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DESCRIPCION
Uso de sales de piridinio cuaternario como agentes vasoprotectores

La presente invencion se refiere al uso de ciertas sales de piridinio cuaternario para la preparacién de un agente
vasoprotector para el tratamiento y/o prevencion de afecciones o enfermedades asociadas con disfuncion del
endotelio vascular, agresion oxidativa y/o produccion insuficiente de prostaciclina endotelial (PGl2), en particular pero
no exclusivamente si lo anterior coincide con hipercolesterolemia/hipertrigliceridemia, asi como el uso de sales de
piridinio para el uso oral en suplementos dietéticos.

Hay evidencias crecientes de que la disfuncion endotelial desempefia un papel clave en la formacién y progresion de
la placa ateroesclerética. Recientemente, la disfuncion endotelial ha ganado significancia diagnostica, prondstica y
terapéutica en aterotrombosis (Heitzer T, Schlinzig T, Krohn K, Meinertz T, Munzel T. Endothelial dysfunction,
oxidative stress, and risk of cardiovascular events in patients with coronary artery disease. Circulation 2001;
104:2673-2678; Schachinger V, Britten MB, Zeiher AM. Prognostic impact of coronary vasodilator dysfunction on
adverse long-term outcome of coronary heart disease. Circulation 2000; 101:1899-1906; Perticone F, Ceravolo R,
Pujia A, Ventura G, lacopino S, Scozzafava A, Ferraro A, Chello M, Mastroroberto P, Verdecchia P, Schillaci G.
Prognostic significance of endothelial dysfunction in hypertensive patients. Circulation 2001; 104:191-196; Suwaidi
JA, Hamasaki S, Higano ST, Nishimura RA, Holmes DR, Jr., Lerman A. Long-term follow-up of patients with mild
coronary artery disease and endothelial dysfunction. Circulation 2000; 101:948-954). Clinicamente, la disfuncion
endotelial se identifica como deficiencia de la actividad biolégica de NO, que se diagnostica como una deficiencia de
la actividad vasodilatadora de NO. La deficiencia de la actividad de NO coincide con agresién oxidativa (Heitzer T,
Schlinzig T, Krohn K, Meinertz T, Munzel T. Endothelial dysfunction, oxidative stress, and risk of cardiovascular
events in patients with coronary artery disease. Circulation 2001; 104:2673-2678) y deficiencia de la sintesis de PGl»
(Kyrle PA, Minar E, Brenner B, Eichler HG, Heistinger M, Marosi L, Lechner K. Thromboxane A, and prostacyclin
generation in the microvasculature of patients with atherosclerosis - effect of low-dose aspirin. Thromb Haemost
1989; 61:374-377), aunque el nivel sistémico de PGl puede estar elevado. En efecto, hace algunos afios se propuso
que la peroxidacion aumentada de lipidos podria fomentar el desarrollo de ateroesclerosis debido a la deficiencia
selectiva de la sintesis de prostaciclinas en células endoteliales y posterior activacion de plaquetas (Gryglewski RJ.
Prostacyclin and atherosclerosis. TIPS 1980; 1:164-168; Gryglewski RJ. Prostaglandins, platelets, and
atherosclerosis. CRC Crit Rev Biochem 1980; 7:291-338; Gryglewski RJ, Szczeklik A. Prostacyclin and
atherosclerosis - experimental and clinical approach. 1983; 213-226). Este concepto se apoyd luego
experimentalmente. Ahora es aparente que la deficiencia en la sintesis de PGl en endotelio puede producir la
estimulacion excesiva de receptores TP en células de endotelio y musculo liso vascular por TXA;, PGH; u otros
eicosanoides, y una posterior vasoconstriccion, agregacion de plaquetas y respuesta inflamatoria del endotelio asi
como apoptosis endotelial (Chlopicki S, Gryglewski RJ. Endothelial secretory function and atherothrombosis in "The
Eicosanoids", capitulo 23, 267-276. ed. P. Curtis-Prior, John Wiley and Sons, Ltd, 2004). Esto significa que la
deficiencia de PGI, puede desencadenar o aumentar los procesos inflamatorios y trombéticos en la pared vascular,
que ahora se considera que son los elementos clave de ateroesclerosis.

Se ha aceptado que niveles elevados de colesterol en lipoproteinas de baja densidad (LDL) y/o triglicéridos (TG) en
plasma representan los factores de riesgo principales para el desarrollo de ateroesclerosis (Levine GN, Keaney JF
Jr, Vita JA. Cholesterol reduction in cardiovascular disease. Clinical benefits and possible mechanisms. N Engl J
Med 1995; 332:512-521). Ademas, un nivel bajo en plasma de colesterol en lipoproteinas de densidad alta (HDL) es
un importante factor de riesgo independiente de ateroesclerosis. Las HDL tienen la capacidad potencial de prevenir y
corregir la disfuncion del endotelio mediante el aumento de la disponibilidad de NO y PGI,. (Ng DS. Treating low
HDL - from bench to bedside. Clin Biochem 2004; 37:649-659; Chapman MJ, Assman G, Fruchart JC, Shepherd J,
Sirtoti C. Raising high-density lipoprotein cholesterol with reduction of cardiovascular risk: the role of nicotinic acid - a
position paper developed by the European Consensus Panel on HDL-C. Curr Med Res Opin 2004; 20:1253-1268;
Calabresi L, Gomarashi M, Franceschini G. Endothelial protection by high-density lipoproteins. Arterioscler Thromb
Vasc Biol 2003; 290:2292-2300).

En el documento WO00/40559 se divulgaron usos terapéuticos y cosméticos de ciertos derivados de nicotinamida,
sales de piridinio 1,3-disustituido, incluyendo, sales de 1-metilnicotinamida (MNA+) y 1-metil-N’-(hidroximetil)-
nicotinamida (MNAF+). Se describiéd que dichos derivados tienen utilidad en el tratamiento topico de enfermedades
de la piel, en particular Ulceras femorales, acné, psoriasis, dermatitis atdpica, vitiligo, asi como quemaduras y
escaldaduras y en cicatrizacion. Dichos derivados también tienen la actividad de fomentar que el pelo vuelva a
crecer, por tanto, son utiles en el tratamiento de la pérdida de pelo de origen diferente. Se describen diferentes tipos
de formulaciones topicas para la administracion de estos compuestos sobre la piel o superficie de la mucosa, como
champu, pomadas, cremas, geles, lociones, soluciones, aerosoles, etc., y para la administracién oral en el
tratamiento de enfermedades de la piel. Ademas, se describié la accion cosmética de estos compuestos, en
particular regenerar y suavizar la piel.

En una publicacion reciente, se describieron efectos de cloruro de 1-metilnicotinamida (MNA+) en algunas
enfermedades de la piel (Gebicki J, Sysa-Jedrzejowska A, Adamus J, Wozniacka A, Rybak M, Zielonka J. 1-
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Methylnicotinamide: a potent anti-inflammatory agent of vitamin origin. Pol J Pharmacol 2003; 55:109-112). Se ha
propuesto que MNA+ muestra una accién antiinflamatoria, aunque el mecanismo de este efecto no se elucido.

Se describié la sal de 1-metil-3-acetilpiridinio (MAP+) en una publicacién (Takashi Sakurai, Haruo Hosoya. Charge
transfer complexes of nicotinamide-adenine dinucleotide analogs and flavine mononucleotide. Biochim. Biophys.
Acta 1966; 112(3):359-468).

En el documento DE 840698 se divulga que la 1-metil-N-metilolnicotinamida es util en el tratamiento de infecciones
del aparato digestivo.

En Filetti, S. et al: “Insulin receptor down-regulation: prevention at a postreceptor site” ENDOCRINOLOGY, 108(6),
1981, se divulga que la 1-metilnicotinamida previene la disminucion de receptores de insulina mediada por insulina.

En Fukushima, Tetsuhito et al: “Possible role of 1-methylnicotinamide in the pathogenesis of Parkinson’s disease”
EXPERIMENTAL AND TOXICOLOGIC PATHOLOGY, 53(6), 469-473 y en Fukushima T et al: “Radical formation site
of cerebral complex | and Parkinson’s disease” JOURNAL OF NEUROSCIENCE RESEARCH, WILEY-LISS, US, vol.
42, no. 3, 1995, paginas 385-390, se discute un papel de la 1-metilnicotinamida en la enfermedad de Parkinson.

Se ha encontrado ahora que MAP+ y algunos compuestos descritos en el documento WO00/40559, en particular
MNA+ y MNAF+ poseen propiedades farmacoldgicas Unicas asociadas con su capacidad para liberar prostaciclina
enddgena (PGI2) del endotelio vascular, propiedad que las distingue de las estructuralmente muy relacionadas
nicotinamida, &cido nicotinico, trigonelina y metabolitos endégenos de MNA+, tales como 1-metil-2-piridona-5-
caboxamida (2-PYR) y 1-metil-4-piridona-3-carboxamida (4-PYR). Sorprendentemente, como han encontrado los
presentes inventores, ciertos compuestos poseen la capacidad de corregir el perfil de lipoproteinas, en particular de
bajar el nivel en plasma de LDL y/o TG y de aumentar el nivel en plasma de HDL, lo que produce efectos
antiateroescleroéticos. Independientemente del efecto de ciertas sales de piridinio cuaternario de la invencion sobre el
perfil de lipoproteinas, el aumento en la sintesis de PGl, por sales de piridinio cuaternario, que han encontrado los
presentes inventores, puede mostrar potencial terapéutico en muchas enfermedades como se discute
posteriormente, donde la disfunciéon endotelial, agresiéon oxidativa y/o deficiencia en PGl, desempefian un papel
patogénico, incluyendo los asociados con hipercolesterolemia/hipertrigliceridemia.

Breve descripcion de las figuras del dibujo

Figura 1. Esquema del método para la deteccion de la accidon trombolitica de farmacos in vivo en ratas (segun
Gryglewski).

Figura 2. Respuesta trombolitica inducida por la administracion intravenosa de MNA" in vivo (30 mg/kg).

Figura 3. Cambios en los niveles en plasma de 6-ceto-PGF14 (*) y TBX: (°) después de la administracion intravenosa
de MNA" (30 mg/kg).

Figura 4. Falta de respuesta trombolitica después de la administracion intravenosa de nicotinamida o acido nicotinico
(30 mg/kg).

Figura 5. Falta de respuesta trombolitica después de la administraciéon intravenosa de 2-PYR o trigonelina (30
mg/kg).

Figura 6. Respuesta trombolitica inducida por la administracion intravenosa de MAP" in vivo (30 mg/kg).

Figura 7. Cambios en los niveles en plasma de 6-ceto-PGF14 (¢) y TBX: (°) después de la administracion intravenosa
de MAP™ (30 mg/kg).

Figura 8. Respuesta trombolitica inducida por la administracion intravenosa de MNAF* (30 mg/kg).
Figura 9. Falta de efecto de MNA" sobre la agregacion de plaquetas inducida por colageno (1 mg/mi).
Figura 10. Falta de efecto de MNA" sobre la activacién de neutrdfilos inducida por latex.

La presente invencion proporciona el uso de sales de piridinio cuaternario de la féormula I:
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|
CH, X- I

en donde R es NH; o CH3, y X es un contraién farmacéuticamente aceptable,

para la preparacion de un agente vasoprotector para el tratamiento o prevencion de afecciones o enfermedades
asociadas con disfuncién del endotelio vascular, agresion oxidativa, y/o produccién insuficiente de prostaciclina
endotelial PGl,, en donde dicha afeccion o enfermedad se selecciona de :

- ateroesclerosis;

- ateroesclerosis en pacientes con enfermedad coronaria crénica, episodio cerebrovascular isquémico o
arterioesclerosis de las extremidades, incluyendo tromboangitis obliterante;

- hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o nivel bajo de HDL;

- trombosis no relacionada directamente con ateroesclerosis, en particular trombosis asociada con el
implante de protesis vasculares metalicas (stents), cirugia de derivaciéon coronaria-aortica (CABG, por sus
siglas en inglés), hemodialisis, enfermedad tromboembdlica venosa;

- factores de riesgo para ateroesclerosis seleccionados del grupo que consiste en los siguientes:
hipercolesterolemia, hipertension arterial, hiperhomocisteinemia, obesidad, tensién nerviosa, infecciones,
vasculopatia por aloinjerto y tolerancia a nitrato; o

- un grupo que consiste en lo siguiente: insuficiencia cardiaca cronica, hipertension pulmonar, sindrome
nefrotico, insuficiencia renal crénica, sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), fibrosis quistica,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), preeclampsia/eclampsia, disfuncién eréctil, sindrome de
Stein-Leventhal, apnea del suefio, lupus eritematoso sistémico, anemia falciforme, Ulceras gastricas o
duodenales, glaucoma, enfermedad hepatica crénica, en particular hepatitis virica, amiloidosis primaria.

Una actividad particularmente ventajosa de los compuestos de la férmula | es su accién endotelial asociada con la
liberacion de PGl,, debido a lo cual dichos compuestos de formula | pueden mejorar la perfusion en tejidos, ejercer
actividad antiagregatoria, trombolitica, antiateroesclerética, y proteger la mucosa gastrointestinal.

La ventaja de la invencidn es que la accion trombolitica de los compuestos de la formula | no esta acompafada por
actividad hipotensora.

En una forma de realizacion de la invencion, dicha afecciéon o la enfermedad es ateroesclerosis del lecho vascular de
cualquier tipo, incluyendo enfermedad coronaria cronica, episodio cerebrovascular isquémico o arterioesclerosis de
las extremidades, incluyendo tromboangitis obliterante.

En otra forma de realizacion dicha afeccién o enfermedad se selecciona del grupo de factores de riesgo para
ateroesclerosis seleccionados del grupo que consiste en los siguientes: hipertension arterial, hiperhomocisteinemia,
obesidad, tensién nerviosa, infecciones, vasculopatia por aloinjerto y tolerancia a nitrato.

En adn otra forma de realizacién dicha afeccién o la enfermedad es dislipidemia, en particular hipercolesterolemia o
hipertrigliceridemia, en particular asociada con nivel bajo en plasma de HDL.

En aun otra forma de realizacion dicha afeccion o enfermedad es trombosis que no esté relacionada directamente
con ateroesclerosis, en particular, trombosis asociada con el implante de protesis vasculares metdlicas (stents),
cirugia de derivacion coronaria-aortica (CABG), cualquier tipo de cirugia con circulacion extracorpérea, hemodialisis,
enfermedad tromboembdlica venosa.

En una forma de realizaciéon adicional dicha afeccion o enfermedad se selecciona del siguiente grupo: insuficiencia
cardiaca croénica, hipertensién pulmonar, sindrome nefrético, insuficiencia renal cronica, sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA), fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
preeclampsia/eclampsia, disfuncién eréctil, sindrome de Stein-Leventhal, apnea del suefio, lupus eritematoso
sistémico, anemia falciforme, Ulceras gastricas o duodenales, glaucoma, enfermedad hepéatica crénica y amiloidosis
primaria.
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También es ventajoso el uso de los compuestos de formula | para la preparacion de un medicamento para la
profilaxis o tratamiento de Ulcera gastrica o duodenal.

En una forma de realizacién preferida adicional dicha afeccién o enfermedad es enfermedad hepatica crénica, en
particular hepatitis virica crénica.

En una forma de realizacion preferida adicional dicha afeccién o enfermedad es enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC).

En un segundo aspecto se proporciona un uso de sales de piridinio cuaternario de la férmula I:

0

X I

en donde R es NHy, CHs o un grupo N(H)CH2OH y X es un contraiéon farmacéuticamente aceptable, para la
preparacion de un agente vasoprotector para el tratamiento o prevencion de afecciones o enfermedades asociadas
con disfuncion del endotelio vascular, agresion oxidativa y/o produccion insuficiente de prostaciclina endotelial PGly,
en donde dicha afeccion o enfermedad se selecciona de :

-  ateroesclerosis;

- ateroesclerosis en pacientes con enfermedad coronaria crénica, episodio cerebrovascular isquémico o
arterioesclerosis de las extremidades, incluyendo tromboangitis obliterante;

- hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o nivel bajo de HDL;

- trombosis no relacionada directamente con ateroesclerosis, en particular trombosis asociada con el
implante de protesis vasculares metalicas (stents), cirugia de derivacién coronaria-aortica (CABG),
hemodialisis, enfermedad tromboembdlica venosa;

- factores de riesgo para ateroesclerosis seleccionados del grupo que consiste en los siguientes: hipertensién
arterial, hiperhomocisteinemia, obesidad, tensién nerviosa, infecciones, vasculopatia por aloinjerto y
tolerancia a nitrato; o

- un grupo que consiste en lo siguiente: insuficiencia cardiaca croénica, hipertension pulmonar, sindrome
nefrotico, insuficiencia renal crénica, sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), fibrosis quistica,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), preeclampsia/eclampsia, disfuncién eréctil, sindrome de
Stein-Leventhal, apnea del suefio, lupus eritematoso sistémico, anemia falciforme, Ulceras gastricas o
duodenales, glaucoma, enfermedad hepatica crénica, en particular hepatitis virica y amiloidosis primaria.

Dicho medicamento puede estar en una forma adecuada para cualquier via de administracion, tal como via oral,
parenteral, intranasal o por inhalacion. Tal via de administracién dependera, por supuesto, del estado o enfermedad
particular que se trata.

En el caso de un medicamento que se pretende para el tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) preferiblemente se presentara en la forma adecuada para la administracion inhalada a través de la via de
inhalacion.

Como se ha definido anteriormente, X- puede ser cualquier contraion fisiolégicamente aceptable. De esta manera,
las sales de la férmula | pueden derivar de cualquier acido fisiolégicamente aceptable, tanto organico como
inorganico. Las sales adecuadas con acidos inorganicos son, por ejemplo, cloruro, bromuro, yoduro y carbonato; las
sales adecuadas con acidos organicos pueden ser sales con acidos mono-, di- y tricarboxilicos, por ejemplo,
acetato, benzoato, salicilato, hidroxiacetato, lactato, malonato y citrato. Las sales preferidas son cloruros, benzoatos,
salicilatos, acetatos, citratos y lactatos; especialmente ventajosos son los cloruros.

Compuestos especificos de féormula (1) son sales de 1-metilnicotinamida (MNA®), sales de 1-metil-3-acetilpiridinio
(MAP") y sales de 1-metil-N’-(hidroximetil)nicotinamida (MNAF™).
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Las sales de piridinio de formula | también se pueden administrar por via parenteral, en forma de inyecciones,
incluyendo inyecciones e infusiones subcutaneas e intravenosas.

Otras vias de administracion contempladas son por inhalacion, via intranasal y via rectal.
En cualquier caso la via de administracion dependera, por supuesto, de la enfermedad particular que se trata.

Por ejemplo, en el caso de un tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) preferiblemente las
sales de piridinio se administraran en la forma adecuada para la administracion inhalada a través de la via de
inhalacion.

La dosis diaria de las sales de piridinio de la formula | pueden estar en el intervalo de 10 a 1000 mg de y se puede
administrar en dosis Unicas o divididas.

La presente invencion proporciona ademas un uso de las sales de piridinio de la formula | como se ha definido
anteriormente, para la preparacién de una preparacion nutricional para la proteccién vascular en mamiferos en
estados o enfermedades asociadas con disfuncion del endotelio vascular, agresion oxidativa y/o produccion
insuficiente de prostaciclina endotelial (PGl2) en donde dicha afecciéon o enfermedad se selecciona de :

-  ateroesclerosis;

- ateroesclerosis en pacientes con enfermedad coronaria crénica, episodio cerebrovascular isquémico o
arterioesclerosis de las extremidades, incluyendo tromboangitis obliterante;

- hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o nivel bajo de HDL;

- trombosis no relacionada directamente con ateroesclerosis, en particular trombosis asociada con el
implante de protesis vasculares metalicas (stents), cirugia de derivacién coronaria-aortica (CABG),
hemodialisis, enfermedad tromboembdlica venosa; o

- factores de riesgo para ateroesclerosis seleccionados del grupo que consiste en los siguientes: hipertensién
arterial, hiperhomocisteinemia, obesidad, tension nerviosa, vasculopatia por aloinjerto y tolerancia a nitrato.

Dicha afeccion o enfermedad en donde se puede administrar la preparacion nutricional es ateroesclerosis,
especialmente en pacientes con enfermedad coronaria crénica, episodio cerebrovascular isquémico o
arterioesclerosis de las extremidades, incluyendo tromboangitis obliterante.

Dicha afeccion o enfermedad en donde se puede administrar la preparaciéon nutricional también se puede
seleccionar del grupo de factores de riesgo para ateroesclerosis que consiste en los siguientes: hipertensién arterial,
hiperhomocisteinemia, obesidad, tension nerviosa, vasculopatia por aloinjerto y tolerancia a nitrato.

Dicha afeccién o enfermedad en donde se puede administrar la preparacion nutricional es dislipidemia, en particular
hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia, en particular asociada con nivel bajo en plasma de HDL.

Dicha afeccion o enfermedad en donde se puede administrar la preparacién nutricional también puede ser trombosis
que no esta relacionada directamente con ateroesclerosis, en particular, trombosis asociada con el implante de
protesis vasculares metalicas (stents), cirugia de derivacion coronaria-aortica (CABG), cualquier tipo de cirugia con
circulacion extracorporea, hemodialisis, enfermedad tromboembdlica venosa.

Sales especificas de piridinio para su uso en la preparacion nutricional son compuestos de la formula (1), en donde R
es un grupo CHs.

Sales especificas de piridinio para su uso en la preparacion nutricional son compuestos de la formula (1), en donde R
es un grupo NH,.

Sales especificas de piridinio para su uso en la preparacién nutricional son compuestos de la formula (1), en donde R
es un grupo N(H)CH>OH.

Las preparaciones nutricionales pueden tener la forma adecuada para la ingestién oral, tal como comprimidos,
capsulas, soluciones y suspensiones para beber, y similares, convencionales y conocidas en la técnica farmacéutica
y preparadas segun métodos conocidos en la técnica con el uso de excipientes y soportes convencionales.

De forma ventajosa, la preparacién nutricional puede incorporar al menos el 5% en peso de la sal de piridinio de la
férmula I.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2372756 T3

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que muestran la actividad farmacoldgica de
las sales de piridinio.

Ejemplo |
Actividad trombolitica

La actividad trombolitica de las sales de piridinio cuaternario se evalu6 usando el método original de Gryglewski y
col., (Gryglewski RJ, Korbut R, Ocetkiewicz A, Stachura J. In vivo method for quantitation for anti-platelet potency of
drugs. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 1978; 302:25-30), cuyo esquema se muestra en la figura 1.

Se anestesiaron (tiopental 30 mg kg™ i.p.) y heparinizaron (heparina sin fraccionar 800 Ul kg™ i.v.) ratas Wistar de
peso corporal 300-350 g. Se midi6 la presion sanguinea arterial de la arteria carétida derecha canulada, y se
establecié circulacion extracorpérea entre la arteria carétida izquierda y la vena yugular izquierda. Se superfundio
una tira de colageno de tendén de Aquiles de conejo con sangre arterial en la circulacién extracorpérea a una
velocidad de 1,5 ml min™ y su peso se controlé continuamente mediante un transductor auxoténico Harvard.

Durante los 20-30 minutos iniciales de la superfusion la tira ganaba en peso 80-120 mg debido al depdsito de
trombos ricos en plaquetas y después en condiciones de control se mantuvo sin cambiar durante las siguientes 3-5
horas. La respuesta trombolitica se detectd por una caida en peso de un trombo. La presién sanguinea arterial
también se controlo, de modo que este modelo permitié el analisis de la accion trombolitica e hipotensora de un
compuesto (figura 1).

El andlisis de la respuesta trombolitica en este marco experimental se complementé mediante el ensayo de 6-ceto-
PGF14, TXB2 y PGE; en plasma de sangre arterial. Para este fin se recogieron muestras de sangre (500 ul) en tubos
Eppendorf con indometacina para dar una concentracion final de 10 uM, y EDTA para dar la concentracion final de 1
mM. Después se centrifugaron las muestras de sangre durante 5 minutos a 2.000 x g. Las muestras de plasma se
almacenaron a -70°C. Los prostanoides se evaluaron usando los kits de inmunoensayos enzimaticos (Cayman
Chemical Co, Ann Arbor, MI).

La administracion intravenosa de MNA" (3-30 mg/kg) produjo una trombdlisis dependiente de la concentracién en
ratas Wistar con circulacion extracorpérea. Se observé una respuesta maxima a una dosis de MNA" de 30 mg/kg.
Una inyeccién Gnica de MNA" a una dosis de 30 mg/kg indujo una respuesta trombolitica de larga duracién al nivel
del 42 + 4% y se mantuvo a aproximadamente el mismo nivel durante 2-3 horas del periodo de observacion. En
contraste con MNA®, nicotinamida, acido nicotinico, trigonelina y 2-PYR (metabolito endégeno de MNA®), cada uno
de ellos a 30 mg/kg, no pudieron inducir una respuesta trombolitica significativa. Las respuestas inducidas por
nicotinamida y acido nicotinico fueron transitorias (menos de 15-20 minutos) y en el maximo ascendieron solamente
al 9 £ 0,6%, 5 + 0,9%, respectivamente). La trigonelina no produjo ninguna respuesta trombolitica y la respuesta a 2-
PYR también fue muy débil (< 10%) y transitoria (< 15 minutos). La potencia y duraciéon de las respuestas
tromboliticas a MNA®, nicotinamida y acido nicotinico se correlacionaron con un patrén de liberaciéon de 6-ceto-PGF 14
a plasma arterial inducida por estos compuestos. MNA" (30 mg/kg) indujo un aumento sustancial en los niveles de 6-
ceto-PGF14 ya a los 15 minutos después de la inyeccion del farmaco (de 104 + 7 a 460 = 58 pg/ml) que alcanzé una
meseta de aproximadamente 400 pg/ml durante al menos una hora. Por otra parte ni los niveles de TXB> ni los de
PGE; cambiaron significativamente en respuesta a MNA®. Un aumento lento en los niveles de TXB; era dependiente
del tiempo y se observd también después de la inyeccion de solucién salina. Los niveles de 6-ceto-PGF1q no
aumentaron después de la inyeccion de nicotinamida o después de la inyeccion de acido nicotinico (30 mg/kg).

En presencia de indometacina (5 mg/kg) la respuesta trombolitica a MNA" se abrogé, de forma similar a la liberacién
de 6-ceto-PGF44 inducida por MNA. De forma importante, la trombdlisis inducida por MNA" (30 mg/kg) no se asoci6
con una caida en la presidn sanguinea arterial. La agregacion del plasma rico en plaquetas inducida por colageno in
vitro no estaba afectada por MNA" hasta una concentracion de 10 mM, lo que excluye la posibilidad de que la
disipacién de trombos ricos en plaquetas in vivo fuera debida al efecto directo de MNA™ sobre plaquetas. Ademas,
MNA" (1 mM) no inhibié la activacién de neutréfilos inducida por latex, lo que sugiere una posible selectividad de
MNA" hacia el endotelio.

La figura 2 muestra la respuesta trombolitica in vivo inducida por MNA®, y la figura 3 muestra un aumento
concomitante en el nivel de de 6-ceto-PGF14 (metabolito de PGI, estable) en sangre. Nicotinamida, &cido nicotinico
(figura 4), trigonelina y 2-PYR (figura 5) no mostraron actividad trombolitica significativa. Sin embargo, MAP* (30
mg/kg) y MNAF™ (30 mg/kg) indujeron cada una de ellas una respuesta trombolitica (figura 6 y figura 8) que era
comparable a la inducida por MNA" 30 mg/kg. La trombdlisis inducida por MAP" se asocié con la liberacién de PGl
(figura 7), de forma similar al caso de la trombdlisis inducida por MNA®. MNA® (30-300 mg/kg) no produjo
hipotensién. Como se muestra en la figura 9 y la figura 10, MNA" no inhibié la agregacién de plaquetas inducida por
colageno ni la activacién de neutréfilos inducida por latex. La primera respuesta depende de COX1-TXA; y se
abrogo6 por aspirina, mientras que la ultima depende de NADPH oxidasa y se abrogé por DPI o apocinina.
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Ejemplo 2
Un efecto antiaterogénico in vivo en pacientes
Se investigo el efecto antiaterogénico de MNA" en 15 pacientes dislipidémicos.

Los criterios de inclusion fueron: nivel alto de TG (=250 mg/dl) y nivel bajo de HDL (= 35 mg/dl para hombres, < 45
mg/dl para mujeres). La edad media de los pacientes fue 61,4 (intervalo 45-81 afos).

Los pacientes se trataron con MNA™ durante 2 semanas. El MNA" se administrd por via oral, tres veces al dia, una
capsula (30 mg de MNA") después de las comidas.

Se midieron los niveles en plasma iniciales y después de dos semanas de terapia de CT, TG, HDL. El nivel de LDL
se midié en esos casos, en los que fue posible (debido al alto nivel de TG).

Se encontré que MNA+ redujo los niveles de CT (267,0 frente a 225,1 mg/dl) (-15,7%) y TG (472,6 frente a 249,9
mg/dl) (-47,1%) entre las medidas inicial y de 2 semanas. También se observé el aumento del nivel de HDL (39,2
frente a 53,4 mg/dl) (36,2%) después de 2 semanas de terapia. Se observo la reduccion significativa de la relacion
TG/HDL (13,9 frente a 5,8).
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REIVINDICACIONES

Uso de sales de piridinio cuaternario de la férmula I:

X- 1
en donde R es NH; o CHgs, y X es un contraion farmacéuticamente aceptable,

para la preparacion de un agente vasoprotector para el tratamiento o prevencién de afecciones o
enfermedades asociadas con disfuncion del endotelio vascular, agresion oxidativa y/o produccion insuficiente
de prostaciclina endotelial PGl,, en donde dicha afeccién o enfermedad se selecciona de:

- ateroesclerosis; ateroesclerosis en pacientes con enfermedad coronaria crénica, episodio cerebrovascular
isquémico o arterioesclerosis de las extremidades, incluyendo tromboanagitis obliterante;

- hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o nivel bajo de HDL;

- trombosis no relacionada directamente con ateroesclerosis, en particular trombosis asociada con el
implante de protesis vasculares metalicas (stents), cirugia de derivacién coronaria-aortica (CABG),
hemodialisis, enfermedad tromboembdlica venosa;

- factores de riesgo para ateroesclerosis seleccionados del grupo que consiste en: hipercolesterolemia,
hipertensién arterial, hiperhomocisteinemia, obesidad, tensién nerviosa, infecciones, vasculopatia por
aloinjerto y tolerancia a nitrato; o

- un grupo que consiste en lo siguiente: insuficiencia cardiaca cronica, hipertensidon pulmonar, sindrome
nefrotico, insuficiencia renal crénica, sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), fibrosis quistica,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), preeclampsia/eclampsia, disfuncion eréctil, sindrome
de Stein-Leventhal, apnea del suefio, lupus eritematoso sistémico, anemia falciforme, Ulceras gastricas o
duodenales, glaucoma, enfermedad hepatica crénica, en particular hepatitis virica, amiloidosis primaria.

El uso segun la reivindicacion 1 en donde dicha afeccion o enfermedad es ateroesclerosis.

El uso segun la reivindicacién 1 en donde dicha afeccion o enfermedad es ateroesclerosis en pacientes con
enfermedad coronaria crénica, episodio cerebrovascular isquémico o arterioesclerosis de las extremidades,
incluyendo tromboangitis obliterante.

El uso segun la reivindicacion, en donde dicha afeccion o enfermedad se selecciona del grupo de factores de
riesgo para ateroesclerosis que consiste en los siguientes: hipercolesterolemia, hipertension arterial,
hiperhomocisteinemia, obesidad, tension nerviosa, infecciones, vasculopatia por aloinjerto y tolerancia a
nitrato.

El uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha afeccién o enfermedad es dislipidemia, en particular
hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia en particular asociada con bajo nivel en plasma de HDL.

El uso segun la reivindicacién 1, en donde dicha afeccion o enfermedad es trombosis no relacionada
directamente con ateroesclerosis, en particular trombosis asociada con el implante de prétesis vasculares
metalicas (stents), cirugia de derivacion coronaria-aortica (CABG), hemodidlisis, enfermedad tromboembdlica
venosa.

El uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha afeccién o enfermedad se selecciona del siguiente grupo:
insuficiencia cardiaca cronica, hipertension pulmonar, sindrome nefrotico, insuficiencia renal crénica, sindrome
de dificultad respiratoria aguda (SDRA), fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
preeclampsia/eclampsia, disfuncién eréctil, sindrome de Stein-Leventhal, apnea del suefio, lupus eritematoso
sistémico, anemia falciforme, Ulceras gastricas o duodenales, glaucoma, enfermedad hepatica crénica, en
particular hepatitis virica, amiloidosis primaria.

El uso segun la reivindicacion 7, en donde dicha afeccion o enfermedad es enfermedad pulmonar obstructiva
cronica.
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El uso segun la reivindicacion 7, en donde dicha afeccidén o enfermedad es enfermedad hepatica cronica, en
particular hepatitis virica.

El uso segun la reivindicacion 7, en donde dicha enfermedad es Ulcera gastrica o duodenal.

El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho agente vasoprotector esta en una
forma para administracion oral.

El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho agente vasoprotector esta en una
forma para administracion parenteral.

El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho agente vasoprotector esta en una
forma para administracion a las vias respiratorias mediante inhalacién.

El uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha afeccion o enfermedad es enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y el medicamento esta en la forma para la administracion por inhalacion.

El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde R es CHs.
El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde R es NH.

El uso segun la reivindicacion 1 en donde dicha sal de piridinio cuaternario es una sal de 1-metilnicotamida y
dicha afeccién o enfermedad es hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o nivel bajo de HDL.

Uso de sales de piridinio cuaternario de la formula I:

X I

en donde R es NHz, CH3 o el grupo N(H)CH20H, y X es un contraién farmacéuticamente aceptable, para la
preparacion de un agente vasoprotector para el tratamiento o prevencidon de afecciones o enfermedades
asociadas con disfuncion del endotelio vascular, agresion oxidativa y/o produccion insuficiente de prostaciclina
endotelial PGI2, en donde dicha afeccion o enfermedad se selecciona de:

- ateroesclerosis;

- ateroesclerosis en pacientes con enfermedad coronaria crénica, episodio cerebrovascular isquémico o
arterioesclerosis de las extremidades, incluyendo tromboangitis obliterante;

- hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o nivel bajo de HDL;

- trombosis no relacionada directamente con ateroesclerosis, en particular trombosis asociada con el
implante de proétesis vasculares metalicas (stents), cirugia de derivacién coronaria-aortica (CABG),
hemodialisis, enfermedad tromboembdlica venosa;

- factores de riesgo para ateroesclerosis seleccionados del grupo que consiste en los siguientes: hipertension
arterial, hiperhomocisteinemia, obesidad, tensién nerviosa, vasculopatia por aloinjerto y tolerancia a
nitrato; o

- un grupo que consiste en lo siguiente: insuficiencia cardiaca crénica, hipertensiéon pulmonar, sindrome
nefrético, insuficiencia renal crénica, sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), fibrosis quistica,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), preeclampsia/eclampsia, disfuncion eréctil, sindrome
de Stein-Leventhal, apnea del suefio, lupus eritematoso sistémico, anemia falciforme, Ulceras gastricas o
duodenales, glaucoma, enfermedad hepatica crénica, en particular hepatitis virica, amiloidosis primaria.

Uso de sales de piridinio cuaternario de la formula I:

10
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X- I

en donde R es NHz, CH3 o el grupo N(H)CH,OH, y X es un contraiéon aceptable para el consumo, para la
preparacion de una preparacion nutricional para la proteccion en mamiferos en estados o enfermedades
asociadas con disfuncion del endotelio vascular, agresion oxidativa y/o produccién insuficiente de prostaciclina
endotelial (PGI.) en donde dicha afeccién o enfermedad se selecciona de:

- ateroesclerosis;

- ateroesclerosis en pacientes con enfermedad coronaria cronica, episodio cerebrovascular isquémico o
arterioesclerosis de las extremidades, incluyendo tromboangitis obliterante;

- hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o nivel bajo de HDL;

- trombosis no relacionada directamente con ateroesclerosis, en particular trombosis asociada con el
implante de protesis vasculares metdlicas (stents), cirugia de derivacién coronaria-aortica (CABG),
hemodialisis, enfermedad tromboembdlica venosa; o

- factores de riesgo para ateroesclerosis seleccionados del grupo que consiste en los siguientes: hipertension
arterial, hiperhomocisteinemia, obesidad, tensién nerviosa, vasculopatia por aloinjerto y tolerancia a
nitrato.

El uso segun la reivindicacién 19, en donde dicha afeccién o enfermedad es ateroesclerosis en pacientes con
enfermedad coronaria crénica, episodio cerebrovascular isquémico o arterioesclerosis de las extremidades,
incluyendo tromboangitis obliterante.

El uso segun la reivindicacion 19, en donde dicha afeccion o enfermedad se selecciona del grupo de factores
de riesgo para ateroesclerosis que consiste en los siguientes: hipertension arterial, hiperhomocisteinemia,
obesidad, tension nerviosa, vasculopatia por aloinjerto y tolerancia a nitrato.

El uso segun la reivindicacién 19, en donde dicha afeccion o enfermedad es dislipidemia, en particular
hipercolesterolemia,hipertrigliceridemia en particular asociada con bajo nivel en plasma de HDL.

El uso segun la reivindicacion 19, en donde dicha afeccién o enfermedad es trombosis no relacionada
directamente con ateroesclerosis, en particular trombosis asociada con el implante de protesis vasculares
metdlicas (stents), cirugia de derivaciéon coronaria-aortica (CABG), cualquier tipo de cirugia con circulacion
extracorporea, hemodialisis, enfermedad tromboembdlica venosa.

El uso segun la reivindicacion 19, en donde la produccion deficiente de prostaciclina endotelial esta
relacionada con la edad.

El uso segun las reivindicaciones 19 a 24, en donde R es CHs.
El uso segun las reivindicaciones 19 a 24, en donde R es NH,.
El uso segun las reivindicaciones 19 a 24, en donde R es N(H)CH,OH.

El uso segun la reivindicacion 19, en donde dicha sal de piridinio cuaternario es una sal de 1-metilnicotinamida
y dicha afeccion o enfermedad es hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o nivel bajo de HDL.
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Figura 1. Esquema del método para la deteccion de la accién trombolitica de farmacos
in vivo en ratas (segun Gryglewski y col.).
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Figura 2. Respuesta trombolitica in vivo inducida por la administracién intravenosa de MNA"
(30 mg/kg).
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Figura 3. Cambios en los niveles en plasma de 6-ceto-PGF 4 (*) y TBX; (°) después de la
administracion intravenosa de MNA™ (30 mg/kg).
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Figura 4. Falta de respuesta trombolitica después de la administracién intravenosa de
nicotinamida o acido nicotinico (30 mg/kg).
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Figura 5. Falta de respuesta trombolitica después de la administracién intravenosa de 2-
PYR o trigonelina (30 mg/kg).
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Figura 6. Respuesta trombolitica inducida por la administracién intravenosa de MAP" (30 mg/kg).
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Figura 7. Cambios en los niveles en plasma de 6-ceto-PGF 4 (*) y TBX; (°) después de la
administracion intravenosa de MAP" (30 mg/kg).

400 - — 3000

B =

ey £

— (=18}

g 200 - - 2000 &
o

A /m

o

: s

6 o .

0 - ~ 1000

Tiempo tras MAP* (min)

16



ES 2372756 T3

Figura 8. Respuesta trombolitica inducida por la administracion intravenosa de
MNAF" (30 mg/kg).
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Figura 9. Falta de efecto de MNA" sobre la agregacién de plaquetas inducida
por colageno.
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Figura 10. Falta de efecto de MNA" sobre la activacién de neutréfilos inducida
por latex.
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