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DESCRIPCION
Método para tratar aterosclerosis.

Esta invencion se refiere en general al campo de la medicina y, mas especificamente, a composiciones y
compuestos para su uso en el tratamiento de aterosclerosis.

Mas de 50 millones de americanos tienen problemas cardiovasculares, y muchos otros paises se enfrentan a tasas
elevadas y crecientes de enfermedad cardiovascular. Es la causa namero uno de muerte e incapacidad en los
Estados Unidos y la mayoria de paises europeos. En el momento en que se detectan los problemas cardiacos, la
causa subyacente, aterosclerosis, estd nhormalmente bastante avanzada, habiendo evolucionado durante décadas.

La aterosclerosis es una compleja enfermedad poligénica de los mamiferos caracterizada por los depdésitos o placas
de lipidos y otros derivados sanguineos en las paredes arteriales (aorta, arterias coronarias, carétida). Estas placas
pueden calcificarse en mayor o menor grado segin la evoluciéon del proceso. También se asocian con la
acumulacién de depdésitos grasos que consisten principalmente en ésteres de colesterol en las arterias. El colesterol
se acumula en las células espumosas de la pared arterial, estrechando de ese modo la luz y disminuyendo el flujo
de sangre. Esto est4 acompafiado por un engrosamiento de la pared arterial, con hipertrofia del musculo liso, la
aparicion de células espumosas y la acumulacién del tejido fibroso. Por tanto, la hipercolesterolemia puede dar como
resultado patologias cardiovasculares muy graves tales como infarto, enfermedad vascular periférica, ictus, muerte
subita, descompensacion cardiaca, accidentes cerebrovasculares y similares.

El colesterol lo transportan en la sangre diversas lipoproteinas incluyendo las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Las LDL se sinterizan en el higado y hacen posible suministrar a los tejidos
periféricos colesterol. En cambio, las HDL capturan moléculas de colesterol de los tejidos periféricos y las transporta
al higado en el que se convierten en acido biliares y se excretan. El desarrollo de aterosclerosis y el riesgo de
enfermedad cardiaca coronaria (CHD) se correlacionan de manera inversa con los niveles de HDL en el suero.
Gordon et al. (1989) N. Engl. J. Med. 321: 1311; Goldbourt et al. (1997) Thromb Vasc. Biol. 17: 107. A menudo se
producen bajos niveles de HDL-colesterol en el contexto de la obesidad central, diabetes y otras caracteristicas del
sindrome metabdlico. Goldbourt et al., citado anteriormente. Se ha sugerido que los bajos niveles de HDL-colesterol
se asocian con un aumento del riesgo de CHD, mientras que las altas concentraciones de HDL tienen un efecto
protector frente al desarrollo de aterosclerosis prematura. Gordon et al. (1986) Circulation 74: 1217. Estudios
demuestran que el riesgo de desarrollar aterosclerosis clinica en los hombres disminuye el 3% con un aumento del
1% en la concentracion de HDL en plasma. Gordon et al. (1989) N. Engl. J. Med. 321 : 1311. Se ha establecido que
las concentraciones de LDL-colesterol pueden reducirse mediante tratamiento con estatinas, inhibidores de la
enzima de la biosintesis de colesterol 3-hidroxil-3-metilglutaril-coenzima A reductasa y de ese modo se ha usado
este tratamiento como enfoque exitoso para reducir el riesgo de aterosclerosis en el que la indicacion principal es un
alto nivel de LDL. Sin embargo, no queda claro si las estatinas son beneficiosas para pacientes cuya anomalia
lipidica principal es un bajo nivel de HDL-colesterol.

La lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) es una enzima que cataliza la esterificacién de colesterol libre mediante
la transferencia de un grupo acilo de la fosfatidilcolina al grupo 3-hidroxilo del colesterol, formando éster de
colesterilo y lisofosfatidilcolina. McLean et al. (1986) Proc. Natl. Acad Sci. 83: 2335 y McLean et al. (1986) Nucleic
Acids Res. 14(23): 9397. LCAT se sintetiza en el higado y se libera en el plasma, donde se combina con HDL,
denominadas lipoproteinas antiaterogénicas. Estas particulas de HDL tienen la capacidad para aceptar el colesterol
en exceso, que se esterifica entonces por LCAT. Las moléculas de éster de colesterilo en las particulas de HDL o
bien se transportan hasta el higado a través del receptor SR-BI, o bien se transfieren a lipoproteinas que contienen
apoB, incluyendo lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y LDL, mediado por CETP, y luego se transportan
hasta el higado a través de la ruta de receptores de LDL. Este mecanismo, denominado transporte inverso de
colesterol (Glomset (1968) J. Lipid Res. 9:155), permite la eliminacion del colesterol en exceso del organismo, y por
tanto estd implicado en la prevencion de aterogénesis. LCAT desempefia un papel importante en este proceso
mediante la creacion de un gradiente de colesterol libre entre las membranas plasméticas y las lipoproteinas en
circulacion.

Esta invencion proporciona composiciones que comprenden compuestos para su uso en el tratamiento y la
prevencién de aterosclerosis.

La presente invencion proporciona compuestos para su uso en el tratamiento de aterosclerosis en un sujeto que lo
necesita que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula |
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en la que todos los sustituyentes son tal como se indican en la descripcion detallada a continuacién, o a sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos. En un aspecto, la invencién proporciona compuestos para su uso en
el tratamiento de aterosclerosis en un sujeto en los que X e Y son cada uno -N=. En otro aspecto, Z puede ser -S-.
En un aspecto adicional, L puede ser -S-. En un aspecto, R! puede ser CN. En otro aspecto, R? puede ser SR®. En
un aspecto, R® puede ser alquilo C;-Cg4, por ejemplo, metilo.

En un aspecto, la invencién proporciona compuestos para su uso en el tratamiento de aterosclerosis en un sujeto
que comprende administrar al sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en 3 -(5-(metiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, 3-(5-(etiltio)-1,3,4-
tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo,  3-(5-(aliltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, ~ 3-(5-(propiltio)-1,3,4-
tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, 3-(5-(butiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, 3-(5-(isobutiltio)-1,3,4-
tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, 3-(5-(pentiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, 3-(5-(dodeciltio)-1,3,4-
tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, 3-(5-(benciltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, 3-(5-mercapto-1,3,4-
tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo,  3-(5-(isopropiltio)-4-metil-4H-1,2,4-triazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, ~ 3-(5-
(metiltio)-1,2,4-tiadiazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, 3-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, 3-(5-butil-
1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo,  3-(4-metil-4H-1,2,4-triazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo,  3-(1-metil-1H-
imidazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, y 2-cloro-3-(5-(metiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazina o] una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En un aspecto, el sujeto puede ser mamifero. En otro aspecto, el sujeto puede ser humano.

La figura 1 representa esquematicamente secuencias de polipéptido LCAT humano (A, SEQ ID NO:1), de raton (B,
SEQ ID NO:2), rata (C, SEQ ID NO:3) y consenso (D, SEQ ID NO:4).

La figura 2(A) demuestra la actividad y especificidad de los compuestos de la invencién sobre la enzima LCAT.
La figura 2(B) ilustra el mecanismo de accién de compuestos de la invencion sobre la enzima LCAT.

La figura 3 resume datos que muestran que compuestos de la invencién aumentan la actividad de la enzima LCAT
de manera dependiente de la dosis en ratones BALB/c.

La figura 4 demuestra que el tratamiento con los compuestos de la invencion aumenta los niveles de HDL-colesterol
en ratones CD1.

La figura 5 ilustra el transcurso temporal de la activacion de LCAT vy los niveles de HDL en ratones tras una dosis
Unica de los compuestos de la invencion.

La figura 6 demuestra que el tratamiento con los compuestos de la invencion aumenta los niveles de HDL y
disminuye la lipoproteina que contiene apoB in vivo.

La figura 7 proporciona perfiles de elucidon que indican que el tratamiento con los compuestos de la invencion
aumenta los niveles de HDL-col, aumenta el tamafio de particula de HDL y disminuye los niveles de TG en la
fraccion de VLDL in vivo.

. Definiciones

La expresion “farmacolégicamente activo” significa que se determina que una sustancia asi descrita tiene actividad
que afecta a un parametro médico o estado patoldgico.

“Sustancialmente homogénea” tal como se usa en el presente documento con referencia a una preparacion de LCAT
significa que la preparacién incluye una Unica especie de un compuesto de LCAT terapéutico detectable en la
preparacién de moléculas terapéuticas totales en la preparacién, a menos que se establezca de otro modo en un
porcentaje especifico de moléculas terapéuticas totales. En general, una preparacion sustancialmente homogénea
es lo suficientemente homogénea como para presentar las ventajas de una preparacion homogénea, por ejemplo,
facilidad en aplicacion clinica en la capacidad de prediccion de la farmacocinética lote a lote.

“Bioeficacia” se refiere a la capacidad para producir un efecto biolégico deseado. La bioeficacia de diferentes
compuestos, o diferentes dosificaciones del mismo compuesto, o diferentes administraciones del mismo compuesto
generalmente se normalizan con respecto a la cantidad de compuesto(s) para permitir una comparacion apropiada.
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El término “LCAT"” o “lecitina-colesterol aciltransferasa”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una
enzima de glicoproteina que cataliza la sintesis de ésteres de colesterol y lisolecitina a partir de fosfatidilcolina y
colesterol no esterificado presente en lipoproteinas. Esta enzima la produce principalmente el higado y circula en la
sangre unida de forma reversible a lipoproteinas. La LCAT humana tiene una masa de polipéptido de 49 kDa, o de
aproximadamente 67 kDa con masa de hidrato de carbono afiadida.

“Aterosclerosis” se refiere a un estado caracterizado por el endurecimiento y/o el estrechamiento de las arterias
producidos por la acumulacion de placas ateromatosas en el interior de las paredes arteriales. La placa ateromatosa
se divide en tres componentes, (1) el ateroma, una acumulacién nodular de un material escamoso blando en el
centro de grandes placas, compuestas por macrofagos mas cerca de la luz de la arteria; (2) zonas subyacentes de
cristales de colesterol; (3) calcificaciéon en la base externa de lesiones mas avanzadas. Los indicadores de
aterosclerosis incluyen, por ejemplo, el desarrollo de placas en las arterias, su calcificacion, el grado de la misma
gue puede determinarse mediante tincion con Sudan IV, o el desarrollo de células espumosas en arterias. El
estrechamiento de las arterias puede determinarse mediante angioplastia coronaria, TC ultrarrdpida o ecografia.

“Inflamacién” o “trastorno inflamatorio” se refiere a una respuesta protectora localizada provocada por lesiéon o
destruccion de tejidos, que sirve para destruir, diluir o separar con una pared (secuestrar) tanto el agente lesivo
como el tejido lesionado. La expresion “enfermedad inflamatoria” o “estado inflamatorio” tal como se usa en el
presente documento, significa cualquier enfermedad en la que una respuesta inflamatoria excesiva o no regulada
conduce a sintomas inflamatorios excesivos, dafio tisular del huésped o pérdida de funcién tisular. Adicionalmente,
la expresién “enfermedad autoinmunitaria”, tal como se usa en el presente documento, significa cualquier grupo de
trastornos en el que esta asociada lesion tisular con respuestas humorales o mediadas por células a constituyentes
del propio cuerpo. La expresion “enfermedad alérgica”, tal como se usa en el presente documento, significa
cualquier sintoma, dafio tisular o pérdida de funcién tisular que resulta de alergia. La expresion “enfermedad
artritica”, tal como se usa en el presente documento, significa cualquiera de una gran familia de enfermedades que
se caracterizan por lesiones inflamatorias de las articulaciones atribuibles a una variedad de etiologias. El término
“dermatitis”, tal como se usa en el presente documento, significa cualquiera de una gran familia de enfermedades de
la piel que se caracterizan por inflamacién de la piel atribuible a una variedad de etiologias. La expresion “rechazo
de trasplante”, tal como se usa en el presente documento, significa cualquier reaccion inmunitaria dirigida contra
tejido injertado (incluyendo 6rgano y célula (por ejemplo, médula ésea)), caracterizada por una pérdida de funcion de
los tejidos injertados y circundantes, dolor, hinchamiento, leucocitosis y trombocitopenia.

“Trombosis” y “trastorno relacionado con la trombosis” se refieren a la formacién anémala de trombos que provocan
la obstruccion de vasos sanguineos y estados asociados con tal obstruccion. Los vasos sanguineos trabajan con
tensiones de cizallamiento significativas que son una funciéon de la velocidad de cizallamiento del flujo sanguineo.
Con frecuencia, existe un dafio de pequefios vasos sanguineos y capilares. Cuando se dafian estos vasos, se
desencadena la hemostasia para detener la hemorragia. En circunstancias tipicas, se trata una lesion de este tipo a
través de una secuencia de acontecimientos denominados cominmente como la “formacion de trombos”. La
formacion de trombos depende de la adhesién, activacién y agregacién de las plaquetas y la cascada de
coagulacion que culmina en la conversién de fibrinégeno soluble en coagulo de fibrina insoluble. La formacion de
trombos en el sitio de la herida impide la extravasacién de componentes sanguineos. Posteriormente, se produce la
cicatrizacion de la herida y la disolucién del coagulo y se restauran la integridad del vaso sanguineo vy el flujo.

El término “HDL” se refiere a las lipoproteinas de alta densidad.
El término “LDL", tal como se usa en el presente documento, significa las lipoproteinas de baja densidad.
El término “VLDL" se refiere a las lipoproteinas de muy baja densidad.

El término “tratamiento” o “tratar” incluye la administracion, a un sujeto que lo necesita, de una cantidad de un
compuesto de la invencién que inhibira, disminuird o revertird el desarrollo de aterosclerosis. En otro aspecto,
tratamiento tal como se usa en el presente documento significa la administracion, a un sujeto que lo necesita, de una
cantidad de un compuesto de la invencién, que aumentara los niveles de HDL-colesterol. “Inhibir”, en relacion con
inhibir la aterosclerosis, se pretende que signifique prevenir, retardar, estabilizar o revertir la formacion o el
crecimiento de placas ateromatosas. Tratamiento también engloba la administracién del compuesto o la composicion
farmacéutica a sujetos a los que no se les ha diagnosticado que tengan necesidad de la misma, es decir, la
administracion profilactica al sujeto, tal como la prevencién de acumulacion de colesterol. Generalmente, un médico
colegiado y/o profesional sanitario autorizado diagnostica inicialmente al sujeto, y sugiere, recomienda o prescribe
un régimen para el tratamiento profilactico y/o terapéutico mediante la administracion del/de los compuesto(s) o
composiciones de la invencién.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” es la cantidad del compuesto de la invencidn que lograra el objetivo
de mejora de la gravedad del trastorno y la frecuencia de incidencia. La mejora en la gravedad del trastorno incluye,
por ejemplo, prevencion de la acumulacién de colesterol en las paredes de los vasos aumentando los niveles en
sangre de HDL-colesterol, la reversion de la aterosclerosis, asi como la ralentizacion de la evolucion de la
aterosclerosis.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “sujeto” se pretende que signifique un ser humano u otro
mamifero, que presenta, o corre el riesgo de desarrollar aterosclerosis. Un individuo de este tipo puede tener, o
correr el riesgo de desarrollar, por ejemplo, aterosclerosis asociada con estados tales como trombosis, enfermedad
cardiaca coronaria, alta tension arterial, sindrome de deficiencia de LCAT, enfermedad de Alzheimer, opacidad
corneal, sindrome metabdlico, dislipidemia, infarto de miocardio, ictus, isquemia critica de las extremidades, angina y
similares. Se conocen indicaciones clinicas y de prondstico de estos estados en la técnica.

1. Compuestos de LCAT

La invencién proporciona composiciones farmacéuticas y compuestos para su uso en el tratamiento de
aterosclerosis y para la disminucién o la prevencién de acumulacion de colesterol en un sujeto mediante la
modificacién del polipéptido LCAT. En un aspecto, el LCAT modificado puede obtenerse mediante activacion usando
compuestos de molécula pequefa de la invencién.

Se conocen en la técnica ensayos para determinar la actividad de LCAT, estabilidad en plasma (semivida de la
enzima en el plasma) o los niveles de proteina LCAT en el plasma. Pueden determinarse la actividad de LCAT
absoluta en el suero y la tasa de esterificacion de colesterol enddgeno tal como se describe, por ejemplo, en Albers
J. et al. (1986) Methods in Enzymol. 129: 763-783; Dobiasova M. et al. (1983) Adv. Lipid Res. 20: 107-194. En un
aspecto, puede determinarse la actividad de LCAT midiendo la conversién de colesterol radiomarcado en éster de
colesterol después de la incubacion de LCAT y sustratos de LCAT radiomarcados que contienen Apo A-l. Puede
medirse la tasa de esterificacion de colesterol (nmol de EC /ml por hora) determinando la tasa de conversion de
colesterol marcado en éster de colesterilo después de la incubacion de plasma que se somete a radiomarcado con
una cantidad traza de colesterol radiactivo mediante equilibracion con una mezcla de [14C]-colesterol-alb0mina a
4°C. La tasa de esterificacion de colesterol endogeno (tal como se determina con el ensayo de la actividad de LCAT
en plasma) se refleja no solo en la masa de LCAT sino también en la naturaleza y la cantidad de cofactor y sustrato
de LCAT presente en el suero, y por tanto proporciona una mejor medida de la actividad de LCAT terapéutica.

También se conocen en la técnica ensayos para medir la estabilidad de LCAT (semivida) en la sangre y la
concentracion de proteina LCAT en el plasma. Después de la administracion, pueden determinarse los niveles de
proteina LCAT recombinante en el plasma usando ELISA descrito por JR Crowther (ELISA theory and practice,
methods in molecular Biology Volumen 42). Los reactivos para medir la estabilidad de LCAT y la concentracion de la
proteina incluyen anticuerpos anti-LCAT, que estan disponibles comercialmente de varios proveedores. Se facilitan a
continuacion ejemplos de uso de este ensayo para determinar la actividad y/o la estabilidad de LCAT modificado

Compuestos de la invencion

Generalmente, la referencia a un determinado elemento tal como hidrogeno o H pretende que incluya todos los
is6topos de ese elemento. Por ejemplo, si se define que un grupo R incluye hidrégeno o H, también incluye deuterio
y tritio. Los compuestos que comprenden radioisétopos tales como tritio, **C, *?P y **S estan por tanto dentro del
alcance de la invencion. Los procedimientos para insertar marcadores de este tipo en los compuestos de la
invencién resultaran inmediatamente evidentes a los expertos en la técnica basandose en la descripcion en el
presente documento.

En general, “sustituido” tal como se usa en el presente documento se refiere a un grupo, tal como los definidos a
continuacion, en los que se sustituyen uno o0 mas enlaces a un atomo de hidrégeno contenido en el mismo por un
enlace a atomos distintos de hidrogeno o distintos de carbono tales como, pero sin limitarse a, un atomo de
halégeno tal como F, CI, Bry I; un atomo de oxigeno en grupos tales como grupos hidroxilo, un atomo de nitrégeno
en grupos tales como aminas, amidas, alquilaminas, dialquilaminas, arilaminas, alquilarilaminas, diarilaminas, N-
oxidos.

Los sustituyentes, incluyendo grupos alquilo y de anillo, pueden ser o bien monovalentes o polivalentes dependiendo
del contexto de su utilizacion. Por ejemplo, si la descripcion contenia el grupo R*-R*-R® y R? se definié como alquilo
Ci6, entonces el alquilo R® se consideraria polivalente porque debe estar unido a al menos R' y R®.
Alternativamente, si R* se definié como alquilo C1.6, entonces el alquilo R! se consideraria monovalente (a excepcion
de cualquier lenguaje de sustitucién adicional).

En general, “no sustituido” tal como se usa en el presente documento con referencia a un grupo, significa que el
grupo no tiene uno o mas enlaces a un atomo de hidrégeno o carbono contenido en el mismo sustituido por un
enlace a un atomo distinto de hidrogeno o distinto de carbono, tal como se describié anteriormente.

En general, “alquilo” tal como se usa en el presente documento o bien solo o bien dentro de otros términos tales
como “haloalquilo”, “alquilamino” y “cicloalquilo”, se refiere a radicales lineales, ramificados o ciclicos que tienen de
uno a aproximadamente doce atomos de carbono. “Cicloalquilo” también se usa de manera exclusiva en el presente
documento para hacer referencia especificamente a radicales alquilo ciclicos total o parcialmente saturados. Los
ejemplos de radicales “alquilo” incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo,
pentilo, isoamilo, hexilo, ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo y similares.
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En general, “alquilo Ca.,” tal como se usa en el presente documento se refiere a un grupo alquilo que comprende
desde a hasta b atomos de carbono en una relacion ramificada, ciclica o lineal o cualquier combinacién de las tres.
Los grupos alquilo descritos en esta seccidn también contienen dobles y triples enlaces. Los ejemplos de alquilo C;.s

A f\)L g E\D

En general, “halégeno” y “halo” tal como se usan en el presente documento, se refieren a atomos de halégeno
seleccionados de F, Cl, Bry I.

En general, “haloalquilo”, tal como se usa en el presente documento se refiere a radicales en los que uno cualquiera
0 mas de los atomos de carbono de alquilo estd sustituido con halo tal como se definié anteriormente. Estan
abarcados especificamente los radicales monohaloalquilo, dihaloalquilo y polihaloalquilo incluyendo perhaloalquilo.
Un radical monohaloalquilo, por ejemplo, puede tener o bien un atomo de yodo, bromo, cloro o flior dentro del
radical. Los radicales dihalo y polihaloalquilo pueden tener dos o méas de los mismo atomos de halégeno o una
combinacion de diferentes radicales halo. Los ejemplos de radicales haloalquilo incluyen fluorometilo, difluorometilo,
trifluorometilo, clorometilo, diclorometilo, triclorometilo, pentafluoroetilo, heptafluoropropilo, difluoroclorometilo,
diclorofluorometilo, difluoroetilo, difluoropropilo, dicloroetilo y dicloropropilo.

En general, “haloalquilo Ca.” tal como se usa en el presente documento se refiere a un grupo alquilo, tal como se
describié anteriormente, en el que cualquier nimero, pero al menos uno de los &tomos de hidrégeno unidos a la
cadena de alquilo se sustituye por F, Cl, Br o I. Los ejemplos de haloalquilo incluyen, sin limitacion, trifluorometilo,
pentafluoroetilo y similares.

En general, “heteroalquilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un alquilo que tiene uno o mas de
los &tomos de carbono sustituidos por un heterodtomo, seleccionado de nitrégeno, oxigeno y azufre. Por ejemplo, un
heteroalquilo incluiria una cadena de tioéter o éter, o un resto alcéxido, en el que el heteroatomo esta en la region
lineal del resto. La expresion también incluye restos en los que el heteroatomo esta en una regiéon ramificada. Por
ejemplo, la expresioén incluye 2-amino-n-hexano o 5-hidroxi-pentano.

En general, “hidroxialquilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a radicales alquilo lineales o
ramificados que tienen de uno a aproximadamente diez atomos de carbono, pudiendo estar uno cualquiera
sustituido con uno o mas radicales hidroxilo. Los ejemplos de tales radicales incluyen hidroximetilo, hidroxietilo,
hidroxipropilo, hidroxibutilo e hidroxihexilo.

En general, “alcoxilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a radicales que contienen oxi lineales o
ramificados que tienen cada uno partes de alquilo de uno a aproximadamente diez &tomos de carbono. Los ejemplos
de tales radicales incluyen metoxilo, etoxilo, propoxilo, butoxilo y terc-butoxilo. Los radicales alcoxilo pueden estar
sustituidos adicionalmente con uno o més atomos de haldgeno, tales como fluor, cloro o bromo, para proporcionar
radicales “haloalcoxilo”. Los ejemplos de radicales haloalcoxilo inferiores que tienen de uno a tres atomos de
carbono incluyen fluorometoxilo, clorometoxilo, trifluorometoxilo, trifluoroetoxilo, fluoroetoxilo y fluoropropoxilo.

En general, “sulfonilo”, tal como se usa en el presente documento ya sea solo 0 unido a otros términos tales como
alquilsulfonilo, se refiere a radicales divalentes -SO,-.

En general, “arilo”, tal como se usa en el presente documento solo o en combinacion, se refiere a un sistema
aromatico carbociclico que contiene uno, dos o tres anillos en los que tales anillos pueden unirse entre si de manera
condensada. El término “arilo” incluye radicales aromaticos tales como fenilo, naftilo, indenilo, tetrahidronaftilo e
indanilo. El grupo “arilo” puede tener de 1 a 3 sustituyentes tales como alquilo, hidroxilo, halo, haloalquilo, nitro,
ciano, alcoxilo y alquilamino. “Arilo” también incluye el resto en el que el carbociclo aromatico se condensa con un
puente cicloalquilo Cs.6, en el que el puente incluye opcionalmente 1, 2 6 3 heterodtomos seleccionados de N, Oy S.
Por ejemplo, fenilo sustituido con -O-CH,-O- forma el sustituyente de arilo benzodioxolilo.

“Saturado o insaturado” significa un sustituyente que esta completamente saturado, completamente insaturado, o
tiene cualquier grado de insaturacion entremedias. Los ejemplos de carbociclo de anillo de 6 miembros saturado o
insaturado incluirian fenilo, ciclohexilo, ciclohexenilo y ciclohexadienilo.

En general, “sal” se refiere a una forma de sal de un compuesto de base libre de la presente invencion, tal como
apreciaran los expertos habituales en la técnica. Las sales pueden prepararse mediante medios convencionales,
conocidos por los expertos en la técnica. En general, “farmacéuticamente aceptable”, cuando se usa en referencia a
una sal, se refiere a formas de sal de un compuesto dado, que se encuentran dentro de las directrices de seguridad
normativas gubernamentales para la ingestion y/o la administracibn a un sujeto. La expresion “sales
farmacéuticamente aceptables” abarca las sales usadas cominmente para formar sales de metales alcalinos y para
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formar sales de adicion de &cidos libres o bases libres. La naturaleza de la sal no es critica, siempre que sea
farmacéuticamente aceptable. Algunos ejemplos especificos son acetato; trifluoroacetato; hidrohaluros, tales como
clorhidrato y bromhidrato; sulfato; citrato; tartrato; glicolato; y oxalato.

Las sales de adicion de acidos farmacéuticamente aceptables de los compuestos de férmula | pueden prepararse a
partir de un &cido inorganico o a partir de un acido organico. Los ejemplos de tales acidos inorganicos son acido
clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, nitrico, carbonico, sulfirico y fosférico. Los acidos organicos apropiados pueden
seleccionarse de las clases alifatica, cicloalifatica, aromatica, arilalifatica, heterociclica, carboxilica y sulfénica de los
acidos orgéanicos, ejemplos de los cuales son acido formico, acético, adipico, butirico, propiénico, succinico, glicélico,
glucénico, lactico, malico, tartérico, citrico, ascérbico, glucurénico, maleico, fumarico, piravico, aspartico, glutamico,
benzoico, antranilico, mesilico, 4-hidroxibenzoico, fenilacético, mandélico, embdnico (pamoico), metanosulfénico,
etanosulfénico, etanodisulfénico, bencenosulfénico, pantoténico, 2-hidroxietanosulfénico, toluenosulfénico,
sulfanilico, ciclohexilaminosulfénico, canférico, canforsulfénico, diglucénico, ciclopentanopropionico, dodecilsulfénico,
glucoheptanoico, glicerofosfonic, heptanoico, hexanoico, 2-hidroxi-etanosulfénico, nicotinico, 2-naftalenesulfénico,
oxalico, palmoico, pectinico, persulfarico, 2-fenilpropionico, picrico, pivalico, propidnico, succinico, tartérico,
tiocidnico, mesilico, undecanoico, estearico, algénico, B-hidroxibutirico, salicilico, galactarico y galacturénico.

Las sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables de los compuestos de formula | incluyen sales
metalicas, tales como sales preparadas a partir de aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio, sodio y zinc, o sales
preparadas a partir de bases organicas incluyendo aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas
incluyendo aminas ciclicas, tales como cafeina, arginina, dietilamina, N-etilpiperidina, aistidina, glucamina,
isopropilamina, lisina, morfolina, N-etilmorfolina, piperazina, piperidina, trietilamina, trimetilamina.

Pueden encontrarse ejemplos adicionales de sales de adicién de acidos y bases de este tipo en Berge et al., J.
Pharm. Sci., 66, 1 (1977). Todas estas sales pueden prepararse mediante medios convencionales a partir del
compuesto de la invencion correspondiente haciendo reaccionar, por ejemplo, el acido o la base apropiados con el
compuesto de féormula I.

También, los grupos que contienen nitrdgeno basicos de los compuestos de formula | pueden cuaternizarse con
agentes tales como haluros de alquilo inferior incluyendo, cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y
butilo; sulfatos de dialquilo incluyendo los sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo y diamilo, haluros de cadena larga
tales como cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo, haluros de aralquilo como los
bromuros de bencilo y fenetilo, y otros. Pueden obtenerse productos dispersables o solubles en agua o aceite
mediante la cuaternizacion de tales grupos de nitrégeno bésicos en los compuestos de férmula I.

En general, “grupo saliente” tal como se usa en el presente documento, se refiere a grupos facilmente desplazables
por un nucledfilo, tal como un nucledfilo de amina, un tiol o un alcohol. Tales grupos salientes se conocen bien en la
técnica. Los ejemplos de tales grupos salientes incluyen N-hidroxisuccinimida, N-hidroxibenzotriazol, haluros,
triflatos, tosilatos y similares. Se indican grupos salientes a modo de ejemplo en el presente documento cuando
resulta apropiado.

En general, “grupo protector” tal como se usa en el presente documento, se refiere a grupos bien conocidos en la
técnica que se usan para impedir que grupos reactivos seleccionados, tales como carboxilo, amino, hidroxilo,
mercapto y similares, experimenten reacciones no deseadas, tales como nucledfilas, electréfilas, de oxidacién, de
reduccion y similares. Se indican grupos protectores a modo de ejemplo en el presente documento cuando resulta
apropiado. Los ejemplos de grupos protectores de amino incluyen aralquilo, aralquilo sustituido, cicloalquenilalquilo y
cicloalquenilalquilo sustituido, alilo, alilo sustituido, acilo, alcoxicarbonilo, aralcoxicarbonilo, sililo y similares. Los
ejemplos de aralquilo incluyen bencilo, orto-metilbencilo, tritilo y benzhidrilo, que pueden estar opcionalmente
sustituidos con hal6geno, alquilo, alcoxilo, hidroxilo, nitro, acilamino, acilo y similares, y sales, tales como sales de
fosfonio y amonio. Los ejemplos de arilo grupos incluyen fenilo, naftilo, indanilo, antracenilo, 9-(9-fenilfluorenilo),
fenantrenilo, durenilo y similares. Los ejemplos de radicales cicloalquenilalquilo o cicloalquilenilalquilo sustituido, por
ejemplo los que tienen 6-10 atomos de carbono, incluyen, pero no se limitan a, ciclohexenilmetilo y similares. Los
grupos acilo, alcoxicarbonilo y aralcoxicarbonilo adecuados incluyen benciloxicarbonilo, t-butoxicarbonilo, iso-
butoxicarbonilo, benzoilo, benzoilo sustituido, butirilo, acetilo, tri-fluoroacetilo, tri-cloroacetilo, ftaloilo y similares.
Puede usarse una mezcla de grupos protectores para proteger el mismo grupo amino, tal como un grupo amino
primario puede protegerse mediante tanto un grupo aralquilo como un grupo aralcoxicarbonilo. Los grupos
protectores de amino también pueden formar un anillo heterociclico con el nitrdgeno al que estan unidos, por
ejemplo, 1,2-bis(metilen)benceno, ftalimidilo, succinimidilo, maleimidilo y similares y en los que estos grupos
heterociclicos pueden incluir ademas anillos de arilo y cicloalquilo vecinos. Ademas, los grupos heterociclicos
pueden ser mono-, di- o tri-sustituidos, tales como nitroftalimidilo. Los grupos amino también pueden protegerse
frente a reacciones no deseadas, tales como oxidacién, a través de la formacién de una sal de adicién, tal como
clorhidrato, acido toluenosulfénico, &cido trifluoroacético y similares. Muchos de los grupos protectores de amino,
gue incluyen grupos aralquilo por ejemplo, son también adecuados para proteger grupos carboxilo, hidroxilo y
mercapto. Los grupos alquilo son también grupos adecuados para proteger grupos hidroxilo y mercapto, tales como
terc-butilo.
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Los grupos protectores de sililo son grupos que contienen &tomos de silicio que estan opcionalmente sustituidos con
uno o mas grupos alquilo, arilo y aralquilo. Los grupos protectores de sililo adecuados incluyen trimetilsililo,
trietilsililo, tri-isopropilsililo, terc-butildimetilsililo, dimetilfenilsililo, 1,2-bis(dimetilsilil)benceno,1,2-bis(dimetilsilil)etano y
difenilmetilsililo. La sililacion de un grupo amino proporciona grupos mono- o di-sililamino. La sililacion de
compuestos de aminoalcohol puede conducir a un derivado de N,N,O-tri-sililo. La eliminacion de la funcion sililo de
una funcion silil éter se logra facilmente mediante tratamiento con, por ejemplo, un reactivo de fluoruro de amonio o
hidroxido de metal, o bien como una etapa de reaccion diferenciada o bien in situ durante una reaccion con el grupo
alcohol. Son agentes de sililacion adecuados, por ejemplo, cloruro de trimetilsililo, cloruro de terc-butil-dimetilsililo,
cloruro de fenildimetilsililo, cloruro de difenilmetilsililo o sus productos de combinacién con imidazol o DMF. Los
expertos en la técnica conocen bien métodos para la sililacion de aminas y la eliminacién de grupos protectores de
sililo. Los expertos en la técnica de la quimica organica también conocen bien métodos de preparacion de estos
derivados de amina a partir de los correspondientes aminoacidos, amidas de aminoacido o ésteres de aminoacido
incluyendo la quimica de aminoalcoholes o ésteres de aminoacido/aminoécido.

Los grupos protectores se eliminan en condiciones que no afectara a la parte restante de la molécula. Estos
métodos se conocen bien en la técnica e incluyen hidrdlisis acida, hidrogendlisis y similares. Un método implica la
eliminacion de un grupo protector, tal como la eliminacién de un grupo benciloxicarbonilo mediante hidrogendlisis
utilizando paladio sobre carbono en un sistema de disolventes adecuado tal como un alcohol, &cido acético, y
similares o mezclas de los mismos. Puede eliminarse un grupo protector de t-butoxicarbonilo utilizando un acido
inorganico u organico, tal como HCI o acido trifluoroacético, en un sistema de disolventes adecuado, tal como
dioxano o cloruro de metileno. La aminosal resultante puede neutralizarse facilmente para producir la amina libre.
Puede eliminarse un grupo protector de carboxilo, tal como metilo, etilo, bencilo, terc-butilo, 4-metoxifenilmetilo y
similares, con condiciones de hidrdlisis e hidrogendlisis bien conocidas por los expertos en la técnica.

Debe observarse que los compuestos de la invencion pueden contener grupos que pueden existir en formas
tauroméricas, tales como grupos amidina y guanidina ciclicos y aciclicos, grupos heteroarilo sustituidos con
heteroadtomos (Y’ = O, S, NR), y similares, que se ilustran en los siguientes ejemplos:

ji" == AR NHR’

NHR® NR’ RHN/]\NR"

Y Y-H - # \‘\\ R
Y

l/ |/ NHR*  RNZ “NHR'
0 OH
| Mo== | \:N
N N
R R

OH O 0o 0 O OH

y aunque se nombra, describe, presenta y/o reivindica una forma en el presente documento, se pretende que todas
las formas tautoméricas estén incluidas de forma inherente en tal nombre, descripcion, presentacion y/o
reivindicacion.

A. Derivados

En general, “esterecisomero” tal como se usa en el presente documento se refiere a un compuesto que tiene uno o
mas centros asimétricos. Los centros quirales en un compuesto hacen generalmente que un compuesto exista en
muchas conformaciones o estereoisémeros diferentes. El término “esterecisomeros” incluye enantiomeros,
diastereémeros, atropisémeros e isémeros geométricos. Los estereoisdmeros generalmente tienen diferentes
propiedades quimicas y/o actividad bioldgica, tal como apreciaran los expertos en la técnica. Por ejemplo, un
estereoisbmero puede ser mas activo y/o puede presentar efectos beneficiosos en comparacién con otro(s)
estereoisdmero(s) o cuando esta separado del/de los otro(s) estereoisémero(s). Sin embargo, esta bastante dentro
de los conocimientos del experto habitual separar, y/o preparar selectivamente dichos estereoisémeros. Por
consiguiente, los “estereoisomeros” de la presente invencién incluyen necesariamente mezclas de estereoisémeros,
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incluyendo mezclas racémicas, estereoisomeros individuales y formas épticamente activas.

En general, “solvato” cuando se usa con referencia a un compuesto se refiere a un compuesto, que esta asociado
con una o0 mas moléculas de un disolvente, tal como un disolvente organico, disolvente inorganico, disolvente
acuoso 0 mezclas de los mismos. Los compuestos de férmula | también pueden solvatarse, especialmente
hidratarse. La hidratacion puede producirse durante la fabricacion de los compuestos o las composiciones que
comprenden los compuestos, o la hidratacion puede producirse con el tiempo debido a la naturaleza higroscépica de
los compuestos. Los compuestos de la invencidon pueden existir también como solvatos orgéanicos, incluyendo
solvatos de DMF, éter y alcohol entre otros. La identificacion y la preparacién de cualquier solvato particular esta
dentro de los conocimientos del experto habitual de la quimica organica de sintesis o quimica médica.

Compuestos para su uso en la presente invencion son los compuestos de formula |

ﬁkh\\w X—Y,

0 un esteredmero, un tautémero, un solvato, una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en los que X, Y y

L

Z se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -N=, -S-, -CH=y , siempre que al menos dos
de X, Y y Z no sean -S-, y siempre que no mas de uno de X, Yy Z sea -CH=; L es -S-, -S(O)-, 0 -S(0)2-;

R! se selecciona del grupo que consiste en CN, COOR®, SO;R® y halégeno;

R? se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C;-Ci> opcionalmente sustituido, alquenilo C;-Ciz
opcionalmente sustituido, alquinilo C;-Cg opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y heteroarilo
opcionalmente sustituido, y SR® en los que los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en alquilo C1-Ca,
NH,, halo y CN; y en los que R® se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C;-C;, opcionalmente sustituido,
alquenilo C1-Cg opcionalmente sustituido, alquinilo C;-Cg opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y
heteroarilo opcionalmente sustituido, en los que los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en NHa,
halo y CN;

R* es H o alquilo C;-Cg;

R® y R® son cada uno independientemente alquilo C1-Ca.

En un aspecto, X e Y son cada uno -N=.

En otro aspecto, Z es -S-.

En un aspecto adicional, L es -S-.

En un aspecto, R' es CN.

En otro aspecto, R? es SR®. R® puede ser alquilo C1-Cs, por ejemplo, metilo.
En un aspecto, la invencion contempla el uso de los siguientes compuestos:
3-(5-(Metiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-(Etiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-(Aliltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-(Propiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-(Butiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-(Isobutiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-(Pentiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;

3-(5-(Dodeciltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
9
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3-(5-(Benciltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-Mercapto-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-(Isopropiltio)-4-metil-4H-1,2,4-triazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-(Metiltio)-1,2,4-tiadiazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-Metil-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(5-Butil-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(4-Metil-4H-1,2,4-triazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
3-(1-Metil-1H-imidazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo;
2-Cloro-3-(5-(metiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazina

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.
Preparacion de los compuestos

Los compuestos de la presente invenciéon pueden prepararse usando métodos sintéticos convencionales. A modo de
ejemplo, el esquema 1 ilustra métodos para la preparacion de compuestos de formula estructural (111). Un experto en
la técnica entendera que pueden usarse métodos similares para la sintesis de compuestos en las otras clases
estructurales.

Tal como se muestra en el esquema 1, los compuestos de la presente invencion pueden prepararse partiendo del 2-
cloropirazincarbonitrilo (I) disponibles comercialmente. El tratamiento de | con un tiol, tal como Il en presencia de
base tal como NaH, K,CO3; 0 CsCO3 en un disolvente adecuado tal como THF, DMF o DMSO proporciona el aducto
(IN). La oxidacion del grupo tio en Il con, por ejemplo, H,O,, Oxone o MnO; proporcionara el derivado de sulfona o
sulféxido. Alternativamente, pueden emplearse otros agentes oxidantes tal como se describe en March, J; Advanced
Organic Chemistry, 52 ed., John Wiley & Sons, Nueva York, pags. 1541 (2001).

Esquema 1

Otros compuestos de la presente invencion pueden prepararse partiendo de la 2,3-dicloropirazina IV tal como se
muestra en el esquema 2. El tratamiento de IV con un tiol, tal como Il en presencia de base tal como NaH, K,CO3; o
CsCOj3 en un disolvente adecuado tal como THF, DMF o DMSO proporciona el aducto V. El compuesto V también
puede convertirse en compuestos de formula Il mediante tratamiento con, por ejemplo, cianuro de potasio o cianuro
de zinc en presencia de un catalizador de paladio en un disolvente adecuado tal como THF o DMF (véase por
ejemplo Y. Akita et al, Synthesis, 974, (1981)).

Esquema 2

x=Y
Ny -Cl HS"J\Z'}\"R I N\ Cl _
EN'ICI NaH ENI .«E;\"R
v

8
v

KCN

N CN
Pd[(PPh [ :[ _,EJ*,L
I( 3}3]4 N 5] z R
m

La preparacion de los compuestos de la invencion se describe en méas detalle en los ejemplos a continuacion.
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11 Composiciones farmacéuticas gue comprenden compuestos de la invencién y usos médicos

Aunque puede ser posible administrar los compuestos de la invencion solos, en los usos médicos descritos, el
compuesto administrado estd presente generalmente como principio activo en una formulacion de dosificacién
unitaria deseada, tal como una composicion farmacéuticamente aceptable que contiene portadores
farmacéuticamente aceptables convencionales. Por tanto, en otro aspecto de la invencion, se proporciona una
composicién farmacéutica que comprende un compuesto de esta invencidon en combinacién con un portador
farmacéuticamente aceptable. Los portadores farmacéuticamente aceptables generalmente incluyen diluyentes,
excipientes, adyuvantes y similares tal como se describen en el presente documento.

Una composicion farmacéutica de la invencion puede comprender una cantidad eficaz de un compuesto de la
invencién o una cantidad de dosificacién eficaz de un compuesto de la invencion. Una cantidad de dosificacion
eficaz de un compuesto de la invencién incluye una cantidad menor que, igual a 0 mayor que una cantidad eficaz del
compuesto. Por ejemplo, una composicién farmacéutica en la que se requieren dos o mas dosificaciones unitarias,
tales como en comprimidos, cépsulas y similares, para administrar una cantidad eficaz del compuesto, o
alternativamente, una composicion farmacéutica de dosis mdltiples, tal como polvos, liquidos y similares, en la que
puede administrarse una cantidad eficaz del compuesto mediante la administracién de una parte de la composicion.
“Dosificacion unitaria” se define como una cantidad diferenciada de una composicién terapéutica dispersa en un
portador adecuado. Los expertos habituales en la técnica optimizaran facilmente las dosificaciones eficaces y los
regimenes de administracién adecuados tal como se determina mediante una buena préactica médica y el estado
clinico del paciente individual.

Las composiciones farmacéuticas generalmente pueden prepararse mediante mezclado de uno o0 mas compuestos
de férmula | incluyendo estereoisémeros o tautdmeros, solvatos, sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos, con portadores, excipientes, aglutinantes, adyuvantes, diluyentes farmacéuticamente aceptables y
similares, para formar una formulacion administrable deseada para tratar o mejorar aterosclerosis.

Las composiciones farmacéuticas generalmente pueden prepararse mediante el mezclado de uno o mas
compuestos de LCAT con uno o méas portadores, excipientes, aglutinantes, adyuvantes, diluyentes, conservantes,
solubilizadores, emulsionantes farmacéuticamente aceptables, y similares, para formar una formulacién
administrable deseada para tratar o mejorar una variedad de enfermedades. Las composiciones de este tipo
incluyen diluyentes de diverso contenido de tampén (por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y fuerza idnica;
aditivos tales como detergentes y agentes de solubilizacion (por ejemplo, Tween 80, polisorbato 80), antioxidantes
(por ejemplo, &cido ascorbico, metabisulfito de sodio), conservantes (por ejemplo, Thimersol, alcohol bencilico) y
sustancias de carga (por ejemplo, lactosa, manitol); incorporacién del material en preparaciones particuladas de
compuestos poliméricos tales como poli(acido lactico), poli(acido glicélico), etc. o en liposomas. También puede
usarse acido hialurénico, y esto puede tener el efecto de promover la duracién sostenida en la circulacién. Las
composiciones de este tipo pueden influir en el estado fisico, la estabilidad, tasa de liberacion in vivo y la tasa de
aclaramiento in vivo de las proteinas y derivados presentes. Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 182 Ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, PA 18042) paginas 1435-1712. Las composiciones pueden
prepararse en forma liquida, o pueden ser en polvo seco, tal como en forma liofilizada. También se contemplan
formulaciones de liberacién sostenida implantables, como son las formulaciones transdérmicas.

Las composiciones farmacéuticas pueden someterse a operaciones farmacéuticas convencionales tales como
esterilizacion y/o pueden contener adyuvantes convencionales, tales como conservantes, estabilizadores, agentes
humectantes, emulsionantes, tampones, etc. Los compuestos farmacéuticamente activos de esta invencién pueden
procesarse segun métodos convencionales de la farmacia para producir agentes farmacéuticos para la
administracion a los pacientes, incluyendo seres humanos y otros mamiferos.

Las composiciones farmacéuticas pueden fabricarse mediante métodos bien conocidos en la técnica tales como
procesos convencionales de granulacion, mezclado, disolucién, encapsulacion, liofilizacion, emulsionamiento o
levigacion, entre otros. Las composiciones pueden estar en forma de, por ejemplo, granulos, polvos, comprimidos,
capsulas, jarabe, supositorios, inyecciones, emulsiones, elixires, suspensiones o disoluciones. Las presentes
composiciones pueden formularse para diversas vias de administracion, por ejemplo, mediante administracién oral,
mediante administracion transmucosa (incluyendo administracion pulmonar y nasal), administracion parenteral
(incluyendo administracion subcutanea), administracion transdérmica (tépica) o mediante administracion rectal, asi
como inyeccion intratecal, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, intraocular o intraventricular. El
compuesto o compuestos de la presente invencion también puede(n) administrarse de un modo local mas que
sistémico, tal como inyeccion como formulacién de liberacion sostenida.

Ademas de las formas de dosificacion representativas descritas en el presente documento, generalmente son
conocidos excipientes y portadores farmacéuticamente aceptables por los expertos en la técnica y por tanto estan
incluidos en la presente invencién. Se describen tales excipientes y portadores de este tipo, por ejemplo, en
“Remingtons Pharmaceutical Sciences” Mack Pub. Co., Nueva Jersey (2000); y “Pharmaceutics The Science of
Dosage Form Design, 22 Ed. (Aulton, ed.) Churchill Livingstone (2002).

A. Administracion oral
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Para la administracién oral, bucal y sublingual, los polvos, las suspensiones, los granulos, los comprimidos, las
pildoras, las capsulas, las capsulas de gel, los trociscos o las pastillas para chupar, los sellos, los microgranulos y
los comprimidos oblongos son aceptables como formas de dosificacion sélidas (y de dosificacion unitaria) y se
describen generalmente en el Capitulo 89 de Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990), 18* Ed., Mack
Publishing Co. Easton PA 18042. Las formas de dosificacion solidas también incluyen encapsulacion liposomal o
proteinoide (por ejemplo, las microesferas proteinoides notificadas en la patente estadounidense n.° 4.925.673).
Puede usarse la encapsulacion liposomal y los liposomas pueden derivatizarse con diversos polimeros (por ejemplo,
la patente estadounidense n.° 5.013.556). Se facilita una descripcién de posibles formas de dosificacién sdlidas para
los agentes terapéuticos en el Capitulo 10 de Marshall, K., Modern Pharmaceutics (1979), editado por G. S. Banker
y C. T. Rhodes. En general, la formulacion incluye el compuesto de LCAT, y componentes inertes que permiten la
proteccion frente al entorno del estbmago y la liberacién del material biol6gicamente activo en el intestino.

Para las formas de dosificacion de administracion oral, también es posible usar una sal de un aminoacido alifatico
modificado, tal como N-(8-[2-hidroxibenzoillamino)caprilato de sodio (SNAC), como portador para potenciar la
absorcion de los compuestos terapéuticos de esta invencion. Se ha demostrado la eficacia clinica de una
formulacion de heparina usando SNAC en un ensayo de fase Il llevado a cabo por Emisphere Technologies. Véase
la patente estadounidense n.° 5.792.451, “Oral drug delivery composition and methods”.

Los compuestos de esta invencion pueden incluirse en la formulacion como materiales multiparticulados finos en
forma de granulos o microgranulos de un tamafio de particula de aproximadamente 1 mm. La formulacién del
material para la administracién en capsulas también podria ser como un polvo, tapones ligeramente comprimidos o
incluso como comprimidos. El agente terapéutico podria prepararse mediante compresion.

Las composiciones farmacéuticas orales contempladas pueden prepararse, por ejemplo, mezclando uno o mas
compuestos de la presente invencion, o estereoisdmeros, solvatos, profarmacos, sales farmacéuticamente
aceptables o tautdbmeros de los mismos, con al menos un aditivo o excipiente tal como un almidén u otro aditivo y
prepararse como comprimidos, encapsularse o prepararse en otras formas deseables para la administracion
convencional. Aditivos o excipientes adecuados son sacarosa, lactosa, azUcar de celulosa, manitol, maltitol,
dextrano, sorbitol, almidén, agar, alginatos, quitinas, quitosanos, pectinas, goma tragacanto, goma arabiga,
gelatinas, colagenos, caseina, albumina, glicéridos o polimeros sintéticos o semisintéticos, metilcelulosa,
hidroxipropilmetil-celulosa y/o polivinilpirrolidona. Opcionalmente, las formas de dosificaciéon oral pueden contener
otros componentes para ayudar a la administracion, tal como un diluyente inactivo, o lubricantes tales como
estearato de magnesio, 0 conservantes tales como parabeno o acido soérbico, o antioxidantes tales como acido
ascorbico, tocoferol o cisteina, un agente disgregante, aglutinantes, espesantes, tampones, edulcorantes, agentes
aromatizantes o agentes perfumantes. Adicionalmente, pueden afiadirse materias colorantes o pigmentos para la
identificacion. Los comprimidos y las pildoras pueden tratarse adicionalmente con materiales de recubrimiento
adecuados conocidos en la técnica.

Las formas de dosificacion liquidas para la administracion oral pueden estar en forma de emulsiones, jarabes,
elixires, suspensiones, suspensiones espesas y disoluciones farmacéuticamente aceptables, que pueden contener
un diluyente inactivo, tal como agua. Las formulaciones farmacéuticas pueden prepararse como suspensiones o
disoluciones liquidas usando un liquido estéril, tal como, pero sin limitarse a, un aceite, agua, un alcohol y
combinaciones de los mismos. Pueden afadirse tensioactivos, agentes de suspension, agentes emulsionantes
farmacéuticamente adecuados y similares para la administraciéon oral o parenteral. Mas especificamente, diversos
aspectos de las composiciones farmacéuticas orales incluyen uno o mas de los siguientes aditivos.

Los agentes colorantes y aromatizantes pueden estar todos incluidos. Por ejemplo, la proteina (o derivado) puede
formularse (tal como mediante encapsulacion en liposomas o microesferas) y luego estar contenido ademas dentro
de un producto comestible, tal como una bebida refrigerada que contiene agentes colorantes y aromatizantes.

Puede diluirse o aumentarse el volumen del compuesto de la invencidon con un material inerte. Estos diluyentes
podrian incluir hidratos de carbono, especialmente manitol, o-lactosa, lactosa anhidra, celulosa, sacarosa, dextranos
modificados y almidon. También pueden usarse determinadas sales inorganicas como cargas incluyendo trifosfato
de calcio, carbonato de mangnesio y cloruro de sodio. Algunos diluyentes disponibles comercialmente son Fast-Flo,
Emdex, STA-Rx 1500, Emcompress y Avicell.

Pueden incluirse disgregantes en la formulaciéon del agente terapéutico en una forma de dosificacion sélida. Los
materiales usados como disgregantes incluyen un almidén incluyendo el disgregante comercial basado en almidén,
Explotab. También pueden usarse todos de glicolato s6dico de almidén, Amberlite, carboximetilcelulosa sédica,
ultraamilopectina, alginato de sodio, gelatina, cdscara de naranja, carboximetilcelulosa acida, esponja natural y
bentonita. Otra forma de los disgregantes son las resinas de intercambio cationico insolubles. Pueden usarse gomas
en polvo como disgregantes y como aglutinantes y éstas pueden incluir gomas en polvo tales como agar, goma
karaya o goma tragacanto. El acido alginico y su sal de sodio también son Utiles como disgregantes.

Pueden usarse aglutinantes para mantener junto el agente terapéutico para formar un comprimido duro e incluyen
materiales procedentes de productos naturales tales como goma arabiga, goma tragacanto, almidén y gelatina.
Otros incluyen metilcelulosa (MC), etilcelulosa (EC) y carboximetilcelulosa (CMC). También podrian usarse tanto
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polivinilpirrolidona (PVP) como hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) en disoluciones alcohdlicas para granular el
agente terapéutico.

Puede incluirse un agente antifriccion en la formulacion del agente terapéutico para impedir la adhesion durante el
proceso de formulaciéon. Pueden usarse lubricantes como una capa entre el agente terapéutico y la pared del
troquel, y éstos pueden incluir acido esteéarico incluyendo sus sales de magnesio y calcio, politetrafluoroetileno
(PTFE), parafina liquida, ceras y aceites vegetales. También pueden usarse lubricantes solubles tales como
laurilsulfato de sodio, laurilsulfato de magnesio, polietilenglicol de diversos pesos moleculares, Carbowax 4000 y
6000.

Podrian afadirse deslizantes que podrian mejorar las propiedades de flujo del farmaco durante la formulacion y
ayudar a la redisposicion durante la compresién. Los deslizantes pueden incluir almidén, talco, silice pirogénica y
silicoaluminato hidratado.

Para ayudar a la disolucion del compuesto de esta invencion en el entorno acuoso, podria afiadirse un tensioactivo
como agente humectante. Los tensioactivos pueden incluir detergentes aniénicos tales como laurilsulfato de sodio,
dioctilsulfosuccinato de sodio y dioctilsulfonato de sodio. Podrian usarse detergentes cationicos y podrian incluir
cloruro de benzalconio o cloruro de bencetonio. La lista de posibles detergentes no iénicos que podrian incluirse en
la formulacién como tensioactivos son lauromacrogol 400, estearato de polioxilo 40, aceite de ricino hidrogenado de
polioxietileno 10, 50 y 60, monoestearato de glicerol, polisorbato 40, 60, 65 y 80, éster de sacarosa de acidos
grasos, metilcelulosa y carboximetilcelulosa. Estos tensioactivos podrian estar presentes en la formulacion de la
proteina o derivado o bien solos o bien como una mezcla en diferentes razones.

También pueden incluirse aditivos en la formulacién para potenciar la captacion del compuesto. Aditivos que tienen
posiblemente esta propiedad son, por ejemplo, los acidos grasos acido oleico, acido linoleico y &cido linolénico.

Puede ser deseable una formulacion de liberacion controlada. EI compuesto de esta invencion podria incorporarse
en una matriz inerte que permita la liberacion mediante mecanismos o bien de difusién o bien de lixiviacion por
ejemplo, gomas. También pueden incorporarse matrices de degeneracion lenta en la formulacion, por ejemplo,
alginatos, polisacaridos. Otra forma de una liberacion controlada de los compuestos de esta invencion es mediante
un método basado en el sistema terapéutico Oros (Alza Corp.), es decir, el farmaco se encierra en una membrana
semipermeable que permite que entre agua y haga salir el farmaco a través de una Unica abertura pequefia debido a
efectos osméticos. Algunos recubrimientos entéricos también tienen un efecto de liberacién retardada.

Pueden usarse otros recubrimientos para la formulacién. Estos incluyen una variedad de azlcares que podrian
aplicarse en una paila de recubrimiento. El agente terapéutico también podria administrarse en un comprimido
recubierto con pelicula y los materiales usados en este caso se dividen en 2 grupos. El primero son los materiales no
entéricos e incluyen metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, metilhidroxi-etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropil-metilcelulosa, carboxi-metilcelulosa sddica, povidona y los polietilenglicoles. El segundo grupo consiste
en los materiales entéricos que son cominmente ésteres del acido ftalico.

Podria usarse una mezcla de materiales para proporcionar el recubrimiento con pelicula 6ptimo. Puede llevarse a
cabo el recubrimiento con pelicula en una recubridora de paila o en un lecho fluidizado o mediante recubrimiento por
compresion.

B. Formas de administracién pulmonar

También se contempla en el presente documento la administracion pulmonar del presente compuesto para su uso.
El compuesto para su uso se suministra a los pulmones de un mamifero mientras se inhala y atraviesa el
revestimiento epitelial del pulmon hasta el torrente sanguineo. (Otros informes de esto incluyen Adjei et al., Pharma.
Res. (1990) 7: 565-9; Adjei et al. (1990), Internatl. J. Pharmaceutics 63: 135-44 (acetato de leuprolide); Braquet et al.
(1989), J, Cardiovasc. Pharmacol. 13 (suppl.5); s.143-146 (endotelina-1); Hubbard et al. (1989), Annals Int. Med. 3:
206-12 (al-antitripsina); Smith et al. (1989), J. Clin. Invest. 84: 1145-6 (al-proteinasa); Oswein et al. (marzo de
1990), “Aerosolization of Proteins”, Proc. Symp. Resp. Drug Delivery I, Keystone, Colorado (hormona de crecimiento
humana recombinante); Debs et al. (1988), J. Immunol. 140: 3482-8 (interferén-y y factor de necrosis tumoral o) y
Platz et al., patente estadounidense n.° 5.284.656 (factor estimulante de colonias de granulocitos).

Estd contemplada para su uso en la practica de esta invencién una amplia gama de dispositivos mecéanicos
disefiados para la administracion pulmonar de productos terapéuticos, incluyendo pero sin limitarse a nebulizadores,
inhaladores de dosis medida e inhaladores de polvo, estando familiarizados los expertos en la técnica con todos
ellos. Algunos ejemplos especificos de dispositivos disponibles comercialmente adecuados para la practica de esta
invencion son el nebulizador Ultravent, fabricado por Mallinckrodt, Inc., St. Louis, Missouri; el nebulizador Acorn II,
fabricado por Marquest Medical Products, Englewood, Colorado; el inhalador de dosis medida Ventolin, fabricado por
Glaxo Inc., Research Triangle Park, North Carolina; y el inhalador de polvo Spinhaler, fabricado por Fisons Corp.,
Bedford, Massachusetts.

Todos los dispositivos de este tipo requieren el uso de formulaciones adecuadas para la dispensacion del
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compuesto de la invencion. Normalmente, cada formulacion es especifica para el tipo de dispositivo empleado y
puede implicar el uso de un material propelente apropiado, ademas de diluyentes, adyuvantes y/o portadores Utiles
en terapia.

El compuesto de la invencién debe prepararse de la manera mas ventajosa en forma particulada con un tamafio de
particula promedio inferior a 10 um (o micras), lo mas preferiblemente de 0,5 a 5 um, para la administracion mas
eficaz a la parte distal del pulmén.

Los portadores farmacéuticamente aceptables para la administracion pulmonar incluyen hidratos de carbono tales
como trehalosa, manitol, xilitol, sacarosa, lactosa y sorbitol. Otros componentes para su uso en las formulaciones
pueden incluir DPPC, DOPE, DSPC y DOPC. Pueden usarse tensioactivos naturales o sintéticos. Puede usarse
PEG (incluso aparte de su uso en la derivatizacion de la proteina o analogo). Pueden usarse dextranos, tales como
ciclodextrano. Pueden usarse sales biliares y otros potenciadores relacionados. Pueden usarse celulosa y derivados
de celulosa. Pueden usarse aminoacidos, tales como su uso en una formulacién de tampon.

También se contempla el uso de liposomas, microcapsulas o microesferas, complejos de inclusién u otros tipos de
portadores.

Las formulaciones adecuadas para su uso con un nebulizador, o bien de chorro o bien ultrasonico, comprenderan
normalmente el compuesto de la invencién disuelto en agua a una concentracion de aproximadamente 0,1 a 25 mg
de proteina bioldgicamente activa por ml de disolucién. La formulacion también puede incluir un tampén y un azdcar
simple (por ejemplo, para la estabilizacion y la regulacion de la presién osmética). La formulacion para nebulizador
también puede contener un tensioactivo, para reducir o prevenir la agregacién inducida por la superficie de la
proteina producida por la atomizacién de la disolucién en la formacion del aerosol.

Las formulaciones para su uso con un dispositivo de inhalador de dosis medida comprenderan generalmente un
polvo finamente dividido que contiene el compuesto inventivo suspendido en un propelente con la ayuda de un
tensioactivo. El propelente puede ser cualquier material convencional empleado para este fin, tal como un
clorofluorocarbono, un hidroclorofluorocarbono, un hidrofluorocarbono o un hidrocarburo, incluyendo
triclorofluorometano, diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol y 1,1,1,2-tetrafluoroetano, o combinaciones de
los mismos. Los tensioactivos adecuados incluyen trioleato de sorbitano y lecitina de soja. El acido oleico también
puede ser util como tensioactivo.

Las formulaciones para la dispensacién desde un dispositivo de inhalador de polvo comprenderan un polvo seco
finamente dividido que contiene el compuesto inventivo y también pueden incluir un agente de carga, tal como
lactosa, sorbitol, sacarosa, manitol, trehalosa o xilitol en cantidades que facilitan la dispersion del polvo desde el
dispositivo, por ejemplo, del 50 al 90% en peso de la formulacion.

C. Administracién nasal

También se contempla la administracion nasal del compuesto inventivo. La administracién nasal permite el paso de
la proteina al torrente sanguineo directamente después de la administracién del producto terapéutico a la nariz, sin
la necesidad de deposicién del producto en el pulmon.

Las formulaciones para la administracion nasal incluyen aquéllas con dextrano o ciclodextrano. También se
contempla la administracion mediante el transporte a través de otras membranas mucosas.

Para la administracion nasal, las formulaciones farmacéuticas pueden ser una pulverizacion o aerosol que contiene
un disolvente apropiado y opcionalmente otros compuestos tales como, pero sin limitarse a, estabilizadores, agentes
antimicrobianos, antioxidantes, modificadores del pH, tensioactivos, modificadores de la biodisponibilidad y
combinaciones de los mismos. Un propelente para una formulacion en aerosol puede incluir aire comprimido,
nitrégeno, dioxido de carbono, o un disolvente de bajo punto de ebullicién basado en hidrocarburo. El compuesto o
compuestos de la presente invencion se suministran de forma conveniente en forma de una presentacion para
pulverizacién en aerosol desde un nebulizador o similar.

D. Administracién parenteral

Las formas de dosificacion inyectables para la administracion parenteral generalmente incluyen suspensiones
acuosas 0 suspensiones en aceite, que pueden prepararse usando un dispersante o agente humectante adecuado y
un agente de suspension. Las formas inyectables pueden estar en fase de disolucién o ser un polvo adecuado para
su reconstitucion como una disolucién. Ambos se preparan con un disolvente o diluyente. Los disolventes o
vehiculos aceptables incluyen agua esterilizada, disolucién de Ringer, o una solucidon salina acuosa isotonica.
Alternativamente, pueden emplearse aceites estériles como disolventes o agentes de suspensién. Normalmente, el
aceite 0 acido graso no es volatil, incluyendo aceites naturales o sintéticos, acidos grasos, mono-, di- o tri-glicéridos.
Para inyeccion, las formulaciones pueden contener opcionalmente estabilizadores, modificadores del pH,
tensioactivos, modificadores de la biodisponibilidad y combinaciones de los mismos. Los compuestos pueden
formularse para la administracion parenteral mediante inyeccion tal como mediante inyeccion en bolo o infusién
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continua. Una forma de dosificacidn unitaria para inyeccién puede ser en ampollas o en recipientes de multiples
dosis.

E. Administracion rectal

Para la administracion rectal, las formulaciones farmacéuticas pueden estar en forma de un supositorio, una
pomada, un enema, un comprimido o una crema para la liberacién del compuesto en el intestino, angulo sigmoide
y/o recto. Los supositorios rectales se preparan mediante el mezclado de uno o mas compuestos de la presente
invencion, o sales farmacéuticamente aceptables o tautémeros del compuesto, con vehiculos aceptables, por
ejemplo, manteca de coco o polietilenglicol, que esta en fase sélida a temperatura ambiente pero que esta en fase
liquida a las temperaturas adecuadas para la liberacién un farmaco en el interior del cuerpo, tal como en el recto.
Pueden usarse otros diversos agentes y aditivos en la preparacion de los supositorios tal como se conoce bien por
los expertos en la técnica.

F. Formas

Las formulaciones de la invencion pueden disefiarse para que sean de accion rapida, de liberacion rapida, de accion
prolongada y de liberacién sostenida tal como se describe a continuacion. Por tanto, las formulaciones farmacéuticas
también pueden formularse para la liberacion controlada o para la liberacion lenta. Las presentes composiciones
también pueden comprender, por ejemplo, micelas o liposomas, o alguna otra forma encapsulada, o pueden
administrarse en una forma de liberacion prolongada para proporcionar un efecto de almacenamiento y/o de
administracion prolongado. Por tanto, las formulaciones farmacéuticas pueden someterse a compresion para dar
microgranulos o cilindros e implantarse por via intramuscular o por subcutanea como inyecciones de depdsito o
como implantes tales como endoprotesis. Los implantes de este tipo pueden emplear materiales inertes conocidos
tales como siliconas y polimeros biodegradables.

G. Dosificaciones

Pueden ajustarse dosificaciones especificas dependiendo de los estados patolégicos, la edad, el peso corporal, los
estados de salud general, el sexo y la dieta del sujeto, los intervalos de dosis, las vias de administracion, la tasa de
excrecién y las combinaciones de farmacos. Cualquiera de las formas de dosificacion anteriores que contienen
cantidades eficaces estan dentro de los limites de la experimentacion de rutina y por tanto, dentro del alcance de la
presente invencion.

Una dosis terapéuticamente eficaz puede variar dependiendo de la via de administracion y la forma de dosificacion.
Normalmente, el compuesto o compuestos de la presente invencidbn se seleccionan para proporcionar una
formulacion que presenta un alto indice terapéutico. El indice terapéutico es la razén de dosis entre los efectos
toxicos y los terapéuticos que puede expresarse como la razon entre la DLsp y la DEso. La DLsg es la dosis letal para
el 50% de la poblacién y la DEsg es la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion. La DLso y la DEsg se
determinan mediante procedimientos farmacéuticos habituales en cultivos de células animales o animales de
experimentacion.

El régimen de dosificacion para tratar enfermedades mediadas por LCAT con los compuestos de esta invencion y/o
las composiciones de esta invencién se basa en una variedad de factores, incluyendo el tipo de enfermedad, la
edad, el peso, el sexo, el estado médico del paciente, la gravedad del estado, la via de administracion, y el
compuesto particular empleado. Por tanto, el régimen de dosificacion puede variar ampliamente, pero puede
determinarse de manera rutinaria usando métodos habituales. Los niveles de dosificacion del orden de
aproximadamente 0,01 mg a 30 mg por kilogramo de peso corporal al dia, por ejemplo de desde aproximadamente
0,1 mg hasta 10 mg/kg, o de desde aproximadamente 0,25 mg hasta 1 mg/kg son Utiles para todos los métodos de
uso dados a conocer en el presente documento. Generalmente, el régimen diario debe estar en el intervalo de 0,1-
1000 microgramos del compuesto por kilogramo de peso corporal, preferiblemente de 0,1-150 microgramos por
kilogramo.

Para la administracion oral, la composicién farmacéutica puede estar en forma de, por ejemplo, una cépsula, un
comprimido, una suspension o un liquido. La composicién farmacéutica puede prepararse en forma de una unidad
de dosificacion que contiene una cantidad dada del principio activo. Por ejemplo, éstas pueden contener una
cantidad de principio activo de desde aproximadamente 1 hasta 2000 mg, por ejemplo de desde aproximadamente 1
hasta 500 mg, o de desde aproximadamente 5 hasta 150 mg, o de desde 10 hasta 100 mg. Una dosis diaria
adecuada para un ser humano u otro mamifero puede variar ampliamente dependiendo del estado del paciente y de
otros factores, pero, una vez mas, puede determinarse usando métodos de rutina.

El principio activo también puede administrarse mediante una inyeccion como una composicion con portadores
adecuados incluyendo solucién salina, dextrosa o agua. El régimen de dosificacion parenteral diaria sera de desde
aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal total, tal como de desde
aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 10 mg/kg, o de desde aproximadamente 0,25 mg hasta 1 mg/kg.

Las formulaciones adecuadas para la administracion tépica incluyen preparaciones liquidas o semiliquidas

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2376 396 T3

adecuadas para la penetracion a través de la piel (por ejemplo, linimentos, lociones, pomadas, cremas o pastas) y
gotas adecuadas para la administracién al ojo, el oido o la nariz.

Una dosis tépica adecuada de principio activo de un compuesto de la invencién es de 0,1 mg a 150 mg administrada
de una a cuatro, por ejemplo una o dos veces al dia. Para la administracion tépica, el principio activo puede
comprender desde el 0,001% hasta el 10% p/p, por ejemplo, desde el 1% hasta el 2% en peso de la formulacion,
aungue puede comprender hasta el 10% p/p, pero normalmente no mas del 5% p/p. En un aspecto, la concentracion
es de desde el 0,1% hasta el 1% de la formulacion.

H. Regimenes de administracion

La administracién de las composiciones puede ser sistémica o local, y puede comprender una inyeccién en un unico
sitio de una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la invencion. Se contempla cualquier via conocida
por los expertos en la técnica para la administracion de una composicion terapéutica de la invencién incluyendo, por
ejemplo, intravenosa, intramuscular, subcutdnea o un catéter para la administracion a largo plazo. Alternativamente,
se contempla que la composicién terapéutica puede administrarse al paciente en mdltiples sitios. Las
administraciones mltiples pueden realizarse simultdneamente o pueden administrarse a lo largo de un periodo de
varias horas. En determinados casos, puede ser beneficioso para proporcionar un flujo continuo de la composicion
terapéutica. Puede administrarse una terapia adicional de forma periddica, por ejemplo, diaria, semanal o
mensualmente. En determinadas realizaciones, el compuesto de la invencién se proporciona de forma local en el
sitio de reperfusion.

IV. Usos médicos
A. Aterosclerosis

En un aspecto, el compuesto para su uso en el tratamiento de la invencion es terapéutico, y se administran los
compuestos y las composiciones de la invencién a un sujeto que ya padece aterosclerosis. En otro aspecto, los
compuestos para su uso en el tratamiento son profilacticos y se administran los compuestos y las composiciones a
aquellos sujetos que corren el riesgo de desarrollar aterosclerosis. Para determinar si un sujeto corre el riesgo de,
por ejemplo padecer aterosclerosis, puede evaluarse un perfil de lipoproteinas aterogénicas. Por ejemplo, una razén
de colesterol en suero con respecto a las HDL de 5:1 o superior indica un riesgo mayor del promedio de desarrollar
aterosclerosis. Otros factores incluyen un nivel de colesterol en suero de 240 mg/dl o superior, un nivel de HDL de
35 mg/dl o inferior, o un nivel de LDL de 190 mg/dl o superior, un nivel de proteina LCAT en plasma inferior al normal
(<5 ug/ml), y una disminucién de la tasa de esterificacion de colesterol en plasma (<60 nmol/mi/h).

La cantidad del compuesto de la invencion eficaz para disminuir la acumulacion de colesterol depende de varios
factores, incluyendo la especie, el modo de administracion, la salud general del sujeto, el resultado deseado (por
ejemplo, profilaxis o tratamiento terapéutico) y el criterio del médico encargado. Por ejemplo, el profesional puede
decidir qué niveles de riesgo para la enfermedad cardiaca indican el tratamiento profilactico, y qué nivel objetivo del
compuesto de la invencién esta indicado para el tratamiento de una persona que ya padece aterosclerosis.

En seres humanos, la tasa de esterificacién de colesterol normal oscila entre aproximadamente 60 nmol/ml/h y
aproximadamente 130 nmol/ml por hora. El tratamiento eficaz de la aterosclerosis en seres humanos puede implicar
la administracion de las composiciones de la invencion para lograr una tasa de esterificacion de colesterol de
aproximadamente 200 nmol/mi/h.

La invencion proporciona compuestos para su uso para el tratamiento, la prevencion o el manejo de la
aterosclerosis.

V. Terapia de combinacion

La invencién proporciona ademas una terapia de combinacion, en la que los compuestos y/o las composiciones de
la invencién se administran con uno o mas agente(s) adicional(es). En general, los usos terapéuticos, las
composiciones y los compuestos también pueden emplearse en combinacién con otros agentes terapéuticos en el
tratamiento de diversos estados patoldgicos, administrandose los agentes adicionales de manera concurrente o de
manera secuencial con una composicion de la invencion.

A. Citocinas

Las citocinas o los factores hematopoyéticos a modo de ejemplo para tal administracion conjunta incluyen IL-1 alfa,
IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, factor estimulante de colonias-1 (CSF-1), M-CSF, SCF, GM-CSF, factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), EPO, interferén-alfa (IFN-alfa), interferén consenso, IFN-beta, IFN-
gamma, IFN-omega, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-
23, IL-24, 1L-31, IL-32 alfa, IL-33, trombopoyetina (TPO), angiopoyetinas, por ejemplo Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y,
los polipéptidos similares a angiopoyetina humanos ANGPTL1 a 7, vitronectina, factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), angiogenina, activina A, activina B, activina C, proteina morfogenética 6sea-1, proteina
morfogenética 6sea-2, proteina morfogenética 6sea-3, proteina morfogenética 6sea-4, proteina morfogenética 6sea-
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5, proteina morfogenética Osea-6, proteina morfogenética Osea-7, proteina morfogenética 0Osea-8, proteina
morfogenética ésea-9, proteina morfogenética 6sea-10, proteina morfogenética 6sea-11, proteina morfogenética
Osea-12, proteina morfogenética Osea-13, proteina morfogenética ésea-14, proteina morfogenética Osea-15,
receptor de la proteina morfogenética dsea IA, receptor de la proteina morfogenética 6sea 1B, receptor de la proteina
morfogenética 6sea Il, factor neurotréfico derivado del cerebro, cardiotrofina-1, factor neurotrdéfico ciliar, receptor del
factor neurotréfico ciliar, cripto, criptico, factor quimiotactico de neutréfilos inducido por citocinas 1, factor
guimiotactico de neutrdfilos inducido por citocinas 2a, factor quimiotactico de neutréfilos inducido por citocinas 2,
factor de crecimiento de células endoteliales B, endotelina 1, factor de crecimiento epidérmico, Epigen, epiregulina,
atrayente de neutrofilos derivado de células epiteliales, factor de crecimiento de fibroblastos 4, factor de crecimiento
de fibroblastos 5, factor de crecimiento de fibroblastos 6, factor de crecimiento de fibroblastos 7, factor de
crecimiento de fibroblastos 8, factor de crecimiento de fibroblastos 8b, factor de crecimiento de fibroblastos 8c, factor
de crecimiento de fibroblastos 9, factor de crecimiento de fibroblastos 10, factor de crecimiento de fibroblastos 11,
factor de crecimiento de fibroblastos 12, factor de crecimiento de fibroblastos 13, factor de crecimiento de
fibroblastos 16, factor de crecimiento de fibroblastos 17, factor de crecimiento de fibroblastos 19, factor de
crecimiento de fibroblastos 20, factor de crecimiento de fibroblastos 21, factor de crecimiento de fibroblastos acido,
factor de crecimiento de fibroblastos basico, receptor del factor neurotréfico derivado de la linea celular glial al,
receptor del factor neurotréfico derivado de la linea celular glial a2, proteina relacionada con el crecimiento, proteina
relacionada con el crecimiento a, proteina relacionada con el crecimiento B, proteina relacionada con el crecimiento
v, factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina, factor de crecimiento de hepatocitos, receptor del factor de
crecimiento de hepatocitos, factor de crecimiento derivado de hepatoma, factor de crecimiento similar a la insulina I,
receptor del factor de crecimiento similar a la insulina, factor de crecimiento similar a la insulina Il, proteina de union
al factor de crecimiento similar a la insulina, factor de crecimiento de queratinocitos, factor inhibidor de la leucemia,
receptor del factor inhibidor de la leucemia «, factor de crecimiento nervioso, receptor del factor de crecimiento
nervioso, neuropoyetina, neurotrofina-3, neurotrofina-4, oncostatina M (OSM), factor de crecimiento placentario,
factor de crecimiento placentario 2, factor de crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, cadena A del factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento
derivado de plaquetas AA, factor de crecimiento derivado de plaquetas AB, cadena B del factor de crecimiento
derivado de plaguetas, factor de crecimiento derivado de plaquetas BB, receptor del factor de crecimiento derivado
de plaquetas o, receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas B, factor estimulante del crecimiento de
células pre-B, factor de células madre (SCF), receptor del factor de células madre, TNF, incluyendo TNFO, TNF1,
TNF2, factor de crecimiento transformante o, factor de crecimiento transformante B, factor de crecimiento
transformante B1, factor de crecimiento transformante B1.2, factor de crecimiento transformante B2, factor de
crecimiento transformante 33, factor de crecimiento transformante @5, factor de crecimiento transformante latente 1,
proteina | de unién al factor de crecimiento transformante B, proteina Il de unién al factor de crecimiento
transformante B, proteina Ill de unién al factor de crecimiento transformante B, linfopoyetina estromal timica (TSLP),
receptor de tipo | del factor de necrosis tumoral, receptor de tipo Il del factor de necrosis tumoral, receptor del
activador del plasminégeno de tipo urocinasa, factor de crecimiento endotelial vascular, y proteinas quiméricas y
fragmentos biol6gica o inmunoldgicamente activos de las mismas.

B. Farmacos para la aterosclerosis

Agentes activos adicionales pueden actuar de maneras complementarias o sinérgicas con el compuesto de la
invencion cuando se usa para tratar y prevenir la aterosclerosis.

En un aspecto, pueden usarse los compuestos de la invencién con estatinas. Las estatinas son farmacos que
inhiben de manera competitiva la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa “HMG-CoA reductasa”, que es la
enzima que cataliza una etapa temprana, limitante de la velocidad en la biosintesis de colesterol. Hebert et al., JAMA
1997, 278: 313-21. Esta combinacion, ademas de elevar los niveles de HDL y disminuir los niveles de LDL también
puede disminuir los niveles de triglicéridos y reducir la inflamacion. Se cree que la combinacién puede tener efectos
terapéuticos adicionales, por ejemplo, la combinaciéon puede disminuir la tensién arterial; proteger frente a la
enfermedad cardiaca, por ejemplo, mediante la reduccién de la proliferacién de musculo liso, reducir los ataques al
corazon, reducir la agregacion de las plaquetas, y reducir los ictus asi como la enfermedad arterial periférica
(obstruccion de las arterias que van hasta las piernas).

Los ejemplos de estatinas de la invencion incluyen mevastatina, pitavastatina, rosuvastatina, pentostatina (Nipent®),
nistatina, lovastatina (Mevacor®), simvastatina (Zocor®), pravastatina (Pravachol®), fluvastatina (Lescol®),
atorvastatina (Lipitor®), cerivastatina (Baycol®) o combinaciones de las mismas. También se dan a conocer
estatinas adecuadas para su uso en las composiciones y usos médicos de la invencidon en las patentes
estadounidenses n.”® 4.681.893; 5.273.995; 5.356.896; 5.354.772; 5.686.104; 5.969.156; y 6.126.971. Como algunas
estatinas pueden existir en una forma inactiva, tal como una lactona (por ejemplo, simvastatina), la invencién
engloba el uso de la forma activa (por ejemplo, forma de b-hidroxiacido) de las mismas. Véase Physicians Desk
Reference, 542 Ed. (2000) pags. 1917-1920.

Los fibratos o los derivados del acido fibrico se consideran agentes de modulacion de lipidos de amplio espectro
porque aunque su accién principal es para disminuir los niveles de triglicéridos en suero, también tienden a reducir el

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2376 396 T3

nivel de LDL-colesterol y elevar el nivel de HDL-colesterol. Se cree que el uso combinado de los compuestos de la
invencién y un fibrato puede reducir el riesgo de acontecimientos de enfermedad cardiaca coronaria en aquellas
personas con bajo nivel de HDL-colesterol o con niveles elevados de triglicéridos al acelerar la degradacion quimica
(es decir, el catabolismo) de las lipoproteinas ricas en triglicéridos que circulan en el organismo.

Los fibratos incluyen bezafibrato, ciprofibrato, fenofibrato, gemfibrozilo, clofibrato o combinaciones de los mismos. Se
dan a conocer fibratos adecuados para su inclusion en las composiciones o la administracién en los usos médicos
de la invencion en las patentes estadounidenses n.°° 4.895.762; 6.074.670 y 6.277.405.

Las biguanidas para su uso en las composiciones y usos médicos de la invencidn incluyen metformina, fenformina,
buformina o combinaciones de las mismas. También se dan a conocer biguanidas adecuadas para su uso en las
composiciones o los usos de la invencion en la patente estadounidense n.° 6.303.146. El uso combinado de los
compuestos de la invencién y una biguanida puede mejorar el control glucémico al potenciar la sensibilidad a la
insulina en el higado y en el misculo. La combinacién puede reducir o evitar los factores de riesgo cardiovascular
tales como dislipidemia, niveles elevados del inhibidor del activador del plasmindégeno 1, otras anomalias
fibrinoliticas, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, y es un agente terapéutico eficaz y seguro para el tratamiento
de la diabetes tipo 2.

En otro aspecto, los compuestos de la invencion pueden usarse en combinacidon con glitazonas, que pueden
aumentar la captacion de glucosa en el masculo y una produccién reducida de glucosa endégena. Las glitazonas
incluyen 5-((4-(2-(metil-2-piridinilamino)etoxi)-fenil)metil)-2,4-tiazolidinadiona, troglitazona, pioglitazona, ciglitazona,
WAY-120,744, englitazona, AD 5075, darglitazona, rosiglitazona, combinaciones de los mismos, o un solvato,
clatrato, polimorfo, profarmaco o sal farmacéuticamente aceptable, o0 metabolito farmacolégicamente activo de los
mismos. Se dan a conocer glitazonas adecuadas para su uso en las composiciones o los usos de la invencion en las
patentes estadounidenses n.°® 4.687.777; 5.002.953; 5.741.803; 5.965.584; 6.150.383; 6.150.384; 6.166.042;
6.166.043; 6.172.090; 6.211.205; 6.271.243; 6.288.095; 6.303.640 y 6.329.404.

Las composiciones que comprenden compuestos de la invencion y una sulfonilurea o un derivado de la misma
pueden aumentar la liberacién de insulina desde el pancreas y pueden ademas los niveles de insulina mediante la
reduccion del aclaramiento hepético de la hormona. Los farmacos basados en sulfonilurea para su uso en las
composiciones y los usos médicos de la invencién incluyen glisoxepida, gliburida, acetohexamida, clorpropamida,
glibomurida, tolbutamida, tolazamida, glipizida, gliclazida, gliquidona, glihexamida, fenbutamida, tolciclamida,
combinaciones de las mismas o un solvato, clatrato o sal farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones de combinaciéon también pueden incluir agentes que inhiben CETP. Son agentes de este tipo,
por ejemplo, Torcetrapib y 2-metilpropanotioato de S-(2[([1-(2-etilbutil)ciclohexillcarbonil)amino]fenilo).

Los agentes activos adicionales también incluyen farmacos cardiovasculares. Los farmacos cardiovasculares para
su uso en combinacion con los compuestos de la invencion para prevenir o tratar enfermedades cardiovasculares
incluyen farmacos antiadrenérgicos periféricos, farmacos antihipertensivos de accién central (por ejemplo, metildopa,
metildopa HCI), vasodilatadores antihipertensivos directos (por ejemplo, diazéxido, hidralazina HCI), farmacos que
afectan al sistema renina-angiotensina, vasodilatadores periféricos, fentolamina, farmacos antianginosos, glucésidos
cardiacos, inodilatadores (por ejemplo, amrinona, milrinona, enoximona, fenoximona, imazodan, sulmazol), farmacos
antiarritmicos, bloqueadores de la entrada de calcio, ranitina, bosentano y Rezulin.

Dependiendo del trastorno para el que se buscar el tratamiento, los compuestos y las composiciones de la invencion
se usan en la terapia de combinacién con otros agentes terapéuticos que logran un efecto bioldgico especifico.

1. Farmacos para disminuir el colesterol

Diversas medicaciones pueden disminuir los niveles de colesterol en sangre. Pueden prescribirse de manera
individual o en combinacién con otros farmacos. Algunos de los tipos comunes de farmacos que disminuyen el
colesterol incluyen estatinas, resinas y acido nicotinico (niacina), gemfibrozilo y clofibrato. Por tanto, se contempla la
terapia de combinacion utilizando, por ejemplo, clofibrato (Atromid-S, que eleva los niveles de HDL-colesterol y
disminuye los niveles de triglicéridos), gemfibrozilo (Lopid, que eleva los niveles de HDL-colesterol), &cido nicotinico
(que actda en el higado afectando a la produccion de grasas en sangre y se usa para disminuir los niveles de
triglicéridos y LDL-colesterol, y elevan el HDL colesterol (“bueno™)), resinas (que también se denominan farmacos de
unién a acidos biliares y actdan en el intestino mediante el fomento del aumento del desecho del colesteral),
incluyendo colestiramina (Questran, Prevalite, Lo-Cholest), colestipol (Colestid) y colesevelam (WelChol), y estatinas
incluyendo atorvastatina (Lipitor), fluvastatina (Lescol), lovastatina (Mevacor), pravastatina (Pravachol), rosuvastatina
célcica (Crestor) y simvastatina (Zocor).

Los farmacos de primera eleccion para los niveles elevados de LDL-colesterol son los inhibidores de la HMG CoA
reductasa, por ejemplo, atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina y simvastatina. Los
farmacos de estatina son eficaces para disminuir los niveles de LDL-colesterol, tienen poco efectos secundarios a
corto plazo inmediatos, son faciles de administrar, tiene una alta aceptacién por parte del paciente y tienen pocas
interacciones entre farmacos.
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Otra clase de farmacos para disminuir el nivel de LDL son los secuestrantes de &cidos biliares, colesevelam,
colestiramina y colestipol, y el acido nicotinico (niacina), que han mostrado que reducen el riesgo de enfermedad
cardiaca coronaria en ensayos clinicos controlados. Ambas clases de farmacos parecen estar libres de efectos
secundarios graves. Pero ambas pueden tener efectos secundarios problematicos y requieren una considerable
formacion de los pacientes para lograr su cumplimiento. Se prefiere el acido nicotinico en pacientes con niveles de
triglicéridos que superan los 250 mg/dl porque los secuestrantes de acidos biliares tienden a elevar los niveles de
triglicéridos.

2. Inhibidores de la ACE

La angiotensina Il hace que los vasos sanguineos se contraigan y de ese modo estrecha los vasos sanguineos. El
estrechamiento de los vasos aumenta la presion dentro de los vasos y puede provocar una alta tension arterial
(hipertension). La angiotensina Il se forma a partir de la angiotensina | en la sangre por la enzima, enzima
convertidora de angiotensina (ACE). Los inhibidores de la ACE disminuyen la produccion de angiotensina Il. Como
resultado, los vasos sanguineos se ensanchan o se dilatan, y se reduce la tension arterial. Los inhibidores de la ACE
gue estan disponibles en los Estados Unidos incluyen captopril (Capoten), benazepril (Lotensin), enalapril (Vasotec),
lisinopril (Prinivil, Zestril) fosinopril (Monopril), ramipril (Altace), perindopril (Aceon), quinapril (Accupril), moexipril
(Univasc) y trandolapril (Mavik).

Se entiende que la aplicacion de las ensefianzas de la presente invencion a un problema o una situacion especificos
se encontrara dentro de las capacidades de un experto habitual en la técnica a la luz de las ensefianzas contenidas
en el presente documento. A continuacion aparecen ejemplos de los productos de la presente invencion y
procedimientos representativos para su aislamiento, uso y fabricacién.

Ejemplo 1

Sintesis de 3-(5-(metiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo

N. Z

Y

SN s A s
1

A una disolucion de 5-(metiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-tiol (821 mg, 5,0 mmol) en DMF y benceno (10 ml, 1/1) se le afadié
NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 220 mg, 5,5 mmol) lentamente a 0°C bajo una atmdsfera de nitrégeno. Se
agito la suspension resultante a 0°C durante 15 minutos y luego se le afiadio a la mezcla 3-cloropirazin-2-carbonitrilo
(698 mg, 5,0 mmol). Se agité la reaccién a 80°C durante 4 h. Luego se enfrid la reaccién hasta temperatura
ambiente y se extingui6é con disolucién saturada de NH4Cl y se extrajo con EtOAc. Se lavaron las fases organicas
combinadas con agua, salmuera y se secaron sobre MgSQ., se filtraron y se concentrd el filtrado. Se purificé el
residuo mediante cromatografia sobre gel de silice proporcionando el compuesto del titulo como un sélido blanco.

'"H-RMN (CDCl3) 6 2,83 (s, 3H), 8,54 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,58 (d, J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 268
(M™+1).

Ejemplo 2
Sintesis de 3-(5-(etiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
N
N. #
gy
2

Se preparé el compuesto del titulo segin el procedimiento descrito en el ejemplo 1 usando 5-(etiltio)-1,3,4-tiadiazol-
2-tiol (592 mg, 3,33 mmol), NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 146 mg, 3,66 mmol) y 3-cloropirazin-2-
carbonitrilo (422 mg, 3,02 mmol) en DMF y benceno (8 ml, 1/1) mediante agitacion a 90°C bajo una atmoésfera de
nitrégeno durante la noche.

'"H-RMN (CDCls) 6 1,56 (t, J = 5,6 Hz, 3H), 3,41 (q, J = 5,6 Hz, 2H), 8,47 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,52 (d, J = 1,8 Hz, 1H).
Espectro de masas (ESI) m/e = (ESI) m/e = 282 (M*+1).

Ejemplo 3

Sintesis de 3-(5-(aliltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
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N2
E I NN
SN s A
3

Se preparé el compuesto del titulo segun el procedimiento descrito en el ejemplo 1 usando 5-(aliltio)-1,3,4-tiadiazol-
2-tiol (460 mg, 2,42 mmol), NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 107 mg, 2,66 mmol) y 3-cloropirazin-2-
carbonitrilo (338 mg, 2,42 mmol) en DMF y benceno (8 ml, 1/1) mediante agitacién a 85°C bajo una atmdsfera de
nitrégeno durante la noche.

'H-RMN (CDCls) 6 4,02 (d, J = 10,4 Hz, 2H), 5,25 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 5,39 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 5,95-6,05 (m, 1H),
8,55 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,59 (d, J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = (ESI) m/e = 294 (M*+1).

Ejemplo 4

Sintesis de 3-(5-(propiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
N AN
G
N S,{S)).\S/\/
4

A una disolucion de 1,3,4-tiadiazol-2,5-ditiol (601 mg, 4,00 mmol) en DMF y benceno (6 ml, 1/1) se le afiadi6 NaH
(dispersién al 60% en aceite mineral, 176 mg, 4,40 mmol) lentamente a 0°C bajo una atmdsfera de nitrégeno. Se
agité la suspension resultante a 0°C durante 15 minutos y luego se le afadié a la mezcla bromopropano (492 mg,
2,00 mmol). Se agit6 la reaccion a T.A. durante 1 h. Se le afiadié a la reaccion NaH (dispersion al 60% en aceite
mineral, 176 mg, 4,40 mmol) lentamente a 0°C y se agité durante 15 minutos después de la adicién. Luego, se le
afadio a la mezcla 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (557 mg, 4,00 mmol) y se agit6 la reaccion a 50°C bajo N, durante la
noche. Luego se enfrié la reacciéon hasta temperatura ambiente y se extinguio con disolucion saturada de NH4Cl y se
extrajo con EtOAc. Se lavaron las fases organicas combinadas con agua, salmuera y se secaron sobre MgSQ,. La
eliminacion del disolvente proporcion6 el producto en bruto que se purific6 mediante cromatografia proporcionando
el compuesto del titulo como un sélido de color blanquecino.

'H-RMN (CDCls) 6 1,08 (t, J = 5,5 Hz, 3H), 1,8-1,9 (m, 2H), 3,37 (q, J = 5,5 Hz, 2H), 8,52 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,58 (d,
J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 296 (M*+1).

Ejemplo 5

Sintesis de 3-(5-(butiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo

Se prepar6 el compuesto del titulo segun el procedimiento descrito en el ejemplo 4 usando 1,3,4-tiadiazol-2,5-ditiol
(300 mg, 2,00 mmol), NaH (dispersién al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol), 1-yodobutano (0,263 ml, 2,30
mmol), NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (280 mg, 2,00
mmol) en DMF y benceno (8 ml, 1/1) mediante agitacién a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno
durante la noche.

'"H-RMN (CDCl3) 8 0,98 (t, J = 7,6 Hz, 3H), 1,44-1,58 (m, 2H), 1,78-1,85 (m, 2H), 3,41 (t, J = 7,6Hz, 2H), 8,53 (d, J =
2,4 Hz, 1H), 8,57 (d, J = 2,4 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 310 (M*+1).

Ejemplo 6

Sintesis de 3-(5-(isobutiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
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Se prepar6 el compuesto del titulo segun el procedimiento descrito en el ejemplo 4 usando 1,3,4-tiadiazol-2,5-ditiol
(300 mg, 2,00 mmol), NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol), 1-bromo-2-metilpropano (0,25
ml, 2,30 mmol), NaH (dispersién al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (280 mg,

5 2,00 mmol) en DMF y benceno (8 ml, 1/1) mediante agitacion a temperatura ambiente bajo una atmoésfera de
nitrégeno durante la noche.

'H-RMN (CDCl3) 6 1,08 (dd, J = 1,2, 6,8 Hz, 6H), 2,05-2,15 (m, 1H), 3,30 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 8,53 (d, J = 2,4 Hz, 1H),
8,57 (d, J = 2,4 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 310 (M*+1).

Ejemplo 7

10 Sintesis de 3-(5-(pentiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
N2
GG
\N S,{S}NS/\_/‘\
7

Se prepar6 el compuesto del titulo segun el ejemplo 4 usando 1,3,4-tiadiazol-2,5-ditiol (300 mg, 2,00 mmol), NaH

(dispersién al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol), 1-yodopentano (0,30 ml, 2,30 mmol), NaH (dispersion al

60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (280 mg, 2,00 mmol) en DMF y benceno (8
15 ml, 1/1) mediante agitacion a temperatura ambiente bajo una atmdésfera de nitrdgeno durante la noche.

'H-RMN (CDCl3) 0,92 (t, J = 7,6 Hz, 3H), 1,21-1,31 (m, 2H), 1,32-1,49 (m, 4H), 1,81-1,89 (m, 2H), 3,38 (t, J = 6,8
Hz, 2H), 8,53 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 8,58 (d, J = 2,4 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 324 (M*+1).

Ejemplo 8

Sintesis de 3-(5-(dodeciltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo

Sy S

20

Se prepar6 el compuesto del titulo segin el ejemplo 1 usando 5-(dodeciltio)-1,3,4-tiadiazol-2-tiol (319 mg, 1,00
mmol), NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 44 mg, 1,10 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (140 mg, 1,00
mmol) en DMF y benceno (6 ml, 1/1) mediante agitacién a temperatura ambiente bajo una atmdésfera de nitrogeno
durante la noche.

25  'H-RMN (CDCl3) § 0,89 (t, J = 5,4, 3H), 1,2-1,4 (m, 18H), 1,4-1,5 (m, 2H), 1,8-1,9 (m, 2H), 3,39 (t, J = 5,4, 2H), 8,54
(d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,58 (d, J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 422(M"+ 1).

Ejemplo 9

Sintesis de 3-(5-(benciltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo

[ J\ )«3'\©

9

30 A una disolucién de 5-(benciltio)-1,3,4-tiadiazol-2-tiol (240 mg, 1,00 mmol) en DMF y benceno (4 ml, 1/1) se le
afiadi6 NaH (dispersién al 60% en aceite mineral, 44 mg, 1,10 mmol) lentamente a 0°C bajo una atmésfera de
nitrégeno. Se agitd la suspensién resultante a 0°C durante 15 minutos y luego se le afiadié a la mezcla 3-
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cloropirazin-2-carbonitrilo (140 mg, 1,00 mmol). Se agitdé la reaccién a temperatura ambiente durante 2 h. Se
extinguid la reaccion con disolucion saturada de NH4Cl y se extrajo con EtOAc. Se lavaron las fases organicas
combinadas con agua, salmuera y se secaron sobre MgSO,. La eliminacién del disolvente proporcioné el producto
en bruto que se purific6 mediante cromatografia proporcionando el compuesto del titulo como un soélido de color
blanquecino.

H-RMN (CDCl3) & 4,63 (s, 2H), 7,20-7,43 (m, 5H), 8,54 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,56 (d, J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de
masas (ESI) m/e = 344 (M*+1).

Ejemplo 10

Sintesis de 3-(5-mercapto-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo

N. #

4@y

SN s AP sH
10

Se prepar6 el compuesto del titulo segun el procedimiento descrito en el ejemplo 1 usando 1,3,4-tiadiazol-2,5-ditiol
(945 mg, 6,05 mmol), NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 264 mg, 6,60 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo
(840 mg, 6,00 mmol) en DMF y benceno (10 ml, 1/1) mediante agitacion a 50°C bajo una atmoésfera de nitrogeno
durante 4 h.
"H-RMN (DMSO) & 8,77 (s, 1H), 8,88 (s, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 254 (M-"+1).

Ejemplo 11

Sintesis de 3-(5-(isopropiltio)-4-metil-4H-1,2,4-triazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo

N A
X -
N s s
1
11

Se prepar6 el compuesto del titulo segun el ejemplo 1 usando 5-(isopropiltio)-4-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (379 mg,
2,00 mmol), NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (280 mg,
2,00 mmol) en DMF y benceno (6 ml, 1/1) mediante agitacién a temperatura ambiente bajo una atmoésfera de
nitrégeno durante 2 h.

'H-RMN (CDCl3) § 1,49 (d, J = 5,4Hz, 6H), 3,57 (s, 3H), 4,01 (m, 1H), 8,43 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,48 (d, J = 1,8 Hz,
1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 293 (M*+1).

Ejemplo 12

Sintesis de 3-(5-(metiltio)-1,2,4-tiadiazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
N A
@y
WA s
12

Se preparé el compuesto del titulo segin el ejemplo 1 usando 5-(metiltio)-1,2,4-tiadiazol-3-tiol (328 mg, 2,00 mmol),
NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (280 mg, 2,00 mmol) en
DMF y benceno (6 ml, 1/1) mediante agitacion a temperatura ambiente bajo una atmaésfera de nitrégeno durante 2 h.

'"H-RMN (CDCl3) 6 2,72 (s, 3H), 8,66 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,82 (d, J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 268
(M™+1).

Ejemplo 13

Sintesis de 3-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
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/N //N

(L

e

N s
13

Se prepar6 el compuesto del titulo segun el ejemplo 1 usando 5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-tiol (264 mg, 2,00 mmol), NaH
(dispersién al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (280 mg, 2,00 mmol) en DMF
y benceno (6 ml, 1/1) mediante agitacion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno durante 6 h.

'"H-RMN (CDCl3) 6 2,86 (s, 3H), 8,52 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,55 (d, J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 236
(M™+1).

Ejemplo 14

Sintesis de 3-(5-butil-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
N AN
I
\N S"J{S)\/_‘/
14

Se prepar6 el compuesto del titulo segun el ejemplo 1 usando 5-butil-1,3,4-tiadiazol-2-tiol (260 mg, 1,49 mmol), NaH
(dispersion al 60% en aceite mineral, 66 mg, 1,65 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (210 mg, 1,50 mmol) en DMF
y benceno (4 ml, 1/1) mediante agitacion a temperatura ambiente bajo una atmdésfera de nitrégeno durante 3 h.

"H-RMN (CDCl3) 6 1,01 (t, J = 7,6 Hz, 3H), 1,42-1,49 (m, 2H), 1,81-1,91 (m, 2H), 3,19 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 8,53 (d, J =
1,8 Hz, 1H), 8,57 (d, J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 278 (M*+1).

Ejemplo 15

Sintesis de 3-(4-metil-4H-1,2,4-triazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo

N

N. #
Uy
N S ri'l
15

Se prepar6 el compuesto del titulo segin el ejemplo 1 usando 4-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (230,5 mg, 2,00 mmol),
NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (280 mg, 2,00 mmol) en
DMF y benceno (6 ml, 1/1) mediante agitacion a temperatura ambiente bajo una atmdésfera de nitrégeno durante 4 h.

"H-RMN (CDCl3) 6 3,75 (s, 3H), 8,43 (d, J = 1,8 Hz, 1 H), 8,48 (d, J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e =
219 (M*+1).

Ejemplo 16

Sintesis de 3-(1-metil-1H-imidazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo

N2
“ N
QNKJ{;B
16 |
Se prepar6 el compuesto del titulo segun el ejemplo 1 usando 1-metil-1H-imidazol-2-tiol (228 mg, 2,00 mmol), NaH
(dispersién al 60% en aceite mineral, 88 mg, 2,20 mmol) y 3-cloropirazin-2-carbonitrilo (280 mg, 2,00 mmol) en DMF

y benceno (6 ml, 1/1) mediante agitacion a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de nitrégeno durante 4 h.

'H-RMN (CDCls) & 3,74 (s, 3H), 7,22 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 7,28 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 8,40 (d, J = 1,8 Hz, 1H) 8,44 (d, J =
1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 218 (M*+1).
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Ejemplo 17

Sintesis de 2-cloro-3-(5-(metiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazina
SELE

Se prepard el compuesto del titulo segun el procedimiento descrito en el ejemplo 1 usando 5-(metiltio)-1,3,4-
tiadiazol-2-tiol (1,64 g, 10,00 mmol), NaH (dispersién al 60% en aceite mineral, 445 mg, 11,00 mmol) y 2,3-
dicloropirazina (1,04 ml, 10,00 mmol) en DMF y benceno (12 ml, 1/1) mediante agitacion a 50°C durante 20 h y luego
a 110°C durante 4 h bajo una atmosfera de nitrégeno.

'"H-RMN (CDCls) 6 2,85 (s, 3H), 8,22 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,35 (d, J = 1,8 Hz, 1H). Espectro de masas (ESI) m/e = 277
(M™+ 1).

Ejemplo 18
Aislamiento de LCAT

Se aislo LCAT de medios de cultivo de células CHO que se transfectaron de manera estable con ADNc de LCAT
humana. Se marcé la secuencia codificante de LCAT con colas FLAG e HIS en el extremo C-terminal. Se realizé la
purificacion de proteina LCAT humana recombinante marcada segun el protocolo convencional usando perlas de Ni-
NTA agarosa. En resumen, se incubaron medios de cultivo de CHO con una columna de Ni-NTA a pH 8,0. Se
lavaron las proteinas no unidas del complejo de resina con imidazol 20 mM. Se eluyd la proteina marcada con His
con imidazol 250 mM y se dializé frente a 1x PBS que contenia EDTA 50 pM.

Ejemplo 19
Ensayos de actividad de LCAT

Se determinaron las actividades de los compuestos de la invencién midiendo el cambio de la tasa de conversién de
colesterol marcado con °H en éster de colesterilo (EC). En el ensayo de la actividad de LCAT en plasma, se
equilibraron muestras de plasma humano con una cantidad traza de colesterol radiomarcado a 4°C y se midio la tasa
de esterificacion de colesterol mediante andlisis de CCF después de la incubacion a 37°C (Dobiasova, citado
anteriormente). La CEsp representa la concentracion de un compuesto que logra el 50% de activacién maxima de la
esterificacion de colesterol mediada por LCAT.

Para medir la actividad del compuesto usando el formato de ensayo de liposomas de apoAl, se aislé6 ADNc de LCAT
humana de longitud completa a partir de una biblioteca de ADNc de higado humano normal (BioChain, Hayward,
CA) con el protocolo convencional y se clond en un vector pCMV-Flag (véase el ejemplo 18). Se expres6 la LCAT
recombinante en células CHO y se recogio la enzima secretada a partir de células transfectadas de manera estable
en medio de cultivo libre de suero. Se confirmd la identidad de la LCAT recombinante con anticuerpos anti-LCAT
humana y anti-Flag. Se determino la actividad de la enzima LCAT recombinante usando sustratos de liposomas de
apoAl preparados mediante el procedimiento de dialisis de colato convencional (Chen et al. (1982) J. Lipid Res. 23:
680-691. La mezcla inicial contenia PC de huevo/’H-colesterol no esterificado/apoAl humana (razén molar de
250:12,5:0,8). Después de la dialisis, se incorporaron los proteoliposomas con proteina LCAT recombinante. Se
determiné la actividad de LCAT midiendo la conversion de colesterol radiomarcado en éster de colesterilo y se
expresé en nmol de EC/ml por hora.

Ejemplo 20
Mediciones de estabilidad de LCAT

Se midi6 la estabilidad de la enzima LCAT usando el protocolo de ELISA convencional. En resumen, se capturaron
moléculas de proteina LCAT de las muestras de plasma sobre la placa de ELISA con un anticuerpo anti-LCAT que
se recubrid previamente en la placa. Después de un lavado cuidadoso para eliminar las moléculas no unidas, se
detectdé la proteina LCAT usando un segundo anticuerpo anti-LCAT. Se detectaron los inmunocomplejos de
anticuerpo-LCAT y se cuantificaron usando el sistema de deteccion de HRP. Se us6 como patrén la proteina LCAT
recombinante purificada y se midi6é en las mismas condiciones experimentales (Kobori et al. (2002) J Lipid Res 43:
325-334).

Ejemplo 21
Evaluacion de los efectos in vivo de los compuestos de lainvencion

Los roedores usados para evaluar los efectos in vivo de los compuestos de la invencién incluyen ratones BALB/c,
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ratones CD1 y hamsteres sirios de tipo natural alimentados con alimento normal. Estos animales se trataron o bien
con vehiculo o bien con compuesto A (3-(5-etiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo) mediante inyeccion i.p.
En los puntos de tiempo (véanse las figuras) después de la administracién del compuesto, se extrajeron muestras de
sangre, se separ6 inmediatamente el plasma y se determinaron los niveles en plasma de lipidos, lipoproteina y la
actividad de LCAT.

Los resultados presentados en la figura 2(A) confirman la actividad y la especificidad de los compuestos de la
invencion sobre la enzima LCAT. Este experimento estudié el efecto del compuesto A en muestras de plasma
deficientes en LCAT obtenidas a partir de ratones mutantes Icat. Ng et al.(1997) J. Biol. Chem. 272:1 5777-81. No se
detectd actividad de LCAT en las muestras de plasma deficientes en LCAT (Icat -/-) en presencia o ausencia del
compuesto A, lo que indica que la interaccion observada del compuesto A con LCAT es sumamente especifica.

Los resultados resumidos en la figura 2(B) ilustran el mecanismo de accién de los compuestos de la invencién sobre
la enzima LCAT. Se generaron dos mutantes de LCAT con pérdida de funcién, H377A y S181A, en los que la triada
catalitica critica de la enzima se destruy6 tal como se describe en Francone et al. (1991) Biochemistry 30: 10074-77;
Peelman et al. (1998) Protein Sci. 7: 587-599; y Peelman et al. (2000) Curr. Opin. Lipidol. 11: 155-160. No se
observo actividad en ninguna enzima no funcional con o sin el compuesto A (figura 2B). Para someter a prueba una
hipétesis de si el mecanismo de activacion de LCAT implicaria la reaccion de la molécula con un grupo tiol libre en la
enzima, se realizaron otras dos mutaciones en el polipéptido LCAT seleccionando como diana los residuos de
cisteina C31 y C184. Ninguna de estas dos mutaciones alteré significativamente la actividad basal de LCAT de las
proteinas recombinantes. Sin embargo, presentaron distintas respuestas al compuesto A. Mientras que el mutante
C184A pudo responder al tratamiento de manera dependiente de la dosis comparable a la de la enzima de tipo
natural, el mutante C31A no pudo activarse por el compuesto A. Esta observacion concuerda con la hipdtesis de que
los compuestos de la invencidn se unen de manera irreversible a LCAT en el residuo de aminoéacido 31 tal como se
midié en los ensayos bioquimicos.

La figura 3 resume datos que muestran que los compuestos de la invencion aumentan la actividad de la enzima
LCAT de manera dependiente de la dosis en ratones BALB/c. En resumen, se trataron ratones BALB/c (machos, 7
semanas de edad) o bien con vehiculo o bien con el compuesto A por via intraperitoneal (i.p.) en las dosis indicadas.
Se alimentaron los animales con dieta de alimento normal. Se solubilizaron los compuestos en vehiculo DEPG (que
contiene el 20% de dimetilacetamida, el 10% de etanol, el 50% de polilenglicol) y se administraron a los animales.
En los puntos de tiempo indicados, se extrajeron muestras de sangre de los animales y se separ6é el plasma
inmediatamente. Se marco una alicuota de muestra de plasma con *H-colesterol para el ensayo de la actividad de
LCAT. Cada punto de datos representa la media de las muestras para dos animales individuales. Se usaron las
muestras restantes para los analisis de lipidos y lipoproteina.

Los resultados presentados en la figura 4 demuestran que el tratamiento con los compuestos de la invencion
aumenta los niveles de HDL-colesterol en ratones CD1. Se trataron ratones CD1 macho de tres meses de edad o
bien con vehiculo (control) o bien con el compuesto A mediante inyeccién i.p. (20 mg/kg, una dosis al dia, 4 dias,
n=8). Se extrajeron muestras de plasma y se determinaron las concentraciones de HDL-colesterol, reactivos y
protocolo de ensayo convencionales usando un analizador clinico (Infinity).

La figura 5 ilustra el transcurso temporal de la activacion de LCAT vy los niveles de HDL en ratones tras una dosis
Unica del compuesto A. se administré a ratones CD1 macho de tres meses de edad el compuesto A (20 mg/kg)
mediante una inyeccién i.p.. En cada punto de tiempo indicado, se sacrific6 un grupo de animales (n=4), se
extrajeron muestras de sangre y se separ6 el plasma para la medicién de la actividad de LCAT (rombos) y HDL
(circulos). Cada punto de datos representa la media de medicion de cuatro animales individuales por grupo de
tratamiento.

Los resultados presentados en la figura 6 demuestran que el tratamiento con el compuesto de la invencidon aumenta
los niveles de HDL y disminuye la lipoproteina que contiene apoB in vivo. Se trataron hamsteres (sirios, macho, de
12 semanas de edad, n=6 por grupo) o bien con vehiculo (control) o bien con el compuesto A mediante
administracion i.p. (20 mg/kg, una dosis al dia, 4 dias). Se recogieron muestras de plasma y se midieron las
concentraciones de colesterol total (CT), panel B, y HDL-colesterol (panel A). Se obtuvieron los contenidos de LpB-
colesterol mediante la resta de HDL del CT (panel C).

La figura 7 proporciona perfiles de elucién que indican que el tratamiento con los compuestos de la invencién
aumenta los niveles de HDL-col, aumenta el tamafio de particula de HDL, y disminuye los niveles de TG en la
fraccién de VLDL in vivo. Se trataron hamsteres (n=6) o bien con vehiculo (control), o bien con el compuesto A
mediante administracién i.p. (20 mg/kg/dia, 4 dias). Se reunieron las muestras de plasma dentro de cada grupo de
tratamiento, y se separaron mediante FPLC usando dos columnas de Superose 6 (Pharmacia Biotech Inc.)
conectadas en serie. Se determinaron los niveles de colesterol (panel A) y triglicéridos (panel B) en fracciones de 0,5
ml.
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Tabla 1

Perfiles de tamafio de particula de HDL

Subclase de HDL Control T865
2a 12 39
2b 58 56
3a 28 3
3b 1 1
3c 1 1

La tabla 1 resume los perfiles de tamafio de particula de HDL determinados mediante la electroforesis en gel con
gradiente (GGE) que indica un aumento del tamafio de particula de HDL in vivo después de tratarse con los
compuestos de la invencién. Se trataron hamsteres o bien con vehiculo o bien con el compuesto A tal como se
describié anteriormente (20 mg/kg/dia, 4 dias, n=6). Se extrajeron muestras de plasma y se reunieron para cada
grupo. Se analizé una alicuota de plasma reunido usando GGE tal como se describe en Blanche et al. (1981) BBA
665: 408-419.
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REIVINDICACIONES

Compuesto de formula |

Rz

ez Z

R4
en la que X, Y y Z se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -N=, -S-, -CH=y —I{l—,
siempre que al menos dos de X, Y y Z no sean -S-, y siempre que no mas de uno de X, Yy Z sea -CH=; L
es -S-, -S(0)-, 0 -S(0)z-;

R! se selecciona del grupo que consiste en CN, COOR?®, SO,R® y halégeno;

R? se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C;-Ci> opcionalmente sustituido, alquenilo C1-Ci2
opcionalmente sustituido, alquinilo C;-Cg opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y
heteroarilo opcionalmente sustituido, y SR?®, en los que los sustituyentes se seleccionan del grupo que
consiste en alquilo C1-C4, NHz, halo y CN; y en la que R® se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo
C1-C12 opcionalmente sustituido, alquenilo C;-Cg opcionalmente sustituido, alquinilo C1-Cg opcionalmente
sustituido, arilo opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido, en los que los sustituyentes
se seleccionan del grupo que consiste en NHz, halo y CN;

R* es H o alquilo C1-Cg;
R®y R® son cada uno independientemente alquilo C1-Ca;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de aterosclerosis en un
sujeto.

Compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en el que X e Y son cada uno -N=.
Compuesto para su uso segun la reivindicacion 2, en el que Z es -S-.

Compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en el que L es -S-.

Compuesto para su uso segun la reivindicacién 1, en el que R' es CN.

Compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en el que R? es SR®.

Compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en el que R®es alquilo C;1-Ca.
Compuesto para su uso segun la reivindicacién 7, en el que R® es metilo.
Compuesto para su uso segun la reivindicacién 1, seleccionandose el compuesto del grupo que consiste en
3-(5-(Metiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio) pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-(Etiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-(Aliltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-(Propiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-(Butiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio) pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-(Isobutiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio) pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-(Pentiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-(Dodeciltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-(Benciltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio) pirazin-2-carbonitrilo

3-(5-Mercapto-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
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3-(5-(Isopropiltio)-4-metil-4H-1,2,4-triazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-(Metiltio)-1,2,4-tiadiazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-Metil-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
3-(5-Buitil-1,3,4-tiadiazol-2-iltio) pirazin-2-carbonitrilo
3-(4-Metil-4H-1,2,4-triazol-3-iltio)pirazin-2-carbonitrilo
3-(1-Metil-1H-imidazol-2-iltio)pirazin-2-carbonitrilo, y
2-Cloro-3-(5-(metiltio)-1,3,4-tiadiazol-2-iltio)pirazina

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,

Compuesto para su uso segun la reivindicacién 1, en el que el sujeto es mamifero.
Compuesto para su uso segun la reivindicacién 1, en el que el sujeto es humano.

Uso de un compuesto de formula |

Rl
| 2
N _# R
z Z
I
R4
en la que X, Y y Z se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -N=, -S-, -CH=y —I{l—,

siempre que al menos dos de X, Y y Z no sean -S-, y siempre que no mas de uno de X, Yy Z sea -CH=; L
es -S-, -5(0)-, 0 -S(0)z-;

R! se selecciona del grupo que consiste en CN, COOR?®, SO;R® y halégeno;

R? se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C;-Ci, opcionalmente sustituido, alquenilo C1-Ci2
opcionalmente sustituido, alquinilo C;-Cg opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y
heteroarilo opcionalmente sustituido, y SR®, en los que los sustituyentes se seleccionan del grupo que
consiste en alquilo C1-C4, NHz, halo y CN; y en la que R® se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo
C1-C12 opcionalmente sustituido, alquenilo C;-Cg opcionalmente sustituido, alquinilo C1-Cg opcionalmente
sustituido, arilo opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido, en los que los sustituyentes
se seleccionan del grupo que consiste en NHz, halo y CN;

R* es H o alquilo C1-Cg;
R®y R® son cada uno independientemente alquilo C1-Ca;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la preparacion de un medicamento para tratar
aterosclerosis en un sujeto.
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Figura 1

MGPPGSPWQWVTLLLGILLLPPAAPFWLLNVLFPPHTTPKAELSNHTRPVILVPGCLGNQLEAKLDKPDVVNWMCYRKTED
A FETIWLDLNMFLPLGVDCWIDNTRVVYNRSSGLVSNAPGVQIRVPGFG KTYSVEYLDSSKLAGYLHTLVONLVNNGYVRD
ETVRAAPYDWRLEPGQQEEYYRKLAGLVEEMHAAYGKPVFLIGHSLGCLHLLYFLLRQPQAWKDRFIDGFISLGAPWGGSIK
PMLVLASGDNQGIPIMSSIKLKEEQRITTTSPWMFPSRMAWPEDHVFISTPSFNYTGRDFQRFFADLHFEEGWYMWLQSRDLL
AGLPAPGVEVYCLYGVGLPT PRTYTYDHG FPYTDPVGVLYEDGDDTVATRSTELCGLWQGRQPQFVHLLPLHGIQHLNM
VFSNLTLEHINATLLGAYRQGPPASPTASPEPPPPE . :
MGLPGSPWQRYLLLLGLLLPPATPFWLLNVLFPPHTTPKAELSNHTRPVILVPGCLGNRLEAKLDKPDVVNWMCYRKTEDFE
TIWLDFNLFLPLGVDCWIDNTRIVYNHS SGRVSNAPGVQIRVPGFGKTESVEYVDDNKLAGYLHTLVQNLVNNGYVRDETV
BrAAPYDWRLAPRQQDEYYRKLAGLVEEMY AAYGKPVFLIGHSLGCLHVLHFLLRQPQS WKDHFIDGFISLGAPWGGSIKAM
RILASGDNQGIPILSNIKLKEEQRITTTSPWMLP APHVWEEDHVFISTPNFNY TVQDFERFFTDLHFEEGWHMFLQSRDLLERL

PAPGVEVYCLYGGRPTPHTYIYDHNFPYKDPVAALYEDGDDTVATRSTELCGQWQGRQSQPVHLLPMNETDHLNMVFSNKETME
HINATLLGAYRTPKSPAASPSPPPPE

C mglpgspwawvilligliippatsfwlinvifpphttpkaclsnhtrpvilvpgemgnrleakidkpnvvnwleyrktedfftiwldfom
fiplgvdcwidntrvvynrssghmsnapgvgirvpgfgktysveylddnklagylhtlvgnivangyvrdetvraapydwrlaprqq
deyyqklagiveemyaaygkpvilighsigclhvihflirgpgswkdhfidgfislgapwggsikpmrilasgdnqgipimsn iklre
eqritttspwmfpahhvwpedhvfistpnfnytgqdferffadlhfeegwhmflgsrdilaglpapgvevyclygvgmptahtyiydhn
fpykdpvaalyedgddivatrstelcgqwggrgsgavhllpmngtdhlnmy fsnktlehinaillgayrhgtpksptasigpptke

D MGXPGSPWQX, VX, LLLGLLLPPAX PFWLLNVLFPPHTTPKAFLSNHTRPVILVPGCLGNX,LEAKLDKPDVVNWMCYRK -

TEDFFTIWLDX NX, FLPLGVDCWIDNTRX, VYNX,SSGX, VSNAPGVQIRVPGFGKTX, SVEYX, DX, X, KLAGYLHTLVQ
NLVNNGYVRDETVRAAPYDWRLX, PX, QQX,,EYYX, KLAGLVEEMX ,AAYGKPVFLIGHSLGCLHX, L X, FLLRQPQX,
,WKDX, FIDGFISLGAPWGGSIKX, MX, X, L ASGDNQGIPLX, SX, JKLKEEQRITTTSPWM,PX, X, AWPEDHVFISTPX,
JFNYTGX,,DFX, RFFX, DLHFEEGWX, MX, LQSRDLLX, X, | PAPGVEVYCLYGVGX, PTPX,, TYIYDHX, FPYX, DPVX
%ﬁ%ﬁ%ﬂmﬂbﬁg&éﬂwﬁgﬁgbﬁéﬁ%ﬁﬁaﬂ%@mﬁﬁﬁaﬁ

M_nprﬁ-ﬁﬁx-ﬁrﬁ-?ﬁﬁupﬁﬁ-rnﬁuﬁﬁ.uﬁﬁnFm&s-rﬁ?-ﬁmm_u-r
Vi X3 =8,D; X, =§,N' X o= E, A, Xpo= Q Hi X, =E, Q@ Xy =R K Xy =H, Vi Xpp =B, L X =Y, H; Xy = A, §; X, = R,

=P, A4 X = L, Ry Xy =V, L X0, = M, Ly Xy =8, Ny X = F, L Xy =R, P X, = M, H; X, = S, N X, =R, @ X, =Q,
=Y, M X =W, F;X= A, B X, = G Ry Xy =L R X, =R X =0, Ny Xy = T, K3 X, = G, A X, =V,
=P S Xy =L M X =H N, X, =G, E; X, = L T, X5, =L M Xy = A K XK= T, A X =B, §; X =E C
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HDL-col en plasma de raton (mg/dl)
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Figura 7
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