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DESCRIPCION

Fragmentos de degradacién de la bilirrubina o de la biliverdina.

La presente invencion se relaciona con fragmentos de degradacién de la bilirrubina o de la biliverdina, con sus
derivados y con su uso.

La lisis de eritrocitos (hemolisis) puede ir a continuacién de una hemorragia subaracnoidea (HSA), un tipo de ictus
hemorrédgico en el que las complicaciones isquémicas retardadas son un factor importante que afecta al resultado del
paciente. Componentes del hemolizado, tales como la oxihemoglobina, la methemoglobina, la hemina y la bilirrubi-
na (BR), se encuentran en el fluido cerebroespinal (FCE) de pacientes con HSA. La HSA inducida por inyecciones
subaracnoideas de sangre lisada regula a mds la expresién de la hem oxigenasa-1 (HO-1), una isoforma inducible
de la hem oxigenasa, en la glia de todo el cerebro. La HO-1 cataliza la degradacién del hem, dando lugar a la libe-
racién de biliverdina, CO y hierro libre y la expresién de la HO-1 es una etapa limitante en la ruta de degradacién
de la hemoglobina. La biliverdina es posteriormente reducida por la biliverdina reductasa para formar BR, un reduc-
tor que captura especies de oxigeno reactivas. Debido a su actividad antioxidante, la BR puede servir como agente
protector en células, lipidos de membrana y lipoproteinas de baja densidad (LDL) expuestos a estrés oxidativo. Se
pueden encontrar altos niveles de BR en codgulos subaracnoideos en el drea perivascular y en el FCE durante la HSA
(FCEpsa).

Estudios bioquimicos y clinicos han indicado un papel para los radicales libres de oxigeno en la patogenia del
vasoespasmo y de la disfuncion neuroldgica que siguen a la HSA. La oxihemoglobina, un constituyente mayor del
hemolizado, es un potente generador de especies de oxigeno reactivas. Se han visto aumentos en los productos de
peroxidacion de lipidos tanto enzimaéticos (cascada del 4cido araquidénico y produccién de perdéxidos de eicosanoides)
como no enzimaticos (produccién de substancias reactivas con acido tiobarbittirico e hidroperéxidos de ésteres de
colesterilo en modelos de HSA, lo que sugiere un papel para el estrés oxidativo durante la HSA.

Las células expuestas a estrés oxidativo tienen una mayor actividad de la isoforma inducible de la HO-1, dando
lugar a elevados niveles de BR. La regulacién a mds por la HO-1 se asocia a hemorragia, vasoespasmo cerebral tras la
HSA, isquemia-reperfusion y endotoxemia. Aunque se ha confirmado la presencia de BR en el FCE de pacientes con
HSA, la BR per se no pudo desarrollar un espasmo arterial significativo in vivo. Por lo tanto, su papel en la HSA, en
la patogenia del vasoespasmo y en las complicaciones debidas al vasoespasmo ha permanecido incierto.

La generacién de especies de oxigeno reactivas en el espacio subaracnoideo después de la HSA conduce a la
regulacién a mas por la HO-1 y a la liberacién de biliverdina y BR, que pueden servir como blancos de la degradacién
mediada por especies de oxigeno reactivas. En condiciones patoldgicas de estrés oxidativo grave, puede producirse
degradacion oxidativa de la BR y de la biliverdina para dar compuestos que causan vasoespasmo tras la HSA.

El término “vasoespasmo”, tal como se usa aqui, significa contraccion de los vasos sanguineos, particularmente en
asociacién con el cerebro.

El término “vasoconstriccién”, tal como se usa aqui, significa contraccidn de los vasos sanguineos, particularmente
en asociacion con 6rganos distintos del cerebro.

La presente invencion se relaciona con fragmentos de degradacién de bilirrubina o biliverdina que pueden produ-
cirse en condiciones patoldgicas de grave estrés oxidativo y con sus derivados.

En un aspecto, la presente invencién proporciona el uso de un compuesto de
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la férmula (I) en donde o bien X es =CH(C-O)NH,, Y! es hidrégeno y uno de R' y R? es hidrégeno o alquilo y el
otro es alquenilo, o bien X es =0, Y' es hidrégeno, R! es alquenilo y R* es hidrégeno o alquilo, o de un compuesto de
féormula (IT)

R5 Re RT R8
s

TNy
vooop

Z

@

donde Y? e Y? son hidrégeno, Z es -CH=C(NHR'*)CH((CH,),,CO,R!")(C=0)CHj; o -CH,(C=0)CH((CH,),,CO,R'")
(C=0)CHj;, uno de R’ y R® es hidrégeno o alquilo y el otro es alquenilo, R7 es alquilo, R?® es (CH,),CO,H, cada uno
de R y R!! es hidrégeno o alquilo y m es de 1 a 4, o de una sal de los mismos farmacéuticamente aceptable, en la
fabricacién de un medicamento para uso en la induccién de vasoespasmo o vasoconstriccion.

Se apreciard que R' aR*, X, Y! a Y® y Z pueden ser combinaciones de los grupos especificados.

El término “alquilo”, tal como se usa aqui, incluye radicales de cadena lineal y ramificada tanto sin substituir como
substituidos. Tipicamente, es un alquilo C,-Cq alquilo, preferiblemente un alquilo C,-C,, por ejemplo metilo, etilo, i-
propilo, n-propilo, t-butilo, s-butilo o n-butilo. También puede ser pentilo, hexilo y sus diversos isémeros de cadena
ramificada. Cuando el grupo alquilo esta substituido, tipicamente lleva uno o mdas substituyentes seleccionados entre
arilo, cicloalquilo, halégeno, trihaloalquilo tal como trifluorometilo, hidroxilo, alcoxilo, aralcoxilo, amino, mono- o
dialquilamino, nitro, ciano, carbonilo, carboxilo, alquilsulfoxilo o alquilsulfonilo.

El término “cicloalquilo”, tal como se usa aqui, tipicamente significa un grupo cicloalquilo que tiene de 3 a 8 car-
bonos, por ejemplo ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo y ciclooctilo. Un grupo cicloalquilo puede estar sin substituir
o substituido como los grupos alquilo anteriores.

El término “alquenilo”, tal como se usa aqui, incluye radicales de cadena lineal y ramificada no substituidos y
substituidos que tienen uno o mds dobles enlaces. Tipicamente, es un alquenilo C,-Cy tal como, por ejemplo, alilo,
butenilo, butadienilo, pentenilo o hexenilo. Cuando el grupo alquenilo estd substituido, tipicamente lleva uno o mas
substituyentes como se ha definido anteriormente para los grupos alquilo.

El término “cicloalquenilo”, tal como se usa aqui, significa tipicamente un grupo cicloalquenilo que tiene de 4 a 8
carbonos, por ejemplo ciclopentenilo, ciclohexenilo o ciclooctadienilo.

El término “‘alquinilo”, tal como se usa aqui, incluye radicales de cadena lineal y ramificada no substituidos y
substituidos que tienen uno o mas triples enlaces. Tipicamente, es alquinilo C,-Cg, tal como butinilo. Cuando el grupo
alquinilo estd substituido, tipicamente lleva uno o mds substituyentes como se ha definido anteriormente para los
grupos alquilo.

El término “arilo”, tal como se usa aqui, incluye grupos aromdticos tanto monociclicos como biciclicos que ti-
picamente contienen de 6 a 10 carbonos en la porcién del anillo, tales como fenilo o naftilo. El grupo arilo esta sin
substituir o substituido. Cuando estd substituido, el grupo arilo puede estar substituido, por ejemplo, por uno o mas
substituyentes seleccionados entre alquilo C,-Cg, alcoxilo C,-Cg, trihaloalquilo tal como trifluorometilo, halégeno e
hidroxilo.

El término “heterociclilo”, tal como se utiliza aqui, es tipicamente un anillo heterociclico saturado o insaturado de 3
a 10 miembros que contiene al menos un heterodtomo seleccionado entre N, O y S y que estd eventualmente fusionado
a un segundo anillo heterociclico saturado o insaturado de 5 6 6 miembros o a un grupo arilo como se ha definido
antes. El anillo heterociclico puede ser, por ejemplo, piridina, furano, tiofeno, pirrol, pirrolidina, pirimidina, pirazina,
piridazina, pirazol o indazol, o un éter ciclico tal como glucosa. El grupo heterociclilo puede estar sin substituir o
substituido en cualquier posicién. Como substituyentes adecuados, se incluyen alquilo, por ejemplo haloalquilo, arilo,
por ejemplo fenilo, halégeno e hidroxilo.

El término “hal6geno”, tal como se usa aqui, significa flior, cloro, bromo y yodo.

El término “aralquilo”, tal como se usa aqui, se refiere a grupos alquilo como se ha definido previamente que tienen
un substituyente arilo, por ejemplo bencilo, feniletilo, difenilmetilo y trifenilmetilo.
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El término “alcoxilo” o “aralcoxilo”, tal como se usa aqui, incluye cualquiera de los grupos alquilo, cicloalquilo o
aralquilo unidos a un dtomo de oxigeno.

Preferiblemente, uno de R' y R? es hidrégeno o alquilo y el otro es alquenilo. Atin mds preferiblemente, uno de R!
y R? es metilo y el otro es -CH=CH,.

Preferiblemente, Z es -CH=C(NH,)CH((CH,CO,H)(C=0)CHj; o -CH,(C=0)CH((CH,),CO,H)(C=0)CHj;.
Preferiblemente, uno de R® y R® es metilo y el otro es -CH=CH, y R es metilo.

Los compuestos preferidos de la invencién son compuestos en los que, en la férmula (I), cuando X es =CH
(C=0O)NH,, Y' es hidrégeno y uno de R' y R? es metilo y el otro -CH=CH,, o, cuando X es =0, Y' es hidrdge-
no, R! es -CH=CH, y R? es metilo, o, en la férmula (I), cada uno de Y? e Y? es hidrégeno, Z es -CH=C(NH,)CH
((CH),CO,H)(C=0)CH; 0 -CH,(C=0)CH((CH,CO,H)(C=0)CH,, uno de R® y R® es metilo y el otro es -CH=CH,, R’
es metilo y R® es -(CH,),CO,H, o, en la férmula (III), cada uno de Y* a Y® es hidrégeno, uno de R'* y R' es metilo y
el otro es -CH=CH,, cada uno de R” y R'® es metilo y cada uno de R'® y R es -(CH,),CO,H.

Tal como se usa aqui, una sal farmacéuticamente aceptable es una sal con un acido o base farmacéuticamente
aceptable. Como 4cidos farmacéuticamente aceptables, se incluyen dcidos tanto inorgdnicos como orgénicos, tales
como 4cido clorhidrico, sulfiirico, fosférico, difosférico, bromhidrico o nitrico y dcidos orgédnicos tales como acido
citrico, fumaérico, maleico, malico, ascérbico, succinico, tartdarico, benzoico, acético, metanosulfonico, etanosulfénico,
bencenosulfénico o p-toluensulfénico. Como bases farmacéuticamente aceptables, se incluyen hidroxidos de metales
alcalinos (v.g., sodio o potasio) y de metales alcalinotérreos (v.g., calcio o magnesio) y bases organicas tales como
alquilaminas, aralquilaminas o heterociclilaminas.

La presente invencion incluye todos los posibles isémeros de los compuestos de férmula (I) y (I) y sus mezclas,
incluyendo los isémeros de alquenos cis y trans y mezclas diastereoméricas y mezclas racémicas, resultantes de las
posibles combinaciones de la estereoquimica (R) y (S) cuando estin presentes centros estereogénicos.

En atn otro aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto de férmula (I), segtin se ha definido ante-
riormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, donde X es =CH(C=0)NH,, Y' es hidrégeno y uno de
R'y R? es metilo y el otro es -CH=CH,, 0 X es =0, Y' es hidrégeno, R' es -CH=CH, y R? es metilo, para uso en un
método de tratamiento del cuerpo humano o animal.

Como sales adecuadas, se incluyen las antes mencionadas como ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables.

También se proporciona una composicion farmacéutica que incluye un compuesto de la férmula (I), como se ha
definido antes, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, donde X es =CH(C=0)NH,, Y es hidrgeno, y uno
de R1 y R2 es metilo y el otro es -CH=CH,, 0 X es =0, Y' es hidrégeno, R! es -CH=CH, y R? es metilo, un diluyente
o soporte farmacéuticamente aceptable.

También se proporciona un compuesto de férmula (I) segiin se define en la reivindicacién 1, o una sal del mismo
farmacéuticamente aceptable, donde X es =CH(C=0)NH,, Y' es hidrégeno y uno de R' y R? es metilo y el otro es
-CH=CH2.

Los compuestos de féormula (I) o (II) o sus sales pueden ser preparados por métodos sintéticos conocidos en la
técnica. También pueden ser preparados por un procedimiento consistente en la reaccion de bilirrubina o biliverdina
con un reactivo oxidante, por ejemplo oxigeno, peréxido de hidrégeno, permanganato de potasio o tetréxido de osmio.
Se pueden emplear catalizadores tales como metales de transicién en el procedimiento. Se pueden disolver adecuada-
mente la bilirrubina o la biliverdina en un dlcali, tal como hidréxido de sodio o de potasio, por ejemplo hidréxido de
sodio 1 a SM. Se puede neutralizar entonces la solucién usando, por ejemplo, 4cido clorhidrico, tal como HC1 5 a 11
M, é4cido acético, dcido percldrico, 4cido nitrico o dcido sulfirico. Se puede poner luego en contacto la solucion re-
sultante con una especie de radicales libres o reactiva. Se pueden extraer los fragmentos de degradacidn as{ obtenidos,
purificarlos y modificarlos, segin se desee, por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Se puede preparar una composicion farmacéutica que contenga un compuesto de férmula (I) o (I) o una sal del
mismo farmacéuticamente aceptable de un modo convencional empleando soportes o diluyentes farmacéuticos no
téxicos convencionales en una variedad de formas de dosificacién y modos de administracion.

Las composiciones pueden ser, por ejemplo, administradas parenteralmente, ya sea subcutdnea o intravenosa o
intramuscularmente, o intraesternalmente, o por técnicas de infusién. Las composiciones farmacéuticas pueden estar
en forma de suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles.

Estas suspensiones pueden ser formuladas segin la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes
y agentes suspensores adecuados. La preparacién inyectable estéril puede ser una solucién o suspension inyectable
estéril en un diluyente o solvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo una solucién en 1,3-butanodiol.
Entre los vehiculos y solventes aceptables que pueden ser empleados, estdn el agua, la solucidon de Ringer y la solucién
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isoténica de cloruro de sodio. Ademas, se emplean convencionalmente aceites fijos estériles como solvente o medio
de suspension.

Con este fin, se puede emplear convencionalmente cualquier aceite fijo suave, incluyendo mono- o diglicéridos
sintéticos. Ademas, acidos grasos tales como el dcido oleico hallan uso en la preparacién de inyectables.

La dosis varia segtin la actividad del compuesto especifico, la edad, el peso y las condiciones del sujeto que ha
de ser tratado, el tipo y la gravedad de la enfermedad y la frecuencia y la via de administracién. Tipicamente, la
dosis es de 0,0001 a 50 mg por kg de peso corporal. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con los
materiales de soporte para producir una forma de dosificacién tnica variard dependiendo del hospedador tratado y del
modo particular de administracién. Las formas unitarias de dosificacién contendrdn, en general, entre 5 y 500 mg del
compuesto activo.

Los compuestos de férmula (I) y (IT) y sus sales farmacéuticamente aceptables han resultado inducir vasoespasmo
o vasoconstriccion. Las composiciones antes discutidas pueden, por lo tanto, hallar aplicacién en el tratamiento o la
induccion del vasoespasmo o de la vasoconstriccién. Por ejemplo, las composiciones pueden ser usadas en el sellado
de heridas, tal como el cierre perioperatorio de vasos e incisiones (solas o en combinacién con métodos de sellado
de heridas convencionales), el cierre de laceraciones o de heridas traumadticas o el cierre de vasos después de una
reseccion de tejidos o de tumores. Las composiciones pueden estar en forma de emulsiones o suspensiones opacas de
tal forma que, durante el uso, se reduzca la degradacién del compuesto activo fotoldbil por la luz. Tras la cirugia, o
en caso de que se aplique la composicién en el sitio equivocado, el compuesto activo fotolabil puede degradarse por
irradiacion del sitio tratado.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método de diagndstico del vasoespasmo o de la vasoconstric-
cién en un hospedador, consistente en determinar la presencia o ausencia en una muestra del hospedador de un com-
puesto de férmula (I) segin se ha definido anteriormente donde, cuando X es =CH(C=0)NH,, Y' es hidrogeno y uno
de R! y R? es metilo y el otro es -CH=CH,, o, cuando X es =0, Y' es hidrégeno, R! es -CH=CH, y R? es metilo, o

un compuesto de férmula (IT) segiin se ha definido anteriormente donde cada uno de Y? e Y? es hidrégeno, Z
es -CH,(C=0)CH((CH,),CO,(C=0)CHj3, uno de R’ y R® es metilo y el otro es -CH=CH,, R’ es metilo y R? es
(CH,),CO,H, o

una sal del mismo;

donde la presencia del compuesto de férmula (I) o (II) o de una sal del mismo indica que el hospedador tiene
vasoespasmo o vasoconstriccion.

En una realizacion, el método consiste en

(a) poner en contacto una muestra del hospedador con un agente que se une al compuesto de férmula (I) o (II) o a
una sal del mismo y

(b) detectar si el agente se une a los componentes de la muestra, determinando asi la presencia o ausencia del
compuesto de férmula (I) o (II) o su sal.

El agente puede ser cualquier agente capaz de unirse al compuesto de férmula (I) o (II) o a su sal, por ejemplo un
anticuerpo o un anticuerpo marcado.

Se puede producir un anticuerpo para el compuesto de férmula (I) o (II) o su sal provocando la formacién de
anticuerpos en un animal hospedador contra todo o parte del compuesto de féormula (I) o (I) o su sal (en adelante,
“el inmunégeno”). Son bien conocidos los métodos de produccién de anticuerpos monoclonales y policlonales. Un
método para producir un anticuerpo policlonal consiste en inmunizar un animal hospedador adecuado, por ejemplo
un animal experimental, con el inmunégeno y aislar inmunoglobulinas del suero. Se puede inocular al animal, por
lo tanto, con el inmundgeno, recoger posteriormente sangre del animal y purificar la fraccién de IgG. Un método
para producir un anticuerpo monoclonal consiste en inmortalizar células que producen el anticuerpo deseado. Se
pueden producir células de hibridoma fusionando células esplénicas de un animal experimental inoculado con células
tumorales (Kohler y Milstein, Nature 256, 495-497, 1975).

Se puede seleccionar una célula inmortalizada productora del anticuerpo deseado por un procedimiento conven-
cional. Se pueden cultivar los hibridomas o inyectarlos intraperitonealmente para la formacién de fluido ascitico o
en el torrente sanguineo de un hospedador alogénico o de un hospedador inmunocomprometido. Se puede preparar
anticuerpo humano por inmunizacién in vitro de linfocitos humanos, seguida de transformacién de los linfocitos con
virus Epstein-Barr.

Para la produccién de anticuerpos tanto monoclonales como policlonales, el animal experimental es adecuadamente
una cabra, un conejo, una rata o un ratén. Si se desea, se puede administrar el inmunégeno como un conjugado
en el que el inmundgeno estd copulado a un soporte adecuado. La molécula de soporte es tipicamente un soporte
fisiolégicamente aceptable. El anticuerpo obtenido puede ser aislado y, si se desea, purificado.
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La muestra usada en el método para diagnosticar vasoespasmo o vasoconstriccién segun la presente invencién
puede ser cualquier muestra adecuada de humano o animal. La muestra es tipicamente una muestra de fluido cere-
broespinal o de sangre. La muestra puede ser procesada antes de usarla en el método; por ejemplo, puede ser diluida,
tipicamente en agua, solucidn salina o solucidn salina que contenga un tampén (cualquiera de estos diluyentes puede
incluir adicionalmente un detergente).

Un anticuerpo usado en el método de la invencién puede ser un anticuerpo completo o un fragmento del mismo
que sea capaz de unirse al compuesto de férmula (I) o (I) o a una sal del mismo. Tipicamente, el anticuerpo es
monoclonal. Dicho anticuerpo completo es tipicamente un anticuerpo producido por cualquiera de los métodos de
produccion de un anticuerpo aqui discutidos. Tipicamente, el anticuerpo es un anticuerpo de mamifero, tal como un
anticuerpo de primate, humano, roedor (v.g., ratén o rata), conejo, 6vido, porcino, équido o camélido. El anticuerpo
puede ser cualquier clase o isotipo de anticuerpo, por ejemplo IgM, pero es preferiblemente IgG.

El fragmento de anticuerpo completo que puede ser usado en el método incluye un sitio de unién a antigeno,
v.g., fragmentos Fab o F(ab),. El anticuerpo completo o fragmento puede asociarse a otros restos, tales como enla-
zantes, que pueden ser usados para unir entre si dos o mds fragmentos de anticuerpos. Dichos enlazantes pueden ser
enlazantes quimicos o pueden estar presentes en forma de una proteina de fusién con el fragmento o el anticuerpo
completo. Los enlazantes pueden ser asi usados para unir entre si anticuerpos completos o fragmentos que tengan
las mismas o diferentes especificidades de unidn, v.g., que puedan unirse a los mismos o diferentes compuestos de
férmula (I) o (IT) o a sus sales. El anticuerpo puede ser un anticuerpo biespecifico capaz de unirse a dos antigenos (o
superficies antigénicas) diferentes, tipicamente cualesquiera dos de los compuestos de férmula (I) o (IT) o sus sales
aqui mencionados. El anticuerpo puede ser un “diacuerpo” formado uniendo dos dominios variables por la espalda.
En una realizacidn, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico que tiene secuencia de diferentes anticuerpos naturales,
por ejemplo un anticuerpo humanizado.

En general, el método es llevado a cabo en una solucién acuosa. La muestra y/o el anticuerpo pueden estar presentes
en solucion en el método. En realizaciones particulares (algunas de las cuales son discutidas mas adelante), el agente
o la muestra estdn inmovilizados sobre un soporte sélido. Tipicamente, dicho soporte es la superficie del recipiente en
el que se esta llevando a cabo el método, tal como la superficie de un pocillo de una placa de microtitulacién.

En el método, la determinacion de si el agente se une a un compuesto de férmula (I) o (II) o a una sal del mismo
en la muestra puede ser realizada por cualquier método conocido en la técnica para detectar la unién entre dos restos.
Se puede determinar la unién midiendo una caracteristica en el anticuerpo o el compuesto de férmula (I) o (II) o su sal
que cambia cuando se produce la unién, tal como un cambio espectroscopico.

En una realizacion preferida, se inmoviliza el agente sobre un soporte sélido (tal como los soportes antes discuti-
dos). Cuando se pone en contacto la muestra con el agente, los compuestos de formula (I) o (II) o sus sales se unen al
agente. Eventualmente, se lava luego la superficie del soporte sélido para eliminar cualquier compuesto de la muestra
que no esté unido al agente. Se puede determinar entonces la presencia del compuesto de férmula (I) o (I) o de su
sal unidos al soporte sélido (a través de la unién con el agente), lo que indica que el compuesto de férmula (I) o (II)
o su sal estdn unidos al agente. Se puede hacer esto, por ejemplo, poniendo en contacto el soporte sélido (que puede
tener o no el compuesto de férmula (I) o (II) o su sal unidos al mismo) con una substancia que se una al compuesto
de férmula (I) o (II) o a su sal especificamente. Este agente puede ser marcado directa o indirectamente mediante un
marcaje detectable.

Tipicamente, la substancia es un segundo agente capaz de unirse al compuesto de férmula (I) o (II) o su sal de
una manera especifica, mientras que el compuesto de férmula (I) o (I) o su sal se une al primer agente inmovilizado
que se une al compuesto de férmula (I) o (II) o su sal. Este segundo agente puede ser marcado indirectamente por
contacto con un tercer anticuerpo especifico para la regién Fc del segundo agente, donde el tercer agente lleva un
marcaje detectable.

Otro sistema que se puede usar para determinar la unién entre el compuesto de férmula (I) o (II) o su sal y el agente
es un sistema de unién competitiva. Una realizacién de dicho sistema determina si el compuesto de férmula (I) o (IT) o
su sal en la muestra es capaz de inhibir la unién del agente a un compuesto de referencia capaz de unirse al agente. El
compuesto de referencia puede, por ejemplo, ser una cantidad conocida de compuesto marcado que contenga un grupo
o grupos funcionales que el agente reconoce. Si el compuesto de férmula (I) o (II) o su sal en la muestra es capaz de
inhibir la unién entre el agente y el compuesto de referencia, entonces esto indica que dicho compuesto de férmula (I)
o (IT) o su sal son reconocidos por el agente.

Como ejemplos de marcajes detectables, se incluyen enzimas, tales como una peroxidasa (v.g., de rdbano picante),
fosfatasa, elementos radiactivos, oro (u otro metal coloidal) o marcajes fluorescentes. Se pueden detectar los marcajes
enzimdticos usando un sistema basado en quimioluminiscencia o en cromdgenos.

La invencién también incluye una tira de inmersién que puede ser usada para llevar a cabo el método de la inven-
cion. La tira de inmersidn consiste en un material poroso capaz de transportar cromatograficamente un liquido y uno o
mas de los agentes aqui mencionados. Cuando se pone en contacto la tira de inmersién con la muestra, aspira liquido
de la muestra hacia una regién de deteccion sobre la tira de inmersion. Se detectan las proteinas de la muestra que
contienen los polimorfismos aqui mencionados por su unién a la regién de deteccion.
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En una realizacidn, el liquido es llevado a través de una regién de la tira de inmersion que contiene los agentes
antes mencionados. Los agentes se unen al compuesto de formula (I) o (II) o a su sal, formando un complejo de
agente/compuesto. Este complejo es llevado hacia la regién de deteccidn, que contiene una substancia (inmovilizada
sobre la tira de inmersién) que se une al complejo y lo inmoviliza asi en la regién de deteccion. La substancia es
tipicamente un agente de unién especifica (v.g., un anticuerpo) que se une al agente o al compuesto del complejo. El
complejo de agente/compuesto es tipicamente detectado en la regién de deteccion mediante el uso de un marcaje que
se une al agente.

En otra realizacion, se marca el compuesto de férmula (I) o (IT) o su sal de la muestra antes de ser aspirado por la
tira de inmersién. Se aspira entonces el compuesto marcado por la tira de inmersion (que ha sido puesta en contacto
con la muestra) y se detecta por la unién del anticuerpo (que se une a la region de deteccién).

Tipicamente, el marcaje usado en los sistemas de tiras de inmersién antes descritos es un marcaje visualmente
detectable que se vuelve visualmente detectable (es decir, que puede verse a simple vista) cuando se inmoviliza sufi-
ciente complejo de agente/compuesto en la region de deteccién. Un marcaje adecuado es una particula de oro (u otro
metal coloidal) o un fluoréforo (v.g., fluoresceina). La presente invencién proporciona también un agente que se une
a un compuesto de férmula (I) segtin se ha definido antes, X es =CH(C=0)NH,, Y' es hidrégeno y uno de R' y R* es
metilo y el otro es -CH=CH,, 0 X es =0, Y' es hidrégeno, R' es -CH=CH, y R? es metilo;

donde el agente es, o incluye, un anticuerpo especifico para el compuesto de formula (I).
La presente invencion es ademads ilustrada, meramente a modo de ejemplo, en relacién a las figuras, en las cuales:

La Figura 1 muestra el efecto estimulador de los productos de degradacion oxidativa de la bilirrubina (ox-BR)
y del FCE de pacientes con HSA (FCE-HSA) sobre la tasa de consumo de oxigeno de la arteria cardtida porcina
(Figura 1A). La tasa de consumo de oxigeno en el estado estacionario (después de 90 minutos) por la arteria carétida
porcina (n=3) en presencia de ox-BR (concentracién final 1 mg/mL), FCE-HSA (dilucién final 1/30) y control (A)
es significativamente mayor en ambos casos en comparacién con el control (*P<0,05). El curso temporal para la
estimulacién del consumo de oxigeno también era similar. Se induce el desarrollo de tensién en el musculo liso
vascular (n=4) mediante ox-BR (concentracién final 1 mg/mL) y FCE-HSA (dilucién final 1/30) y se puede abrogar
mediante pretratamiento con dobutamina (DOB) de anillos de arteria carétida (B). Se expresan los resultados como la
media + SE.

La Figura 2 muestra el perfil de elucién por HPLC de un extracto de cloroformo de BR oxidada bruta analizado en
columna de fase invertida Spherisorb.

La Figura 3 muestra las posibles rutas generales para la formaciéon mediada por H,0, de la Caja A, la Caja B y 4-
metil-3-vinilmaleimida de BR o biliverdina. En la ruta que conduce a la produccién de la Caja A: R, es -CHj3, R, es
-CH=CH,, R; es -CH; y R, es -CH,-CH,-COOH. En la ruta que conduce a la formacién de la Caja B: R, es -CH=CH,,
R, es -CH;, R; es -CH; y Ry es -CH,-CH,-COOH. En la ruta que conduce a 4-metil-3-vinilmaleimida: R es parte de
la molécula de bilirrubina.

Los ejemplos siguientes ilustran atin mds la presente invencién en relacion a las figuras.
Ejemplos
Materiales y métodos

Procedimiento de peroxidacion de la bilirrubina

Se suspendi6 bilirrubina (isémeros mixtos, 100 mg, de Sigma Chemical Co.) con agitacién en 25 mL de NaOH 5
M alo largo de 4 h a temperatura ambiente. Se protegid el matraz de reaccién de la luz mediante una hoja de aluminio.
Después de 4 h, la suspension naranja de BR se habia disuelto en gran medida, para dar una solucién verde obscura.
Se neutralizé la solucién usando HCI 11 M y se afiadieron 20 mL de H,0, al 30%. Se incubd entonces la mezcla
de reaccion en obscuridad durante 48 h a temperatura ambiente, para obtener una solucién amarilla transparente con
alguna precipitacion. Se filtr6 una porcién de esta mezcla bruta (tamafio de poro 0,2 um), se evaporé a sequedad y se
analiz6 por espectroscopia de 'H RMN (500 MHz). Se us6 otra porcién de mezcla bruta para la medicién del consumo
de oxigeno. Para este examen, se liofilizé una porcién de mezcla bruta y se redisolvié en solucidn salina fisioldgica
(PSS, que se describe mas adelante), para formar una concentracién final de 1 mg/mL de PSS. Se filtr6 1la mezcla de
reaccion restante y se extrajo 10 veces con cloroformo [mezcla de reaccién:cloroformo (5:1)].

Se secd la solucién sobre sulfato de sodio y se evapordé a vacio, para obtener un sélido amarillo. Se analizé también
este tltimo por espectroscopia de '"H RMN (500 MHz).

Andlisis y purificacion por HPLC

Se disolvi6 el extracto de cloroformo en acuoso al 50% (v/v) y se purificé por HPLC. Se realizaron los experimen-
tos de forma que se excluyera la luz de las muestras. Se equilibraron columnas C18 de fase invertida Hypersil (250 x
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7 mm) o de fase invertida Spherisorb ODS (2) (250 x 4,6 mm) con acetonitrilo acuoso al 30% (v/v) a una velocidad de
flujo pf de 2 mL min~' y 1 mL min™', respectivamente. Se realizé la elucién usando un gradiente lineal de acetonitrilo
acuoso del 30% al 36% a las mismas velocidades de flujo a lo largo de 8 min. Se monitorizaron las fracciones a 320 nm
y se recogieron manualmente. Se liofilizaron las fracciones y se guardaron a -80°C para otros andlisis. Se redisolvi6 ca-
da fraccién en acetonitrilo acuoso al 50% (v/v), se reinyectd y se repurificé usando las mismas condiciones para elimi-
nar impurezas de otras fracciones. Para investigar la sensibilidad a la luz de los compuestos, se expusieron las fraccio-
nes purificadas a la luz solar durante 90 minutos después de disolver en acuoso al 50% (v/v) y se analizaron por HPLC.

Espectroscopia

Se realizé la espectroscopia UV/Vis en H,O doblemente destilada usando un espectrofotémetro Ultrospec 4000
UV/Vis. Se recogieron los espectros IR a una resolucién de 4 cm™ en un espectrometro Perkin Elmer FT-IR. Se
sumaron y recogieron un minimo de 256 barridos.

Se registraron espectros a una temperatura de 300 K en un espectrémetro Bruker AMX500 (500 MHz) equipado
con un cabezal de sonda de gradiente z de banda ancha invertida. Se registraron espectros de correlacién de enlaces
miiltiples heteronucleares (HMBC) con seleccién de gradiente y sin usar un filtro de bajo paso, de tal forma que se
pudieron establecer correlaciones de enlaces sencillos simultineamente. Estas fueron identificadas por la estructura
caracteristica de dobletes ' Iy que es aparente cuando no se aplica desacoplamiento de carbono de banda ancha durante
la recogida de cada FID. Todas las desviaciones quimicas de *C fueron obtenidas indirectamente de los picos de
correlacion en el experimento 2D.

Espectrometria de masas de ionizacion por electropulverizacion y mediciones de masa exacta

Se midieron los espectros de masas de ionizacién por electropulverizacién en un espectrometro de masas cuadripo-
lar triple Micromass BioQ II-ZS equipado con una interfase de electropulverizacién. Se introdujeron las muestras (10
uL) en la fuente de electropulverizacién mediante un inyector de bucle. Se realizaron los espectros de iones positivos
a partir de una solucién en agua/acetonitrilo (1:1. v/v) que contenia un 0,2% (v/v) de 4cido férmico a un voltaje de
cono de +30 V. Se realizaron los espectros de masas de iones negativos a partir de una solucién en agua/acetonitrilo
(1:1 v/v) a voltajes de cono de -10 V y -15 V y se fijé la temperatura de la fuente a 40°C. Se registraron los espectros
de masas exactas de alta resolucién en un espectrémetro de masas Micromass Autospec 5000 OA-Tof en el modo de
ionizacién quimica con amoniaco como reactivo gaseoso.

Recogida de fluido cerebroespinal (FCE)

Se recogié FCE de pacientes HSA en el momento de la cirugia o a través del drenaje lumbar insertado para aliviar
la presién intracraneal.

Recogida de tejidos y mediciones del consumo de oxigeno

Se recogieron arterias carétidas porcinas de un matadero en los 30 minutos después de la muerte, se lavaron y se
sumergieron en PSS a 4°C y se transportaron inmediatamente al laboratorio. Se recort6 entonces el exceso de tejido
conectivo y de adventicia de las arterias para guardarlas en PSS a 4°C hasta su uso. Se cambi6 el PSS cada 12 horas
y se mantuvieron los recipientes durante hasta 4 dias. EI PSS contenia lo siguiente: 118 mmol/L de cloruro de sodio,
25 mmol/L de hidrégeno carbonato de sodio, 5,76 mmol/L de cloruro de potasio, 2,5 mmol/L de cloruro de calcio,
1,2 mmol/L de sulfato de magnesio, 0,5 mmol/L de fosfato monobdsico de sodio y 11,1 de mmol/L de glucosa. Se
oxigeno la solucién burbujeando oxigeno al 95% y diéxido de carbono al 5% para mantener un pH de 7.4.

Se determiné la tasa de consumo de oxigeno usando un electrodo de oxigeno Clark de Hansatech Instruments
(Norfolk, Reino Unido). Se frotaron vigorosamente anillos de arteria carétida de aproximadamente 0,2 cm de longitud
para eliminar las células endoteliales y se afiadieron a las cdmaras con camisa de agua que contenian PSS a 37°C.
Se midieron las tasas de consumo de oxigeno antes y después de la adicién de una mezcla bruta de los productos
de degradacién oxidativa de la BR (concentracién final 1 mg/mL de PSS), FCEys, (dilucion final 1/30) o 4-metil-3-
vinilmaleimida (purificada por HPLC, liofilizada y redisuelta después en PSS). Los resultados son presentados como
umol de O, consumidas por minuto y por gramo de peso seco, suponiendo que la solubilidad del oxigeno en PSS a
37°C es de 0,202 yumol/mL, o como porcentaje de aumento en el consumo de oxigeno en comparacién con el consumo
de oxigeno por la arteria carétida sola.

Mediciones de fuerza
Se realizaron mediciones de fuerza isométrica sobre anillos de arteria carétida porcina para valorar los pardmetros
funcionales durante la exposicion a diversos compuestos. Los métodos usados fueron los utilizados por J F Clark y

col., J. Vasc. Res., 1995, 32, 24-30. Se usa la contraccién inducida por KCl como generacion de tensidn isométrica
méxima y se dan los resultados como porcentaje de la méxima de KCI obtenida para cada carétida.

Andlisis estadistico

Se us6 el programa ANOVA para evaluar estadisticamente los datos y se considerd que los valores eran significa-
tivamente diferentes si p<0,05.



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300317 T3

Resultados
Mediciones del consumo de oxigeno

La BR oxidada bruta a una concentracién de 1 mg/mL de PSS aumenté el consumo de oxigeno de la arteria cardtida
porcina aproximadamente 3,6 veces en 90 min. (Figura 1). El FCEys, estimul6 un aumento en la tasa de consumo de
oxigeno de un modo similar a la BR oxidada bruta (Figura 1). Altas dosis de BR oxidada bruta o de FCEys, de
pacientes con HSA inhibieron el consumo de oxigeno por la arteria cardtida o incluso inhibieron el consumo de
oxigeno por el tejido. El FCE de controles sanos o de soluciones control para la BR oxidada bruta no exhibieron
actividad alguna. Extractos de cloroformo de BR oxidada bruta y la 4-metil-3-vinilmaleimida también estimularon el
consumo de oxigeno. Sin embargo, no fue posible determinar la concentracién de 4-metil-3-vinilmaleimida usada en
los experimentos debido a la pequefia cantidad de material obtenida.

Andlisis y purificacion por HPLC

Siguiendo la observacion de que la actividad bioldgica era extraible en cloroformo, se analizaron los extractos y se
purificaron por HPLC. La Figura 2 muestra el patrén de separacion para tres compuestos aislados: Caja (Bilirrubina
oxidada) A, Caja B y 4-metil-3-vinilmaleimida (Caja C). La reaccién de biliverdina con H,O, dio también lugar a la
produccion de los mismos compuestos, segin se juzga por sus tiempos de retencidn.

La Caja A, la Caja B y la 4-metil-3-vinilmaleimida eran sensibles a la luz. Cuando se expusieron a la luz solar
durante 90 min, como se juzga por HPLC, la intensidad de sus picos disminuyé significativamente. Los andlisis de
"H RMN de la Caja A y de la Caja B tras exposicién a la luz solar durante 90 min. también indicaron degradacién
a una serie de productos. Por el contrario, la Caja A, la Caja B y la 4-metil-3-vinilmaleimida eran relativamente
termoestables cuando se mantuvieron a 60°C durante 2 h, segtn se juzga por los analisis de HPLC.

Andlisis espectroscopicos

Caja A: 4-metil-5-0x0-3-vinil-(1,5-dihidropirrol-2-iliden)acetamida (Figura 3). Espectroscopia UV/Vis: A4 215
nm y 300 nm. Espectroscopia IR: 3.434,0 (N-H), 1.698,2 (C=0; lactama), 1.666,4 (C=0; amida), 1.430,5 y 1.292,7
cm™'. Se establecieron las asignaciones de 'H y *C RMN (500 MHz) a partir de un experimento de correlacién 2D
1H-13C heteronuclear de rango largo (HMBC) (Tabla 1).

TABLA 1
'y RMN 3¢ RMN
(100% CDsCN)? (CD3CN/D,0)®
1 9,69 -
2 - 147,0
3 - 140, 7
4 - 131,5
5 - 173,8
17 5,62 99,1
27 - 169, 7
3-vinil-CH 6,57 125, 3
3-vinil-CH, 5,68 124,6
5,71
4-Me 1,98 9,1
NH, 6,37/5,86 -

® En referencia al CHiCN residual a 1,94 ppm.

P Referencia externa a TSP a 0,0 ppm.
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El espectro de protones (en CD;CN) demostré la presencia de un solo grupo CH=CH, vinilico mds un singlete
abrupto consistente con un resto de alqueno remoto. También estaban presentes en esta regién dos resonancias amplias,
cada una correspondiente a un solo protdn, que no estaban presentes en este tltimo espectro de D,O/acetonitrilo. Estas
sugerian un grupo NH, de amida primaria en el que los dos protones se diferenciaban como resultado de una rotacién
restringida del enlace amida. Se observé otra resonancia intercambiable amplia, también correspondiente a un solo
protén, a 9,69 ppm, lo que indica la presencia de una estructura nuclear de anillo pirrdlico. Estos datos, junto con
la presencia de un singlete de tres protones adicional a 1,98 ppm, sugerian que un niicleo derivado de pirrol estaba
intacto en este fragmento y el que llevara un grupo metilo y vinilico, y por ello que fuera el resultado de un sitio
de escision oxidativa, era consistente con la masa molecular, y se confirmé por las conectividades observadas en
los experimentos de correlacion 2D 'H-'*C heteronuclear de rango largo (HMBC) (en CD;CN:D,0 3:7, debido a la
limitada solubilidad). Todas las correlaciones observadas eran consistentes con la Caja A. Es notable que el singlete
de metilo tuviera una fuerte correlacién con un carbonilo a 173,8 ppm, mientras que el protén de alqueno remoto se
correlacionaba con el carbonilo de amida a 169,7 ppm. Estos datos también establecieron la localizacién del grupo
metilo adyacente al carbonilo del anillo. No fue posible la asignacién del doble enlace exociclico. Espectrometria
de masas: m/z 179,20 (MN*; electroionizacion); m/z 179,082163 (MH*), masa calc. 179,082053 (espectrometria de
masas de alta resolucién). Férmula molecular: CoH,;N,O,.

Caja B: 3-metil-5-0x0-4-vinil-(1,5-dihidropirrol-2-iliden)acetamida (Figura 4). Espectroscopia UV/Vis: A4 215
nm y 310 nm. Espectroscopia IR: 3435.7 (N-H), 1.654,1 (C=0; lactama) y 1.647,9 (C=0; amida) cm-!. Se establecie-
ron las asignaciones de 'H y *C RMN (500 MHz) a partir de un experimento de correlacién 2D 'H-"*C heteronuclear
de rango largo (HMBC) (Tabla 2).

TABLA 2
'H RMN 3¢ RMN
(100% CDsCN)? (CD3CN/D,0) P
1 9,49 -
2 - 147, 9
3 - 142,7
4 - 129,2
5 - 173,0
17 5,55 99,0
27 - 170, 2
4-vinil-CH 6,62 125, 7
4-vinil-CH, 5,52, 6,32 122,4
3-Me 2,07 9,1
NH, 6,37/5,86 -

® En referencia al CH3CN residual a 1,94 ppm.

P Referencia externa a TSP a 0,0 ppm.

Los espectros de protones demostraron las mismas caracteristicas de principios que para la Caja A, estando lo
mas significativo en la dispersion de la desviacién de los protones vinilicos. Los datos de HMBC (en CD;CN:D,0
3:7) confirmaron la presencia de la misma estructura nuclear, pero indicaban que la posicion relativa de los grupos
metilo y vinilo estaba cambiada. El protén CH del grupo vinilo guardaba ahora una fuerte correlacion con el carbonilo
del anillo de pirrol a 173,0 ppm. Este fragmento isomérico derivaria, por lo tanto, de la escision oxidativa del otro
extremo de la molécula de BR del que produjo la Caja A. No fue posible la asignacién de estereoquimica de dobles
enlaces exociclicos. Espectrometria de masas: m/z 179 (MH?; electroionizacion); m/z 179,082021 (MH*), masa calc.
179,082053 (espectrometria de masas de alta resolucién). Férmula molecular: CoH;;N,O,.

Los patrones de desviacién observados para los protones del metilo y del vinilo en la Caja A y en la Caja B llevan
una similitud notable con los de los fragmentos tripirrélicos: biotripirrina-a y biotripirrina-b (Figura 3) aisladas por
Yamaguchi y col. (Yamaguchi 94). En ambos casos, los protones vinilicos en particular exhiben un comportamiento
caracteristico, apareciendo el par geminal esencialmente coincidente cuando se asientan en el lado del nicleo pirrélico
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opuesto al carbonilo pirrdlico, pero exhibiendo una dispersién significativa cuando estdn adyacentes a este grupo
carbonilo. Estas similitudes apoyan también la localizacién relativa asignada de los grupos metilo y vinilo en la Caja
Ay enlaCajaB.

4-Metil-3-vinilmaleimida: Espectroscopia IR: 3.436,2 (N-H), 2.103,9, 1.773,7, 1.713,0, 1.639,6 cm™'. Se estable-
cieron las asignaciones de RMN 'H y *C (500 MHz) a partir de un experimento de correlacién 2D 'H-"3C heteronu-
clear de rango largo (HMBC) (Tabla 3).

TABLA 3
IH RMN? 3¢ RMNP
1 7,19 -
2 - 170,2
3 - 134,3
4 - 136, 7
5 - 171, 4
3-vinil-CH 6,55 124,2
3-vinil-CH, 6,40, 5,73 125, 9
4-Me 2,07 8,3

En referencia a CDCl; a 7,27* y 77,0° ppm.

La 4-metil-3-vinilmaleimida era soluble en cloroformo y dio un solo espectro de 'H, demostrando la presencia de
un grupo vinilo (en el que el par geminal estaba bien disperso), un grupo metilo y una resonancia amplia a 7,19 ppm.
Los espectros HMBC demostraron correlaciones del protén del CH del vinilo y del grupo metilo con diferentes centros
carbonilo e identificaron ficilmente el fragmento como poseedor de la estructura de la 4-metil-3-vinilmaleimida. La
dispersion de los protones vinilicos es de nuevo consistente con que éstos sean adyacentes a un grupo carbonilo en el
niicleo de pirrol. Espectrometria de masas de iones negativos: m/z 135,9. Los datos de la '"H RMN (500 MHz) y de la
espectrometria de masas eran consistentes con los dados para la 4-metil-3-vinilmaleimida.

Se vio que la BR reaccionaba con perdxido de hidrégeno, usando un procedimiento disefiado para imitar el estrés
oxidativo grave, para dar varios productos de fragmentacién. La solucién de BR oxidada bruta estimulaba el consumo
de oxigeno del musculo liso vascular de la arteria carétida porcina en ausencia de capa endotelial. El FCEyg, también
estimulaba el consumo de oxigeno en el musculo liso vascular. La comparacién del FCEgg, con los productos de
degradacion oxidativa de la BR en los ensayos de consumo de oxigeno revel6 que se comportaban de un modo similar
(Figura 1). El FCEys, vy los productos de degradacion oxidativa de la BR inducian estimulacién del consumo de oxi-
geno tras la adicion a la cdmara con la arteria. Ademads, altas dosis tanto de FCEys, como de productos de degradacion
oxidativa de la BR inhibian la tasa de consumo de oxigeno o incluso mataban el musculo liso vascular. Experimentos
de medicién de fuerza isométrica confirmaron que el cambio en el metabolismo reflejaba los cambios causados por el
FCEys4 y los productos de oxidacion de la BR.

Los compuestos bioactivos tanto del FCEys, como de la BR oxidada eran ambos extraibles en cloroformo. Se
aislaron tres compuestos fotoldbiles por HPLC: 4-metil-5-ox0-3-vinil-(1,5-dihidropirrol-2-iliden)acetamida (Caja A)
y 4-metil-3-vinilmaleimida y 3-metil-5-ox0-4-vinil-(1,5-dihidropirrol-2-iliden)acetamida (Caja B). Junto con la Caja
Ay la Caja B, también se aisl6 el derivado monopirrélico 4-metil-3-vinilmaleimida. Se sabe que la 4-metil-3-vinilma-
leimida se forma durante la fotooxidacién de la biliverdina, asi como en la reaccién de H,O, con ferriprotoporfirina IX
o por el 4cido crémico con BR. Se protegi6 la mezcla de reaccién de la luz, por lo que se supone que se forma 4-metil-
3-vinilmaleimida en la reaccién de H,O, con BR o biliverdina. No obstante, se pueden producir trazas de 4-metil-3-
vinilmaleimida por exposicion fortuita a la luz. Aunque no se ha detectado 4-metil-3-vinilmaleimida directamente in
vivo, se ha visto su hidrélisis en neonatos ictéricos que sufren fototerapia.

La Caja A y la Caja B no pueden formarse usando el mecanismo que conduce a las biotripirrinas a y b, ya que
la formacién de la Caja A y de la Caja B oficiales requiere nitrégeno de los anillos de pirrol. Estudios sobre la
degradacion fotolitica mediada por oxigeno en singlete de la han indicado un mecanismo que implica la transferencia
de electrones de la BR en estado excitado con dioxigeno en estado fundamental. Se han identificado una serie de
productos, incluyendo biliverdina, 4-metil-3-vinilmaleimida y 4cidos alifaticos simples. No esta claro si la biliverdina
es 0 no un intermediario en algunos o todos de los productos de fragmentacién, pero, al igual que la BR, no son
estables a la luz.
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Se propone un posible mecanismo de la Caja A, de la Caja B y de la 4-metil-3-vinilmaleimida durante la fotooxida-
cién en la Figura 3. Se ha propuesto un BR-dioxetano como intermediario para la 4-metil-3-vinilmaleimida durante la
fotooxidacién. Sin embargo, los intermediarios de dichas especies parecen menos probables en la oxidacién mediada
por H,O,. El ataque del H,O, en C-4 o C-16 para dar el per6xido mostrado en la Figura 3, seguido de reorganizacién
de Crigee e hidr6lisis para obtener 4-metil-3-vinilmaleimida, puede ser mas probable. El mecanismo de ataque inicial
del perdxido es incierto, con formacién de un derivado catiénico (radical) de BR o biliverdina como posibilidad. De
forma similar, la formacién de peréxidos en C-6 o C-14, seguida de reorganizacién e hidrélisis, puede conducir a la
Caja Ay alaCajaB.

Como la 4-metil-3-vinilmaleimida, que ha mostrado reaccionar con tioles, incluyendo el glutation, la Caja A y
la Caja B son agentes alquilantes (aceptores de Michael). Es posible que ejerzan actividad bioldgica que dé lugar a
vasoespasmo por un proceso de alquilacién, v.g., afectando a los sistemas de fosfatasa/kinasa celulares.

Los productos de la degradacién oxidativa de la BR exhiben actividad biolégica y pueden tener un papel en la
patogenia del vasoespasmo arterial después de una hemorragia. La oxidacién de la BR conduce a la produccién de
fragmentos derivados de BR que estdn presentes en el FCEys, de pacientes de HSA.

Evidencia de la presencia de la Caja A en el fluido cerebroespinal humano (CSF)
Meétodo

Se afiadi6 agua doblemente desionizada (100 ml) a 45 ml en volumen seco de FCE liofilizado y se agit6 en la
obscuridad durante 45 min. Mientras se agitaba continuamente en la obscuridad, se afiadié entonces urea (20 g) al
FCE (parcialmente) reconstituido para obtener una concentracién aproximada de urea 3M. Tras la adicién de urea,
se agit6 la solucién durante otros 5 min. mds para obtener una solucién totalmente reconstituida de FCE sin extracto
s6lido. Se anadieron entonces 500 ml de cloroformo a esta solucién con agitacioén en obscuridad. Se agité entonces la
solucién durante una hora y se centrifugd después a 2.800 rpm durante 5 min. Se recogié luego la capa cloroférmica y
se seco sobre sulfato de magnesio anhidro en obscuridad. Se retir6 el sulfato de magnesio por filtracién en obscuridad
y se elimin6 el cloroformo por evaporacién rotatoria a vacio en obscuridad. Se redisolvi6 el extracto sélido resultante
en 250 ul de acetonitrilo:agua desionizada 1:1. Se configuré entonces la solucién resultante a 13.000 rpm durante
15 min.

Se analizé el sobrenadante por HPLC equipada con un detector de disposicién de fotodiodos. Las condiciones
experimentales eran las siguientes: se analizaron 100 ul de la solucién 1:1 de acetonitrilo:agua desionizada por HPLC
usando una columna Phenomenex Phenosphere de 5 micras ODS2 80A de 250 mm x 4,6 mm. Se desarroll el siguiente
gradiente con una velocidad de flujo de 1 ml por minuto.

Tiempo en minutos

% Tampdn A
Bicarbonato de
amonio 10 mM en

acetonitrilo

50%/agua desioni-

% Tampdén B
Bicarbonato de
amonio 10 mM en

agua desionizada

zada 50%
0-5 50 50
5-30 50-100 50-0
(gradiente lineal) | (gradiente lineal)
30-35 100 0
35-45 50 50

A un tiempo de retencién de aproximadamente 5 min. 20 seg., se observé un compuesto con un perfil UV con
méximos de absorcién a 212 y 297 nm. El perfil era el mismo que el de una Caja A de muestra de referencia (prepa-
rada sintéticamente). La presencia de la Caja A en el FCE fue ademds confirmada por andlisis de muestras de FCE
contaminadas con la Caja A de referencia.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de férmula (I)

donde o bien X es =CH(C-O)NH,, Y' es hidrégeno y uno de R' y R? es hidrégeno o alquilo y el otro es alquenilo, o
bien X es =0, Y' es hidrgeno, R! es alquenilo y R? es hidrégeno o alquilo, o de un compuesto de férmula (IT)

R5 R6 RT R8
U

) r?j N
¥ ¥

Z

619)

donde Y? e Y? son hidrégeno, Z es -CH=C(NHR'*)CH((CH,),,CO,R!")(C=0)CHj; o -CH,(C=0)CH((CH,),,CO,R")
(C=0)CHj, uno de R’ y R es hidrégeno o alquilo y el otro es alquenilo, R es alquilo, R® es (CH,),CO,H, cada uno
de R' y R es hidrégeno o alquilo y m es de 1 a 4, o de una sal de los mismos farmacéuticamente aceptable, en la
fabricacién de un medicamento para uso en la induccion de vasoespasmo o vasoconstriccion.

2. Uso segtn la reivindicacién 1, donde, en la férmula (I), o bien X es =CH(C=0)NH,, Y' es hidrégeno, y uno
de R' y R? es metilo y el otro es -H=CH,, o bien X es =0, Y' es hidrégeno, R' es -CH=CH, y R? es metilo, o bien,
en la férmula (IT), cada uno de Y? e Y? es hidrégeno, Z es -CH=C(NH,)CH((CH,),CO,H)(C=0)CH; o -CH,(C=0)
CH((CH,),CO,H)(C=0)CHj3, uno de R’ y R® es metilo y el otro es -CH=CH,, R” es metilo y R? es -(CH,),CO,H.

3. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes de un compuesto de férmula (I) donde o bien X es
=CH(C=0)NH,, Y' es hidrégeno y uno de R' y R? es metilo y el otro es -CH=CH,, o bien X es =0, Y' es hidrégeno,
R! es -CH=CH, y R? es metilo.

4. Un compuesto de férmula (I) segiin se define en la reivindicacion 1, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable, donde o bien X es =CH(C=0)NH,, Y' es hidrégeno y uno de R' y R? es metilo y el otro es -CH=CH,, o
bien X es =0, Y' es hidrogeno, R' es -CH=CH, y R? es metilo, para uso en un método de tratamiento del organismo
humano o animal.

5. Un método para diagnosticar el vasoespasmo o la vasoconstriccién en un hospedador, consistente en determinar
la presencia o ausencia en una muestra del hospedador de

un compuesto de férmula (I) segin se define en la reivindicacién 1 donde, cuando X es =CH(C=0)NH,, Y' es
hidrégeno y uno de R' y R? es metilo y el otro es -CH=CH,, o cuando X es =0, Y' es hidrégeno, R! es -CH=CH, y
R? es metilo, o

un compuesto de férmula (I1) segin se define en la reivindicacion 1 donde cada uno de Y? e Y? es hidrégeno,

Z es -CH,(C=0)CH(CH,),CO,H)(C=0)CHj, uno de R® y R® es metilo y el otro es -CH=CH,, R” es metilo, R® es
(CH,),CO,H,
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o una sal del mismo;

donde la presencia del compuesto de férmula (I) o (II) o de su sal indica que el hospedador tiene vasoespasmo o
vasoconstriccion.

6. Un método segun la reivindicacion 5, cuyo método consiste en

(c) poner en contacto una muestra del hospedador con un agente que se une al compuesto de férmula (I) o (II) o0 a
su sal y

(d) detectar si el agente se une a los componentes de la muestra, determinando asi la presencia o ausencia del
compuesto de férmula (I) o (II) o de su sal.

7. Un método segtn la reivindicacién 6, donde el agente es un anticuerpo especifico para el compuesto de férmula
(I) o (I) o su sal.

8. Un método segitin la reivindicacion 7, donde el anticuerpo estd marcado.

9. Un método segiin cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, donde el compuesto es fotolabil.

10. Un método seguin cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9 consistente en determinar la presencia o ausencia en
una muestra de un hospedador de un compuesto de féormula (I) segtin se define en la reivindicacién 1 o de una sal del
mismo, donde X es =CH(C=C)NH,, Y' es hidrégeno y uno de R' y R? es metilo y el otro es -CH=CH,, 0 X es =0, Y'
es hidrégeno, R' es -CH=CH, y R? es metilo.

11. Un agente que se une a un compuesto de férmula (I) segtin se define en la reivindicacion 1, donde X es =CH
(C=0)NH,, Y! es hidrégeno y uno de R! y R? es metilo y el otro es -CH=CH,, o X es =0, Y! es hidrégeno, R! es
-CH=CH, y R? es metilo;

donde el agente es, o contiene, un anticuerpo especifico para el compuesto de férmula (I).

12. Un agente segtin la reivindicacién 11, donde el anticuerpo estd marcado.

13. Una composicién farmacéutica consistente en un compuesto de férmula (I) segin se define en la reivindicacion
1, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, donde X es =CH(C=0)NH,, Y' es hidrégeno y uno de R' y R?
es metilo y el otro es -CH=CH,, o0 X es =0, Y' es hidrégeno, R' es -CH=CH, y R? es metilo, y un diluyente o soporte
farmacéuticamente aceptable.

14. Un compuesto de férmula (I) segiin se define en la reivindicacion 1, o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable, donde X es =CH(C=0)NH,, Y' es hidrégeno y uno de R' y R? es metilo y el otro es -CH=CH,.
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