuestos, composiciones, articulos, sistemas, dispositivos y/o métodos,
se ha de entender que no se limitan a métodos sintéticos especificos, a menos que se especifique lo contrario, ni a
reactivos concretos, a menos que se especifique lo contrario, ya que pueden, por supuesto, variar. También se ha de
entender que la terminologia utilizada en el presente documento es para los fines de describir aspectos concretos
Unicamente y no pretende ser limitante. Aunque se pueden utilizar en la practica o en el ensayo de la presente
invencién cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en el presente
documento, a continuacién, se describen ejemplos de métodos y materiales.

Las publicaciones analizadas en el presente documento se proporcionan Unicamente para su divulgacidén antes de la
fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada de lo expuesto en el presente documento se ha de interpretar
como un reconocimiento de que la presente invencién no tiene derecho a preceder a tal publicaciéon en virtud de la
invencién anterior. Por otra parte, las fechas de publicacién proporcionadas en el presente documento pueden ser
distintas de las fechas de publicacion reales, que puede ser necesario confirmar de forma independiente.

Tal como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "uno”, "una",
"el" y "la" incluyen los referentes en plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por tanto, por
ejemplo, la referencia a "un grupo funcional", "un alquilo" o "un residuo" incluye mezclas de dos o mas de dichos
grupos funcionales, alquilos o residuos, y similares.

Los intervalos se pueden expresar en el presente documento como desde "aproximadamente" un valor concreto y/o
asta "aproximadamente" otro valor concreto. Cuando se expresa un intervalo de este tipo, otro aspecto incluye desde
un valor concreto y/o hasta el otro valor concreto. De forma similar, cuando se expresan valores como aproximaciones,
mediante el uso del antecedente "aproximadamente", se entendera que el valor concreto forma otro aspecto. Se
entendera ademas que los valores extremos de cada uno de los intervalos son significativos con respecto al otro valor
extremo, e independientemente del otro valor extremo. Se entiende también que en el presente documento se divulga
un numero de valores y que cada valor se divulga también en el presente documento como "aproximadamente" este
valor concreto, ademas del valor mismo. Por ejemplo, si se divulga el valor "10", entonces también se divulga
"aproximadamente 10". Se entiende también que cada unidad entre dos unidades concretas también se divulga. Por
ejemplo, si se divulgan 10 y 15, entonces también se divulgan 11, 12, 13y 14.

Tal como se usan en el presente documento, los términos "opcional" u "opcionalmente" significan que el
acontecimiento o circunstancia descritos posteriormente se pueden producir o0 no, y que la descripcién incluye casos
en los que dicho acontecimiento o circunstancia se produce y casos en los que no.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a una diana de administracién. El sujeto de
los métodos divulgados en el presente documento puede ser un vertebrado, tal como un mamifero, un pez, un ave,
un reptil o un anfibio. Por tanto, el sujeto de los métodos divulgados en el presente documento puede ser un ser
humano, un primate no humano, un caballo, un cerdo, un conejo, un perro, una oveja, una cabra, una vaca, un gato,
una cobaya o un roedor. El término no indica una edad o género en particular. Por tanto, se prevé que se incluyan
sujetos adultos y recién nacidos, asi como fetos, sean macho o hembra. Un paciente se refiere a un sujeto que padece
una enfermedad o trastorno. El término "paciente” incluye sujetos humanos y veterinarios.

Tal como se usa en el presente documento, el término "tratamiento” se refiere al tratamiento médico de un paciente
con la intencién de curar, mejorar, estabilizar o prevenir una enfermedad, afeccién patoldgica o trastorno. Este término
incluye el tratamiento activo, es decir, el tratamiento dirigido especificamente a la mejora de una enfermedad, afeccién
patolégica o trastorno, y también incluye el tratamiento causal, es decir, el tratamiento dirigido hacia la eliminacién de
la causa de la enfermedad, afeccion patolégica o trastorno. Ademés, este término incluye el tratamiento paliativo, es
decir, el tratamiento disefiado para el alivio de los sintomas mas que para la cura de la enfermedad, la afeccién
patolégica o el trastorno; el tratamiento preventivo, es decir, el tratamiento dirigido a minimizar o inhibir parcial o
completamente el desarrollo de la enfermedad, la afeccién patolégica o el trastorno; y el tratamiento de apoyo, es
decir, el tratamiento que se emplea para complementar otra terapia especifica que esta dirigida a la mejora de la
enfermedad, afeccién patolégica o trastorno.

Tal como se usa en el presente documento, el término "prevenir” se refiere a evitar, prevenir, obviar, impedir, detener
u obstaculizar que algo suceda, especialmente mediante una accién anticipada. Se entiende que cuando se usan
reducir, inhibir o prevenir en el presente documento, a menos que se indique especificamente lo contrario, también se
divulga expresamente el uso de los otros dos términos. Tal como se puede observar en el presente documento, existe
una superposicién en la definicién de tratar y prevenir.

Tal como se usa en el presente documento, el término "diagnosticado” significa haber sido sometido a un examen
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fisico por un experto, por ejemplo, un médico, que pone de manifiesto que tiene una afeccién que puede ser
diagnosticada o tratada por los compuestos, composiciones 0 métodos divulgados en el presente documento. Tal
como se usa en el presente documento, la expresidn "identificado como que necesita tratamiento para un trastorno” o
similares, se refiere a la seleccidén de un sujeto basandose en la necesidad de tratamiento del trastorno. Por ejemplo,
se puede identificar un sujeto que tiene una necesidad de tratamiento de un trastorno (por ejemplo, un trastorno
relacionado con la inflamacién) basédndose en un diagnéstico mas temprano por parte de un experto y, posteriormente,
se puede someter a tratamiento para el trastorno. Se contempla que la identificacién puede ser efectuada, en un
aspecto, por una persona diferente a la persona que realiza el diagnéstico. También se contempla, en otro aspecto,
que la administracién pueda ser efectuada por alguien que posteriormente realice la administracién.

Tal como se usan en el presente documento, los términos "administrar" y "administraciéon" se refieren a cualquier
método de suministro de un preparado farmacéutico a un sujeto. Tales métodos son bien conocidos para los expertos
en la materia e incluyen, entre otros, la administracién oral, la administracién transdérmica, la administracién por
inhalacion, la administracion nasal, la administracién tépica, la administracién intravaginal, la administracion oftalmica,
la administracién intraauricular, la administracion intracerebral, la administracién rectal y la administraciéon parenteral,
incluida inyectable, tal como la administracién intravenosa, la administracién intraarterial, la administracién
intramuscular y la administracién subcuténea. La administracion puede ser continua o intermitente. En diversos
aspectos, un preparado puede administrarse terapéuticamente; es decir, se administra para tratar una enfermedad o
afeccién existente. En diversos otros aspectos, un preparado puede administrarse profilacticamente; es decir, se
administra para la prevencién de una enfermedad o afeccion.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad que es suficiente
para lograr el resultado deseado o para tener un efecto sobre una afeccién indeseada. Por ejemplo, una "cantidad
terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad que es suficiente para lograr el resultado terapéutico deseado o
para tener un efecto sobre sintomas no deseados, pero generalmente es insuficiente para causar efectos secundarios
adversos. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier paciente concreto dependeré de diversos
factores, que incluyen el trastorno que se esta tratando y la gravedad del trastorno; la composicién especifica
empleada; la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo y la dieta del paciente; el momento de la
administracién; la via de administracién; la tasa de excrecién del compuesto concreto empleado; la duracién del
tratamiento; los farmacos usados en combinacién o simultaneos con el compuesto especifico empleado y factores
similares bien conocidos en las técnicas médicas. Por ejemplo, esta dentro de las habilidades del experto comenzar
con dosis de un compuesto a niveles inferiores a los requeridos para conseguir el efecto terapéutico deseado y
aumentar gradualmente la dosis hasta que se logre el efecto deseado. Si se desea, la dosis diaria eficaz se puede
dividir en multiples dosis para fines de administracién. En consecuencia, las composiciones de dosis Unica pueden
contener tales cantidades o submdltiplos de estas para componer la dosis diaria. Cada médico puede ajustar la dosis
en el caso de cualquier contraindicacién. La posologia puede variar, y se puede administrar en una o mas
administraciones de la dosis a diario, durante uno o varios dias. Se pueden encontrar en la bibliografia directrices para
las dosis adecuadas de clases determinadas de productos farmacéuticos. En diversos otros aspectos, un preparado
se puede administrar en una "cantidad profilacticamente eficaz"; es decir, una cantidad eficaz para la prevencién de
una enfermedad o afeccién.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a
soluciones, dispersiones, suspensiones 0 emulsiones acuosas o0 no acuosas estériles, asi como polvos estériles para
su reconstitucién en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso. Algunos ejemplos de
vehiculos, diluyentes, disolventes o portadores acuosos y no acuosos adecuados incluyen agua, etanol, polioles (tales
como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares), carboximetilcelulosa y mezclas adecuadas de los mismos,
aceites vegetales (tales como aceite de oliva) y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez
adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento, tales como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones, y mediante el uso de
tensioactivos. Estas composiciones también pueden contener adyuvantes, tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencidn de la accién de microorganismos puede
asegurarse por la inclusién de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, tales como parabeno, clorobutanol,
fenol, acido sérbico y similares. También puede ser deseable incluir agentes isoténicos, tales como azlcares, cloruro
de sodio y similares. La absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede conseguirse con la inclusién
de agentes, tales como monoestearato de aluminio y gelatina, que retardan la absorcion. Las formas inyectables de
depésito de liberacién prolongada se preparan formando matrices microencapsuladas del farmaco en polimeros
biodegradables, tales como polilactida-poliglicdlido, poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). En funcién de la proporcidon
entre el farmaco y el polimero y de la naturaleza del polimero concreto empleado, puede controlarse la velocidad de
liberacion del farmaco. Las formulaciones inyectables de depdésito de liberaciéon prolongada también se preparan
atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones, que son compatibles con los tejidos corporales. Las
formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro de retencién de
bacterias o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que pueden disolverse o
dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril justo antes de su uso. Algunos vehiculos inertes adecuados
pueden incluir azlcares, tales como lactosa. De manera deseable, al menos el 95 % en peso de las particulas del
principio activo tiene un tamafio de particula eficaz en el intervalo de 0,01 a 10 micrémetros.
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Tal como se usa en el presente documento, el término "captador" se refiere a una sustancia quimica que se puede
administrar con el fin de eliminar o inactivar impurezas o productos de reaccién no deseados. Por ejemplo, los
isocetales forman aductos de manera irreversible especificamente con residuos de lisina en las proteinas. Los
captadores de isocetales de la presente invencién reaccionan con isocetales antes de que estos formen un aducto
con los residuos de lisina. Por consiguiente, los compuestos de la presente invencion "captan” isocetales, evitando asi
que formen un aducto con las proteinas.

Tal como se usa en el presente documento, se contempla que el término "sustituido" incluya todos los sustituyentes
permitidos de los compuestos organicos. En un amplio aspecto, los sustituyentes permitidos incluyen sustituyentes
aciclicos y ciclicos, ramificados y no ramificados, sustituyentes carbociclicos y heterociclicos, y aromaticos y no
aromaticos de compuestos organicos. Algunos sustituyentes ilustrativos incluyen, por ejemplo, los que se describen a
continuacién. Los sustituyentes permitidos pueden ser uno o mas y el mismo o diferente para los compuestos
organicos adecuados. Para los fines de la presente divulgacién, los heterodtomos, tales como nitrégeno, pueden tener
sustituyentes de hidrégeno y/o cualquier sustituyente permitido de los compuestos organicos descritos en el presente
documento que satisfagan las valencias de los heteroatomos. Esta divulgacién no pretende estar limitada de ninguna
manera por los sustituyentes permitidos de compuestos organicos. Ademas, se entendera que el término "sustitucién”
o la expresion "sustituido con" incluyen la condicién implicita de que cada sustitucién esté conforme con la valencia
permitida del atomo sustituido y del sustituyente, y de que la sustituciéon de como resultado un compuesto estable, por
ejemplo, un compuesto que no experimenta espontaneamente una transformacion, tal como mediante reorganizacién,
ciclacién, eliminacioén, etc.

El término "alquilo", tal como se usa en el presente documento, es un grupo hidrocarburo saturado ramificado o no
ramificado de 1 a 24 atomos de carbono, tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, s-butilo, t-butilo,
n-pentilo, isopentilo, s-pentilo, neopentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, dodecilo, tetradecilo, hexadecilo,
eicosilo, tetracosilo y similares. El grupo alquilo puede ser ciclico o aciclico. El grupo alquilo puede estar ramificado o
no ramificado. El grupo alquilo también puede estar sustituido o no sustituido. Por ejemplo, el grupo alquilo puede
estar sustituido con uno o mas grupos que incluyen, entre otros, alquilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo, alcoxi,
amino, éter, haluro, hidroxi, nitro, sililo, sulfo-oxo o tiol, tal como se describe en el presente documento. Un grupo
"alquilo inferior" es un grupo alquilo que contiene de uno a seis (por ejemplo, de uno a cuatro) atomos de carbono.

En toda la memoria descriptiva, "alquilo” se utiliza generalmente para referirse tanto a grupos alquilo no sustituidos
como a grupos alquilo sustituidos; sin embargo, los grupos alquilo sustituidos también se mencionan especificamente
en el presente documento identificando los sustituyentes especificos en el grupo alquilo. Por ejemplo, la expresién
"alquilo halogenado" se refiere especificamente a un grupo alquilo que esté sustituido con uno o méas haluros, por
ejemplo, fltor, cloro, bromo o yodo. El término "alcoxialquilo" se refiere especificamente a un grupo alquilo que esta
sustituido con uno o mas grupos alcoxi, como se describe a continuaciéon. El término "alquilamino" se refiere
especificamente a un grupo alquilo que esta sustituido con uno 0 més grupos amino, como se describe a continuacién.

La practica de utilizar un término general, tal como "cicloalquilo", y un término especifico, tal como "alquilcicloalquilo”,
no pretende implicar que el término general no incluya también el término especifico.

El término "cicloalquilo", tal como se utiliza en el presente documento, es un anillo no aromético basado en el carbono
compuesto por al menos tres atomos de carbono. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen, entre oftros,
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, norbornilo y similares. El término "heterocicloalquilo" es un tipo de
grupo cicloalquilo como se define anteriormente, y esta incluido dentro del significado del término "cicloalquilo”, en
donde al menos uno de los atomos de carbono del anillo se reemplaza por un heterodtomo, tal como, entre otros,
nitrégeno, oxigeno, azufre o fésforo. El grupo cicloalquilo y el grupo heterocicloalquilo pueden estar sustituidos o no
sustituidos. EI grupo cicloalquilo y el grupo heterocicloalquilo pueden estar sustituidos con uno 0 mas grupos que
incluyen, entre otros, alquilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo, alcoxi, amino, éter, haluro, hidroxi, nitro, sililo, sulfo-
oxo o tiol como se describe en el presente documento.

La expresién "grupo polialquileno” como se usa en el presente documento es un grupo que tiene dos o0 mas CHa
grupos enlazados entre si. El grupo polialquileno puede estar representado por la formula -(Ch2)a-, €n donde "a" es un
namero entero de 2 a 500.

Los términos "alcoxi" y "alcoxilo", tal como se usan en el presente documento, se refieren a un grupo alquilo o
cicloalquilo unido a través de un enlace éter; es decir, un grupo "alcoxi" se puede definir como -OA", en donde A es
alquilo o cicloalquilo como se definié anteriormente. "Alcoxi" también incluye polimeros de grupos alcoxi como se
acaba de describir; es decir, un alcoxi puede ser un poliéter, tal como -OA'-OA? o -OA'-(OA?),-OA? en donde "a" es
un nimero entero de 1 a 200, y A', A2y A3 son grupos alquilo y/o cicloalquilo.

Los términos "amina" o "amino", tal como se usan en el presente documento, estan representados por la férmula
NA'AA3 en donde A' A2y A3 pueden ser, independientemente, hidrégeno o un grupo alquilo opcionalmente
sustituido, cicloalquilo, alquenilo, cicloalquenilo, alquinilo, cicloalquinilo, arilo o heteroarilo como se describe en el
presente documento.
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El término "hidroxilo", tal como se utiliza en el presente documento, esta representado por la formula -OH.

El término "nitro", tal como se utiliza en el presente documento, esté representado por la férmula -NO..

La expresiéon "farmacéuticamente aceptable" describe un material que no es biolégicamente indeseable ni es
indeseable por otras cuestiones, es decir, que no causa un nivel inaceptable de efectos bioldgicos indeseables o no

interactia de manera perjudicial.

Los compuestos para su uso en la invencidn se pueden elegir entre:

NH,
é(w )
OCH, ;

HsCO ,

NH,
OH OH
O,N OCH, HO :

Los compuestos para su uso en la invencién también pueden elegirse entre:

Salicilamina Metilsalicilamina Etilsalicilamina

(SA) (MeSA) (EtSA)

La invencién también se extiende a composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos descritos. Es decir,
se puede proporcionar una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de al
menos un compuesto divulgado o al menos un producto de un método divulgado y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

En otros aspectos, las composiciones farmacéuticas divulgadas comprenden los compuestos divulgados (incluidas
una o mas sales farmacéuticamente aceptables de estos) como principio activo, un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y, opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos o adyuvantes. Las presentes composiciones incluyen
aquellas adecuadas para la administracién oral, rectal, topica y parenteral (incluida la administracién subcutanea,
intramuscular e intravenosa), aunque la via mas adecuada en cualquier caso determinado dependeré del hospedador
particular y de la naturaleza y gravedad de las afecciones para las que se administra el principio activo. Las
composiciones farmacéuticas se pueden presentar de manera conveniente en una forma farmacéutica unitaria y se
pueden preparar mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales
preparadas a partir de bases o acidos no téxicos farmacéuticamente aceptables. Cuando el compuesto de la presente
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invencién es acido, su sal correspondiente se puede preparar convenientemente a partir de bases no tdxicas
farmacéuticamente aceptables, incluidas bases inorganicas y bases organicas. Las sales derivadas de dichas bases
inorganicas incluyen sales de aluminio, amonio, calcio, cobre (clUpricas y cuprosas), férricas, ferrosas, de litio,
magnesio, manganeso (manganésicas y manganosas), potasio, sodio, cinc y sales similares. Se prefieren
especialmente las sales de amonio, calcio, magnesio, potasio y sodio. Las sales derivadas de bases organicas no
téxicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, asi como aminas
ciclicas y aminas sustituidas, tales como aminas sustituidas de origen natural y sintetizadas. Otras bases organicas
no téxicas farmacéuticamente aceptables a partir de las cuales se pueden formar sales incluyen resinas de intercambio
ibnico tales como, por ejemplo, arginina, betaina, cafeina, colina, N,N-dibenciletilendiamina, dietilamina, 2-
dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol, etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina,
glucosamina, histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperidina, resinas
de poliamina, procaina, purinas, teobromina, trietilamina, trimetilamina, tripropilamina, trometamina y similares.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "acidos no tdxicos farmacéuticamente aceptables” incluye
acidos inorganicos, acidos orgénicos y sales preparadas a partir de estos, por ejemplo, é&cido acético,
bencenosulfénico, benzoico, alcanforsulfénico, citrico, etanosulfénico, fumarico, glucénico, glutamico, bromhidrico,
clorhidrico, isetiénico, lactico, maleico, malico, mandélico, metanosulfénico, mucico, nitrico, pamoico, pantoténico,
fosférico, succinico, sulfurico, tartarico, p-toluenosulfénico y similares. Se prefieren los éacidos citrico, bromhidrico,
clorhidrico, maleico, fosférico, sulfarico y tartarico.

En la préactica, los compuestos de la invencién, o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, de la
presente invencién se pueden combinar como principio activo mezclado a fondo con un vehiculo farmacéutico de
acuerdo con técnicas convencionales de composicién farmacéutica. El vehiculo puede tomar una amplia variedad de
formas en funcién de la forma de preparacién deseada para su administracién, por ejemplo, oral o parenteral (incluida
intravenosa). Por tanto, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden presentar como
unidades discretas adecuadas para la administracion oral, tales como capsulas, obleas o comprimidos, que contienen,
cada una, una cantidad predeterminada del principio activo. Por otra parte, las composiciones se pueden presentar en
forma de un polvo, en forma de granulos, en forma de una solucién, en forma de una suspensién en un liquido acuoso,
en forma de un liquido no acuoso, en forma de una emulsién de aceite en agua o en forma de una emulsién liquida
de agua en aceite. Ademés de las formas farmacéuticas habituales expuestas anteriormente, los compuestos de la
invencién y/o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismo, también se pueden administrar por medios de
liberacion controlada y/o dispositivos de administracién. Las composiciones se pueden preparar mediante cualquiera
de los métodos de la farmacia. En general, dichos métodos incluyen una etapa de asociar el principio activo con el
vehiculo que constituye uno o mas ingredientes necesarios. En general, las composiciones se preparan mezclando
de manera uniforme y minuciosa el principio activo con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos o
ambos. A continuacién, se le puede dar forma de manera conveniente al producto en la presentacién deseada.

Por tanto, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden incluir un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable de los compuestos de la invencién. Los compuestos
de la invencién, o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, también se pueden incluir en composiciones
farmacéuticas junto con uno o mas compuestos terapéuticamente activos diferentes. El vehiculo farmacéutico
empleado puede ser, por ejemplo, un sélido, un liquido o un gas. Algunos ejemplos de vehiculos sélidos incluyen
lactosa, sulfato de calcio dihidratado, sacarosa, talco, gelatina, agar, pectina, goma arabiga, estearato de magnesio y
acido estearico. Algunos ejemplos de vehiculos liquidos son el jarabe de azUcar, el aceite de cacahuete, el aceite de
olivay el agua. Algunos ejemplos de vehiculos gaseosos incluyen diéxido de carbono y nitrégeno.

En la preparaciéon de las composiciones para formas farmacéuticas orales, se puede emplear cualquier medio
farmacéutico conveniente. Por ejemplo, puede usarse agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes,
conservantes, agentes colorantes y similares para formar preparados liquidos orales, tales como suspensiones,
elixires y soluciones; mientras que pueden usarse vehiculos, tales como almidones, azlcares, celulosa microcristalina,
diluyentes, agentes de granulacién, lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y similares para formar preparados
orales sélidos, tales como polvos, capsulas y comprimidos. Debido a su facilidad de administracién, los comprimidos
y las capsulas son las formas farmacéuticas unitarias orales preferidas en las que se emplean vehiculos farmacéuticos
sélidos. Opcionalmente, los comprimidos se pueden recubrir mediante técnicas acuosas 0 no acuosas convencionales.

Se puede preparar un comprimido que contiene la composicién de la presente invencién mediante compresién o
moldeado, opcionalmente con uno o mas ingredientes auxiliares o adyuvantes. Los comprimidos que se han
comprimido se pueden preparar mediante compresion, en una maquina adecuada, del principio activo en una forma
fluida, tal como polvos o granulos, opcionalmente mezclados con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte,
tensioactivo o agente dispersante. Los comprimidos moldeados se pueden preparar mediante moldeo en una maquina
adecuada, de una mezcla del compuesto en polvo hidratado con un diluyente liquido inerte.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden comprender un compuesto de la invencién (o sales
farmacéuticamente aceptables del mismo) como principio activo, un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y
opcionalmente uno o mas agentes terapéuticos o adyuvantes adicionales. Las presentes composiciones incluyen
composiciones adecuadas para la administracién oral, rectal, tépica y parenteral (incluida la administracién
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subcutanea, intramuscular e intravenosa), aunque la via mas adecuada en cualquier caso determinado dependeréa del
hospedador particular y de la naturaleza y gravedad de las afecciones para las que se administra el principio activo.
Las composiciones farmacéuticas se pueden presentar de manera conveniente en una forma farmacéutica unitaria y
se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia.

Se pueden preparar composiciones farmacéuticas de la presente invencién adecuadas para la administracién
parenteral en forma de soluciones o suspensiones de los compuestos activos en agua. Se puede incluir un tensioactivo
adecuado tal como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa. También se pueden preparar dispersiones en glicerol,
polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos en aceites. Por otra parte, se puede incluir un conservante para
evitar el crecimiento perjudicial de microorganismos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién adecuadas para un uso inyectable incluyen soluciones o
dispersiones acuosas estériles. Asimismo, las composiciones pueden estar en forma de polvos estériles para la
preparacién improvisada de dichas soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma
inyectable final debe ser estéril y debe ser eficazmente fluida para facilitar la inyectabilidad. Las composiciones
farmacéuticas deben ser estables en las condiciones de fabricacién y almacenamiento; por tanto, se deben proteger
preferentemente frente a la accién contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo
puede ser un disolvente o medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido), aceites vegetales y mezclas adecuadas de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden estar en una forma adecuada para su uso tépico,
tal como, por ejemplo, un aerosol, crema, pomada, locién, polvo fino, enjuagues bucales, gargarismos y similares. Por
otra parte, las composiciones pueden estar en una forma adecuada para su uso en dispositivos transdérmicos. Estas
formulaciones se pueden preparar con un compuesto de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables del
mismo, mediante métodos de procesamiento convencionales. Como ejemplo, se prepara una crema o pomada
mezclando material hidréfilo y agua, junto con aproximadamente del 5 % en peso a aproximadamente el 10 % en peso
del compuesto, para producir una crema o pomada que tenga una consistencia deseada.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden estar en una forma adecuada para la
administracién rectal, en donde el vehiculo es un sélido. Es preferible que la mezcla forme supositorios de dosis
unitaria. Algunos vehiculos adecuados incluyen manteca de cacao y otros materiales usados habitualmente en la
técnica. Los supositorios se pueden formar de manera conveniente mezclando en primer lugar la composicién con el
vehiculo o vehiculos ablandados o fundidos, seguido del enfriamiento y la conformacién en moldes.

Ademas de los ingredientes de vehiculo mencionados anteriormente, las formulaciones farmacéuticas descritas
anteriormente pueden incluir, segin corresponda, uno o mas ingredientes de vehiculo adicionales, tales como
diluyentes, tampones, agentes aromatizantes, aglutinantes, agentes tensioactivos, espesantes, lubricantes,
conservantes (incluidos antioxidantes) y similares. Asimismo, se pueden incluir otros adyuvantes para hacer que la
formulacidn sea isoténica con la sangre del receptor deseado. Las composiciones que contienen un compuesto de la
invencién yfo sales farmacéuticamente aceptables del mismo también se pueden preparar en forma de polvo o
concentrado liquido.

Los compuestos de la presente invenciéon se pueden administrar como el Unico agente farmacéutico activo, o se
pueden usar junto con uno o més agentes Utiles para tratar o prevenir diversas complicaciones, tales como, por
ejemplo, enfermedades relacionadas con la aterosclerosis. Cuando se administran en forma de combinado, los
agentes terapéuticos pueden formularse en forma de composiciones separadas que se administran al mismo tiempo
o en momentos diferentes, o los agentes terapéuticos pueden administrarse como una sola composicion.

Tal como se indica en el presente documento, los compuestos de la presente invencién se pueden preparar en forma
sélida (incluidos granulos, polvos o supositorios) o en forma liquida (por ejemplo, soluciones, suspensiones o
emulsiones). Se pueden aplicar en una diversidad de soluciones y se pueden someter a procedimientos farmacéuticos
convencionales, tales como esterilizacién y/o pueden contener adyuvantes convencionales, tales como conservantes,
estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, tampones, etc.

Por tanto, para su administracion, los compuestos de la presente invencién normalmente se combinan con uno 0 mas
adyuvantes apropiados para la via de administracién indicada. Por ejemplo, se pueden mezclar con lactosa, sacarosa,
polvo de almidén, ésteres de celulosa de 4cidos alcanoicos, 4cido esteérico, talco, estearato de magnesio, éxido de
magnesio, sales de sodio y calcio de éacidos fosférico y sulfirico, goma arabiga, gelatina, alginato de sodio,
polivinilpirrolidina y/o poli(alcohol vinilico) y, opcionalmente, se comprimen o encapsulan para su administracion
convencional. Como alternativa, se pueden disolver en solucién salina, agua, polietilenglicol, propilenglicol, soluciones
coloidales de carboximetilcelulosa, etanol, aceite de maiz, el aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite
de sésamo, goma de tragacanto y/o diversos tampones. Otros adyuvantes y modos de administracién son bien
conocidos en la técnica farmacéutica. El vehiculo o diluyente puede incluir un material de liberacién retardada, tal
como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, solo 0 con una cera, u otros materiales bien conocidos en
la técnica.
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En aplicaciones terapéuticas, los compuestos de la presente invencién se pueden administrar a un paciente mamifero
en una cantidad suficiente para reducir o inhibir la indicacién deseada. Las cantidades eficaces para este uso
dependen de factores que incluyen, entre otros, la via de administracién, el estadio y la gravedad de la indicacién, el
estado general de salud del mamifero y el criterio del médico prescriptor. Los compuestos de la presente invencién
son seguros y eficaces en un amplio intervalo de dosis. Sin embargo, se entendera que las cantidades de piridoxamina
realmente administradas seran determinadas por un médico, a la luz de las circunstancias pertinentes anteriores.

Las sales de adicién de &cidos farmacéuticamente aceptables de los compuestos adecuados para su uso en los
métodos de la invencién incluyen sales derivadas de acidos inorganicos no téxicos, tales como acido clorhidrico,
nitrico, fosférico, sulfdrico, bromhidrico, yodhidrico, fluorhidrico, fosforoso y similares, asi como las sales derivadas de
acidos orgénicos no toxicos, tales como acidos mono- y dicarboxilicos alifaticos, acidos alcanoicos sustituidos con
fenilo, &cidos hidroxialcanoicos, acidos alcanodioicos, acidos aromaticos, acidos sulfénicos alifaticos y aromaticos,
etc. Por tanto, tales sales incluyen sales sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfito, nitrato, fosfato,
monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato, metafosfato, pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato,
trifluoroacetato, propionato, caprilato, isobutirato, oxalato, malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato,
mandelato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, ftalato, bencenosulfonato, toluenosulfonato,
fenilacetato, citrato, lactato, maleato, tartrato, metanosulfonato y similares. También se contemplan sales de
aminodacidos, tales como arginato y similares y gluconato, galacturonato, N-metilglutamina, etc. (véase, por ejemplo,
Berge et al., J. Pharmaceutical Science, 66: 1-19 (1977).

Las sales de adicién de acidos de compuestos bésicos se preparan poniendo en contacto la forma de base libre con
una cantidad suficiente del acido deseado para producir la sal de la manera convencional. La forma de base libre se
puede regenerar poniendo en contacto la forma de sal con una base y aislando la base libre de la manera convencional.
Las formas de base libre difieren de sus respectivas formas de sal en determinadas propiedades fisicas, tales como
la solubilidad en disolventes polares, pero, por lo demas, las sales son equivalentes a su respectiva base libre para
los fines de la presente invencion.

Los sujetos, especialmente los individuos con alto riesgo de desarrollar aterosclerosis, pueden tratarse administrando
uno o mas de los compuestos descritos anteriormente. Tal como se ha mencionado previamente, la dosis exacta
dependera del compuesto concreto que se administre y se determinara usando procedimientos bien conocidos en la
técnica, equilibrando la toxicidad y la eficacia terapéutica. También se pueden administrar compuestos a animales de
ensayo para estudiar su efecto sobre el desarrollo de placas aterosclerdticas. En estos casos, las dosis estan limitadas
Unicamente por la toxicidad. También debe reconocerse que los compuestos inhibidores pueden administrarse como
Unicos agentes activos en una forma farmacéutica, o pueden combinarse con otros farmacos para mejorar la eficacia
general.

Por tanto, otra realizacién de la presente invencidn es una composicién para su uso en el tratamiento, la prevencién o
la mejora de la aterosclerosis, en donde la composicién comprende un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones
1a4.

Ejemplos

Ademas de los ejemplos mostrados anteriormente, los siguientes ejemplos demuestran determinadas realizaciones
especificas de la presente invencién. Todos los ejemplos deben interpretarse como ilustrativos de determinados
aspectos de la presente invencién y no deben interpretarse como limitantes de ésta.

Abreviaturas: 2-HOBA, 2-hidroxibencilamina; 4-HOBA, 4-hidroxibencilamina; MDA, malondialdehido; 4-HNE, 4-
hidroxinonenal; IsoLG, isolevuglandinas; HDL, lipoproteinas de alta densidad; LDL, lipoproteinas de baja densidad,
LDLR, receptor de lipoproteinas de baja densidad; ApoAl, apolipoproteina Al; ApoB, apolipoproteina B; ROS, especies
de oxigeno reactivo; IL, interleucina.

Materiales y métodos:

Ratones: LdlIr" y WT en ratones con trasfondo C57BL/6 se obtuvieron en Jackson Laboratory. Los protocolos con
animales se realizaron de acuerdo con las regulaciones del Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales de la
Universidad de Vanderbilt. Los ratones se mantuvieron con pienso o una dieta de tipo occidental que contenia un 21
% de grasa lactea y un 0,15 % de colesterol (Teklad). Ratones hembra de ocho semanas de edad fueron pretratados
con vehiculo solo (agua) o que contenia 1 g/l de 4-HOBA o 1 g/l de 2-HOBA. Después de dos semanas, los ratones
continuaron recibiendo tratamiento y se les administrd una dieta occidental durante 16 semanas para inducir
hipercolesterolemia y aterosclerosis.

Cultivo celular: Se aislaron macréfagos peritoneales de ratones 72 horas después de una inyeccién de tioglicolato al
3 % y se mantuvieron en DMEM més suero bovino fetal al 10 % ("fetal bovine serum"”, FBS, Gibco) como se describid
anteriormente. Las células endoteliales aérticas humanas ("human aortic endothelial cells", HAEC) se obtuvieron de
Lonza y se mantuvieron en medio basal de células endoteliales-2 mas FBS al 1 % y factores de crecimiento esenciales
(Lonza).
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Aislamiento de HDL a partir de plasma de ratén y mediciéon de la capacidad de HDL para reducir el colesterol de
macréfagos: Se aislé HDL del plasma de ratdn utilizando el kit de purificacién de HDL (Cell BioLabs, Inc.) siguiendo el
protocolo del fabricante. Brevemente, las lipoproteinas que contenian apoB y HDL se precipitaron secuencialmente
con sulfato de dextrano. A continuacion, se resuspendié y se lavé la HDL. Después de retirar el sulfato de dextrano,
la HDL se dializé frente a PBS. Para medir la capacidad de la HDL para reducir el colesterol de los macréfagos,
macrofagos apoE” fueron enriquecidos con colesterol mediante incubacién durante 48 h en DMEM que contenia 100
Mg de proteina/ml de LDL acetilada. Luego se lavaron las células y se incubaron durante 24 h en DMEM solo o con 25
Mg de proteina de HDL/mI. El colesterol celular se midié antes y después de la incubacién con HDL usando un ensayo
enzimatico de colesterol como se describe.

Medicion de MDA-LDL, MDA-HDL y MDA-ApoAl: Se utilizé un ELISA de tipo "sandwich" para medir los niveles
plasmaticos de MDA-LDL y MDA-HDL siguiendo las instrucciones del fabricante (Cell BioLabs, Inc.). Brevemente, se
agregaron muestras aisladas de LDL o HDL y patrones de MDA-HDL a placas recubiertas con anti-MDA y, después
del bloqueo, las muestras se incubaron con anticuerpo primario anti-apoB o anti-ApoAl biotinilado. A continuacién, las
muestras se incubaron durante 1 hora con conjugado de estreptavidina-enzima y 15 minutos con solucién de sustrato.
Después de detener la reaccién, se midié la D.O. a una longitud de onda de 450 nm. Se detect6 el MDA-ApoAl en
plasma de ratén mediante inmunoprecipitacion de ApoAl y transferencia Western. Brevemente, se prepararon 50 pl
de plasma de ratén con 450 pl de tampdn de lisis IP (Pierce) mas una mezcla de inhibidor de proteasa al 0,5 % (Sigma)
y se inmunoprecipitaron con 10 pg de anticuerpo policlonal contra ApoAl de ratdn (Novus). A continuacién, se
agregaron 25 pl de esferas magnéticas (Invitrogen) y la mezcla se incub6 durante 1 hora a 4 °C con rotacién. A
continuacién, se recogieron las esferas magnéticas, se lavaron tres veces y se afiadié a las esferas tampén de muestra
de SDS-PAGE con B-mercaptoetanol. Después de la incubacién a 70 °C durante 5 min, se aplicé un campo magnético
al Magnetic Separation Rack (Nueva Inglaterra) y el sobrenadante se usé para detectar ApoAl o MDA de raton. Para
la transferencia Western, se resolvieron 30-60 g de proteinas mediante electroforesis NUPAGE Bis-Tris (Invitrogen)
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham Bioscience). Las membranas se sondaron con anticuerpos
primarios de conejo especificos para ApoAl (Novus) o MDA (Cell Signaling) y un anticuerpo secundario IRDye 680 (LI-
COR) marcado con fluorescencia. Las proteinas se visualizaron y cuantificaron mediante el software de cuantificacién
Odyssey 3.0 (LI-COR).

Modificacién de HDL y LDL con MDA: Se prepard MDA inmediatamente antes de su uso mediante hidrélisis acida
rapida de maloncarbonil bis-(dimetilacetal) como se describe. Brevemente, se afiadieron 20 pl de HCI 1 M a 200 pl de
maloncarbonil bis-(dimetilacetal) y la mezcla se incubd durante 45 minutos a temperatura ambiente. La concentracion
de MDA se determiné mediante absorbancia a 245 nm, utilizando el factor de coeficiente 13, 700 M-1 cm-1. La HDL
(10 mg de proteina/ml) y dosis crecientes de MDA (0, 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM) se incubaron a 37 °C
durante 24 h en tampdn fosfato de sodio 50 mM (pH 7,4) que contenia DTPA 100 pyM. Las reacciones se iniciaron
afladiendo MDA y se detuvieron mediante dialisis de las muestras frente a PBS a 4 °C. Se modificé la LDL (5 mg/ml)
in vitro con MDA (10 mM) en presencia de vehiculo solo o con 2-HOBA a 37 °C durante 24 h en tampén fosfato de
sodio 50 mM (pH 7,4) que contenia DTPA 100 uM. Las reacciones se iniciaron afiadiendo MDA y se detuvieron
mediante didlisis de las muestras frente a PBS a 4 °C. Las muestras de LDL se incubaron durante 24 h con macréfagos
y el contenido de colesterol de las células se midié utilizando un ensayo enzimatico de colesterol como se describe.

Anélisis de aterosclerosis y tincién de inmunofluorescencia en secciones transversales: La extensién de la
aterosclerosis se examiné tanto en secciones transversales de la aorta proximal tefiidas con Oil-Red-O como mediante
analisis en proyeccién de cirujano utilizando el sistema de obtencién de imagenes KS300 (Kontron Elektronik GmbH).
Para la tincién de inmunofluorescencia, se fijaron secciones transversales de 5 um de la aorta proximal en acetona
fria (Sigma), se bloquearon en Background Buster (Innovex), y se incubaron con los anticuerpos primarios indicados
(MDA y CD68) a 4 °C durante la noche. Después de la incubacién con anticuerpos secundarios marcados con
fluorescencia a 37 °C durante 1 hora, el nlcleo se contratiié con Hoechst. Las imagenes se capturaron con un
microscopio de fluorescencia (Olympus [X81) y el software SlideBook 6 (Intelligent-Image) y se cuantificaron utilizando
el software ImageJ (NIH).

Apoptosis celular in vitro y anélisis de apoptosis y eferocitosis de lesiones: La apoptosis celular se indujo como se
indica y se detecté6 mediante tincién con anexina V marcada con fluorescencia y se cuantific6 mediante citometria de
flujo (BD 5 LSRIIl) o contando células positivas para anexina V en imagenes capturadas con un microscopio
fluorescente. Las células apoptéticas en la lesién aterosclerética se midieron mediante tincién con TUNEL de
secciones transversales de aorta proximal aterosclerética como se describié anteriormente. Las células positivas para
TUNEL no asociadas con macréfagos vivos se consideraron células apoptéticas libres y las células apoptéticas
asociadas a macrofagos se consideraron fagocitadas como una medida de la eferocitosis de la lesibn como se
describié anteriormente.

Tincién tricrémica de Masson: Se aplicé la tincién tricrémica de Masson para medir el contenido de colageno de la
lesién aterosclerética, el espesor de la capa fibrosa y tamafio del nlcleo necrético siguiendo las instrucciones del
fabricante (Sigma) y como se describié anteriormente. Brevemente, se fijaron secciones transversales de 5 pm de raiz
de aorta aterosclerética proximal con solucién de Bouin, se tifieron con hematoxilina para los nucleos (negro), con
escarlata de Biebrich y acido fosfotlngstico/fosfomolibdico para el citoplasma (rojo) y con azul de anilina para el
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colageno (azul). Las imagenes fueron capturadas y analizadas para determinar el contenido de colageno, el espesor
de la capa aterosclerética y el nicleo de necrosis mediante el software ImageJ como se describié anteriormente.

Aislamiento de ARN y RT-PCR en tiempo real: EI ARN total se extrajo y se purificé utilizando el kit Aurum Total RNA
(Bio-Rad) de acuerdo con el protocolo del fabricante. EI ADN complementario se sintetizé con la transcriptasa inversa
iScript (Bio-Rad). La cuantificacion relativa del ARNm diana se realizé utilizando cebadores especificos, la sonda
SYBR (Bio-Rad) y polimerasa iTagDNA (Bio-Rad) en un termociclador |IQ5 (Bio-Rad) y se normalizé con 18S, como
se ha descrito anteriormente. Los cebadores 18S, IL-1B y TNF-a utilizados fueron los descritos anteriormente.

Estadistica: Los datos se presentan como la media £+ EEM. La normalidad de las poblaciones de muestra se examind
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, a continuacién, las diferencias entre los valores medios se determinaron
mediante ANOVA unidireccional (prueba de Bonferroni a posteriori), prueba de Kruskal-Wallis (comparacién multiple
de Bunn), prueba de Mann-Whitney y prueba de la t de Student utilizando GraphPad PRISM. La significacion se
establecié para p < 0,05.

Resultados:

El tratamiento con 2-HOBA atenla la aterosclerosis sin alterar el colesterol plasméatico en ratones Ldir-:
Ratones Ldir" fueron alimentados con una dieta occidental durante 16 semanas y fueron tratados continuamente con
vehiculo solo (agua) o agua que contenia 2-HOBA o 4-HOBA, un anélogo no reactivo. El tratamiento con 2-HOBA
redujo la extensién de la aterosclerosis aértica proximal en un 31,1 % y un 31,5 %, en comparacién con el tratamiento
con vehiculo 0 4-HOBA, respectivamente (figuras 1A y 1B). Ademas, el analisis en proyeccion de cirujano de la aorta
demuestra que el tratamiento de los ratones Ldlr"- con 2-HOBA redujo la aterosclerosis en un 60,3 % y un 59,1 % en
comparacién con la administracién de vehiculo y 4-HOBA, respectivamente (figuras 1C y 1D). En comparacién con la
administraciéon de vehiculo o 4-HOBA, el tratamiento con 2-HOBA no afecté el peso corporal (datos no mostrados).
Ademas, los niveles plasmaticos de colesterol total y triglicéridos no fueron significativamente diferentes entre los 3
grupos de ratones (figura 1E). Por tanto, por primera vez, los presentes inventores demuestran que el tratamiento con
2-HOBA disminuye significativamente el desarrollo de aterosclerosis en un modelo de ratén experimental sin cambiar
los niveles de colesterol y triglicéridos en plasma. De acuerdo con los efectos del 2-HOBA sobre la aterosclerosis
debidos a la captacion de aldehidos, los niveles de MDA en la aorta proximal se redujeron en un 68,5 % y un 66,8 %
en ratones tratados con 2-HOBA en comparacién con los ratones tratados con vehiculo solo 0 4-HOBA (figuras 2A y
2B).

El tratamiento con 2-HOBA favorece la formacion de placas ateroscleréticas mas estables en ratones Ldir"
hipercolesterolémicos: Como las placas vulnerables presentan un mayor riesgo de sufrir acontecimientos
cardiovasculares agudos, los presentes inventores examinaron los efectos del tratamiento con 2-HOBA sobre la
estabilizacién de la placa cuantificando el contenido de coladgeno de la lesién aterosclerética, el espesor de la capa
fibrosa y el nacleo necrético (figuras 3A-3D). En comparaciéon con la administracién de vehiculo o 4-HOBA, el
tratamiento con 2-HOBA aumenté el contenido de coldgeno de la aorta proximal en 2,7 y 2,6 veces, respectivamente
(figuras 3A y 3B). Ademas, el espesor de la capa fibrosa fue 2,31 y 2,29 veces mayor en las lesiones de ratones
tratados con 2-HOBA frente a ratones tratados con vehiculo y 4-HOBA (figuras 3A y 3C). De forma importante, el
porcentaje de area necrética en la aorta proximal disminuyé en un 74,8 % y un 73,5 % en ratones tratados con 2-
HOBA frente a los tratados con vehiculo y 4-HOBA (figuras 3A y 3D). Considerados en conjunto, estos datos
demuestran que la 2-HOBA suprime la formacién de placas vulnerables en ratones Ldir" hipercolesterolémicos.

El tratamiento con 2-HOBA favorece la supervivencia celular y la eferocitosis y reduce la inflamacién: Puesto que la
muerte celular potenciada y la eferocitosis insuficiente favorecen la formacién de nlcleos necréticos y la
desestabilizaciéon de las placas ateroscleréticas, los presentes inventores examinaron a continuacién los efectos del
tratamiento con 2-HOBA sobre la muerte celular y la eferocitosis en lesiones ateroscleréticas en la aorta proximal
(figuras 4A-4D). En comparacién con el tratamiento con vehiculo o 4-HOBA, el nimero de células positivas para
TUNEL se redujo en un 72,9 % y un 72,4 % en la lesién adrtica proximal de ratones tratados con 2-HOBA (figuras 4A
y 4C). De acuerdo con que la captacién de dicarbonilos de lipidos reactivos mantiene una eferocitosis eficiente, el
ndimero de células positivas para TUNEL no asociadas con macréfagos aument6é 1,9 y 2,0 veces en lesiones de
ratones tratados con vehiculo y 4-HOBA frente a 2-HOBA (figuras 4B y 4D). El examen in vitro de la captacién de
dicarbonilos con 2-HOBA sobre la susceptibilidad de macréfagos y células endoteliales a la apoptosis en respuesta a
| tratamiento con H2O, demuestra que, en comparacién con la incubacién con vehiculo o0 4-HOBA, 2-HOBA disminuyd
notablemente el nimero de células apoptéticas tanto en cultivos de células endoteliales como de macréfagos (figuras
5Ay 5B). Ademas, el tratamiento con 2-HOBA redujo significativamente la respuesta inflamatoria de los macréfagos
a la LDL oxidada, como lo muestran los niveles reducidos de ARNm de IL-10, IL-6 y TNF-a (figuras 5C-5E). Se
observaron resultados similares en la respuesta inflamatoria de macréfagos a H-O» con 2-HOBA frente al tratamiento
con vehiculo o con 4-HOBA (figuras 5F-5H). Considerados en conjunto, estos datos demuestran que el tratamiento
con 2-HOBA mantiene una eferocitosis eficiente in vivo y previene la apoptosis y la inflamacion en respuesta al estrés
oxidativo.

Efectos de la 2-HOBA sobre la modificacién de MDA y la funcién de las lipoproteinas y el impacto de la
hipercolesterolemia familiar sobre el contenido y la funcién del aducto de MDA vy lipoproteina: Puesto que la
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modificacién del LDL favorece la formacién de células espumosas, los presentes inventores examinaron los efectos
de la captacién de dicarbonilos /n vivo en el contenido de MDA-LDL en plasma (figura 6A). En comparacién con el
tratamiento con vehiculo o 4-HOBA, los niveles plasmaticos de MDA-LDL se redujeron en un 57 % y un 54 % en
ratones Ldlr- tratados con 2-HOBA (figura 6A). Ademas, la captacién de dicarbonilos con 2-HOBA frente al vehiculo
durante la modificacion in vitro de LDL con MDA redujo la capacidad de la LDL para aumentar la acumulacién de
colesterol en los macréfagos (figura 6B). El examen del contenido de MDA-LDL en plasma de los sujetos control frente
a los sujetos HF homocigéticos reveld que los pacientes con HF tenian un aumento de los aductos de MDA-LDL.
Puesto que la modificacion oxidativa del HDL perjudica sus funciones, los presentes inventores examinaron a
continuacién los efectos del tratamiento con 2-HOBA sobre el contenido y la funcién de HDL-MDA. El tratamiento de
ratones Ldlir’"- con 2-HOBA redujo los niveles plasmaticos de MDA-HDL en un 57 % y un 56 % (figura 7A) en
comparacién con el tratamiento con vehiculo o 4-HOBA. A continuacién, los presentes inventores examinaron la
formacién de aductos de ApoAl-MDA mediante inmunoprecipitacion de apoAl del plasma y transferencia Western con
un anticuerpo contra MDA. Después de 16 semanas con la dieta de tipo occidental, los ratones LdIr' tratados con
vehiculo o 4-HOBA presentaron niveles plasmaticos notablemente aumentados de MDA-apoAl y niveles plasmaticos
reducidos de apoAl en comparacion con ratones Ld/r"- que consumen una dieta de pienso (figuras 7B y 7C). En cambio,
el tratamiento de ratones Ldlr" que consumieron una dieta occidental con 2-HOBA redujo drasticamente los aductos
plasméticos de MDA-apoAl y aumentaron los niveles de apoAl (figuras 7B y 7C). De forma importante, la HDL aislada
de ratones Ldir’" tratados con 2-HOBA fue 2,2 y 1,7 veces mas eficiente en la reduccion de los depésitos de colesterol
en células espumosas de macréfagos ApoE-/- en comparacién con ratones tratados con vehiculo y 4-HOBA (figura
7D). De acuerdo con que la modificacién con dicarbonilo de HDL desempefia un papel en el compromiso de la funcién
de HDL, la modificacién de HDL con MDA in vitro alteré la capacidad de la HDL para reducir el contenido de colesterol
de las células espumosas de macréfagos de una manera dependiente de la dosis (figura 7E). De forma importante, el
plasma de sujetos humanos con HF homocigoética antes y después de la aféresis (LA) de LDL tenia 5,9 veces y 5,6
veces mas aductos de MDA-HDL en comparacidn con el plasma de control (figura 7F). Ademas, la HDL de los sujetos
HF frente a los sujetos de control carecia de la capacidad de reducir el contenido de colesterol de los macréfagos
ApoE-/- enriquecidos con colesterol (figura 7G). Considerado en conjunto, la captacién de dicarbonilos con 2-HOBA
previene la formacién de células espumosas de macréfagos al reducir la modificacién de LDL por los dicarbonilos y al
mejorar la capacidad de la HDL de expulsion neta de colesterol. Ademés, estos ejemplos demuestran que la captacion
de dicarbonilos de lipidos reactivos con realizaciones de la presente invencion es un enfoque terapéutico en seres
humanos, dado que las LDL y HDL de sujetos con HF homocigética contienen una mayor cantidad de MDA y mejoran
la formaciéon de células espumosas.

Analisis:

La peroxidacién de lipidos inducida por estrés oxidativo se ha implicado en el desarrollo de la aterosclerosis. Los
defectos genéticos y/o factores ambientales provocan un desequilibrio entre el estrés oxidativo y la capacidad del
organismo para contrarrestar o desintoxicar los efectos nocivos de los productos de la oxidacién. La gran cantidad de
pruebas experimentales que sugieren un papel importante de la peroxidacién de lipidos en la patogénesis de la
aterosclerosis ha estimulado un enorme interés en el potencial de los antioxidantes para prevenir la enfermedad
cardiovascular aterosclerética. Aunque algunos ensayos con antioxidantes de la dieta en seres humanos demostraron
reducciones en la aterosclerosis y los acontecimientos cardiovasculares, la mayoria de los grandes ensayos de
criterios de valoracién con antioxidantes no han logrado mostrar ningun beneficio en términos de reduccién de
acontecimientos cardiovasculares. Las posibles razones del fracaso de estos ensayos para reducir los acontecimientos
cardiovasculares incluyen dosis inadecuadas de antioxidantes que se utilizan en los ensayos y la inhibicién de la
transduccién de sefiales normal de ROS que puede ser antiaterogénica. El tratamiento con captadores de especies
reactivas de dicarbonilo derivadas de la peroxidacién de lipidos representa una nueva estrategia terapéutica alternativa
que inhibira los efectos adversos de las ROS sin destruir la transduccién de sefiales normal mediada por ROS.

En el presente estudio, los presentes inventores intentaron examinar el potencial de una nueva clase de antioxidante,
el captador de dicarbonilos de lipidos reactivos, para prevenir el desarrollo de aterosclerosis en ratones Ldlr". La
peroxidacién de lipidos en tejidos/células o en sangre produce una serie de dicarbonilos altamente reactivos que
incluyen malondialdehido, isolevuglandinas y 4-oxononenal. Estos electréfilos pueden unirse covalentemente al ADN,
a proteinas y a fosfolipidos, provocando alteraciones en las funciones de las lipoproteinas y celulares. Los presentes
inventores son los primeros en examinar los efectos de la captacién de aldehidos sobre la aterosclerosis, y los
presentes inventores demuestran que 2-HOBA, un captador de aldehido reactivo, reduce significativamente el
desarrollo de aterosclerosis en el modelo de ratén Ldlr’- hipercolesterolémico (figura 1). De forma importante, los
estudios de los inventores demuestran que el tratamiento con 2-HOBA mejora notablemente las caracteristicas de la
estabilidad de la placa aterosclerética, como lo demuestra la disminucién de la necrosis y el aumento del espesor de
la capa fibrosa y el contenido de colageno (figura 3). Por tanto, la captacién de aldehidos con 2-HOBA ofrece un
potencial terapéutico para reducir el riesgo de acontecimientos clinicos que surgen de la formacién de placas
ateroscleréticas vulnerables. Asimismo, la captacién de dicarbonilos reduce la modificacién con MDA de HDL in vivo,
mejorando asi su capacidad neta de expulsiéon de colesterol (Figura 7). Ademés, la modificacién con MDA aumentd
en HF-HDL, lo que probablemente contribuy6 a la mayor formacién de células espumosas inducida por su HDL (figura
7). Considerado en conjunto, la captacidén de dicarbonilos con 2-HOBA ofrece un beneficio terapéutico para reducir el
desarrollo de aterosclerosis y el riesgo de acontecimientos clinicos resultantes de la formacién de placas
ateroscleréticas vulnerables.
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Las realizaciones de la presente invencion demuestran que el 2-HOBA reduce el desarrollo de aterosclerosis sin
disminuir los niveles de colesterol en plasma (figura 1). Sin querer cefiirse a ninguna teoria 0 mecanismo concretos,
es probable que los efectos ateroprotectores de la 2-HOBA se deban a la captaciéon de dicarbonilos bioactivos. El
hecho de que los efectos de la 2-HOBA estén mediados por su accién como captadores de dicarbonilos se ve
respaldado por el hallazgo de que la 4-HOBA, un isémero geométrico de 2-HOBA, que no es un captador, no es
ateroprotector. La prevencién de la aterosclerosis mediante la eliminacién de los dicarbonilos refuerza sustancialmente
la hipétesis de que estos dicarbonilos contribuyen a la patogénesis de la aterogénesis.

La HDL media en una serie de funciones ateroprotectoras y se han acumulado pruebas de que los marcadores de
disfuncién de la HDL, tales como la capacidad de expulsién de colesterol alterada, pueden ser un mejor indicador del
riesgo de EAC que los niveles de HDL-C. Se ha demostrado previamente que los pacientes con HF tienen una
capacidad de expulsiéon de colesterol HDL alterada, indicativa de HDL disfuncional. Los presentes inventores
demuestran que el consumo de una dieta occidental por ratones Ldlr’"- da como resultado una mayor formacién de
aductos de MDA-apoAl (figura 7), y que ese tratamiento con 2-HOBA reduce drasticamente la modificacién tanto de
apoAl como de HDL con MDA. De forma similar, los pacientes con HF tenian niveles plasmaticos elevados de aductos
de MDA-HDL. Ademas, la modificacién in vitro del HDL dio como resultado una disminucién de la capacidad neta de
expulsidén de colesterol, lo cual es coherente con los estudios de Shao y colegas que demuestran que la modificacién
de la apoAl sin lipidos con MDA bloquea la expulsién de colesterol mediada por ABCA1. Los estudios también han
demostrado que fumar cigarrillos a largo plazo aumenta la formacién de aductos de MDA-HDL, y dejar de fumar
conduce a una mejor funcién de las HDL con una mayor capacidad de expulsiéon de colesterol. En linea con estos
resultados, los inventores han descubierto que la HDL aislada procedente de ratones tratados con 2-HOBA frente a
ratones tratados con vehiculo y 4-HOBA tiene una mayor capacidad para reducir los depésitos de colesterol en las
células espumosas de macréfagos (figura 7). Asimismo, HF-HDL presentaba aductos de MDA notablemente
aumentados y una capacidad gravemente alterada para reducir los depésitos de colesterol de los macréfagos antes y
después de la aféresis de LDL (figura 7). Por tanto, es probable que uno de los mecanismos ateroprotectores del 2-
HOBA sea la prevencién de la formacién de aductos de dicarbonilo de las proteinas de HDL, conservando asi la
funcién de HDL de expulsidén neta de colesterol. Ademas de disminuir la modificacidén oxidativa de HDL, los estudios
de los inventores demuestran que el tratamiento con 2-HOBA disminuye en gran medida la modificacién con MDA de
LDL in vivo e in vitro. Los estudios han demostrado que la modificacién del LDL con MDA estimula la formacion de
células espumosas y una respuesta inflamatoria. De forma importante, la neutralizacién de los aductos de MDA-apoB
con anticuerpos mejora en gran medida la regresion de la aterosclerosis en ratones Ldli”" transgénicos con apoB 100
humana. Por tanto, es probable que la disminucién de la aterosclerosis con el tratamiento con 2-HOBA también se
deba en parte a la disminucién de la modificacién con dicarbonilo de la apoB.

Se han acumulado pruebas de que el aumento del estrés oxidativo en las células de la intima arterial es fundamental
para inducir el estrés del RE, la inflamacidn y la muerte celular en la aterogénesis. En concreto, la eferocitosis eficiente
y la muerte celular limitada son fundamentales para prevenir la necrosis y la inflamacién excesiva, caracteristicas de
la placa vulnerable. Los presentes inventores han demostrado que el tratamiento con 2-HOBA favorece caracteristicas
de placas ateroscleréticas mas estables en ratones Ldir'- (figura 3). Los presentes inventores también han demostrado
que el tratamiento con 2-HOBA disminuyé el contenido de aductos de MDA de la lesién aterosclerética (figura 2),
respaldando la capacidad de captacién de dicarbonilos en la intima arterial para limitar la muerte celular inducida por
el estrés oxidativo y la desestabilizaciéon de la placa. Por tanto, una realizacién de la presente invencién implica la
captacion de dicarbonilos con 2-HOBA in vitro para limitar la apoptosis inducida por el estrés oxidativo tanto en células
endoteliales como en macrédfagos (figura 5). La disminucién de la muerte celular probablemente se deba en parte a la
respuesta inflamatoria muy disminuida al estrés oxidativo debido a la captacién de dicarbonilos con 2-HOBA (figura
5). De forma importante, el tratamiento con 2-HOBA segln la presente invencién mantuvo una eferocitosis eficiente y
redujo el numero de células muertas en las lesiones ateroscleréticas (figura 4). Como resultado, la captacién de
dicarbonilos con 2-HOBA favorecié la formacién de placas estables con menor necrosis y mayor contenido de coldgeno
y espesor de la capa fibrosa (figura 3). Por tanto, la capacidad de 2-HOBA para limitar la muerte y la inflamacién en
las células arteriales en respuesta al estrés oxidativo y para favorecer la eferocitosis eficiente en la pared arterial
proporciona un nuevo mecanismo ateroprotector mediante el cual la captacién de dicarbonilos favorece caracteristicas
de estabilizacién de la placa y reduce la formacién de lesiones ateroscleréticas.

En conclusion, los compuestos de la presente invencion suprimen el desarrollo de la aterosclerosis en ratones Ldlr”
hipercolesterolémicos. El tratamiento con 2-HOBA disminuyé la formacién de aductos de MDA-apoAl manteniendo asi
una funcién eficiente de la HDL. Ademas, la prevencién de los aductos de MDA-apoB disminuye la formacién de
células espumosas y la inflamacion. Por ultimo, dentro de la lesién aterosclerética, la captaciéon de dicarbonilos limité
la muerte celular, la inflamacién y la necrosis, estabilizando asi eficazmente las placas ateroscleréticas. Puesto que el
efecto ateroprotector del tratamiento con 2-HOBA es independiente de cualquier accién sobre los niveles de colesterol
plasmético, la presente invencién también satisface una antigua necesidad de disminuir terapéuticamente el riesgo
residual de EAC que persiste en pacientes tratados con inhibidores de la HMG-CoA reductasa.
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Sollors, J., Friedmann, T., et al, 2011, Human oxidation-specific antibodies reduce foam cell formation and
atherosclerosis progression, J. Am. Coll. Cardiol., 58:1715-1727.

44. Hjerpe, C., Johansson, D., Hermansson, A., Hansson, G.K. y Zhou, X., 2010. Dendritic cells pulsed with
malondialdehyde modified low density lipoprotein aggravate atherosclerosis in Apoe(-/-) mice, Atherosclerosis,
209:436-441.

45. Scull, C.M. y Tabas, I., 2011, Mechanisms of ER stress-induced apoptosis in atherosclerosis, Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol., 31:2792-2797.

46. Bryk, D., Olejarz, W. y Zapolska-Downar, D., 2017, The role of oxidative stress and NADPH oxidase in the
pathogenesis of atherosclerosis, Postepy. Hig. Med. Dosw. (en linea), 71:57-68.

47. Tabas, |., 2007, Apoptosis and efferocytosis in mouse models of atherosclerosis, Curr. Drug Targets, 8:1288-
1296.

A menos que se indique lo contrario, todos los nimeros que expresan cantidades de ingredientes, propiedades, tales
como las condiciones de reaccion, etc., usados en la memoria descriptiva se han de entender como que estan
modificados en todos los casos por el término "aproximadamente". Por consiguiente, salvo que se indique lo contrario,
los parametros numéricos expuestos en la memoria descriptiva y las reivindicaciones son aproximaciones que pueden
variar en funcién de las propiedades deseadas que se busca obtener mediante la presente invencién.

A pesar de que los intervalos numéricos y parametros que establecen el amplio alcance de la invencién sean
aproximaciones, los valores numéricos establecidos en las secciones experimentales o en las secciones de ejemplos
se indican con la mayor precisién posible. Cualquier valor numérico, sin embargo, contiene de forma inherente
determinados errores que siempre surgen de la desviacidn tipica que aparecen en sus mediciones de ensayo
respectivas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto para su uso en el tratamiento, la prevencién o la mejora de la aterosclerosis, en donde el compuesto
es 2-hidroxibencilamina, 5-metil-2-hidroxibencilamina, o 4-etil-2-hidroxibencilamina, o tiene una estructura
5 representada por una de las siguientes formulas:

NH; NH,
f :OH OH
’ OCHj,
N

. HgCO ,
H

NH,
%E OH
NH
2 NH, )
OH
OH OH
cl
O,N OCHs HO :

10
2. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el compuesto tiene una estructura
representada por una de las siguientes férmulas:
NH
z NH; NH,
OH ? :OH /é/OH
’ OCHjy ; HsCO ,
15
NH,
NH» NH»
OH
OH OH
Cl
O,N OCH, HO :
3. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacidén 1, en donde el compuesto es 2-hidroxibencilamina, 5-
metil-2-hidroxibencilamina o 4-etil-2-hidroxibencilamina.
20

4. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacidén 1, en donde el compuesto tiene la siguiente féormula:

19
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NH;

OH
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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