ES 2372047 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA

@Namero de publicacion: 2 372 047
@Int. Cl.
C07D 207/30 (2006.01)
CO07D 307/34 (2006.01)
A61K 31/34 (2006.01)
A61K 31/40 (2006.01)
A61K 31/381 (2006.01)

® TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Numero de solicitud europea: 03787240 .5
Fecha de presentacion: 03.12.2003

Numero de publicacion de la solicitud: 1567490
Fecha de publicacion de la solicitud: 31.08.2005

T3

(59 Titulo: AGENTES ANTIDREPANOCITICOS.

Prioridad:
04.12.2002 US 430681 P
17.10.2003 US 511671 P
20.10.2003 US 512187 P

Fecha de publicacion de la mencion BOPI:
13.01.2012

Fecha de la publicacion del folleto de la patente:

13.01.2012

@ Titular/es:

VIRGINIA COMMONWEALTH UNIVERSITY
800 E. LEIGH STREET, SUITE 113
RICHMOND, VA 23298, US

@ Inventor/es:

SAFO, Martin, K.;
DANSO-DANQUAH, Richmond;
NOKURI, Samuel;

MUSAYEV, Faik, N.;

JOSHI, Gajanan, S.;

BURNETT, James, C. y
ABRAHAM, Donald, J.

Agente: Lehmann Novo, Isabel

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2372047 T3

DESCRIPCION
Agentes antidrepanociticos
ANTECEDENTES DEL INVENTO

Campo del invento

El invento se refiere en términos generales a unos agentes para el tratamiento de la enfermedad de células
falciformes. En particular, el invento proporciona el uso de unos agentes antidrepanociticos heterociclicos de 5
miembros, que son altamente efectivos y no toxicos, para la produccién de un medicamento.

Antecedentes del invento

La enfermedad o anemia de células falciformes, también conocida como 99 Asp-Tyrsis, es uno de los trastornos
genéticos hematolégicos mas prevalentes en el mundo (Ingram, 1956; Pauling, y colaboradores 1949) que aparece
como resultado de una mutacion de un unico punto desde Glu6 en Hb hasta Val6 en una hemoglobina falciforme
(HbS). Se conocen dos estructuras cuaternarias para una Hb, la conformacién desoxi (tensa) y la conformacion
oxigenada (relajada). Cuando el equilibrio alostérico se desplaza en direccion al estado relajado, se obtiene una Hb
de alta afinidad que fija y retiene con facilidad al oxigeno, mientras que el caso inverso es verdadero para el estado
tenso. Perutz (1970) y Baldwin & Chothia (1979) explicaron con una resolucion atdomica las estructuras tetraméricas
de las formas tensa (T) y relajada (R) de una Hb. El tetramero se compone de dos dimeros a3 que estan dispuestos
en torno a un doble eje de simetria. Esta disposicion proporciona una cavidad central de agua, con dos orificios; las
hendiduras a y B. La fuente de la tension en el estado T es debida a unos puentes salinos reticuladores y a unos
enlaces de hidrogeno entre subunidades, asi como a una fijacion preferente de un efector alostérico indigena de una
Hb, el 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), que estabiliza al estado T por formacion de puentes salinos entre las dos
subunidades (3 (Arnone, 1992). La transicion de T a R se produce como resultado de la asimilacion de oxigeno que
conduce a la rotura de muchas de las interacciones entre subunidades del estado T, asi como a una expulsién del
2,3-DPG. La transicion alostérica da como resultado una rotacién de 12-15° del dimero a1f1 en relacién con el
dimero a232 (Baldwin & Chothia, 1979). La estructura del estado R tiene una cavidad central de agua mas pequefa
asi como menos puentes salinos y enlaces de hidrogeno entre subunidades. Durante un largo periodo de tiempo, se
creia que el equilibrio alostérico de una Hb, encarnado en el modelo MWC de dos estados (Monod, y colaboradores,
1965) implicaba solamente la transicion de T a R, y se creia que la estructura cuaternaria del estado R era el unico
conformador relajado. Sin embargo, unos recientes estudios cristalograficos y otros han revelado la existencia de
multiples estados relajados de una Hb, incluyendo el R2 y otros que existen en solucion con R (Silva, y
colaboradores 1992; Smith, y colaboradores 1991; Mueser, y colaboradores, 2000). Todavia hay una controversia
acerca de la importancia fisioldgica de todos estos estados relajados, y de como se relacionan ellos unos con otros
en la alosteria de una Hb. Silva y colaboradores, (1992) y Smith y colaboradores, (1991) sugirieron que la estructura
cuaternaria del R2 es una intermedia entre las estructuras T y R. Unos analisis adicionales han mostrado que la de
R2 no es una estructura intermedia en la transicién de T a R sino que, en vez de ello, es otra estructura relajada en
el estado final (Janin & Wodak, 1993; Doyle, y colaboradores, 1992). Srinivasan & Rose (1994) han sugerido
adicionalmente que el R2 puede ser el estado final relevante fisioldgicamente y que la estructura de R es una
estructura intermedia atrapada entre los estados R2 y T por las condiciones de cristalizacion con alto contenido de
sal. En contraste, se cree que la formacién de la estructura de R2 es favorecida por el bajo contenido de sal que
imita a una condicion in vivo (Silva y colaboradores, 1992; Srinivasan & Rose, 1994).

Las Hb y HbS tienen unas posiciones casi idénticas para todos los aminoacidos, incluso en la hélice A de las
cadenas donde se produce la mutacion. La presencia del Val6 da como resultado una interaccion hidréfoba entre la
region de mutacion de una molécula de Hb y una region definida por Phe85 y Leu88 en la bolsa del heme de otra
molécula de Hb. Esta interaccion se produce solamente en una HbS desoxigenada (desoxi HbS), e induce una
polimerizaciéon de las moléculas de desoxi HbS para formar fibras. La formacién de polimeros de una HbS hace que
los glébulos rojos normalmente flexibles adopten unas formas rigidas del tipo de una hoz (falciformes) que bloquean
a pequefos capilares y causan tanto un dafo local para el tejido como un grave dolor. La enfermedad esta
caracterizada por otros sintomas, incluyendo una hemdlisis, que da lugar a una anemia y una ictericia, una elevacion
del nivel de bilirrubina que conduce a una alta incidencia de piedras biliares y a un perjuicio de la funcién excretora
hepatica. Otras caracteristicas clinicas incluyen una ulceracion de las piernas, una neumonia, y un higado y un bazo
agrandados. Otros estudios acerca de la gelificacion de la desoxi HbS y de diversas variantes de la Hb han
proporcionado también una informacién crucial acerca de otros puntos de contacto en la Hb que son importantes
para estabilizar a la fibra de HbS (Adachi & Asakura, 1980; Bunn, E y colaboradores, 1986). Hay diversas
estrategias terapéuticas para tratar la enfermedad de células falciformes (SCD, acrénimo de sickle cell disease), que
incluyen (1) Modulacién farmacolégica de una hemoglobina fetal (HbF): Se ha mostrado que una HbF disminuye la
polimerizaciéon de una HbS y hay diversos agentes que son conocidos por inducir la formacién de HbF posiblemente
por reactivacion del cambio genético para una HbF (Olivieri & Weatherall, 1998). Ejemplos de tales agentes incluyen
la 5-aza-citidina, la hidroxiurea y el citosina arabindsido (Mehanna, 2001). Desafortunadamente, hay unos graves
efectos colaterales toxicos asociados con esta terapia como un resultado de las altas dosis y de la frecuencia de
administracion (Edelstein, 1985), (2) Trasplante de médula 6sea: Se ha usado también un trasplante de médula 6sea
como una terapia de reemplazo total de genes para una HbS en casos extremos (Hillery, 1998, Johnson, 1985). Este
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enfoque es muy caro y tiene sus toxicidades y riesgos inherentes propias/os (Hillery, 1998), (3) Transfusion de
sangre: Esta es una de las terapias mas corrientes de una SCD, pero se conoce que unas transfusiones de sangre
repetidas estan asociadas con los riesgos de enfermedades infecciosas, de sobrecarga con hierro y de reacciones
alérgicas (Ballas, 1999), (4) Analgésicos opioides: Esta terapia es necesaria para ocuparse de una crisis de dolor,
pero una terapia con opioides da como resultado una adiccion y/o ataques y/o una depresion, (Ballas, 1999), (5)
Agentes que actuan sobre las membranas de los eritrocitos: Puesto que el proceso de la degeneracion falciforme es
dependiente parcialmente de la concentracion intracelular de una Hb falciforme, unos agentes que inducen un
hinchamiento de las células (Asakura, 1980) o inhiben una deshidratacion de las células (Orringer & Berkwitz, 1986)
podrian disminuir la concentracion de HbS y ayudar a retrasar el proceso de polimerizacion, y (6) Un agente
antigelificante o modificadores de HbS: Estos compuestos interfieren con el mecanismo de polimerizacion o bien
fijandose directamente a o cerca del o los sitio(s) de contacto de la desoxi HbS para inhibir el proceso de
polimerizacién o actuar directamente sobre una HbS para desplazar el equilibrio alostérico hacia una HbS de alta
afinidad, que es mas soluble.

En la sangre, la Hb esta en equilibrio entre el estado T y los estados relajados. Una Hb suministra oxigeno a través
de un mecanismo alostérico, y la capacidad de que la Hb libere o recoja oxigeno puede ser regulada por efectores
alostéricos. El equilibrio alostérico entre el estado T y los estados relajados (Figura 1) muestra una tipica curva del
equilibrio de oxigeno (OEC, acrénimo de oxygen equilibrium curve) para la Hb, es decir una representacion grafica
del porcentaje de oxigeno fijado por la Hb en funcién de la presion parcial de oxigeno. Cuando el equilibrio alostérico
es desplazado hacia el estado relajado (desplazamiento hacia la izquierda de la curva), se obtiene una Hb de alta
afinidad que fija y retiene al oxigeno con mayor facilidad, mientras que un desplazamiento hacia el estado T
(desplazamiento hacia la derecha de la curva) da como resultado una Hb de baja afinidad que libera oxigeno con
mayor facilidad. Un aumento en el efector alostérico que se presenta en la naturaleza, 2,3-DPG, en los glébulos
rojos desplaza a la OEC hacia la derecha, igual a como lo hacen un aumento en la temperatura y una disminucion
en el pH (Reeves, 1980). Un aumento en el pH y una disminucion de la temperatura y de los niveles del DPG
desplaza a la OEC hacia la izquierda. El grado de desplazamiento en la OEC es informado como un aumento o una
disminucion en la Pso (es decir la presion parcial de oxigeno con una saturacion con Hb del 50 %). El hecho de
regular el equilibrio alostérico hacia la conformacion relajada ha presentado interés en la medicina. En particular, la
identificacion de unos compuestos no téxicos que fijen eficientemente a una HbS y produzcan una HbS de alta
afinidad. que no se polimerice, ha hecho que éstos sean evaluados clinicamente como agentes antidrepanociticos
para tratar una SCD. Se esta desarrollando una necesidad de identificar aquellos compuestos que se hayan de usar
como agentes antidrepanociticos para tratar una anemia de células falciformes. Véase, por ejemplo, el uso de
vainillina (Abraham, 1991), de 12C79 (Fitzharris, 1985), de furfural (Zaugg, y colaboradores, 1997), y de
isotiocianatos sustituidos (Park, y colaboradores. 2003).

Entre una técnica anterior adicional, Lee y colaboradores, en Kor. J. Herbology, volumen 17(2), paginas 145-149
(2002) describen la determinacion cuantitativa de 5-hidroxi-2-furaldehido (5-HMF) a partir de preparados de raices
de Rehmannia (con el nombre cientifico de Rehmanniae Radix Preparata) de acuerdo con diversos métodos de
tratamiento.

Similarmente, Hwang y colaboradores, en Kor. J. Pharmacogn., volumen 32(2), paginas 116-120 (2001) describen
que el 5-HMF procedente de preparados de raices de Rehmannia se aislé a partir de la fraccion de EtOAc y lo
identificaron en diversas etapas de tratamiento, revelando que las muestras tratadas bajo una a nueve tandas de
coccién mostraron unas pautas crecientes en el contenido de 5-HMF.

Entre una técnica anterior adicional, el documento de solicitud de patente japonesa JP 92-16821A describe un
agente mejorador del flujo sanguineo que tiene un efecto farmacéutico estable por uso de un derivado especifico de
5-hidroximetil-furano para curar enfermedades causadas por un fallo de la circulacién periférica.

Entre una técnica anterior adicional, el documento de patente de los EE.UU. US 6.521.927 B1 describe unos
métodos para el tratamiento de una anemia de células falciformes utilizando un aldehido organico protegido, en los
que se mejora la biodisponibilidad del aldehido terapéutico administrado por via oral.

Entre una técnica anterior adicional, el documento de solicitud de patente china CN 1302657 A describe una
medicina china que contiene preparados de raices de Rehmannia para tratar un tumor del sistema hematopoyético
tal como una leucemia, una beta-talasemia y una anemia de células falciformes.

SUMARIO DEL INVENTO
El presente invento proporciona el uso de unos compuestos que son unos agentes antidrepanociticos altamente
efectivos, especificos y no toxicos, incluyendo los compuestos el 5-hidroximetil-2-furfuraldehido que se presenta en

la naturaleza (5HMF o AMS-13) y un profarmaco del mismo.

De acuerdo con el invento, el compuesto se selecciona entre
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y su profarmaco

S 0,CH>2CH;3

El invento considera el uso de los compuestos antes mencionados para la producciéon de un medicamento destinado
a tratar los sintomas de pacientes que padecen de la anemia de células falciformes, tales como una ictericia y unos
niveles elevados de bilirrubina.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Los efectos de la temperatura, el pH y los niveles de DPG sobre la curva del equilibrio de oxigeno de la
Hb.

Figura 2. Estructuras de algunos compuestos furanicos asi como de otros compuestos discutidos en la solicitud.

Figura 3. Curvas del equilibrio de oxigeno de suspensiones de células SS en la ausencia (1) y en la presencia de
vainillina (2), FUF (3) y 5SHMF (4) 5 mM. Obsérvese el importante desplazamiento hacia la izquierda causado por la
adicion de SHMF.

Figura 4. Estudios de HPLC (cromatografia de fase liquida de alto rendimiento) con intercambio de cationes del
material hemolizado procedente de las células SS que han reaccionado con el 5SHMF. El pico 1 es una HbS normal,
mientras que el pico 3 es la HbS modificada. El pico 2 representa a la HbS1, que es un componente secundario que
se separa y eluye antes a partir del pico principal de HbS.

Figura 5. Representacion grafica de la supervivencia segun Kaplan-Meier de ratones Tg enfermos de
depranocitosis, testigos y tratados con 5SHMF (AMS-13)

Figura 6. Periodo de tiempo medio de supervivencia de ratones Tg enfermos de depranocitosis, testigos y tratados
con 5HMF (AMS-13).

Figura 7. El efecto del 5SHMF (AMS-13) sobre el porcentaje de células degeneradas a falciformes en la sangre
arterial de ratones Tg enfermos de depranocitosis, que fueron expuestos a una severa hipoxia (con oxigeno al 5 %).
Sin ningun tratamiento (testigo), el porcentaje de células degeneradas a falciformes aumenté agudamente y el
animal murié en el transcurso de 15 minutos. Un tratamiento previo del ratén con el 5SHMF prolongé de una manera
importante el periodo de tiempo de supervivencia. El farmaco redujo también el porcentaje de células degeneradas a
falciformes.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS PREFERIDAS
DE REALIZACION DEL INVENTO

El presente invento proporciona unos agentes antidrepanociticos. Los agentes son unos compuestos heterociclicos
de 5 miembros que se basan en la sustancia 5SHMF que se presenta en la naturaleza.

Los compuestos del presente invento exhiben una actividad antidrepanocitica y una especificidad altas, y una muy
baja toxicidad.

El invento proporciona ademas el uso de un profarmaco del 5HMF de acuerdo con la reivindicacién 1 y tal como se

especifica en la pagina 3 para la produccion de un medicamento destinado al tratamiento de la enfermedad de

células falciformes. Un “profarmaco” significa generalmente una forma de un compuesto que contiene por lo menos

un grupo quimico “protector”, cuya presencia protege, p.ej. al radical de aldehido de un compuesto, contra el
4
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metabolismo y la degradacion hasta que el profarmaco se encuentre en un entorno apropiado para la eliminacion del
o los grupos protectores y la “liberacion” de la forma activa del compuesto. El efecto global del grupo protector es el
de aumentar la biodisponibilidad de p.ej. el compuesto aldehidico activo, una vez que el compuesto ha vuelto a la
forma de aldehido.

El presente invento proporciona el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para tratar una enfermedad de células
falciformes.

Los compuestos del presente invento son unos potentes agentes antidrepanociticos. Los que poseen experiencia en
la especialidad reconoceran que la cantidad de tal agente, que se puede administrar a un paciente, variara
dependiendo de varios factores, incluyendo, pero sin limitarse a: el volumen de sangre, el hematocrito, la edad del
paciente, el género, el peso, la salud fisica global, la presencia de otras condiciones patoldgicas, el compuesto
particular que se esté administrando, y de factores similares. Sin embargo, la cantidad puede estar situada
generalmente en el intervalo de desde aproximadamente 50 a aproximadamente 1.000 mg/kg y mas preferiblemente
en el intervalo de desde aproximadamente 100 a aproximadamente 750 mg/kg. Por ejemplo, un paciente adulto de
una enfermedad de células falciformes con un volumen de sangre de 4 | (litros) y un hematocrito de 25 %, necesitara
alrededor de 378-630 mg/kg del compuesto mas potente, el 5SHMF, y mas preferiblemente la dosis estara situada en
el intervalo de 200-630 mg/kg.

Los compuestos del presente invento se pueden administrar en cualquier forma que sea apropiada para suministrar
una cantidad activa del compuesto al paciente que se esté tratando. Por ejemplo, el compuesto se puede administrar
en forma de pildoras o capsulas soélidas, liquidos para la administracion por via oral, formulaciones inyectables, etc.
Los compuestos se pueden proporcionar a solas o en combinacién con otros constituyentes, y se pueden
proporcionar en una forma pura o en la de sales (p.gj., sales organicas o inorganicas, etc.). Ademas, los compuestos
se pueden formular con unos vehiculos tales como vehiculos acuosos o basados en aceite, y pueden ser
acompafados por agentes conservantes, (p.ej. metil parabeno o cloruro de bencil alconio (BAK), agentes
tensioactivos (p.ej. acido oleico), disolventes, elixires, agentes aromatizantes (en el caso del suministro por via oral)
un almidén y otros materiales (preferiblemente los que generalmente se consideran como seguros (GRAS, acrénimo
de generally regarded as safe)). En una forma preferida de realizacion, el compuesto se administrara como una
formulacién para la administracién por via oral en un vehiculo basado en un alcohol o basado en una fase acuosa.

Similarmente, el método de administracién puede ser cualquiera entre una amplia variedad de métodos que son bien
conocidos para los que poseen experiencia en la especialidad, tales como los de inyeccion intravenosa o
intradérmica, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal; suministro por via oral, rectal
y bucal; suministro transdérmico, inhalacion; etc. El método de administracion puede ser el de suministro por via
oral. Ademas, los compuestos del presente invento se pueden administrar en conjuncién con otros conocidos
tratamientos de una enfermedad de células falciformes, o tratamientos para otras condiciones patolégicas
relacionadas o no relacionadas (p.gj. el tratamiento de una anemia), y con otros regimenes subsidiarios beneficiosos
tales como suplementos dietéticos, regimenes de ejercicio y similares.

Mientras que un uso primario de los agentes antidrepanociticos del presente invento es el de tratar la enfermedad de
células falciformes, ellos se pueden usar también en otras aplicaciones para las que sea beneficioso causar una
desestabilizacion de los estados tensos (T) de la hemoglobina, y el cambio del equilibrio alostérico en favor de una
Hb de alta afinidad en la forma de una Hb en el estado R2. Este aspecto del invento es ilustrado adicionalmente en
el Ejemplo 5 presentado mas adelante. Uno o mas de los compuestos se administrarian a un paciente en una
cantidad suficiente para cambiar la capacidad transportadora de oxigeno de la sangre a un estado beneficioso para
erradicar el cancer. Ademas, de un modo similar a los métodos descritos en la patente de los EE.UU 5.705.521
concedida a Abraham, los compuestos de este invento se pueden administrar a un paciente que esté o vaya a ser
sometido a una terapia por radiaciones para ayudar a la efectividad de la radiaciéon para destruir el cancer.

Los compuestos se pueden usar también para finalidades de investigacion. En particular, los compuestos genéricos
pueden servir como estructuras progenitoras para un disefio racional como farmacos de derivados adicionales y
compuestos analogos. Unos ejemplos de ellos incluyen, pero no se limitan a, otras formas de los compuestos que
son mas o menos activas, 0 mas o menos estables; que tienen propiedades alteradas de solubilidad; o que tienen
unos radicales que sirven para dirigir los compuestos hacia un lugar deseado, p.€j. a través de la membrana celular.
Alternativamente, los compuestos aqui proporcionados pueden servir como estructuras progenitoras para el disefio
de otras formas de profarmacos.

Uno de los compuestos usados en la practica del presente invento es el 5-hidroximetil-2-furfuraldehido (5HMF o
AMS-13). El 5SHMF esta presente en muchos alimentos tales como boniatos, frutas, miel, leche, cerveza, productos
de tomate, humo de cigarrillos y café, en donde la concentracion supera algunas veces los 6 g/kg. Comercialmente,
el SHMF se prepara a partir de la porcion de fructosa de un azucar.
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Se describen aqui también unos métodos para sintetizar el compuesto profarmaco del presente invento, siendo
dados unos esquemas de sintesis ilustrativos en el Ejemplo 4 siguiente. Dichos métodos de sintesis organicas para
proteger aldehidos son bien conocidos por los expertos en la especialidad.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1: Base estructural para el potente efecto antidrepanocitico de una nueva clase de compuestos
aldehidicos heterociclicos de 5 miembros: ensayos in vitro y estudios cristalograficos de rayos X de los
compuestos furanicos, SHMF, 5MF, 5EF y FUF.

Las estructuras quimicas de SHMF, 5MF, 5EF y FUF se muestran en la Figura 2.

El recurso de regular el equilibrio alostérico de una Hb hacia la conformacion relajada ha presentado interés en
medicina, puesto que los compuestos que se fijan a una HbS y que producen una HbS de alta afinidad, la cual no se
polimeriza, han sido evaluados clinicamente como agentes antidrepanociticos para tratar una anemia de células
falciformes. Dos de dichos compuestos son la vainillina (Abraham, y colaboradores, 1991) y el 12C79 (Beddell, y
colaboradores, 1984; Fitzharris, y colaboradores, 1985; Orringer, y colaboradores, 1986). Ambos compuestos son
aldehidos y forman con una Hb unos aductos de bases de Schiff. Los estudios clinicos con el 12C79 (Figura 2)
mostraron que la infusion intravenosa de este compuesto (40 mg/kg) en pacientes con una SCD dio como resultado
la formacion de aductos del compuesto y de una Hb a niveles de mas que un 30 % sin ningun efecto desfavorable
(Orringer, y colaboradores, 1988). La vainillina (Figura 2) es un compuesto aromatizante de alimentos, y puesto que
es relativamente no téxica, esto la convierte en un agente terapéutico muy atractivo para una SCD. Una estructura
de baja resolucion de una Hb en el estado T que ha formado un complejo con vainillina, mostré que el compuesto se
fija a dos sitios diferentes: un sitio primario cerca de His103, Cys104 y GIn131, y un sitio secundario situado entre
His116 y His117 (Abraham, y colaboradores, 1991). Basandose en los resultados del analisis por cristalografia con
rayos X y en estudios funcionales, Abraham y colaboradores, (1991) sugirieron que la vainillina actda para disminuir
la polimerizaciéon de una HbS por desplazamiento del equilibrio alostérico hacia la molécula de una HbS de alta
afinidad en la forma del estado R; asi como efectia una inhibicién estereoespecifica de la polimerizacion de una
HbS en el estado T. Unos estudios adicionales de diversos compuestos analogos a la vainillina, efectuados por
Abraham y colaboradores, (1995) y Boyiri, y colaboradores, (1995), mostraron que estos compuestos, a diferencia
de la vainillina, se fijan al Val1 terminal de N de una Hb en el estado T, y sorprendentemente efectua
desplazamientos opuestos en la OEC. Unos agentes tales como el acido 5-formil-salicilico (FSA, Figura 2), que
forma interacciones de bases de Schiff con el nitrégeno de Val1 terminal de N, y proporciona grupos tanto para
puentes salinos como para la unién por enlaces de hidrogeno con el dimero opuesto (a través del eje doble de una
Hb), desplazan a la OEC hacia la derecha. En contraste, unos agentes tales como el 3,5-dimetil-4-hidroxi-
benzaldehido (DMHB, Figura 2), que se fijan también al residuo Val terminal de N de una Hb en el estado T de una
manera similar a la del FSA sin ningunas interacciones de puentes salinos con el dimero opuesto, desplazan a la
OEC hacia la izquierda.

En los actuales estudios, nosotros hemos combinado el uso de modificadores covalentes aldehidicos de una Hb con
nuestro conocimiento de la regulaciéon molecular del equilibrio alostérico para producir unos potentes compuestos
antidrepanociticos que deberian ser clinicamente seguros. Especificamente, hemos examinado el 5-hidroximetil-2-
furfural (5SHMF) y, para finalidades comparativas, varios de sus compuestos analogos, incluyendo el furfural (FUF), el
5-metil-2-furfural (5MF) y el 5-etil-2-furfural (5EF) (todos ellos estan mostrados en la Figura 2), en cuanto a sus
potencias antidrepanociticas. Se encontré que estos compuestos desplazan significativamente el equilibrio alostérico
hacia la Hb de alta afinidad, y también actian como potentes agentes inhibidores de la degeneracion falciforme de
globulos rojos falciformes homocigéticos (SS). EI SHMF modifica a una HbS en un 70 %, en comparacion con un
15 % para la vainillina. EI 5SHMF inhibe también a la degeneracion falciforme de células SS in vifro en un 90 %,
cuatro veces mas que para la vainillina. También, unos estudios in vivo contra la depranocitosis usando ratones
transgénicos (tg) con células falciformes muestran que el 5SHMF prolonga la vida de los ratones hipdxicos durante
aproximadamente un tiempo cuatro veces mas largo, en comparacién con un testigo. El 5HMF es hallado en
alimentos de uso diario. y tiene una DLs (dosis letal del 50 %) de 2,5-5,0 g/kg (US EPA, 1992) en comparacion con
la de 1,58 para la vainillina. Por lo tanto, tenemos ahora un compuesto que es seguro, mas potente que cualquier
agente antidrepanocitico aldehidico conocido, capaz de atravesar los glébulos rojos de la sangre para reaccionar
con una HbS y modificarla. Ademas, el 5SHMF constituye un andamio ideal a través del cual se pueden construir
compuestos mas potentes y seguros.

Los estudios por cristalografia de rayos X de una Hb que ha formado complejo con estos compuestos, indican que
ellos forman aductos de bases de Schiff de una manera asimétrica con los nitrégenos del aVal1 terminal de N de
una Hb. Notablemente, se aislaron dos tipos de cristales conjuntos durante estos experimentos: se encontré que un
tipo de cristales se componia de la estructura cuaternaria de una Hb en el estado de baja afinidad o tenso (T) en un
complejo con los compuestos; el otro tipo de cristales se componia de una Hb en el estado de alta afinidad o
relajado (con una estructura cuaternaria de R2) en un complejo con los compuestos. Ademas, se encontré que los
aldehidos heterociclicos examinados se fijan fuertemente al estado R2, pero débilmente al estado T. Una
cristalizacion de los mismos compuestos con una Hb unida con ligandos, dio como resultado solamente cristales en
el estado R relajado, que indicaba también una débil fijacion al compuesto. Estos resultados sugieren que los
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aldehidos heterociclicos examinados impiden la polimerizacion de una hemoglobina falciforme (HbS) e inhiben la
degeneracion falciforme de células SS por estabilizacion de una HbS en el estado R2 de alta afinidad. Una
comparacion de las estructuras cristalinas con alta resolucion del SHMF y de la vainillina fijada a una Hb, muestra
que el 5HMF se fija mucho mas fuertemente, lo que es una indicaciéon de que el 5SHMF puede residir durante mas
largo tiempo en el sitio de fijacion. Esto explica porqué el 5SHMF es muchas veces mas potente que la vainillina. De
un modo sumamente importante, la fijacion mas fuerte del 5SHF a una Hb puede traducirse en un periodo de tiempo
de vida mitad (semivida) incluso mas largo y en una biodisponibilidad aumentada para el 5SHMF en comparacion con
la vainillina, con una disminucién concomitante en la dosificacion que se necesita para una terapia. Los estudios
bioldgicos, asi como cristalograficos, de los compuestos furanicos revelan por primera vez el mecanismo molecular
exacto de los efectos antidrepanociticos, de modificar covalentemente a unos aldehidos que se fijan a los nitrégenos
de aVal1 terminal de N de una Hb. Estos compuestos examinados representan también una nueva clase de agentes
potencialmente terapéuticos para tratar una enfermedad de células falciformes (SCD).

Proceso experimental
Materiales y procesos generales. Los siguientes compuestos: vainillina, FUF, SMF, 5EF y 5HMF se adquirieron de
Aldrich Chemical Company. Unos glébulos rojos normales (AA) se recogieron a partir de donantes adultos. Unas
células SS se obtuvieron a partir de pacientes con una SCD. Una Hb purificada de un ser humano adulto, en un
tampon Bis Tris 50 mM, de pH 6,8, se prepard a partir de una sangre humana desechada, tal como se ha descrito
anteriormente (Safo y Abraham, 2003).
Estudios del equilibrio de oxigeno con una sangre entera normal. Unas muestras de sangre normal (hematocrito de
40 %) en la presencia de vainillina, FUF, 5MF, 5EF y 5HMF 5 mM (en estado solubilizado con DMSO) se
equilibraron a 37 °C durante 1 h. Las muestras fueron luego incubadas en tonémetros IL 237 (de Instrumentation
Laboratories, Inc. Lexington, MA) durante aproximadamente 10 min a 37 °C, y se permitieron equilibrar a unas
tensiones de oxigeno de 7, 20 y 60 mm de Hg. Las muestras fueron aspiradas dentro un Aparato Automatico
Analizador de los Gases en Sangre IL 1420 y en un Co-oximetro IL 482 o IL 682 (de Instrumentation Laboratories)
para determinar los valores de pH, pCO,, pO- y de saturaciéon con oxigeno de una Hb (sO,). Los valores de pO, y de
sO en cada uno de los niveles de saturacion con oxigeno se sometieron luego a un analisis de regresion no lineal
usando el programa Scientist (de Micromath, Salt Lake City, UT) para calcular los valores de Psp y del coeficiente de
Hill (nso). La Pso es la presion de oxigeno en mm de Hg con la que una Hb esta saturada con oxigeno en un 50 %.
Un estudio de respuestas a dosis con el 5HMF se realizd6 en unas concentraciones finales de 1 y 2 mM del
compuesto.
Estudios del equilibrio de oxigeno con glébulos rojos falciformes homocigdticos. Unas células SS fueron
suspendidas en una PBS (solucion salina tamponada con fosfato hasta llegar a un hematocrito final de 10 %. Se
afiadieron a esta suspension vainillina, FUF, SHMF (solubilizados en DMSO) en unas concentraciones finales de
5 mM y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Una parte alicuota de 40 pl de esta suspension se afadié a 4 ml de un
tampon Hemox y se sometieron a un analisis del equilibrio de oxigeno (a 37 °C) usando un analizador Hemox (de
TCS Scientific Corp., Southampton, PA) (Asakura, 1979).
Transporte a través de una membrana de glébulo rojo falciforme homocigético y reaccién con una HbS. Las células
SS tratadas con el compuesto, obtenidas en el experimento precedente (estudios del equilibrio de oxigeno con
células SS) fueron hemolizadas afiadiendo 5 volumenes de un tampoén de fosfato de potasio 5 mM de pH 7,4, que
contenia EDTA 0,5 mM. Después de una centrifugacion, el material hemolizado se sometio tanto a un analisis del
equilibrio de oxigeno usando el aparato analizador Hemox como a un analisis por HPLC con intercambio de
cationes, usando un aparato de Hitachi para HPLC (modelo D-7000 Series) y una columna de Swift WCX (Swift®
WCX-PEEK: de 50 mm x 4,6 mm, Isco, Inc., Lincoln, NE). La columna fue revelada usando un gradiente lineal de la
fase B de desde 25 % hasta 90 % a 410 nm (Fase Movil A: Bis-Tris 40 mM, EDTA 5 mM, de pH 6,5; Fase B: Bis-Tris
40 mM, EDTA 5 mM, cloruro de sodio 0,2 M, de pH 6,5). Los valores de formacién de aductos con una HbS
(modificacion de HbS) se expresan en porcentajes, usando la siguiente féormula:

area de pico de Hb modificada X 100
Mod. de Hb (%) =

(area de pico de Hb modificada + area de pico de Hb sin modificar)

Estudios antidrepanociticos con glébulos rojos falciformes homocigéticos. Los efectos de la vainillina, del FUF
(Experimentos comparativos) y del 5SHMF (del presente invento) sobre la inhibicion de la degeneracion falciforme de
células SS se evaluaron tal como se ha descrito con anterioridad (Asakura & Mayberry, 1984). Expresado
brevemente, unas células SS suspendidas en una solucién salina tamponada, de pH 7,4, (con un hematocrito de
10 %) se incubaron a 37 °C con oxigeno al 4 % en la presencia del compuesto 5 mM. Unas partes alicuotas (de 10
pl) de las suspensiones se obtuvieron después de 5 h y se fijaron con una solucion al 2 % de glutaraldehido, sin
exposiciéon al aire. Los analisis morfolégicos y el porcentaje de células SS que no se habian degenerado a
falciformes se realizaron usando un sistema de analisis de imagenes asistido por computador, tal como se describe
en otro lugar (Hijiya, 1991). Se realizaron también unos estudios de respuesta a las dosis de los FUF y 5HMF en
unas concentraciones del compuesto de 1y 2 mM.

El efecto de compuestos sobre el tamafio de globulos rojos falciformes homocigdticos. Para estudiar el efecto de los
compuestos sobre el grado de hidratacién/deshidratacion de células SS, las células SS tratadas con un compuesto,
obtenidas en el precedente experimento (estudios antidrepanociticos con células SS), se evaluaron con un Aparato
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Analizador de Células Hemavet para determinar el volumen corpuscular medio (MCV = acrénimo de mean
corpuscular volume).

Experimentos de cristalizacién. Se realizaron con el FUF y el 5SHMF unos experimentos de cristalizacion para
obtener cristales en los estados T y R. Los experimentos implicaron un exceso 4 - 25 molar de los compuestos con
respecto a una Hb (tetramero). Para el experimento de cristalizacion en el estado T, los compuestos solubilizados en
DMSO fueron incubados con desoxi Hb (60 mg/ml de proteina) durante al menos 1 hora para formar el aducto de
base de Schiff. El cianoborohidruro de sodio, en un exceso 4 - 25 molar de Hb, se afadié para reducir al aducto de
base de Schiff reversible para formar el correspondiente enlace covalente de alquilamina. La subsiguiente
cristalizacion de las soluciones del complejo de compuesto de desoxi Hb en tubos de ensayo con una capacidad de
10 ml usando un agente precipitante de sulfato/fosfato 3,2-3,6 M (de pH 6,5) se realiz6 en una caja de guantes bajo
una atmésfera de nitrdgeno como anteriormente se ha descrito (Safo, y colaboradores, 2003; Perutz, 1968) para
obtener cristales en el estado T con un alto contenido de sal. La reduccién del aducto de base de Schiff es necesaria
para observar cristalograficamente al compuesto fijado (Boyiri, y colaboradores, 1995). Inesperadamente, el
experimento dio como resultado dos diferentes cristales — un cristal rectangular (grupo espacial P21), que es
isomorfo con un cristal nativo en el estado T, y un cristal trigonal (grupo espacial P3,21), del que posteriormente se
determiné que tiene una conformacion en el estado relajado en la forma de una estructura cuaternaria R2. Los
cristales en el estado T crecieron entre 2-10 dias, mientras que los cristales en el estado R2 crecieron entre 7-30
dias.

Se disefio otro experimento para cristalizar los complejos de un compuesto y una Hb en el estado R usando una
carbonomonoxi Hb (COHDb), siguiendo un proceso que se ha descrito con anterioridad (Safo, y colaboradores, 2003;
Perutz, 1968). Una solucion de Hb oxigenada fue puesta en vacio durante 10 minutos, y la resultante solucion de
desoxi Hb fue saturada completamente con CO para generar una COHb. Los compuestos solubilizados en DMSO se
hicieron reaccionar luego con la COHb, lo que fue seguido por una adicion de cianoborohidruro de sodio para reducir
el aducto de base de Schiff. La cristalizacion se llevé a cabo con una solucion de 30-50 mg/ml de proteina, de
fosfato de Na'/K" 3,2-3,4 M, de pH 6,4, y dos gotas de tolueno en unos tubos de ensayo con una capacidad de 10
ml. Los procesos experimentales se realizaron en una condicion aerobia y dieron como resultado unos cristales
conjuntos (4-30 dias) isomorfos con cristales nativos en el estado R (grupo espacial P41242).

Recogida de datos, tratamiento y refinamiento de la estructura. Los conjuntos de datos de difraccion de rayos X para
los cristales conjuntos en los estados R, R2 y T se recogieron a 100 °K usando un Sistema Enfriador Criogénico de
Corrientes de Molecular Structure Corporation (MSC) (de MSC, The Woodlands, TX), un detector de placa de
imagenes |l de Eje R equipado con espejos OSMIC, y un generador RU-200 de Rigaku que funcionaba a 50 kV y
100 mA. Antes del uso en una difraccién, los cristales fueron primeramente lavados en una solucién crioprotectora
que contenia 50 pl de aguas madres y 10-12 pl de glicerol. Los conjuntos de datos fueron elaborados con un
programa logico software MSC BIOTEX. Todos los refinamientos de estructura y los mapas de omisiones se
realizaron con el programa CNS (Brunger, y colaboradores., 1998). La construccioén y la correccion de los modelos
se llevaron a cabo usando el programa grafico TOM (Cambillau & Horjales, 1987).

Determinaciones de estructuras y refinamientos de las estructuras de complejos en el estado R2. La estructura del
complejo de FUF y Hb en el cristal en el estado R2 fue la primera en ser determinada por el método del reemplazo
molecular (Navaza, 1994) usando la estructura de Hb nativa en el estado R2 de a1B1-a2p32 (cédigo 1BBB de PDB)
como un modelo de investigacion. La funcion de traduccion usando el grupo espacial P3,21 dio una solucion de un
tetramero en la unidad asimétrica con un coeficiente de correlacion final de 69,2 y un R-factor de 35,5 % para datos
situados entre 8,0 — 4,0 A. Antes de usar la estructura R2 como un modelo de investigacion, nosotros supusimos
que el cristal era de una Hb en el estado T en otra forma cristalina. Sin embargo, el uso de una estructura en el
estado T (codigo 2HHB de PDB) como un modelo de investigacion no fue capaz de dar una solucién clara. Una
investigacion similar con una estructura en el estado R, (cddigo 1AJ9 de PDB) tampoco fue capaz de dar una
solucion clara. El modelo del reemplazo molecular fue sometido a un refinamiento por cuerpo rigido, seguido por una
minimizacioén de gradiente conjugado y un reanillamiento simulado. Se identificaron unas densidades fuertes y claras
para dos moléculas de FUF unidas por los residuos aVal1 terminales de N de una manera relacionada con la
simetria. El sitio de fijacion del aVal1 terminal de N esta situado en la cavidad central de agua de una Hb cerca de la
boca de la hendidura a. La densidad de electrones procedentes del compuesto fijado se solapaba con la del
nitrégeno del aVal1, sugiriendo una interaccion covalente entre el FUF y el nitrdgeno. El mapa de densidad de
electrones mostré también una ligacion de los cuatro atomos de Fe del heme y unos ligandos de agua fueron
acoplados con la densidad. Un acoplamiento alternado de ligandos de O produjo una geometria deformada de los
enlaces y del angulo de Fe-O-O. Varias rondas alternadas de minimizacién de gradiente conjugado, de
reanillamiento simulado, de refinamientos individuales del factor B, y la adicion de 7 aniones de sulfato y 297
moléculas de agua, con correcciones manuales del modelo, llevo el R-factor final a 21,7 % y el R-libre final a 27,4 %
con una resolucion de 2,25 A. Los datos cristalogréaficos para la estructura se recopilan en la Tabla 1.

El modelo de partida para el refinamiento de la estructura del complejo de 5SHMF y una Hb fue la estructura de FUF-
Hb — después de una supresion del FUF, de las moléculas de agua y de los aniones de sulfato. Una ronda de
refinamientos por cuerpo rigido, de minimizaciéon de gradiente conjugado y de reanillamiento simulado mostré
también dos 5HMF, fijados a los dos nitrégenos del aVal1 terminal de N relacionados en simetria. En contraste con
la estructura de un FUF-Hb, unas moléculas de O, estaban ligadas a los atomos de Fe. Varias rondas alternadas de
minimizaciéon de gradiente conjugado, de reanillamiento simulado, de refinamientos individuales del factor B, y la
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adicién de 7 aniones de sulfato y de 538 moléculas de agua con correcciones intermitentes de los modelos
manuales, llevaron el R-factor final a 18,3 % y el R-libre final a 22,3 % con una resolucién de 1,85 A. Los datos
cristalograficos para la estructura de una 5SHMF-Hb se recopilan en la Tabla 1. Las coordenadas atdémicas y los
factores de estructura han sido depositados en el Banco de Datos de Proteinas RCSB con los cédigos de acceso 1
QXD y 1 QXE para las estructuras de FUF- y de 5SHMF-Hb respectivamente.

Determinaciones de estructura y refinamientos de las estructuras de complejos en el estado T. El modelo de partida
para el refinamiento de la estructura de 5SHMF-Hb en el estado T fue la estructura nativa en el estado T a1p1-a232
isomorfo (codigo 2HHB de PDB). Después de un refinamiento de cuerpo rigido y de una minimizacién de gradiente y
de un reanillamiento simulado subsiguientes, los mapas de densidades de electrones para la estructura, a diferencia
de los de las estructuras del complejo en el estado R2 revelaron solamente unas densidades débiles e indefinidas en
los sitios de fijacion en el aVal1 terminal de N. Unos ciclos repetidos de refinamientos, de adicion de moléculas de
agua y de construccion de modelos no muestran una densidad mejorada en el sitio de fijacion para un modelo de
5HMF satisfactorio. No habia otros sitios de fijacion aparente. Los R-factor y R-libre finales para las estructuras de
5HMF-Hb son de 16,3 y 20,7 % con una resolucién de 1,86 A. Otros datos estadisticos para el cristal se informan en
la Tabla 1.

Tabla 1: informacién acerca de los cristales, recogida de datos y parametros de refinamiento para las
estructuras de complejos de Hb

FUF (en 5HMF (en 5HMF (en FUF (en
el estado R2) el estado R2) el estado T) el estado R)
Recogida de datos
Grupo espacial P3,21 P3,21 P2, P442.2
Dimensiones de celdas (A) 91,40 91,86 62,61 53,46
91,40 91,86 82,47 53,46
142,00 143,53 53,46 192,88
Moles/unidad asimétrica 1 tetrdmero 1 tetrdmero 1 tetrdmero 1 dimero
Resolucion (A) 69,1-2,25 69,6-1,85 82,5-1,86 84,0-2,0
N° de reflexiones medidas 124.853 286.747 108.495 105.005
Reflexiones Unicas 32.647 56.802 41.917 18.357
I/sigma | 7,0 12,5 15,8 13,2
Complecion (%) 97,0 93,1 90,7 92,0
R-combinado (%)? 7.5 6,9 6,5 6,9
Refinamiento
Resolucion (A) 69,1-2,25 69,6-1,85 52,7-1,86 51,5-2,0
Sigma de corte (F) 0,0 0,0 0,0 0,0
N° de reflexiones 32.645 56.780 41.895 18.316
R-factor (%) 21,7 18,4 16,3 21,3
R-libre (%)b 27,4 22,3 20,7 26,3
Desviacion tipica cuadratica media geométrica (= rmsd)
Longitudes de enlaces (A) 0,011 0,013 0,015 0,012
Angulos de enlaces (°) 1,87 1,89 1,72 1,90
Angulos diédricos
Regiones mas favorecidas 91,4 92,8 93,6 92,8
Regiones adicionales 8,6 7,2 6,4 7,2

@ R-combinado = 3(</> - I)/Z]. ® se excluy6 del refinamiento un 5 % de la reflexién, que se usé para el
calculo de R-libre.

La estructura de un 5SHMF-Hb, sin agua ni ligandos, se us6 como un modelo de partida para el refinamiento de la
estructura de un FUF-Hb. De un modo similar a la estructura de un 5SHMF-Hb, los refinamientos de la estructura de
un FUF-Hb no dan como resultado ninguna densidad interpretable junto a la bolsa de fijacion. La estructura no fue
refinada hasta completarse, y no se informan en la Tabla 1 estadisticas detalladas para el cristal.

Determinaciones de estructura y refinamientos de las estructuras de complejos en el estado R. La estructura en el
estado R del dimero a1p1 isomorfo (1LJW) después de una supresion de las moléculas de agua y de los aniones de
fosfato se usd como el modelo de partida para refinar la estructura de un FUF-Hb. De modo similar a los complejos
en el estado T, unos refinamientos repetidos de la estructura de un FUF-Hb con construcciéon de modelos mostraron
solamente una densidad débil e imposible de interpretar en la bolsa de fijacion del aVal1 terminal de N. Los R-factor
y R-libre finales son de 21,3 y 26,3 con una resolucién de 2,0 A, y se informan en la Tabla 1 unas estadisticas
detalladas para el cristal.

La estructura de un FUF-Hb, sin agua ni ligandos, se us6 como un modelo de partida para el refinamiento de la
estructura de un 5HMF-Hb. De un modo similar a los del cristal de FUF, los refinamientos mostraron también una
densidad imposible de interpretar en la bolsa de fijacion, y fracasé el refinamiento. No se informan en la Tabla 1
estadisticas detalladas para el cristal.
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Resultados

La vainillina ha sido ensayada clinicamente para la terapia de una SCD, y se estudid con los aldehidos
heterociclicos examinados, también referidos como compuestos furanicos. Nosotros (los autores del invento) hemos
publicado también con anterioridad propiedades funcionales y antidrepanociticas detalladas de la vainillina
(Abraham, y colaboradores, 1991). Adicionalmente, se usaron unas concentraciones relativamente altas de los
compuestos (5-10 mM) para asegurar una reaccion completa con una Hb en los actuales estudios. Esto es
necesario, puesto que la concentracion de una Hb dentro de los RBCs (glébulos rojos) es de aproximadamente 5
mmol/l, y a un hematocrito de 25 % con un volumen de sangre de 4 |, se necesitan 10 mmol/l del compuesto para
producir un aducto 2:1 del compuesto y de una Hb. Hay dos sitios de fijacion idénticos en una Hb, puesto que ésta
posee un doble eje de simetria.

Estudios del equilibrio de oxigeno con sangre entera normal. La Tabla 2 recopila los efectos de cuatro compuestos
furanicos y de la vainillina (en unas concentraciones de 5 mM) sobre células AA. Los efectores alostéricos que
aumentan la afinidad para el oxigeno de una Hb disminuyen la Pso (desplazamiento hacia la izquierda de la OEC)
— con relacion al testigo. Esto da como resultado un valor negativo de la APsp. EI compuesto mas potente es el
5HMF (APsp = -17,52 mm de Hg), seguido por el 5SMF (APsg = -16,16 mm de Hg), el 5EF (APso = -15,71 mm de Hg),
y el FUF (APsp = -11,35 mm de Hg). El compuesto con el mas pequefio desplazamiento hacia la izquierda es la
vainillina (APsp = -6,78 mm de Hg). La Tabla 2 muestra también que el 5SHMF desplaza hacia la izquierda a la OEC
de una manera dependiente de la dosis. Los coeficientes de Hill de las Hbs modificadas, con la excepcion del del
FUF son menores en comparacion con los de las células AA a solas.

Tabla 2: Estudio del equilibrio de oxigeno con sangre entera normal °

Compuesto ° Pso (mm de Hg)° APso (mm de Hg)* Nso’®

Testigo 25,84 + 0,01 - 2,27 £ 0,20
Vainillina 5 mM °*) 19,06 + 1,98 -6,78 1,98 £ 0,23
FUF 5 mM *) 14,49 + 0,06 -11,35 2,30+ 0,01
5MF 5 mM *) 9,68 £ 0,24 -16,16 1,70 £ 0,06
5EF 5 mM *) 10,13+ 0,75 -15,71 1,77 £ 0,14
5HMF 1 mM 19,19 + 1,51 -6,65 2,08+0,14
5HMF 2 mM 15,04 + 0,51 -10,80 1,98 £ 0,08
5HMF 5mM 8,32 +£0,40 -17,52 1,88 £ 0,06

% Los resultados son la media # el error tipico (S.E.) para 2 mediciones. ° Las relaciones del compuesto a la
Hb con unas concentraciones del compuesto de 1 mM, 2mM y 5mM son de 0,8, 1,6 y 4, respectivamente.

° Pso es la presion de oxigeno en la que las células AA (con un hematocrito de 40 %) en la ausencia o
presencia de compuesto estan saturadas en un 50 % con oxigeno. 4 APso es la Pso de las células AA
tratadas con el compuesto — la Pso del testigo. ° nso es el coeficiente de Hill con una saturacion con oxigeno

*) solamente con finalidades comparativas.

Estudios del equilibrio de oxigeno con glébulos rojos falciformes homocigdticos. La Tabla 3 (columnas 2 y 3) recopila
los cambios en las Psg y APsg para células SS tratadas con vainillina, FUF y 5SHMF en una concentracion de 5 mM.
Todos los compuestos desplazan a la OEC hacia la izquierda, y tal como se observa en los estudios del equilibrio de
oxigeno con células AA, el 5SHMF es alostéricamente el compuesto mas potente (APsp = -25,2 mm de Hg), seguido
por el FUF (APso = -15,8 mm de Hg), y en ultimo lugar por la vainillina (APsp = -13,5 mm de Hg). La Figura 3 muestra
la curva OEC para estos tres compuestos en una concentracion de 5 mM, y muestra que la del 5SHMF es desplazada
significativamente hacia la izquierda en comparacion con las OEC tanto del FUF como de la vainillina. Como se ha
observado previamente para la vainillina con células tanto AA como SS (Abraham, y colaboradores, 1991), unas
concentraciones mas altas de los compuestos ensayados dieron como resultado una OEC mas hiperbdlica a partir
de la curva con forma sigmoidea normal.

Tabla 3: Estudios del equilibrio de oxigeno y de la formacion de aductos con glébulos rojos falciformes
homocigéticos °

Compuesto Células SS Células SS Pso del material APso del material Aducto con HbS
Pso APso hemolizado hemolizado (%)°
(mm de Hg)® (mm de Hg)* (mm de Hg) (mm de Hg)®

Testigo*) 31,2+1,0 - 11,2+0,2 - -

Vainillina*) 17,7+£2.2 -13,5 8,1+1,1 -3,1 15+3,6

FUF*) 154 £1,7 -15,8 53+0,6 -5,9 24 +57

5HMF 6,0+1,2 -25,2 1,8%0,3 -9.4 70 £ 10,0

% Los resultados son la media # el error tipico para 2 mediciones. ° Psq es la presién de oxigeno con la que
unas células SS (hematocrito 10 %) o un material hemolizado (en la ausencia o presencia de un
compuesto solubilizado en DMSO) estan saturadas con oxigeno en un 50 %. ° APsp es la Pso de las
células SS tratadas con el compuesto o material hemolizado — la Ps del testigo. 9 Los valores de Ps se
obtuvieron a partir de un material hemolizado después de una incubacion de los compuestos con las
células SS.

¢ Valores de los aductos con HbS obtenidos a partir de los modelos de elucion de HPLC del material
hemolizado después de una incubacién de los compuestos con las células SS
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*) Solamente para finalidades comparativas.

Transporte a través de las membranas de globulos rojos falciformes homocigéticos y reacciéon con una HbS. Estos
experimentos se emprendieron para determinar si el desplazamiento hacia la izquierda observado para las células
SS tratadas con el compuesto es el resultado de una interaccion directa del compuesto con una HbS, y también para
determinar si los cambios en la Psy observados en células SS tratadas con los compuestos de ensayo son atribuidos
a la formacion de diferentes niveles del aducto del compuesto y de la HbS. Los resultados estan recopilados en la
Tabla 3 (columnas 4-6). Cada uno de los compuestos ensayados produce un nuevo pico de la HbS modificada, que
se eluye antes del pico de la HbS progenitora, indicando la formacion de aductos con HbS modificados
covalentemente. El SHMF modificaba a la HbS en el grado mas grande (70 %), seguido por el FUF (24 %), y en
ultimo lugar la vainillina (15 %). La Figura 4 muestra los estudios por HPLC con intercambio de cationes del material
hemolizado procedente de las células SS que habian reaccionado con el 5HMF en una concentraciéon de 5 mM. Los
compuestos desplazaban también hacia la izquierda a la OEC del material hemolizado. Estos desplazamientos
siguen la misma tendencia observada durante los estudios con una sangre entera normal. EI 5SHMF causa el mayor
desplazamiento hacia la izquierda de la Hb (APso de - 9,4 mm de Hg), seguido por el FUF (APsp = - 5,9 mm de Hg) y
en ultimo lugar la vainillina (APsg = - 3,1 mm de Hg).

Estudios antidrepanociticos de unos compuestos con globulos rojos falciformes homocigdticos. Después de una
exposicion de las suspensiones de células SS a oxigeno solamente al 4 %, en la ausencia de compuestos de
ensayo, todas las células sufrieron degradacion falciforme. En la presencia de vainillina, FUF y 5HMF (en unas
concentraciones de 5 mM) el porcentaje de células SS disminuye por 20, 30, y 90 %, respectivamente (Tabla 4,
columnas 2 y 3). El 5HMF inhibia la degradacion falciforme en el mayor grado, seguido con el FUF y por la vainillina.
Estos resultados siguen la misma tendencia observada en el desplazamiento hacia la izquierda de la OEC, asi como
la formaciéon de aductos de los compuestos y la HbS. La Tabla 4 muestra también los resultados del efecto
antidrepanocitico dependiente de la dosis de FUF y de 5HMF. Diferentes concentraciones de estos compuestos
disminuian la formacién de células SS de una manera dependiente de la dosis. Sin embargo, a diferencia del 5SHMF,
el FUF no inhibe la degradacion falciforme de células a mas bajas concentraciones del compuesto (1 y 2 mM).

Tabla 4: Estudios antidrepanociticos con glébulos rojos falciformes homocigéticos *°

Compuesto Degradacion falciforme de Inhibicién de la degradacion MCV © (fl)
células SS (%) falciforme de células SS (%)
Testigo . 100 0 61,5
Vainilina5mM ) 80 20+6,5 61,0
FUF 1 mM *) 100 0 60,3
FUF 2 mM *) 100 0 60,0
FUF 5 mM *) 70 3070 62,8
5HMF 1 mM 87 13 62,5
5HMF 2 mM 58 42+1,0 61,0
5HMF 5 mM 10 90+5,0 61,4

% Los resultados son la media % el error tipico para 2 mediciones. ° Estudios antidrepanociticos con
células SS (hematocrito de 10%) bajo oxigeno al 4 % ° El MCV es el volumen corpuscular medio
(acrénimo de mean corpuscular volume)

*) Solamente con finalidades comparativas

El efecto de compuestos sobre el tamafio de los globulos rojos falciformes homocigdticos - Como se muestra en la
Tabla 4 (columna 4) la incubacion de células SS con FUF o 5HMF 1, 2 y 5 mM no da como resultado cambios en los
volimenes de las células.

Estudios de cristalizacion. Una Hb desoxigenada que habia formado un complejo o bien con FUF o con 5HMF
cristalizé en las conformaciones de los estados tanto T como R2. El estado T cristalizado conjuntamente con FUF y
5HMF muestra solamente una débil fijacion de estos compuestos, mientras que el estado R2 cristalizado
conjuntamente con estos compuestos muestra una fijacion muy fuerte. Con unas relaciones del compuesto a la Hb
de 4:1, hemos observado cristales en ambos estados T y R2 en los mismos tubos de cristalizaciéon. De modo
interesante, para el SHMF se observaron siempre mas cristales en el estado R2 que en el estado T; para el FUF era
verdadero generalmente el caso opuesto. Sin embargo, si se usa un gran exceso del compuesto (exceso molar
= 10), casi todos los experimentos de cristalizacion conjunta con los FUF y 5SHMF dieron como resultado solamente
cristales en el estado R2. Estos resultados sugieren que el 5HMF es mas potente alostéricamente que el FUF, lo
cual es compatible con los resultados bioldgicos.

Unos cristales nativos en el estado R2 han sido cristalizados previamente en condiciones de bajo contenido de sal
(Silva, y colaboradores, 1992), pero no en condiciones de alto contenido de sal. Las estructuras consiguientes de los
cristales conjuntos en el estado R2, como ya se ha puntualizado, tienen moléculas de agua o de O, (complejos de
FUF y 5SHMF con Hb, respectivamente) coordinadas con los atomos de Fe. En realidad, se establece la hipotesis de
que los ligandos son realmente una mezcla de O», CO y agua, puesto que los analisis de los complejos en el estado
R2 mostraron la presencia de COHb, metHb y oxiHb (en 60-85 %), frente a aproximadamente 16 % para los cristales
conjuntos en el estado T. La presencia de los ligandos en los cristales conjuntos en el estado R2 podria ser debida
al hecho de que la camara anaerobia usada en estos experimentos puede no haber sido completamente desprovista
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de oxigeno durante el desarrollo de la cristalizacion. De modo interesante, los cristales conjuntos en el estado T que
aparecieron en las mismas soluciones que los cristales conjuntos en el estado R2 no muestran ninguna densidad
residual para la fijacion de los ligandos al Fe. Estas observaciones subrayan la naturaleza de alta afinidad de una Hb
en el estado relajado en comparacion con una Hb en el estado tenso. Estos resultados muestran también con
claridad que la estructura cuaternaria del R2 es fisiolégicamente importante, como se ha puntualizado con
anterioridad (Srinivasan & Rose, 1994).

A diferencia de los resultados de la cristalizacion en los estados T y R2, y de modo bastante significativo, los
experimentos repetidos de cristalizaciéon en el estado R no dan como resultado cristales conjuntos de ningun tipo,
especialmente con altas concentraciones de los compuestos (un exceso molar de = 5 para el tetramero de Hb). Sin
embargo, si se usaron bajas concentraciones de los compuestos (un exceso molar de 4 con respecto al tetramero de
Hb) se observaron muy pocos cristales conjuntos en el estado R tanto para el FUF como para el 5HMF,
permaneciendo en solucion la mayor parte del complejo. Deberiamos puntualizar que nosotros fuimos capaces de
obtener con facilidad cristales nativos en el estado R (experimento testigo sin la adiciéon de ningin compuesto) en las
mismas condiciones de cristalizacion.

Descripciones de las estructuras de complejos en el estado R2. Las estructuras de los complejos tanto FUF-Hb
como 5HMF-Hb contienen un tetramero a1B1-a2B2 en la unidad asimétrica. Los complejos en el estado R2 y el
estado nativo R2 tienen esencialmente las mismas estructuras cuaternarias de Hb (rmsds de ~0,4 A). Sin embargo,
una comparacion de las estructuras de los complejos en el estado R2 con estructuras de Hb nativa en los estados R
(cédigo 1AJ9 de PDB) y T (codigo 2HHB de PDB) muestran unas diferencias estructurales cuaternarias muy
significativas, con unas rmsd de ~1,8 Ay ~3,3 A, respectivamente. Como fue previamente analizado e informado por
Silva y colaboradores, (1992) para estructuras de Hb nativa en los estados R, T y R2, las transiciones alostéricas
entre las estructuras del complejo en el estado R2 y las de las estructuras R y T muestran una extensa
reorganizacion de las interfases a1f2, alo2 y B1B2 en los tres estados de la Hb. Las estructuras fueron
superpuestas usando el dimero a1B1 invariable (residuos Ca) en el marco de BGH como fue definido por Baldwin &
Chothia (1979).

A continuacidon se detallan unas descripciones de las interacciones entre una Hb en el estado R2 y los dos
compuestos, FUF y 5HMF. Ambos compuestos furanicos estan bien ordenados con unas ocupaciones de
aproximadamente 100 %. Los compuestos se fijan de una manera relacionada con la simetria en la hendidura a para
los dos aVal1 terminales de N, formando el grupo funcional de aldehido un enlace covalente con el nitrégeno libre de
la valina. Unas interacciones especificas entre los compuestos y la proteina seran discutidas solamente para el sitio
de fijacion de a1Val1, puesto que la otra molécula relacionada con la simetria se implica en unas interacciones
similares pero opuestas en el sitio de fijacion de a2Val1. Una interaccion covalente entre el aldehido y el nitrégeno
de a1Val1 dirige al anillo de furano de los compuestos hacia la cavidad central de agua. En la estructura de FUF-HDb,
parece ser que el compuesto fijado tiene dos conformaciones alternadas que difieren en casi 180°. El oxigeno
aromatico se implica en un muy débil enlace de hidrégeno entre subunidades con el a2Ser138 OG (a 3,6 A), que
sirve para unir entre si a las dos subunidades a. De modo interesante, si el compuesto es hecho girar a su
conformacion alternada, el oxigeno se enfrenta a la cavidad de agua y se implica en un débil enlace de hidrégeno
entre subunidades con el a1Ser131 OG (3,5 A). Hay muy pocas interacciones hidréfobas (< 3,8 A) entre el anillo de
furano y los residuos Lys127 y Ala130.

A diferencia del FUF, no hay evidencia de ninguna rotacion del compuesto de la molécula de 5SHMF fijado, y éste
adopta una conformacién con el oxigeno de anillo enfrentado a la cavidad de agua. La interaccion observada entre
el FUF y el aSer138 OG esta por lo tanto ausente en la estructura del complejo de 5HMF-Hb. De modo similar al
FUF, el oxigeno de anillo del 5SHMF se implica en un mas fuerte enlace de hidrégeno entre subunidades con
a1Ser131 OG (3,1 A), en comparacién con la fijacion del FUF. Ademas, el sustituyente 5-hidroximetilo del SHMF
también efectia una fuerte interaccion de enlaces de hidrégeno entre subunidades con el a1Thr134 OG1 (2,6 A);
esta interaccion esta ausente en la estructura del complejo de FUF-Hb. Mientras que el FUF une a las dos
subunidades a conjuntamente, produciendo un débil enlace de hidrogeno entre subunidades con a2Ser138 OG, las
dos moléculas de 5SHMF son unidas entre si por una fuerte red de seis enlaces de hidrégeno mediados por agua, a
través de los radicales del hidroxilo y del oxigeno de anillo que unen a las dos subunidades a conjuntamente.
Algunas de estas moléculas de agua se conservan en la bolsa de fijacion del FUF, pero ellas con moviles y no se
implican en un contacto de unién por enlace de hidrogeno con las moléculas de FUF. De modo similar a la estructura
de FUF-Hb, hay muy pocas interacciones hidréfobas (< 3,8 A) entre el 5HMF y la Hb. El nimero aumentado de
interacciones entre el 5SHMF vy los residuos de proteinas (en comparacion con el FUF), asi como los fuertes enlaces
de hidrégeno mediados por agua que unen a las dos subunidades a conjuntamente en la estructura del complejo
con 5HMF, pueden explicar en parte porqué el 5SHMF es alostéricamente mas potente que el FUF.

Descripciones de las estructuras de complejos en los estados T. Ambas estructuras de los complejos FUF-Hb y
5HMF-Hb contienen un tetramero a1p1-a2f32 en la unidad asimétrica. A diferencia de las estructuras de complejos
en el estado R2, los complejos en el estado T no muestran una fijacién del compuesto definida con claridad. Algunos
cristales conjuntos examinados muestran mas densidad del compuesto que otros; sin embargo una construccion
repetida de los modelos para mejorar la densidad del compuesto no fue suficientemente satisfactoria para permitir
un acoplamiento confiable del compuesto. Los complejos en el estado T y la estructura nativa en el estado T tienen
esencialmente las mismas estructuras cuaternarias de la Hb (rmsds de ~0,4 A). Una superposicion de los sitios de
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fijacion de aVal1 muestra también muy pocas diferencias estructurales. Ademas, deberiamos puntualizar que en
nuestro laboratorio hemos sido capaces de aislar con facilidad estructuras en el estado T que tienen compuestos
enlazados covalentemente, con una densidad de electrones claramente definida en el aVal1 terminal de N usando
las mismas condiciones de cristalizacion en el estado T que se han descrito mas arriba (Abraham y colaboradores,
1995; Boyiri y colaboradores, 1995).

Descripciones de las estructuras de complejos en el estado R: Ambas estructuras de los complejos FUF-Hb y 5SHMF-
Hb contienen un dimero de a1B1 en la unidad asimétrica. De modo sorprendente, los pocos cristales en el estado R
que se obtuvieron durante estos experimentos muestran una densidad solamente escasa en los sitios de fijacion del
aVal1 terminal de N. Incluso aunque el complejo de R y las estructuras cuaternarias nativas son indistinguibles
(rmsds ~0,4 A), los terminales de C (residuos Trp140 y Argy41) presentan unas importantes diferencias de
posiciones. En las estructuras de los complejos, estos residuos han girado hacia fuera en el aLys139, desplazando
al aArg141 por casi 180° desde su posicidn en la estructura nativa, mientras que el aTyr140 se ha orientado hacia
fuera por ~2A. El aTyr140 OH se implica ahora en enlaces de hidrégeno con aVal93 O y aPro95 N en las estructuras
de los complejos, frente a los enlaces de hidrégeno de la estructura nativa en el estado R de diagnédstico con los
aVal93 N y O. La reorientacion del terminal de C ha conducido a una hendidura de fijacion mucho mas grande en las
estructuras de los complejos en el estado R para permitir una fijacion del compuesto, aunque sea débil. Esto
contrasta con la estructura nativa, en la que se ha encontrado que los residuos terminales de C bloquean
estéricamente este sitio de fijacion.

Discusion

Estos estudios han identificado unos derivados basados en furano que se presentan de un modo natural en un cierto
numero de alimentos, como nuevos agentes terapéuticos potenciales para tratar una SCD. Los resultados de estos
estudios indican con claridad que estos compuestos poseen la capacidad de: (1) pasar a través de las membranas
de los RBC; (2) reaccionar con una HbS; y (3) desplazar alostéricamente a la OEC de una Hb hacia el estado de alta
afinidad, que no forma polimeros de HbS. Ademas, hemos encontrado que el cambio en la afinidad para el oxigeno
de las suspensiones de células SS, causado por estos compuestos, depende del grado de la fijacién a una HbS; el
5HMF mostré la mas alta cantidad de aducto del compuesto y la HbS y, como se esperaba, era el mas potente
desplazador hacia la izquierda de la OEC. También, los resultados sugieren claramente que la sustitucion, asi como
el tipo de sustitucion en la posicion 5 del anillo central de furano, son importantes para las actividades bioldgicas. El
5HMF, que posee un alcohol alquilico en la posicién 5 del anillo de furano, es mas potente que cualquiera de los
5MF o 5EF (Figura 2), ambos de los cuales poseen unos radicales hidréfobos en esta posicion. ElI FUF, sin ninguna
sustitucién, es el menos potente. Esto es compatible con los resultados cristalograficos, que indican que el radical
hidroxilo del 5HMF esta implicado intimamente en unas interacciones que estabilizan al estado rebajado. Los
coeficientes de Hill de las Hbs modificadas son relativamente mas pequefios en comparacién con el de la Hb sin
modificar, sugiriendo una disminucién en la cooperatividad. Esto es esperado, puesto que la debilitacién aparente de
las interacciones entre dimeros por la fijacion de los compuestos al estado T, que conduce a una afinidad
aumentada con oxigeno, a una cooperatividad reducida y a un desplazamiento hacia la Hb de alta afinidad.
Actividades antidrepanociticas de los compuestos furanicos. Los resultados del escrutinio del FUF (Experimento
comparativo) y el del 5SHMF (del presente invento) con células SS, muestran que estos compuestos tienen fuertes
propiedades antidrepanociticas, mas fuertes que las de otros conocidos aldehidos antidrepanociticos. En una
concentracion de 5 mM, el 5SHMF inhibia la degradacion falciforme de células aproximadamente 4 y 2,5 veces mas
que la vainillina y el FUF, respectivamente. Como detalle digno de mencidn, incluso en una concentracién de 2 mM,
el 5HMF reduce la degradacion falciforme de las células por un 42 %, dos veces mas que la vainillina en una
concentracion de 5 mM. EI 5HMF, que modifica en el mayor grado a una HbS, es el mas potente compuesto
desplazador hacia la izquierda, asi como el agente antidrepanocitico mas potente; lo inverso es verdadero para la
vainillina. Por lo tanto, parece ser que la accion antidrepanocitica de estos compuestos resulta de su capacidad de
fijarse a una HbS y de desplazar hacia la izquierda a la OEC hacia el estado de alta afinidad. E incluso aunque no se
han determinado las actividades antidrepanociticas de los 5MF y 5EF (Figura 2), basandonos en las relaciones de
estructura y actividad, nosotros predecimos que ambos compuestos exhibiran unas actividades antidrepanociticas
que estaran situadas entre las de los FUF y 5SHMF.

También es importante el hecho de que los compuestos no deshidratan a las células SS. La polimerizacién de una
HbS y la degradacion falciforme de células SS estan vinculadas con la concentracion intracelular de la HbS, por lo
tanto, cualquier agente que cause una deshidratacion de los RBCs aumentaria la concentracion molar de la HbS, y
presumiblemente aumentaria la formaciéon de polimeros. Ademas, aunque no se informa, los compuestos no
favorecen la formacion de una metHb o de una Hb desnaturalizada asociada con membranas.

Mecanismo para las actividades antidrepanociticas de los compuestos furanicos. Los resultados de estos estudios
muestran con claridad que los compuestos furanicos se fijan covalentemente con, y desestabilizan a, la HbS en el
estado T y/o estabilizan a la HbS en el estado relajado. Como resultado de esto, el equilibrio alostérico se desplaza
hacia la izquierda en direccién a la HbS de alta afinidad mas soluble en la forma de la conformacién R2. Por lo que
conocemos, ésta es la primera de dichas observaciones informadas en la bibliografia, que muestra que un
compuesto inducia un cambio conformacional desde una Hb en el estado T a una Hb en el estado R2, conduciendo
a un aislamiento de cristales conjuntos de R2 a partir de una solucién de desoxi Hb. Hemos establecido la hipotesis
de que ésta es la causa subyacente de las actividades antidrepanociticas observadas. Para comprender el
mecanismo al nivel atdbmico que impulsa las actividades bioldgicas observadas de los compuestos, nosotros nos
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referimos a dos publicaciones hitos del grupo de Abraham (Abraham y colaboradores, 1995; Boyiri y colaboradores,
1995) en las que los autores establecieron la hipétesis de que unos agentes tales como el FSA (Figura 2), que forma
aductos de bases de Schiff con el nitrégeno del aVal1 terminal de N en el estado T, y proporciona grupos para
formar tanto puentes salinos como enlaces de hidrégeno con el dimero opuesto (a través del eje doble), afiaden mas
restricciones para el estado T. Estas restricciones anadidas desplazan el equilibrio alostérico hacia el estado T de
baja afinidad. En contraste, unos agentes tales como el DMHB (Figura 2) que se fijan al estado T de una manera
similar, pero no se implican en ningun tipo de interacciones de unién por puentes salinos o enlaces de hidrégeno con
el dimero opuesto, desplazan hacia la izquierda a la OEC. Se establece la hipdtesis de que estos agentes rompen
un enlace mediado por agua entre el aVall terminal de N y el aArg141 terminal de C del dimero opuesto, lo que
conduce a la desestabilizacion del estado T, y como resultado de ello el equilibrio alostérico es desplazado hacia el
estado R de alta afinidad. A diferencia del FSA, los compuestos furanicos carecen de un sustituyente carboxilato que
se implicaria en interacciones estabilizadoras entre subunidades cuando se fije al estado T. Lo que no esta
esclarecido es como estos compuestos se fijan al estado T, puesto que los estudios cristalograficos muestran una
densidad del compuesto solamente débil e indefinida. Sin embargo, si suponemos que los compuestos se fijan con
la misma orientacion que se ha observado en las estructuras de los complejos en el estado R2, un acoplamiento
hipotético del 5SHMF en el sitio de fijacion de la aVal1 terminal de N en el estado T (con la ayuda de la débil densidad
del compuesto) muestra que este compuesto se implica solamente en interacciones entre subunidades con aThr134
OG1 y aSer131 OG. Por lo tanto, parece ser que los compuestos furanicos se fijan al sitio de aVal1 terminal de N en
el estado T, rompen el enlace de hidrégeno nativo mediado por agua, entre aVall y aArg141, y desestabilizan al
estado T. El resultado de esta desestabilizacion es un desplazamiento alostérico hacia una Hb relajada de alta
afinidad en la forma del estado R2. Este mecanismo es compatible con el hecho de que: (1) se formaron cristales en
el estado R2 a partir de una solucién del complejo de la desoxi Hb y el compuesto furanico y (2) una cristalizaciéon en
el estado T en la ausencia del compuesto furanico no da como resultado cristales en el estado R2. De hecho, todos
los cristales en el estado T que fueron aislados en conjuncién con los cristales en el estado R2 tenian solamente una
débil densidad de compuesto — claramente, estos cristales en el estado T no tienen una suficiente cantidad del
compuesto fijado para efectuar el desplazamiento alostérico. Es compatible con esta observacion el hecho de que la
adicion de un gran exceso del compuesto furanico dio como resultado una formacion del 100 % de cristales
conjuntos en el estado R2 a partir de la solucion del complejo con desoxi Hb — debido a una saturacion del sitio de
fijacion de todas las moléculas de desoxi Hb.

Los resultados funcionales y cristalograficos observados asi como el mecanismo propuesto, suscitan una interesante
cuestion. de porqué unos cristales en el estado R2 y no unos cristales en el estado R se forman durante el
experimento de cristalizacion en el estado T. Los analisis visuales y los estudios del anclaje molecular de las bolsas
de fijacion del aVal1 terminal de N de conocidas estructuras de una Hb nativa en los estados T, R y R2 pueden
arrojar luz sobre la pregunta anterior. Las estructuras nativas se superpusieron usando el dimero a1f1 invariante
(residuos Ca) en el marco del BGH (Baldwin & Chothia, 1979). En los estados tanto T como R2, las bolsas de
fijacion de Hb son notablemente mayores que las del estado R. Unos estudios del anclaje muestran que el 5SHMF se
puede acoplar con facilidad a las bolsas de fijacion de los estados T y R2 sin ninguna interferencia estérica; en
contraste con ello, la bolsa de fijacion de aVal1 terminal de N de una Hb nativa en el estado R estda amontonada
estéricamente debido a la presencia de los residuos terminales de C de Tyr140 y Arg141. Por lo tanto, para que el
5HMF sea capaz de fijar al estado R, debe haber unas transposiciones de los residuos de la bolsa de fijacion. Esto
es exactamente lo que ocurre en las estructuras de los complejos en el estado R, que muestran unas bolsas de
fijaciobn mayores en comparacion con la estructura nativa. Parece ser razonable que la penalidad para una
transposicion de los residuos de las bolsas de fijacién en el estado R deberia decelerar considerablemente la
incorporacion del compuesto dentro del sitio de fijacion (comparado con los estados T y R2). Estas observaciones
pueden explicar parcialmente porqué la fijacion de los compuestos furanicos a una desoxi Hb desestabilizaba a esta
proteina al estado R2 y no al estado R. También, podemos suponer razonablemente que estos compuestos se fijan
directamente y con una afinidad mas alta al estado R2 en comparacion con el estado R y los aductos del compuesto
y de una HbS, observados durante los analisis por HPLC de células SS, son debidos en su mayor parte a la
incorporacion de los compuestos dentro del estado R2. Deberiamos puntualizar que no hay una explicacion evidente
de porqué nosotros no hemos observado cristales en el estado R a partir de la cristalizacion aerobia de una solucién
del complejo del compuesto y la COHb. Sin embargo, es bastante posible que el complejo en el estado R2 existia en
solucién pero no era capaz de separarse por cristalizacion. Esto es compatible con el hecho de que casi todos los
experimentos de cristalizacion aerobia no dan como resultado cristales, y de que los pocos que lo hacen solamente
producian unos pocos cristales en el estado R quedando en solucién la mayoria de la especie convertida en
complejo.

Basandose en los resultados, se establece la hipotesis de que las diferencias observadas en las actividades
bioldgicas de los compuestos furanicos examinados son debidas a sus modos de fijacion tanto al estado T como al
estado R2. En las estructuras de complejos en el estado R2, el SHMF posee la capacidad de estabilizar a la
conformacion relajada en un mayor grado que el FUF (como se ha discutido anteriormente) La modelacion de los
dos compuestos dentro del estado T indica también que el 5SHMF se fijaria mas apretadamente al estado T que el
FUF. Por lo tanto, en la ausencia de interacciones de puentes salinos entre subunidades por estos compuestos en el
estado T, se espera que el SHMF desestabilice al estado T mas que el FUF.
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Los estudios de Abraham y colaboradores. con vainillina (1991), de Johnson y colaboradores, con piridoxal (1985), y
de Park y colaboradores, con isotiocianatos sustituidos, (2003), han sugerido que los efectos antidrepanociticos de
estos compuestos son debidos a la inhibicion directa de la formacién de polimeros en el estado T y/o una formacién
acrecentada de moléculas en el estado R. Estos estudios supusieron la formacién de una Hb en el estado R a partir
de la capacidad de los compuestos para desplazar a la OEC hacia la izquierda. Claramente, nuestros estudios
muestran inequivocamente que es el estado R2, en vez del estado R, el que se forma cuando la OEC es desplazada
hacia la Hb de alta afinidad. Asi, el modo de accién de los compuestos furanicos parece ser diferente que el de los
estos otros compuestos antidrepanociticos.

Conclusiones. Un homocigoto de HbS con un volumen de sangre de 4 | y un hematocrito de 25 % tiene
aproximadamente 5 mmol de HbS. Para una modificacién completa de una HbS con 5HMF (peso molecular = 126),
se necesitaran 10 mmol, puesto que dos moléculas se fijan a una Hb, traduciéndose en 1,26 g del compuesto.
Puesto que una modificacion del 30 % de una HbS seria suficiente para conseguir un beneficio clinico, en principio,
nosotros necesitamos administrar solamente 378 mg de este compuesto (suponiendo que farmaco se dirige hacia la
diana de HbS solamente). Para un compuesto tal como el 5HMF, que no es toxico, puede ser aceptable una gran
dosificacion, puesto que ciertos alimentos que se consumen sobre una base diaria, tales como café y productos de
caramelos, poseen una concentracion de 5SHMF que algunas veces supera los 6 g/kg (Janzowski, 2000). En ratas, la
DLso oral aguda del 5SHMF es de 2,5 g/kg para los machos y de 2,5-5,0 g/kg para las hembras (US EPA, 1992). En
comparacion, la vainillina, que es considerada como no toxica, tiene una DLsy oral aguda de 1,58 g/kg. Los otros
compuestos furanicos se presentan también en la naturaleza y, con la excepcion del FUF, no hay informes acerca
de posibles efectos desfavorables del MF y del EF. Los agentes antidrepanociticos, vainillina y 12C79, también se
fijan covalentemente a una Hb, y ambos han mostrado que son clinicamente no téxicos (Fitzharris y colaboradores,
1985; Orringer, y colaboradores, 1988). De modo notable, el 5HMF es mas de cuatro veces mas eficaz en
comparacion con la vainillina, que actualmente se encuentra sometida a estudios clinicos para el tratamiento de una
SCD. Por lo tanto, los compuestos furanicos pueden también ser unas viables moléculas de farmacos. Los
resultados de este estudio presentan también una imagen coherente de las potencias antidrepanociticas y de los
mecanismos al nivel atomico de los nuevos agentes antidrepanociticos. Con esta informacion, sera posible realizar
estudios de estructura y actividad, que daran como resultado el desarrollo de compuestos andlogos con una
potencia aumentada.

EJEMPLO 2. Efecto antridrepanocitico in vivo de 5HF

El efecto antidrepanocitico in vivo del 5 HMF fue investigado usando ratones transgénicos (Tg) que producen HbS
humana. Puesto que la sangre de ratones de tipo silvestre tiene una OEC desplazada extremadamente hacia la
derecha (Pso de la sangre de ratén: 40-44 mm de Hg) en comparacion con la OEC de sangre humana (Pso de células
AA: 26,5 mm de Hg; y de células SS: 32 mm de Hg). Se usaron en este estudio unos ratones Tg enfermos de
depranocitosis, que producen cantidades aproximadamente iguales de B-globina humana y de ratén y 100 % de B°-
globina humana. Las Ps de estos ratones estan entre 26 y 34 mm de Hg, dependiendo del porcentaje de -globina
de raton. Hemos usado oxigeno al 5 % (5% de O, 95% de N), puesto que ellos desarrollan un secuestro pulmonar
casi exclusivamente después de una exposicion de estos ratones a Oz al 5 %. Aunque se producen cambios
similares bajo unas presiones de oxigeno situadas entre 6 y 10 mm de Hg, no todos los ratones desarrollan un
secuestro pulmonar inducido por una hipoxia, indicando que se necesitan unos altos numeros de ratones Tg
enfermos de depranocitosis para obtener unos resultados estadisticamente significativos. Después de una
exposicion a una hipoxia, hemos determinado el porcentaje de ratones enfermos de depranocitosis en la sangre asi
como el periodo de tiempo de supervivencia. El 5SHMF (a razon de 100 mg/kg de peso corporal) disuelto en un
pequerio volumen de DMSO, fue diluido con una solucién salina antes de una inyeccion i.p. (intraperitoneal). En los
experimentos de hipoxia, los ratones Tg enfermos de depranocitosis fueron expuestos a una hipoxia hasta durante 1
h; cualquiera de los ratones que habian sobrevivido a la 1 h fueron sacrificados eutanasicamente por dislocacion
cervical bajo anestesia. En todos los casos, después de que hubo muerto el raton, éste fue disecado
inmediatamente. El corazon, los pulmones, el cerebro, el higado, el bazo y los rifiones fueron fijados en formalina
tamponada con fosfato al 10 %. Las muestras de tejido fueron embebidas en parafina de acuerdo con métodos
clasicos. Se cortaron unas secciones y se tifieron con una solucién de hematoxilina-eosina para microscopia 6ptica.

Resultados

La Figura 5 muestra la representacion grafica de la supervivencia de Kaplan-Meier para ratones testigos y ratones
Tg enfermos de depranocitosis tratados previamente con SHMF. Sin ningun tratamiento, los ratones Tg enfermos de
depranocitosis expuestos a oxigeno al 5 % mueren en el transcurso de 15 min debido a un secuestro pulmonar.
Después de un tratamiento previo de ratones Tg enfermos de depranocitosis con 5HMF, mas de la mitad de los
ratones sobrevivieron durante mas tiempo que 25 min. Como se muestra en la Figura 6, el periodo de tiempo medio
de supervivencia de ratones testigos fue de 9,6 + 3,7 (N = 13), mientras que el periodo de tiempo medio de
supervivencia de ratones tratados previamente con 5SHMF fue de 38,4 + 13,4 (n = 8). Se investigaron las morfologias
de células SS en la sangre arterial en los momentos 0, 10, 20, 30, 40, 55 y 60 min. El transcurso en el tiempo del
porcentaje de células falciformes en la arteria caudal de ratones testigos y tratados con 5HMF se muestra en la
Figura 7. Se investigaron los cambios en el porcentaje de células falciformes en la sangre arterial de uno de los
ratones Tg enfermos de depranocitosis que fueron expuestos a una hipoxia (oxigeno al 5 %). El porcentaje de un
raton sin tratar aumentd desde casi un porcentaje cero hasta mas de 30 % y el animal murié6 en 15 min. Unos
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estudios histopatoldgicos mostraron que los capilares y los vasos sanguineos pequefios en los pulmones de estos
ratones fueron empaquetados por células degeneradas a falciformes. El porcentaje de células degeneradas a
falciformes en uno de los ratones tratados con 5HMF (100 mg/kg del peso corporal) mostraron que aunque habia
aumentado el porcentaje de células degeneradas a falciformes, las células degeneradas a falciformes son las
denominadas células degeneradas a falciformes parcialmente oxigenadas (POSCs acrénimo de partially oxygenated
sickled cells) con bordes romos (Asakura, 1994). Estas células son flexibles y pueden pasar a través de los
capilares. Después de una conversion de las POSCs en células degeneradas a falciformes parcialmente
desoxigenadas (PDSCs acronimo de partially oxygenated sickled cells), ellas son rigidas y estan atrapadas en los
capilares encontrados. EI 5SHMF no solamente reducia la formacion de las POSCs, sino también impedia la
conversion de las POSCs flexibles en PDSCs rigidas.

Conclusion

Por lo tanto, unos experimentos in vivo utilizando ratones transgénicos enfermos de depranocitosis que producen
una Hb falciforme humana mostraron que un tratamiento previo de los ratones con SHMF (administracion por via
intraperitoneal) prolongod significativamente el periodo de tiempo de supervivencia en severas condiciones hipdxicas
(con oxigeno al 5 %). Estos estudios indican que el SHMF es un nuevo agente antidrepanocitico que puede pasar a
través de las membranas de glébulos rojos, forma un aducto con una Hb e inhibe la degradacion falciforme inducida
por una hipoxia de células SS.

EJEMPLO 4: Forma de profarmaco de un agente antidrepanocitico heterociclico de 5 miembros para tratar la
enfermedad de células falciformes.

La sintesis del éster etilico de acido 5-hidroximetil-2-furfural-tiazolidina-4-carboxilico (MSDD1), que es un profarmaco
del 5-HMF.

Se sintetizé una forma de profarmaco del 5SHMF, el éster etilico de acido 5-hidroximetil-2-furfural-tiazolidina-4-
carboxilico (MSDD1). EI MSDD1 tiene el radical de aldehido activo protegido de ser metabolizado con facilidad en
los intestinos para dar el derivado acido inactivo. Esta proteccion conduce a aumentar la biodisponiblidad y el
periodo de tiempo de vida mitad del 5SHMF in vivo. Para la sintesis, una solucién en agitaciéon de 5SHMF (1,51 g, 12
mmol) en etanol absoluto (30 ml) se afiadié a una solucién del hidrocloruro del éster etilico de L-cisteina (2,23 g, 12
mmol) y de N-etil-diisopropilamina (2,55 g, 12 mmol) en etanol absoluto (30 ml). La mezcla de reaccion se agité a la
temperatura ambiente durante una noche. La mezcla se diluyd con agua (100 ml) y el producto se extrajo con
acetato de etilo (3 x 50 ml). La fase organica se seco, se evapord y el producto se purificd por cromatografia de
resolucion subita sobre gel de silice para dar 2,77 g del producto

Ester etilico de
L-cisteina / \ H
/ \ —_— HOH,C N
HOH,C EDA, E¢OH o
0 CHO 5 CO,CH,CH,

C. Estudios de la curva del equilibrio de oxigeno de la MSSD1 en sangre entera normal:

EI MSDD1 se ensay6 en una sangre entera normal de un adulto en condiciones in vitro para encontrar que el SHMF
con su aldehido activo protegido por el éster etilico de L-cisteina podria tener un efecto sobre la OEC de sangre
entera utilizando una tonometria de puntos mdltiples. El ensayo se realizé tal como se ha descrito para el SHMF en
el Ejemplo 1, bajo el subencabezamiento “estudios del equilibrio de oxigeno con una sangre entera normal’. Los
estudios del equilibrio de oxigeno en una sangre entera demuestran que mientras que el 5HMF (con su aldehido
activo libre sin proteger) es capaz de desplazar a la OEC hacia la izquierda, el profarmaco de 5HMF, (con el
aldehido protegido) no tiene claramente ningun efecto sobre la OEC. Esto sugiere que el aldehido, que es el grupo
funcional activo, esta todavia protegido por el grupo de tiazolidina-4-éster y no se hidroliza durante el ensayo in vitro.
Esto es esperado, puesto que no se esperaba que las condiciones en las que se realizaron los estudios in vitro
condujesen a la hidrolisis del grupo tiazolidina-4-éster para liberar el compuesto 5SHMF activo.

EJEMPLO 5. Métodos para aumentar la hipoxia de tejidos para el tratamiento de un cancer

Los compuestos del invento son utiles también en el tratamiento de un cancer. Los compuestos aldehidicos
heterociclicos de 5 miembros y sus derivados aldehidicos protegidos se fijan a una hemoglobina en el estado tenso
(T) y la desestabilizan, dando como resultado el cambio del equilibrio alostérico en favor de una Hb de alta afinidad
en la forma de una Hb en el estado R2. La fijacion a una Hb desplaza a la curva del equilibrio de oxigeno hacia la
hemoglobina en el estado R2 de alta afinidad. Los compuestos, por lo tanto, inducen una hipoxia de tejidos normales
y de tumores por fijacion a hemoglobina, aumentando su afinidad para el oxigeno y reduciendo de este modo la
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disponibilidad de oxigeno para los tejidos. Por lo tanto, estos compuestos tienen interés como posibles agentes
potenciadores de agentes biorreductores y/o de una hipertermia en el tratamiento de un cancer.

La reduccion del oxigeno disponible para tejidos conduce también a una proteccion contra el deterioro causado por
radiaciones durante una terapia por radiaciones de rayos X.

Los compuestos usados de acuerdo con el presente invento son mas potentes que el 12C79 para estabilizar a una
Hb de alta afinidad. Adicionalmente, la base de la alosteria de estos compuestos es entendida a un nivel molecular
haciendo mas facil disefiar unos efectores mas potentes. Por lo tanto, estos compuestos mejoran a conocidos
agentes hipdxicos aldehidicos por su potencia y eficacia,

EJEMPLO 6. Estudios del equilibrio de oxigeno in vitro de compuestos analogos a tiofenos de los agentes
antidrepanociticos heterociclicos de 5 miembros con una sangre entera normal *)

Los siguientes compuestos: el 5-bromo-2-tiofenocarboxialdehido, el 4-bromo-2-tiofeno-carboxialdehido y el 3-metil-
2-tiofenocarboxialdehido se adquirieron de Aldrich Chemical Company. Unas muestras de sangre normal (con un
hematocrito de 40 %) en la presencia de 5-bromo-2-tiofenocarboxialdehido, 4-bromo-2-tiofenocarboxialdehido y 3-
metil-2-tiofenocarboxialdehido 5 mM (solubilizados en DMSO) fueron equilibradas a 37 °C durante 1 h. Las muestras
fueron luego incubadas en tondmetros IL 237 (de Instrumentation Laboratories, Inc. Lexington, MA) durante
aproximadamente 10 min a 37 °C, y se permitieron equilibrar a unas tensiones de oxigeno de 7, 20 y 60 mm de Hg.
Las muestras fueron aspiradas dentro de un Aparato Automatico Analizador de los Gases en Sangre IL 1420 y en un
Co-oximetro IL 482 o IL 682 (de Instrumentation Laboratories) para determinar los valores de pH, de pCO3, de pO, y
de la saturacion con oxigeno de una Hb (sO). Los valores de pO;y de sO2 en cada nivel de saturaciéon con oxigeno
fueron sometidos luego a un analisis de regresion no lineal utilizando el programa Scientist (de Micromath, Salt Lake
City, UT) para calcular los valores de la Psg y del coeficiente de Hill (nso). La Pso es la presion de oxigeno en mm de
Hg a la que una Hb esta saturada con oxigeno en un 50 %.

Resultados: Como se muestra en la Tabla 5, los tres compuestos de tiofeno desplazan a la curva de OEC hacia la
izquierda, de un modo similar a los compuestos furanicos estudiados mas arriba. Los estudios indican también que
los compuestos de tiofeno (de un modo similar a los compuestos furanicos) poseen la capacidad de: (1) pasar a
través de las membranas de los RBC; (2) reaccionar con una HbS; y (3) desplazar alostéricamente a la OEC de una
Hb hacia el estado de alta afinidad, que no forma polimeros de HbS. También, los resultados sugieren que la
sustitucion asi como el tipo de sustitucion en el anillo de tiofeno central son importantes para actividades biolégicas.
Estos estudios muestran que los compuestos analogos a tiofenos son también unos potenciales agentes
antidrepanociticos.

*) Solamente para finalidades comparativas

Tabla 5: Resultados de estudios in vifro en una sangre entera con compuestos aldehidicos de tiofeno.

Compuesto Psoc Psod APs Nsp
/@\/o 27,73 21,96 -6,63 2,35
Y
Br
S
5-bromo-2-tiofenocarboxialdehido 20,24
8r 27,73 16,85 -10,56 2,41
7\ o
s~ 7 17,49
4-bromo-2-tiofenocarboxialdehido
28,10 21,55 -7,01 2,35
/7 \ o
s~ 7 20,63
3-metil-2-tiofenocarboxialdehido

Los analisis se llevaron a cabo con una concentracion final del compuesto de 5 mM. Pspc es el valor testigo en la
ausencia del compuesto en mm de Hg. Psod es el valor en la presencia del compuesto en mm de Hg.

APso es = (Psod - Psoc) en mm de Hg. nso es el coeficiente de Hill con un 50 % de saturacion en la presencia del
compuesto. Cada una de las mediciones se repitié al menos dos veces.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto con la férmula seleccionada entre:

H H

w. A\

O CHO aad
H

RO / \ S
0) H
N
},{ CO,CH,CH;.

para la produccién de un medicamento destinado a tratar la enfermedad de células falciformes en un paciente que
5 necesita de él.
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