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DESCRIPCION
Medicamentos para el tratamiento de enfermedades o trastornos relacionados con la vasoconstriccién

La presente invencién se refiere a medicamentos para su uso en la profilaxis o el tratamiento de afecciones o
trastornos relacionados con la vasoconstriccidén tal como se define en las reivindicaciones.

Los trastornos relacionados con la vasoconstriccibn comprenden un grupo de trastornos, como por ejemplo
hipertensién pulmonar, hipertensién portal, enfermedades vasoespasticas, enfermedad de Raynaud, acrocianosis,
livedo reticular, distrofia postraumatica, enfermedades oclusivas asociadas con inflamacién y enfermedad de
Buerger.

La vasoconstriccidn es el proceso de constriccién de los vasos sanguineos, que puede dar como resultado una
disminucién del flujo sanguineo. El flujo sanguineo normal es necesario para transportar sangre oxigenada a todas
las partes del cuerpo, y la interrupcién del flujo normal puede provocar diversos problemas. La vasoconstriccion
puede producirse debido a una afeccién médica o debido a un trastorno psicolégico. Esta afeccién se produce
cuando los musculos pequefios de las paredes se constriien provocando el estrechamiento de los vasos
sanguineos. En realidad, este proceso es una afecciéon exactamente opuesta a la vasodilatacién en la que los vasos
sanguineos se agrandan o abren ampliamente. La contraccién de los vasos sanguineos puede aumentar el calor del
cuerpo y puede provocar un conflicto vascular. Después de esta afeccién, la piel se vuelve mas palida que antes, ya
que el suministro de sangre se reduce drasticamente. Se produce principalmente en arterias grandes obstruyendo
asi el flujo sanguineo, pero a veces puede desarrollarse en pequefias arteriolas provocando la constriccién de los
vasos sanguineos.

Un antagonista de adrenorreceptores alfa (que es un vasodilatador) puede administrarse para reducir la constriccion
de los vasos sanguineos y aumentar el flujo sanguineo. El tratamiento del problema con bloqueadores de los
canales de calcio facilitaria el ensanchamiento de los vasos sanguineos.

El control de la hipertension en el paciente vascular es claramente una prioridad. Sin embargo, estos pacientes a
menudo tendran comorbilidades significativas que pueden influir en la eleccién de la medicacién. Las 5 categorias
principales de farmacos usados en el tratamiento inicial de las enfermedades vasculares hipertensivas son
(1) diuréticos, (2) bloqueadores beta-adrenérgicos, (3) bloqueadores de los canales de calcio, (4) inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (ACE) y (5) bloqueadores de los receptores de angiotensina (ARB). Cada uno
de los agentes antihipertensores es aproximadamente igual de eficaz, produciendo una buena respuesta
antihipertensora en del 40 % al 60 % de los casos. Algunos antihipertensores, especialmente ACE y ARB, también
pueden tener efectos beneficiosos sobre los sistemas vascular y metabdlico independientemente de sus efectos de
disminucién de la presién sanguinea, lo que sugiere que pueden ser beneficiosos incluso si la presién sanguinea se
mantiene bien con otros agentes.

Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de nuevos compuestos para el tratamiento de trastornos relacionados
con la vasoconstriccion, en particular aquellos que tengan menos efectos secundarios, o preferiblemente ningin
efecto secundario en absoluto en el intervalo de dosificacién de tal compuesto.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar compuestos para el tratamiento de afecciones o trastornos
relacionados con la vasoconstriccion.

El objeto anterior se cumple por la presente invencién mediante la forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-
cromanol para su uso en el tratamiento de afecciones o trastornos relacionados con la vasoconstriccidn tal como se
define en las reivindicaciones.

Se han descrito determinados compuestos de cromanol, por ejemplo, en los documentos WO2014/098586,
WO2015/193365 y WO2016/188766. Estos compuestos muestran una amplia variedad de efectos protectores sobre
células y 6rganos. Los compuestos descritos en detalle estan desarrollados por Sulfateq, y tienen abreviaturas, que
se refieren a SUL-XXX (siendo XXX un numero de 2 6 3 digitos). Muchos de estos compuestos son mezclas
racémicas, aunque también se han sometido a prueba algunos enantiémeros. El documento W0O2014/098586 A1 se
refiere a compuestos de SUL para la proteccién de células, en particular para la proteccién de células durante el
almacenamiento. El documento WO2016/188766 A1 se refiere a compuestos de SUL para su uso en la profilaxis o
el tratamiento de dafio organico restableciendo la funcién endotelial y/o inhibiendo la produccién de especies
reactivas de oxigeno, y especialmente a compuestos para la profilaxis o el tratamiento de dafio renal diabético.

Inesperadamente, tras una investigacién adicional, varios compuestos de SUL mostraron efectos inversos de la
constriccion vascular, efecto que es Util en el tratamiento de trastornos relacionados con la vasoconstriccion.

Por tanto, la presente invencidn se refiere a la forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-cromanol, en la que el
derivado de 6-cromanol es (R)(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(piperazin-1-il)metanona y sales
farmacéuticamente aceptables de la misma.
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Segun aun otra realizacién preferida, la presente invencién se refiere a la forma enantiomérica (R) de un derivado de
6-cromanol tal como se describe, en la que el trastorno relacionado con la vasoconstricciéon se selecciona del grupo
que consiste en hipertension pulmonar, hipertensién portal, enfermedades vasoespasticas, enfermedad de Raynaud,
acrocianosis, livedo reticular, distrofia postraumética, (pre)eclampsia, y enfermedad de Buerger. La hipertensién
pulmonar se refiere, en particular, a hipertensién arterial pulmonar, para la que se prefiere la presente invencion.
Otro trastorno que puede tratarse con los compuestos descritos es la hipertrofia y fibrosis cardiacas.

El trastorno de vasoconstriccion se refiere particularmente a trastornos mediados por adrenorreceptores a, tales
como hipertensién arterial pulmonar e hipertrofia y fibrosis cardiacas.

Otra indicacién que se trata preferiblemente con el compuesto de la presente invencién es insuficiencia cardiaca con
fraccién de expulsién preservada (HFpEF), en la que la hipertensién generalmente esta coindicada.

En una realizacién preferida, el trastorno vasoconstrictor tiene una coindicacién de inflamaciéon. Como el compuesto
de cromanol es eficaz como agente antiinflamatorio, el uso de dicho compuesto de cromanol es muy eficaz en la
profilaxis o el tratamiento de trastornos vasoconstrictores y relacionados con la inflamacién, tales como hipertension
pulmonar, hipertensién portal y (pre)eclampsia.

SUL-121 es una mezcla racémica 1:1 de dos enantiémeros (enantidmero S denominado SUL-151, enantibmero R
denominado SUL-150). Se investigaron los efectos de SUL-150 y SUL-151 sobre las constricciones vasculares
inducidas por fenilefrina (PE). Los resultados mostraron que mientras que SUL-150 ejercia un aumento dependiente
de la dosis de CE50, mientras que no se observaron efectos significativos después del tratamiento con SUL-151.
SUL-150 pudo inhibir o contrarrestar las constricciones vasculares inducidas.

Segun una realizacién preferida, la presente invencién se refiere a la forma enantiomérica (R) de un derivado de 6-
cromanol, en la que dicha profilaxis o dicho tratamiento de afecciones o trastornos relacionados con la
vasoconstriccion esta mediado por la inhibicién del adrenorreceptor ou. Los adrenorreceptores a1 se acoplan con la
proteina G (GPRC), especificamente los subtipos Gq y G11. Su activacion conduce a una activacion posterior de las
rutas de fosfolipasa, un aumento de (Ca®*) y una constriccién posterior del musculo liso vascular. Adicionalmente,
los presentes inventores han demostrado la capacidad de los adrenorreceptores a1 para transactivar el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que contribuye a la fosforilacién posterior de las cinasas reguladas por
sefiales extracelulares 1 y 2. La inhibicion de EGFR atenu6 las respuestas de constriccion a PE en aortas de rata
aisladas. Por tanto, los presentes inventores investigan los efectos de SUL-150 sobre el mecanismo de
transactivacion de EGFR por adrenorreceptores au.

Se hallé que el mecanismo a través del cual SUL-150 inhibe la vasoconstriccién es a través de la interaccién directa
con el adrenorreceptor ot como antagonista del receptor. SUL-151 no afectd a los transitorios de calcio en ninguno
de los subtipos de adrenorreceptor au investigados. Los resultados indican que SUL-150 puede contrarrestar la
constriccidon vascular y las respuestas de calcio intracelular especificamente a través de su accién sobre los
adrenorreceptores an. El desplazamiento de prazosina radiomarcada sugiere que SUL-150 se une competitivamente
al sitio de unién del antagonista. La prazosina es un bloqueador a1 que actia como agonista inverso en los
receptores adrenérgicos alfa-1. En comparacién con la prazosina, SUL-150 transmite una serie de efectos
beneficiosos adicionales. Las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y vasodilatadoras combinadas de SUL-
150 pueden ser aplicables en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la vasoconstriccién, tales como la
enfermedad de Raynaud.

Segun la realizacién preferida, la presente invencién se refiere al derivado de 2R-6-cromanol, en el que la profilaxis o
el tratamiento de afecciones o trastornos relacionados con la vasoconstriccidén estd mediado por la inhibicién del
adrenorreceptor au.

Los compuestos se usan preferiblemente en cantidades eficaces, para conseguir un efecto vasodilatador. Los
efectos se observan con cantidades de 1 uM, pero preferiblemente se usan mayores cantidades. Las cantidades
preferidas son concentraciones in vivo o in vitro de aproximadamente 10 uM o superior, mas preferiblemente de
aproximadamente 20 puM o superior. Generalmente, una concentracién en ser humano de aproximadamente 200 uM
o inferior debe ser suficiente y segura.

Para su uso en seres humanos, esto significaria, suponiendo un volumen de distribucién de 30 I, una disponibilidad
del 100 % y una concentracién de aproximadamente 1 uM, una dosificacién de aproximadamente 10 mg o mas. Las
cantidades preferidas darian como resultado una concentracién de aproximadamente 10 uM, para las que una
dosificacion de aproximadamente 100 mg o mas seria adecuada. Por tanto, preferiblemente, son adecuadas formas
de dosificacién de aproximadamente 20 mg o mas, preferiblemente de 50 mg o mas, preferiblemente de 100 mg o
més. Generalmente, las formas de dosificacién oral sélidas contienen, como maximo, aproximadamente 500 mg de
compuesto, de manera preferible aproximadamente 450 mg o menos, para permitir excipientes. Con otras formas de
administracién i.v. liquidas, pueden administrarse cantidades més grandes.
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Ejemplos de dosificaciones que pueden usarse son una cantidad eficaz del compuesto de la invencién de una
dosificacion de 0,2 mg/kg o superior, tal como preferiblemente dentro del intervalo de aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 100 mg/kg, o dentro de aproximadamente 2 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg de peso
corporal, o dentro de aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal, o dentro de
aproximadamente 4 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg de peso corporal. El compuesto de la presente invencién
puede administrarse en un dosis diaria Unica, o puede administrarse la dosificacién diaria total en dosificacién
dividida de dos, tres o cuatro veces al dia.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden formularse como composiciones farmacéuticas
mediante formulacién con aditivos tales como excipientes, portadores y vehiculos farmacéutica o fisiolégicamente
aceptables. Los excipientes, portadores y vehiculos farmacéutica o fisiolégicamente aceptables adecuados incluyen
agentes de procesamiento y modificadores y potenciadores de la administracién de farmacos, tales como, por
ejemplo, fosfato de calcio, estearato de magnesio, talco, monosacaridos, disacaridos, almidén, gelatina, celulosa,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, dextrosa, hidroxipropil-P-ciclodextrina, polivinilpirrolidinona, ceras de
bajo punto de fusidn, y similares, asi como combinaciones de dos o méas cualesquiera de los mismos. Se describen
otros excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, Mack Pub.
Co., Nueva Jersey (1991), y “Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, Lippincott Williams & Wilkins,
Filadelfia, 202 edicién (2003) y 212 edicién (2005).

Una composicién farmacéutica puede comprender una formulaciéon de dosis unitaria, en la que la dosis unitaria es
una dosis suficiente para tener un efecto vasodilatador, preferiblemente un efecto terapéutico vasodilatador. La dosis
unitaria puede ser una dosis administrada periédicamente en el transcurso del tratamiento o la supresién de un
trastorno vasodilatador.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el compuesto de la invenciéon pueden estar en cualquier forma
adecuada para el método de administracién previsto, incluyendo, por ejemplo, una disolucién, una suspensién, o una
emulsién. Normalmente se usan portadores liquidos en la preparacién de disoluciones, suspensiones, y emulsiones.
Los portadores liquidos contemplados para su uso en la practica de la presente invencién incluyen, por ejemplo,
agua, solucién salina, disolvente(s) orgéanico(s) farmacéuticamente aceptable(s), aceites o grasas
farmacéuticamente aceptables, y similares, asi como mezclas de dos o més de los mismos. El portador liquido
puede contener otros aditivos farmacéuticamente aceptables adecuados tales como solubilizadores, emulsionantes,
nutrientes, tampones, conservantes, agentes de suspensién, agentes espesantes, reguladores de la viscosidad,
estabilizadores, y similares. Los disolventes organicos adecuados incluyen, por ejemplo, alcoholes
monohidroxilados, tales como etanol, y alcoholes polihidroxilados, tales como glicoles. Los aceites adecuados
incluyen, por ejemplo, aceite de soja, aceite de coco, aceite de oliva, aceite de cértamo, aceite de semilla de
algoddn, y similares. Para administracién parenteral, el portador también puede ser un éster oleoso tal como oleato
de etilo, miristato de isopropilo, y similares. Las composiciones de la presente invencién también pueden estar en
forma de microparticulas, microcapsulas, encapsulados liposémicos, y similares, asi como combinaciones de dos o
més cualesquiera de los mismos.

Pueden usarse sistemas de administracién de liberacién controlada o liberacién en el tiempo, tales como un sistema
de matriz controlado por difusién o un sistema erosionable, tal como se describe, por ejemplo, en: Lee, “Diffusion-
Controlled Matrix Systems”, pags. 155-198 y Ron y Langer, “Erodible Systems”, pags. 199-224, en “Treatise on
Controlled Drug Delivery”, A Kydonieus Ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1992. La matriz puede ser, por
ejemplo, un material biodegradable que puede degradarse espontdneamente in situ e in vivo, por ejemplo, mediante
hidrélisis o escisidn enziméatica, por ejemplo, por proteasas. El sistema de administracién puede ser, por ejemplo, un
polimero o copolimero que se produce de manera natural o sintético, por ejemplo en forma de hidrogel. Los
polimeros a modo de ejemplo con enlaces escindibles incluyen poliésteres, poliortoésteres, polianhidridos,
polisacéaridos, poli(fosfoésteres), poliamidas, poliuretanos, poli{imidocarbonatos) y poli(fosfacenos).

El compuesto de la invencién puede administrarse por via enteral, oral, parenteral, sublingual, por inhalacién (por
ejemplo, como neblinas o pulverizaciones), rectal, o tépica en formulaciones unitarias de dosificacién que contienen
portadores, adyuvantes, y vehiculos farmacéutica o fisiol6gicamente aceptables no téxicos convencionales segln se
desee. Por ejemplo, los modos adecuados de administracién incluyen oral, subcutanea, transdérmica, transmucosa,
iontoforética, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intraperitoneal, intranasal (por ejemplo, a través de la mucosa
nasal), subdural, rectal, gastrointestinal, y similares, y directamente a un 46rgano o tejido especifico o afectado. Para
administraciéon al sistema nervioso central, puede usarse administraciéon espinal y epidural, o administracién a
ventriculos cerebrales. La administracién tépica también puede implicar el uso de administracién transdérmica tal
como parches transdérmicos o dispositivos de iontoforesis. El término parenteral, tal como se usa en el presente
documento, incluye inyecciones subcutaneas, intravenosas, intramusculares, intraesternales, o técnicas de infusién.
Los compuestos se mezclan con portadores, adyuvantes, y vehiculos farmacéuticamente aceptables apropiados
para la via de administracion deseada.

La administracién oral es una via de administracién preferida, y las formulaciones adecuadas para administracion
oral son formulaciones preferidas.
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Los compuestos descritos para su uso en el presente documento pueden administrarse en forma sélida, en forma
liquida, en forma de aerosol, o en forma de comprimidos, pastillas, mezclas de polvos, capsulas, granulos,
inyectables, cremas, disoluciones, supositorios, enemas, irrigaciones colénicas, emulsiones, dispersiones,
premezclas alimentarias, y en otras formas adecuadas. Los compuestos también pueden administrarse en
formulaciones de liposomas.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas U oleaginosas inyectables estériles, pueden
formularse segun la técnica conocida usando agentes de dispersibn o humectantes y agentes de suspensién
adecuados. La preparacién inyectable estéril también puede ser una disolucién o suspensién inyectable estéril en un
diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, como una disolucién en propilenglicol.
Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran el agua, la solucién de Ringer, y
la disolucidn isoténica de cloruro de sodio. Ademas, convencionalmente se emplean aceites fijos estériles como
disolvente o medio de suspensidn. Para este propésito, puede emplearse cualquier aceite fijo insipido, incluyendo
monoglicéridos o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos tales como el acido oleico encuentran uso en la
preparacién de inyectables.

Los supositorios para administracién rectal del farmaco pueden prepararse mezclando el farmaco con un excipiente
no irritante adecuado tal como manteca de cacao y polietilenglicoles que son sélidos a temperatura ambiente pero
liquidos a la temperatura rectal y, por tanto, se fundiran en el recto y liberaran el farmaco.

Las formas de dosificacién sélidas para administracién oral pueden incluir capsulas, comprimidos, pastillas, polvos, y
grénulos. En tales formas de dosificacién sélidas, el compuesto activo puede mezclarse con al menos un diluyente
inerte tal como sacarosa, lactosa, o almidén. Tales formas de dosificacién también pueden comprender sustancias
adicionales distintas de diluyentes inertes, por ejemplo, agentes lubricantes tales como estearato de magnesio. En el
caso de céapsulas, comprimidos, y pastillas, las formas de dosificacién también pueden comprender agentes
tamponantes. Los comprimidos y las pastillas pueden prepararse adicionalmente con recubrimientos entéricos.

Las formas de dosificacion liquidas para administracidn oral pueden incluir emulsiones, disoluciones, suspensiones,
jarabes, y elixires farmacéuticamente aceptables que contienen diluyentes inertes habitualmente usados en la
técnica, tales como agua. Tales composiciones también pueden comprender adyuvantes, tales como agentes
humectantes, agentes emulsionantes y de suspensién, ciclodextrinas, y agentes edulcorantes, aromatizantes, y
perfumantes.

También se dan a conocer articulos de fabricacién y kits que contienen el compuesto reivindicado para su uso en el
tratamiento, la prevencion, o la supresién de sintomas asociados con afecciones o trastornos relacionados con
vasodilatadores tal como se define en las reivindicaciones. El articulo de fabricacién comprende un recipiente con
una etiqueta. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, y tubos de ensayo. Los recipientes
pueden estar formados a partir de una variedad de materiales tales como vidrio o pléstico. El recipiente contiene una
composicién que tiene un agente activo que es eficaz para tratar, prevenir, o suprimir sintomas asociados con un
trastorno vasodilatador o con una afeccién asociada con la disfuncién vasodilatadora tal como se define en las
reivindicaciones. El agente activo en la composiciéon es el compuesto de la invencion. La etiqueta en el recipiente
indica preferiblemente que la composicién se usa para tratar, prevenir, o suprimir sintomas asociados con una
afeccién o un trastorno relacionado con vasodilatadores tal como se define en las reivindicaciones. En un aspecto no
reivindicado, la etiqueta también puede indicar indicaciones para uso /in vivo o in vitro, tales como las descritas
anteriormente.

También se dan a conocer kits que comprenden el compuesto de la invencién para su uso tal como se define en las
reivindicaciones. En algunas realizaciones, el kit de la invencién comprende el recipiente descrito anteriormente. En
otras realizaciones, el kit de la invencién comprende el recipiente descrito anteriormente y un segundo recipiente que
comprende un tampén. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del
usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, y prospectos con instrucciones para realizar
cualquier método descrito en el presente documento.

La cantidad de principio activo que puede combinarse con los materiales portadores para producir una forma de
dosificacién Unica variara dependiendo del huésped al que se le administra el principio activo y del modo de
administracién particular. Sin embargo, se entenderd que el nivel de dosis especifico para cualquier paciente
particular dependerd de una variedad de factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la
edad, el peso corporal, el area corporal, el indice de masa corporal (IMC), la salud general, el sexo, la dieta, el
momento de administracién, la via de administracién, la tasa de excrecién, la combinacién de farmacos, y el tipo, la
progresién, y la gravedad de la enfermedad particular que se somete a terapia o la afecciéon que va a tratarse. La
dosificacién unitaria elegida se fabrica y administra habitualmente para proporcionar una concentracién final definida
de farmaco en la sangre, los tejidos, los 6rganos, u otra regién seleccionada como diana del cuerpo. La cantidad
eficaz para una situacién dada puede determinarse facilmente mediante experimentacién rutinaria y est4 dentro de
la experiencia y el criterio del médico o experto habitual.
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La presente invencién se ilustrard adicionalmente usando los ejemplos a continuacién. En los ejemplos, se hace
referencia a las figuras, en las que

Figura 1: muestra las respuestas de constriccién a fenilefrina (PE) en presencia de diferentes dosis de SUL-150 (B) y
SUL-151 (C). Se midié la vasoconstriccién inducida por metoxamina en anillos con endotelio intacto (D) y con
denudacién endotelial (E) en presencia de vehiculo (DMSO al 0,1 %) y dos dosificaciones (30 pM y 100 pM) de SUL-
150. Los datos se obtienen a partir de 2-3 experimentos (n=4-6 por grupo). La constriccidn en las figuras 1By 1C se
expresa como porcentaje de respuesta a la adicién de PE final.

Figura 2: muestra las respuestas de constriccién a histamina (A) y al agonista de tromboxano U46619 (B) después
del pretratamiento con vehiculo (DMSO al 0,1 %) y dos dosificaciones (30 uM y 100 uM) de SUL-150.

Figura 3: muestra las respuestas de constricciéon a fenilefrina en presencia de vehiculo y tres concentraciones del
inhibidor de EGFR AG1478 (A) y 20 uM de AG1478 con 50 uM de SUL-150 (B).

Figura 4: muestra las mediciones de calcio intracelular en células CHO transgénicas que sobreexpresan los subtipos
de adrenorreceptor a1 A (A), B (B) y D (C) después de la estimulacion con fenilefrina en presencia de vehiculo
(DMSO al 10 %), 10 uM, 30 uM o 100 uM de SUL-150. La figura D muestra la falta de efecto de SUL-151. Las
figuras E y F muestran transitorios de calcio intracelular mediados por histamina y U46619, respectivamente, en
células HelLa después del tratamiento con SUL-150.

Figura 5: muestra el desplazamiento de prazosina marcada con tritio por SUL-150 y SUL-151 en células CHO
transgénicas con adrenorreceptores oua.

Figura 6: muestra la férmula estructural del compuesto SUL-121 ((6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)-
(piperaziniil)-metanona). SUL-121 es una mezcla racémica 1:1 del enantiémero (R) SUL-150 y el enantiémero (S)
SUL-151. El * indica el centro quiral de SUL-121 en la férmula estructural, que esta en la posicién 2 en el grupo
cromanol. Por tanto, generalmente, el grupo de enantiémeros se denomina “enantiémero 2-R de”.

Ejemplos
Ejemplo 1:
Preparacién de tejido y miografia en arterias renales porcinas aisladas

Se obtuvieron rifiones porcinos de un matadero local (Kroon Vlees, Gotenburgweg 30, 9723 TM Groningen, Paises
Bajos) y se transportaron sobre hielo en tampén de Krebs fisiolégico normal que contenia NaCl 120 mM, KCI 6 mM,
CaCla x 2H20 2,5 mM, MgClz x 6H20 1,2 mM, NaHPO4 x H20 1,2 mM, NaHCO3; 25 mM y D-(+)-glucosa
monohidratada 11,4 mM (todos los componentes se adquirieron de Merck) en agua ultrapura.

Se diseccioné el arbol arterial renal del rifién, se limpié de tejido conjuntivo circundante y se corté en segmentos
anulares del mismo tamafio (2 mm de longitud). En algunos anillos, se realizé denudacién endotelial frotando
suavemente la superficie de la intima con una pinza sujetapapeles. Se montaron los anillos en bafios de érganos tal
como se ha descrito previamente (Buikema et a/., 2000). Se lavaron a fondo los anillos arteriales reemplazando el
tampdn de Krebs y se dejaron equilibrar durante un periodo de 60 min bajo 1,4 g de tensién de reposo antes de
evaluar su viabilidad induciendo 2 constricciones posteriores con KCI (60 mM). Se excluyeron los anillos que no
produjeron un aumento umbral en el didmetro de 100 um. Después del lavado y la estabilizacion, se trataron los
anillos durante 30 minutos mediante incubacién con vehiculo (DMSO al 0,1 %), SUL-121, SUL-150 o SUL-151,
seguido de incubacidn posterior con dosis acumuladas de fenilefrina.

Se registraron respuestas de constriccién dependientes de la dosis a fenilefrina (10-8M - 10*M) en dichas arterias
intrarrenales porcinas aisladas. Se calentd el tampdn hasta 37°C y se aire6 con el 95 % de Oz y el 5 % de CO2 antes
de su uso.

Ejemplo 2:

Cultivo celular

Se transfectaron establemente células CHO-K1 con un plasmido que contenia los subtipos de a1-AR humano A, By
D en lineas celulares independientes en medio DMEM-F12 con FBS al 10 %, penicilina-estreptomicina al 1% y
geneticina 200 pg/ml (G418, Invitrogen, Carlsbad, CA).

Se hicieron crecer células HeLa que expresaban enddégenamente receptores de TP e histamina en medio DMEM-

F12 enriquecido con FBS al 10 % y penicilina-estreptomicina al 1 %. Se mantuvieron las células en una incubadora
de histocultivo a 37 °C en una atmésfera del 5 % de 02/95 % de CO2 y se hicieron crecer en matraces de cultivo
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celular no tratados de 75 cm?. Se realiz6 siembra en placa 24 horas antes de la medicion en placas de 96 pocillos de
fondo transparente negro a una densidad de 20.000 células por pocillo.

Ejemplo 3:
Ensayos de calcio intracelular

Al dia siguiente, se trataron las células CHO con vehiculo (DMSO al 0,1 %) o enantiémeros de SUL-121 durante
30 min a 37 °C y se estimularon con una serie de dilucion de 3 veces de PE (20 pM-100 pM). Se midié [Ca®*]
usando el kit de ensayo fluorescente FLIPR Calcium 6 (Molecular Devices) en células CHO inmortalizadas que
expresaban establemente el adrenorreceptor a.

Inicialmente, se investigaron las respuestas de calcio inducidas por series de concentraciones no acumuladas de
fenilefrina usando mediciones de fluorescencia en células CHO que sobreexpresaban adrenorreceptores oua
tratadas con SUL-150 y SUL-151 (figura 4). Se procesaron y analizaron los datos de medicién de fluorescencia en
SoftMax Pro 7'y se expresaron como % de AUC de nivel inicial con un multiplicador de 3 veces usando un promedio
de los primeros 10 puntos de medicién como nivel inicial.

El "vehiculo" usado en todos los experimentos es una disolucion de DMSO al 0,1 %.
Datos y anélisis estadistico

Las respuestas de constriccién vascular se expresan como porcentaje de la respuesta final a KCl. Los datos se
expresan como media + EEM. *p < 0,05.

Ejemplo 4
Simulacién de acoplamiento molecular de ajuste inducido

Se realizd la unién de SUL-150 al sitio de unidn del antagonista en a1a-AR, simulacién de acoplamiento molecular de
ajuste inducido, usando prazosina como referencia, de la siguiente manera.

Se obtuvo la secuencia primaria del adrenorreceptor a1a de la base de datos de UniProt (The UniProt Consortium,
2017) usando el codigo de referencia P35348 y se cargd en SWISS-MODEL con el fin de construir un modelo de
homologia, dando como resultado 373 moldes. Posteriormente, se usaron cédigos de ligando molde para consultar
la base de datos de PDB para obtener datos estructurales en formato SMILES, que se procesaron mediante
Chemmine para detectar similitudes con SUL-150. Se usé el molde de SWISS-MODEL que contenia un ligando con
la puntuacién de similitud mas alta (un receptor de dopamina D3 formando un complejo con eticloprida, ETQ) para
alinear la secuencia de a1a-AR en una estructura principal modelada. Se valid6é el modelo de homologia resultante
mediante el grafico de Ramachandran y se prepard con Protein Preparation Wizard mediante la adicién de
hidrégenos, asignacion de orden de enlace, generacion de cargas parciales en heteroatomos y enlaces disulfuro. Se
realiz6 refino final mediante asignacién de enlaces de hidrégeno a pH 7,4 y minimizacién restringida a 0,3 RMSD.

Se convirtieron los archivos estructurales de prazosina, SUL-150 y SUL-151 de SMILES a estructuras 3D usando
LigPrep. Se generaron estados de protonacién con Epik a pH 7,4 y se calcularon parametros de energia de molécula
pequefia usando el campo de fuerza OPLS3.

Se realizd simulaciéon de acoplamiento molecular flexible usando ajuste inducido, parte del paquete Schrédinger
Small-Molecule Drug Discovery. Se definié un centroide de unién entre residuos implicados en la unién del
antagonista confirmado mediante mutagénesis (PHE312, PHE308 y ASP106) y se acoplaron ligandos dentro de
15 A, usando un protocolo de muestreo ampliado sin restricciones. Se refinaron los residuos dentro de 5 A de las
posiciones de ligando resultantes usando Prime para mejorar el muestreo conformacional de ligandos. Finalmente,
se usé el servidor Scorpion para la evaluacion y la clasificacion de las interacciones proteina-molécula pequefia y se
representaron los resultados finales usando PyMOL 2.0.

Resultados

Efectos de SUL-150 y SUL-151 sobre la vasoconstriccién mediada por adrenorreceptores ot

Para explorar los efectos de los enantidmeros de (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(piperazin-1-il)metanona
(SUL-150 y SUL-151) sobre la constriccién de arterias intrarrenales porcinas aisladas, se construyeron curvas de
dosis acumulada-respuesta al agonista de adrenorreceptores au fenilefrina (PE) en presencia y ausencia de SUL-

150 y SUL-151. Los resultados se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Valores de logCEs= de respuestas de constriccién inducida por fenilefrina en presencia de SUL-150 y SUL-
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151.
logCEso Fenilefrina
SUL-150 SUL-151
Vehiculo -5,77+0,04
10 uM -5,11£0,09* -5,82+0,05
30 uM -5,06+0,06* -5,89+0,04%
100 pM -4,44+0,09* -5,77+0,04

# p < 0,05 frente a vehiculo, * p < 0,0001 frente a vehiculo
Mientras que SUL-150 ejercié un aumento dependiente de la dosis de CEso (figura 1A, Table 1), no se observaron
efectos significativos después del tratamiento con SUL-151 (figura 1B, tabla 1).

Adicionalmente, se investigaron los efectos de SUL-150 sobre la estimulaciéon con metoxamina, que es un agonista
de adrenorreceptores a1 alternativo. De manera similar a PE, las curvas de dosis-respuesta a metoxamina se
desplazaron hacia la derecha mediante el pretratamiento con SUL-150 (figura 1C). La retirada del endotelio no anuld
los efectos de SUL-150 sobre la constriccién inducida por metoxamina (figura 1D).

Efectos de SUL-150 sobre la vasoconstriccién inducida por histamina y U46619

Para obtener informacién sobre la especificidad de SUL-150 por el receptor, se investigaron los efectos de SUL-150
sobre las constricciones inducidas por histamina y U46619 (un agonista de tromboxano sintético) (figura 2). SUL-150
no afecté a las respuestas de constriccion a histamina (tabla 2), y aunque el desplazamiento en CEso de las
constricciones inducidas por U46619 en presencia de SUL-150 100 pM fue estadisticamente significativo (tabla 2), el
pequefio tamafio del efecto llevé a excluir una accién de SUL-150 sobre los receptores de tromboxano.

Tabla 2: Valores de logCEso de respuestas de constriccion inducida por histamina y U46619 en presencia de SUL-
150.

logCEso Histamina U46619
Arterias renales porcinas Células Hel a Arterias renales porcinas Células Hela
Vehiculo -4,94+0,03 -6,47+0,05 -7,65+0,05 -6,62+0,18
10 UM -6,45£0,05 -6,83+0,10
30 uM -4,86+0,08 -6,39£0,05 -7,58+0,06 -6,78+0,18
100 pM -4,85+0,10 -6,29+0,06* -7,50£0,04* -6,75+0,10

*p < 0,05 frente a vehiculo
Efectos de SUL-150 mediados a través de la transactivacién de EGFR

Se sabe que la inhibicién de la transactivacién del receptor de EGF (EGFR) inhibe las constricciones mediadas por
adrenorreceptores au (REF). Por tanto, se investigd el papel de la transactivacién de EGFR en la inhibicién de la
vasoconstriccién mediada por SUL-150. Para ello, se pretrataron arterias intrarrenales porcinas con el bloqueador de
EGFR AG1478 (figura 3). En primer lugar, se realiz6 una medicién inicial para determinar la dosis de AG1478 que
provocaria la méaxima inhibicién de la constriccién vascular inducida por PE (figura 3A). Posteriormente, se trataron
arterias aisladas con AG1478 (20 uM) y SUL-150 (50 uM) y se estudié la vasoconstriccion inducida por PE. A pesar
de la maxima inhibicién de la transactivacién de EGFR por AG1478, SUL-150 todavia demostraba un efecto
inhibidor adicional sobre la constriccién mediada por PE (figura 3B).

Efectos de SUL-150 sobre la sefializacién de calcio intracelular inducida por PE

Para investigar adicionalmente los mecanismos a través de los cuales SUL-150 inhibe las contracciones mediadas
por adrenorreceptores o1, se estudiaron transitorios de calcio inducidos por PE en células CHO que
sobreexpresaban establemente los subtipos de adrenorreceptor a1 humanos A, B y D. SUL-150 desplazd hacia la
derecha las curvas de dosis-respuesta para los tres subtipos de adrenorreceptor a1 (figuras 4A, By C, tabla 3). SUL-
151 no afect6 a los transitorios de calcio en ninguno de los subtipos de adrenorreceptor o investigados (mostrado
sélo para el subtipo de adrenorreceptor a1 A en la figura 4D).

Tabla 3: Valores de logCEso de la entrada de calcio inducida por fenilefrina después del tratamiento con SUL-150.

SUL-150 SUL-151
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logCEso 1A 1B 1D 1A

Vehiculo -8,07+0,03 -7,99+0,08 -7,68+0,13 -8,10+0,11
10 uM -7,62+0,03* -7,51£0,08* -7,37£0,10 -8,09+0,10
30 uM -7,28+0,03* -7,24£0,07* -7,04£0,06* -8,09+0,11
100 uM -6,88+0,03* -6,72+0,08* -6,80£0,10* -7,98+0,10

*p < 0,0001 frente a vehiculo
Efectos de SUL-150 sobre la sefializacién de calcio intracelular inducida por histamina y U46619

Adicionalmente, para confirmar la especificidad de SUL-150 por el adrenorreceptor a1, se estudiaron transitorios de
calcio inducidos por histamina y U46619 en células HelLa que expresaban endégenamente el receptor de histamina
H1 humano. SUL-150 no afectd significativamente a los transitorios de calcio inducidos por histamina y U46619
(figuras 4E, 4F y tabla 2).

Ensayo de unién de radioligando en células CHO que sobreexpresan adrenorreceptores aia

SUL-150 afecté a los transitorios de calcio inducidos por PE, lo que indica que los efectos de SUL-150 se producen
antes del calcio. Por tanto, se exploré si SUL-150 podia interaccionar directamente con el adrenorreceptor o1 como
antagonista del receptor. Para ello, se realizé un ensayo de unién por desplazamiento en células CHO transgénicas
con adrenorreceptores a1a usando prazosina radiomarcada, un antagonista de adrenorreceptores ona establecido.
SUL-150 fue més potente en el desplazamiento del radioligando en comparacién con SUL-151, que desplazé
[7-metoxi-3H]-prazosina sélo a concentraciones superiores a 10 uM (figura 5).

Modelado molecular de ajuste inducido

La prazosina coexiste en dos formas de protonacién a pH 7,4. En la forma protonada, N1 asume una carga positiva,
formando posteriormente un puente salino con la cadena lateral cargada negativamente de ASP106, haciendo
finalmente que esta forma asuma una orientacién invertida en relacién a su forma no protonada. El armazén de
quinazolina de la prazosina no protonada se acopld cerca de TM5 para formar un enlace de hidrégeno confocal
entre los grupos 6,7-metoxilo y SER188, un enlace de hidrégeno entre el oxigeno de furano y SER83, y entre la
carboxamida de la prazosina y la cadena lateral de GLN177; interacciones de van der Waals con las cadenas
laterales de PHE86, VAL107, ILE178, PHE289, MET292, y PHE312; interacciones -t con PHE288 y PHE312; y una
interaccion de m-enlace de hidrégeno con el grupo carboxilo de cadena lateral y la carboxamida del péptido de
estructura principal de ASP106. EI modo de unién propuesto de la prazosina no protonada indicé interacciones que
concordaban con las descritas en la bibliografia.

Un ajuste inducido de SUL-150 y SUL-151 demostré la alineacion del armazén de cromano con la quinazolina de la
prazosina, los grupos 6-hidroxilo (SUL) y 6-metoxilo (prazosina), asi como a lo largo de su resto de piperazina
comun. Los residuos que estaban implicados en la formacién de contactos con los tres compuestos eran VAL107,
ILE178, SER188, PHE288, PHE289.

Las puntuaciones de deslizamiento calculadas usando el paquete Schrédinger Small Molecule-Drug Discovery
fueron de -10,8 kcalxmol”', 10,2 kcalxmol y -9,4 kcalxmol! para prazosina, SUL-150 y SUL-151, respectivamente.
La prazosina y SUL-150 formaron contactos con PHE312 y ASP106 confirmados en la unién de prazosina por
mutagénesis, mientras que SUL-151 no mostré interacciones con estos residuos. Adicionalmente, la quiralidad de
SUL-150 permite la orientacién de su carboxamida hacia ASN179, formando eficazmente un enlace de hidrégeno.
Se formé un enlace de hidrégeno adicional entre su extremo N-terminal protonado y TYR316.

La comparacion de las interacciones del sitio de unién de los diversos compuestos de SUL con la unién de SUL-150,
y la no unién de SUL-151 y SUL-132 y SUL-138, permitié la prediccién de que los compuestos de SUL ahora
reivindicados tienen, de hecho, las propiedades de unién reivindicadas.
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REIVINDICACIONES

Forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-cromanol, en la que el derivado es (2R)(6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-il)(piperazin-1-il)metanona y sales farmacéuticamente aceptables de la misma, para su
uso en la profilaxis o el tratamiento de afecciones o trastornos relacionados con la vasoconstriccidn, en la
que dichas afecciones o dichos trastornos relacionados con la vasoconstricciéon se seleccionan del grupo
que consiste en hipertensiéon pulmonar, hipertension portal, enfermedades vasoespésticas, enfermedad de
Raynaud, acrocianosis, livedo reticular, distrofia postraumatica, (pre)eclampsia, enfermedad de Buerger,
hipertensién arterial pulmonar, insuficiencia cardiaca con fracciéon de expulsion preservada, e hipertrofia y
fibrosis cardiacas.

Forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-cromanol para su uso segun la reivindicacidén 1, en la que
dicha profilaxis o dicho tratamiento de afecciones o trastornos relacionados con la vasoconstriccién se
seleccionan de hipertensién arterial pulmonar, insuficiencia cardiaca con fraccién de expulsién preservada,
e hipertrofia y fibrosis cardiacas.

Forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-cromanol para su uso segun la reivindicacidén 2, en la que
dicha profilaxis o dicho tratamiento de afecciones o trastornos relacionados con la vasoconstriccién es
insuficiencia cardiaca con fracciéon de expulsidn preservada.

Forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-cromanol para su uso segln una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha profilaxis o dicho tratamiento de afecciones o trastornos relacionados
con la vasoconstriccion estd mediado por la inhibicién del adrenorreceptor ou.

Forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-cromanol para su uso segln una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, en la que el compuesto se usa en una cantidad suficiente para conseguir una
concentracién de 1 uM o superior.

Forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-cromanol para su uso segun la reivindicacién 5, en la que el
compuesto se usa en una cantidad suficiente para conseguir una concentracién de aproximadamente
10 uM o superior.

Forma de dosificacion farmacéutica que comprende la forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-
cromanol para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el compuesto esta
presente en una cantidad de 10 mg - 500 mg, preferiblemente de 100 - 500 mg.

Forma de dosificacion farmacéutica que comprende la forma enantiomérica (2R) de un derivado de 6-

cromanol para su uso segun la reivindicacién 7, en la que la forma de dosificacién es un sélido,
preferiblemente una forma de dosificacién oral sélida.

10
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