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DESCRIPCION
Compuesto para uso en el tratamiento de estenosis valvular

Campo de la invencion

[0001] La presente invencidon se refiere al campo genérico de los compuestos médicos para uso en el
tratamiento de enfermedades valvulares.

Antecedentes de lainvencién

[0002] La funcion del corazén es suministrar la energia requerida para la circulacion de la sangre en el
sistema cardiovascular. El flujo de sangre a través de todos los érganos es pasivo y ocurre solo porque la presion
arterial se mantiene mas alta que la presion venosa por la accién de bombeo del corazén. La bomba del corazén
derecho proporciona la energia necesaria para mover la sangre a través de los vasos pulmonares y la bomba del
corazon izquierdo proporciona la energia que causa el flujo a través de los 6rganos sistémicos.

[0003] La sangre venosa vuelve de los 6rganos sistémicos a la auricula derecha por las venas cavas superior
e inferior. Pasa a través de la valvula tricuspide al ventriculo derecho y desde alli se bombea a través de la valvula
pulmonar a la circulaciéon pulmonar por las arterias pulmonares. La sangre venosa pulmonar oxigenada fluye por las
venas pulmonares a la auricula izquierda y pasa a través de la valvula mitral al ventriculo izquierdo. Desde alli, se
bombea a través de la valvula adrtica a la aorta para distribuirse por los érganos sistémicos.

[0004] Por tanto, en su funcionamiento normal, el ventriculo izquierdo del corazén bombea sangre rica en
oxigeno a las arterias de los vasos del cuerpo a través de la aorta. A medida que el corazén bombea, la valvula
aortica, que esta localizada entre el ventriculo izquierdo y la aorta, se abre y se cierra para controlar la direccion del
flujo sanguineo. Mas especificamente, durante el latido o sistole, la valvula adrtica se abre para permitir que la
sangre fluya desde el ventriculo izquierdo a la aorta. Entre latidos, o durante la diastole, sin embargo, la valvula
aortica se cierra formando un sello estrecho que evita que la sangre escape de vuelta al ventriculo.

[0005] Las valvulas estan disefiadas estructuralmente para permitir el flujo en solo una direccién y abrirse y
cerrarse pasivamente en respuesta a la direcciéon de las diferencias de presion a su través. Tipicamente, la valvula
aortica esta compuesta por tres valvas o cuspides fibrosas. Las valvas se abren forzadamente contra las paredes de
la aorta durante la eyeccion ventricular de sangre, pero vuelven a caer durante la diastole, coaptando sus bordes
libres para evitar que la sangre vuelva al corazoén.

[0006] La pared aodrtica detras de cada cuspide de la valvula adrtica sobresale hacia fuera, formando tres
estructuras conocidas como senos de Valsalva. Las dos cuspides adrticas valvulares mas anteriores son conocidas
como las cuspides coronarias izquierda y derecha debido al origen de las arterias coronarias izquierda y derecha de
los respectivos senos de Valsalva, y la cuspide valvular posterior es conocida como la clspide no coronaria.

[0007] Por cualquiera de varias razones, puede suceder que la valvula adrtica esté algo dafiada y pueda
resultar estenosada. Cuando sucede esto, la valvula adrtica no se abre en su extensién normal y el flujo de sangre
del corazén a la aorta se reduce. Esto conduce a una afeccidén cardiaca que es conocida cominmente como
estenosis valvular adrtica.

[0008] Las etiologias comunes para estenosis valvular aédrtica incluyen anormalidad congénita, fiebre
reumatica o degeneracion con calcificacion en pacientes de edad. Una vélvula bicuspide es la anormalidad
congénita mas comun, y a menudo un rafe en una de las cuspides indica fallo en el desarrollo de la comisura. Rara
vez, puede estar presente una valvula unicuspide o cuadricuspide de nacimiento. Aunque la valvula bicuspide puede
no ser inicialmente estendtica, la fibrosis y engrosamiento conducen dado el caso a un tamafo de orificio reducido
con calcificacion. Es mas, el estrés de cizalladura mecanica conduce tipicamente a lesién por calcificacion.

[0009] La fiebre reumatica deja cicatriz en los bordes de la valva y, dado el caso, las comisuras se funden y
calcifican. Se ha encontrado que mas de un 50% de los adultos con estenosis adrtica tienen una valvula bicuspide,
pero la fibrosis y calcificacion pueden hacer dificil determinar si la valvula es bicuspide o tricuspide.

[0010] En el paciente de edad con estenosis valvular adrtica degenerativa, los depodsitos de calcio se
desarrollan habitualmente en los senos y anillo fibroso, mientras que los bordes de las valvas permanecen a menudo
libres de calcificaciones.

[0011] Actualmente, hay muchas teorias propuestas para la fisiopatologia celular de la estenosis valvular
aortica. Dichas teorias incluyen factores de riesgo cardiovasculares que inician una respuesta a lesion, estrés de
cizalladura mecanica, fendmenos autoinmunitarios que causan degeneraciéon, volumen sistdlico elevado
cronicamente y metabolismo del calcio alterado (tal como el encontrado en insuficiencia renal, enfermedad de Paget,
etc.).
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[0012] Independientemente de su etiologia, la estenosis adrtica produce un aumento en la presién ventricular
izquierda sistdlica. La hipertension sistolica en la camara ventricular se compensa por una hipertrofia concéntrica de
la pared miocardica, permitiendo que el estrés de pared permanezca normal. El ventriculo izquierdo engrosado
menos distendido se vuelve mas dependiente de la contribucion auricular al llenado diastélico, de tal modo que el
funcionamiento ventricular izquierdo puede deteriorarse cuando se pierde contraccién auricular, por ejemplo durante
la fibrilacidon auricular o la disociacion auricular-ventricular. La relajacién anormal y rigidez aumentada del ventriculo
izquierdo engrosado durante la diastole dan también como resultado disfuncién diastdlica y elevaciones de las
presiones diastolicas ventricular izquierda y auricular izquierda.

[0013] Puede desarrollarse eventualmente infarto de miocardio a partir de una obstruccion valvular grave
cronica y depresion del estado contractil. Puede ocurrir también en algunos pacientes dilatacién ventricular
izquierda. El consumo de oxigeno del miocardio permanece alto debido a la elevacion de la presion sistdlica en el
ventriculo izquierdo y al aumento de la masa ventricular izquierda. Ademas, la presién diastdlica ventricular izquierda
aumentada reduce el gradiente de presién necesario para la perfusion del miocardio. Por tanto, una estenosis
aortica significativa crea condiciones en que las demandas de oxigeno del miocardio estan mantenidas
inadecuadamente por un suministro de oxigeno reducido, que conduce a isquemia subendocardica.

[0014] Dado el caso, con la reduccién del estado inotrépico del miocardio, se reduce la fracciéon de eyeccion
por debajo del intervalo normal (con o sin dilatacidn del ventriculo izquierdo asociada). Una elevacién adicional de la
presion diastdlica final ventricular izquierda (consecuencia de disfuncion diastélica con o sin disfuncion sistélica) da
como resultado una hipertension venosa pulmonar. La demanda aumentada de oxigeno del miocardio en estenosis
aortica con el miocardio subendocérdico subperfundido puede producir angina de pecho, arritmias e incluso muerte
subita.

[0015] El desarrollo de cualquiera de los sintomas esenciales del entorno de estenosis adrtica grave indica un
riesgo de mortalidad sustancial y es indicativo de terapia quirurgica. La esperanza de vida media después del inicio
de los sintomas es de 2-3 afios, menos si los sintomas son debidos a insuficiencia cardiaca. Debido a que los
sintomas, y quizas la muerte subita, acompafian a menudo al ejercicio fisico, deberian evitarse actividades vigorosas
y deportes competitivos por pacientes con estenosis adrtica, incluso si es solo de gravedad leve a moderada. Por
tanto, la estenosis aodrtica esta asociada no solo con una alta mortalidad sino también con una morbilidad sustancial.

[0016] La estenosis adrtica calcificada da cuenta de un gran porcentaje de casos de estenosis adrtica. La
afeccion se caracteriza por la acumulaciéon de nodulos calcificados en la superficie de arriba o superior de las valvas
de la valvula adrtica. Estos nddulos reducen la flexibilidad de las valvas, limitando asi su movilidad y capacidad de
abrirse totalmente.

[0017] Se han empleado tres técnicas para corregir la estenosis adrtica, a saber, reemplazo de valvula,
descalcificacion intraoperativa o desbridamiento de la valvula cardiaca y valvuloplastia de globo.

[0018] El reemplazo de valvula, durante una cirugia a corazén abierto, es actualmente la terapia estandar para
estenosis adrtica sintomatica. Las tasas de supervivencia a 10 afios para el reemplazo de valvula adrtica aislada son
relativamente buenas, incluso en pacientes ancianos. Sin embargo, esta técnica requiere que el paciente esté
suficientemente sano para experimentar esternotomia (apertura del pecho) y cirugia a corazén abierto. La mortalidad
operativa para este procedimiento, particularmente en ancianos, es relativamente alta.

[0019] Hay dos tipos de valvulas cardiacas protésicas, a saber, valvulas mecanicas que estdn compuestas
solo por materiales que no derivan de organismos vivos y valvulas bioprotésicas que estan compuestas total o
parcialmente por material biologico. Las valvulas mecanicas actualmente en uso tienen una construccion de jaula de
bolas, una construccion de disco oblicuo (1 o 2 discos) o una construccién de valva con bisagra.

[0020] Las valvulas bioprotésicas comprenden generalmente una endoprotesis de soporte y una pluralidad de
valvas. Las valvas estan compuestas generalmente por material biolégico, mientras que la endoprétesis, cuando
esta presente, comprende generalmente material no bioldgico, al menos en parte. El material biolgico de las valvas
puede ser de tejidos autdlogos tales como pericardio, aponeurosis femoral o valvulas cardiacas. Como alternativa,
este material puede derivar de tejido homologo tal como tejido humano no antélogo para implante humano o puede
ser xenogenico.

[0021] Cada tipo de valvula cardiaca protésica tiene ventajas y desventajas. Las valvulas cardiacas mecanicas
son duraderas y, por tanto, mas probable que den como resultado un funcionamiento de larga duracién, pero
requieren una cuidadosa anticoagulacion cronica debido al riesgo tromboembdlico. La terapia de anticoagulacion
cronica, sin embargo, conlleva un riesgo de hemorragia similar en incidencia al riesgo residual de eventos
trombaticos.

[0022] Las valvulas bioprotésicas inicialmente se aproximan a las propiedades hemodinamicas de la valvula
natural. Tienen un menor riesgo de complicaciones como consecuencia de trombos que las valvulas mecanicas. Sin
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embargo, dichas valvulas pueden tener un riesgo significativamente mayor de calcificacién que las valvulas
mecanicas. Puesto que el tratamiento de una valvula cardiaca bioprotésica funcionalmente comprometida requiere
frecuentemente el reemplazo por una nueva valvula (y por tanto una segunda cirugia a corazéon abierto), las
limitaciones sobre la esperanza de vida util de una valvula bioprotésica son tanto un grave problema médico para el
paciente como un sumidero financiero para el sistema médico.

[0023] Ademas, todas las valvulas cardiacas protésicas son algo estendticas. La disfuncion protésica como
consecuencia de trombosis o calcificacion puede conducir a una obstruccion aumentada o al desarrollo de
insuficiencia valvular. La insuficiencia valvular puede dar como resultado también un escape perivalvular, es decir un
escape en el area del anillo de sutura de la valvula. La turbulencia asociada a la disfuncién valvular puede causar
hemdlisis y anemia. Incluso las valvulas protésicas de funcionamiento normal pueden causar hemdlisis en algunos
pacientes.

[0024] La endocarditis es otra complicacién potencial e importante en pacientes con valvulas cardiacas
protésicas. Ha de administrarse profilaxis antibiética antes de cirugia dental, gastrointestinal, genitourinaria y otros
procedimientos asociados a la bacteremia.

[0025] Ademas, algunos pacientes tienen dimensiones aodrticas que no son suficientemente grandes para
acomodar facilmente valvulas de reemplazo convencionales. Por tanto, existe un nimero significativo de pacientes
para los que el reemplazo de valvula es imposible, impracticable o indeseable.

[0026] El desbridamiento o descalcificacion mecanicos intraoperativos de la valvula adrtica se han usado
durante muchos afios antes de la llegada de las valvulas de reemplazo mecanicas. En esta técnica, se entra
quirargicamente en la aorta pero, en lugar de reemplazar la valvula manualmente, el cirujano retira los depésitos
calcificados usando herramientas quirtrgicas adecuadas. Recientemente, se ha demostrado que el desbridamiento
ultrasonico es también eficaz para retirar depdsitos calcificados. No obstante, esta técnica sigue requiriendo que el
paciente esté suficientemente sano para sobrevivir a y recuperarse de la cirugia toracica, e implica todos los costes y
riesgos que acompafan a dicha cirugia.

[0027] Una tercera técnica para corregir la estenosis aodrtica implica la valvuloplastia aértica por globo
percutaneo. En este procedimiento, se inserta un catéter de globo inflable en la valvula aértica y se infla para
comprimir y fracturar los nédulos calcificados en un intento de aumentar la movilidad de las valvas. Aunque este
procedimiento elimina muchos de los riesgos y desventajas acompafantes de las dos técnicas precedentes, la
reestenosis es muy comun al cabo de un afo, limitando la utilidad de la técnica a mitigar temporalmente los
sintomas para aquellos pacientes que son malos candidatos quirirgicos o rechazan la cirugia.

[0028] Por tanto, sigue existiendo la necesidad de un tratamiento no quirdrgico de estenosis valvular aértica y
otras enfermedades valvulares.

[0029] La presente invencién difiere significativamente de la técnica anterior y las tendencias actuales al
proporcionar un procedimiento para no solo evitar la progresion de la estenosis adrtica, sino también para reducir el
grado de estenosis usando un agonista de transporte lipidico inverso.

[0030] Es por lo tanto un objetivo de la presente invencion proporcionar un tratamiento no quirirgico novedoso
de enfermedades valvulares.

Resumen de lainvencién

[0031] La invencion proporciona un complejo de péptido mimético de apoA-l/fosfolipido para uso en la
prevencion, tratamiento, control o reversion de estenosis valvular en un sujeto, en el que dicho péptido tiene la
secuencia expuesta como SEQ ID NO: 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0032] En algunas realizaciones de la invencion, la estenosis valvular es una estenosis valvular adrtica o una
estenosis valvular calcificada.

[0033] En este ultimo caso, administrar un complejo de péptido mimético de ApoA-I/fosfolipido puede incluir
inyectar el complejo de péptido mimético de ApoA-I/fosfolipido al sujeto. Son ejemplos de dosificaciones en este
caso de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 10 g por kg de peso corporal del sujeto, de aproximadamente 1
mg a aproximadamente 0,5 g por kg de peso corporal del sujeto y de aproximadamente 25 mg por kg de peso
corporal del sujeto.

[0034] En algunas realizaciones, el péptido mimético de ApoA-I se compleja con esfingomielina de huevo y/o
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC).

[0035] En algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero, por ejemplo un ser humano.
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[0036] Ventajosamente, el procedimiento propuesto reemplaza los tratamientos relativamente invasivos o
relativamente ineficaces existentes para enfermedades valvulares. También, ademas de retardar la progresion de
enfermedades valvulares, el procedimiento propuesto revierte también la estenosis valvular. Por consiguiente, el
tratamiento propuesto no solo tiene el potencial de retardar o detener la progresion de estenosis valvular adrtica y
otras enfermedades valvulares, sino que también causa la regresion de estenosis valvular adrtica y otras
enfermedades valvulares.

[0037] La estenosis valvular adrtica (EVA) es la enfermedad cardiaca valvular mas comun, y la terapia
curativa estandar sigue siendo el reemplazo quirdrgico de valvula a corazén abierto. Para determinar si los agonistas
de transporte lipidico inverso tienen potencial para prevenir o tratar la EVA, se ensayaron infusiones de péptido
mimético de ApoA-I para determinar si podian inducir la regresién de EVA. Con este fin, 15 conejos blancos macho
de Nueva Zelanda recibieron una dieta enriquecida en colesterol y vitamina D2 hasta que se detecté una EVA
significativa por ecocardiografia. Se asignaron entonces aleatoriamente los animales para recibir disolucién salina
(grupo de control, n= 8) o péptido mimético de ApoA-I (grupo tratado, n= 7) 3 veces por semana durante 2 semanas.
Se efectuaron ecocardiogramas en serie e histologia valvular post mortem. El &rea valvular aortlca mejoré
S|gn|f|cat|vamente en el grupo tratado en comparacion con los controles despues de7 (21,93, 6 mm? frente a 19,6
+1,8 mm?, P=0 ,019) (aumentos de 14,2% y 3,9%), 10 (23 0 + 64,1 mm? frente a 20,3+ 2,4 mm?% P=0 ,006) (19,8%
frentea 7 6%) y 14 dias de tratamiento (23,8 + 3,1 mm? frente a 21,3 + 2,4 mm?, P= 0,012) (24, 6% frente a 12,9%).
El grosor valvular adrtico se redujo un 21% al cabo de 14 dias de tratamiento en el grupo tratado (0,094 + 0,034 cm
frente a 0,075 + 0,033 cm), mientras que no cambid en los controles (P= 0,0006). La extension de la lesion en la
base de las valvas valvulares y senos de Valsalva era menor en el grupo tratado en comparacién con el de control
(52,8 £ 12,5% frente a 66,7 + 9,9%, P= 0,032). Se observé también una fuerte tendencia hacia areas de calcificacion
reducidas (1,6 + 2,0% frente a 6,9 £ 6,7%, P= 0,063). Por lo tanto, las infusiones de péptido mimético de ApoA-I
conducen a la regresién de EVA experimental.

Breve descripcion de los dibujos
[0038] En los dibujos adjuntos:
[0039] La Figura 1 muestra los valores de area valvular aértica obtenidos mediante medidas ecocardiograficas

obtenidas durante el periodo de tratamiento con péptido mimético de ApoA-I. El dia “0” corresponde al final de la
dieta de colesterol mas vitamina D2 y el comienzo del periodo de tratamiento con péptido mimético de ApoA-I, *P<
0,05; **P< 0,01. (b), valores de grosor valvular aértico, ***P< 0,001;

[0040] La Figura 2 muestra los valores de grosor valvular adrtico obtenidos mediante medidas
ecocardiograficas durante el periodo de tratamiento con péptido mimético de ApoA-I. El dia “0” corresponde al final
de la dieta con colesterol mas vitamina D2 y el inicio del tratamiento con péptido mimético de ApoA-I, *P< 0,05; **P<
0,01, ***P< 0,001;

[0041] la Figura 3 muestra una comparaciéon del porcentaje de area de lesion (AL) en la region de analisis
(RDA) en valvulas adrticas de grupos de control y tratados, *P= 0,032;

[0042] la Figura 4 muestra la correlacion entre el area valvular adrtica (AVA) y el porcentaje de area de lesién
(AL) en la region de analisis (RDA) en valvulas adrticas de ambos grupos; y

[0043] la Figura 5 muestra la correlacién entre el grosor valvular adrtica en la ecocardiografia y el porcentaje
de area de calcificacion en la area de senos de Valsalva en animales de ambos grupos. Obsérvese que un valor
(cuadrado) de un animal de control esta oculto detras de dos triangulos en la parte inferior izquierda de la figura.

Descripcion detallada

[0044] La presente descripcion hace referencia a muchos documentos publicos cuyos contenidos se
incorporan por la presente como referencia en su totalidad. Los datos histopatolégicos, experimentales y clinicos
sugieren que la estenosis valvular adrtica (EVA) calcificada es un proceso patologico activo con deposicion de
lipoproteina, inflamacién y calcificacion activa de valvas (1). Aunque hay algunas similitudes entre la EVA y la
aterosclerosis, su fisiopatologia y tratamientos difieren significativamente. En términos de fisiopatologia, esta
presente una valvula adrtica bicuspide y contribuye a la enfermedad en aproximadamente la mitad de pacientes con
EVA, mientras que la aterosclerosis no es debida a una anormalidad estructural congénita. La enfermedad cardiaca
reumatica puede conducir también a EVA, mientras que no se ha ligado con aterosclerosis. La EVA calcificada en
ancianos, el tipo mas frecuente en los paises occidentales, conduce a menudo a un reemplazo de valvula adrtica
aislada sin necesidad de cirugia de derivaciéon coronaria asociada. En términos de tratamientos médicos, las
estatinas han mostrado ser protectoras en pacientes con enfermedad coronaria y detener la progresion o inducir la
regresion de aterosclerosis (3); en contraposicion, la progresion de la EVA no se evitd mediante una terapia
intensiva con estatina en un ensayo clinico aleatorizado reciente (4). De forma similar, se ha mostrado que los
inhibidores de enzima conversora de angiotensina son cardioprotectores en varios ensayos clinicos a gran escala,
pero no han conseguido frenar la progresion de EVA. En resumen, aterosclerosis y EVA son enfermedades distintas
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que afectan a poblaciones de pacientes diferentes.

[0045] Existe una relacion inversa entre los niveles plasmaticos de HDL-colesterol y la enfermedad arterial
coronaria. Los estudios en animales con aterosclerosis experimental han demostrado que los complejos de ApoA-I
Milano/fosfolipido movilizan rapidamente el colesterol y reducen asi la carga de placas ateroscleréticas (5, 6).
Ademas, dos estudios clinicos han sugerido que las infusiones de HDL reconstituido podrian inducir una rapida
mejora de la aterosclerosis coronaria (7, 8). Se ha teorizado que una terapia basada en HDL puede inducir también
la regresion de EVA. Si pudiera conseguirse esto con seguridad, el tratamiento clinico de EVA y su regresion pueden
transformar nuestro enfoque clinico de esta enfermedad frecuente. La apolipoproteina A-l (ApoA-l) es un
componente estructural de HDL que media muchos de sus efectos beneficiosos incluyendo el transporte de
colesterol inverso potenciado (9). El péptido usado en este estudio es capaz de formar una hélice a anfipatica en
presencia de lipidos, como es el caso de ApoA-I (10, 11). Por lo tanto, se ha ensayado la capacidad de este péptido
mimético de ApoA-I, complejado con fosfolipidos que imitan HDL naciente, de inducir la regresion de EVA calcificada
en un modelo de conejo anteriormente descrito (12).

[0046] Como es bien conocido, la funcién principal de las lipoproteinas en el plasma es transportar lipidos
tales como colesterol y triglicéridos. Para el transporte en plasma, el colesterol, normalmente como ésteres de
colesterol, y los triglicéridos se incluyen en particulas lipoproteicas en que forman un nucleo hidréfobo. El nucleo
esta rodeado por una cubierta superficial que contiene fosfolipidos, colesterol no esterificado y proteinas llamadas
apolipoproteinas. Estas ultimas son las responsables del transporte de lipidos y, ademas, algunas pueden
interaccionar con muchas de las enzimas implicadas en el metabolismo lipidico. Hasta la fecha, se han identificado
al menos 10 apolipoproteinas, a saber: A-1, A-2, A-4, B-48, B-100, C-I, C-ll, C-lll, Dy E.

[0047] Se ha teorizado que una estrategia dirigida a aumentar la eficacia del mecanismo de transporte de
lipidos inverso mediante el uso de un compuesto adecuado es un posible enfoque en el tratamiento de
enfermedades valvulares. Existe también la posibilidad de que los depositos calcificados pudieran retirarse, curando
asi eficazmente la estenosis valvular.

[0048] El compuesto usado para ensayar esta hipétesis, al que se hace referencia de aqui en adelante como
compuesto A, es una lipoproteina que imita las propiedades bioldgicas de la apolipoproteina A-I (ApoA-I). Este tipo
de compuestos, un mimético o agonista de ApoA-l, se describe con mas detalle en la patente de EE.UU. n°
6.376.464 titulada "Lipid complexes of APO A-1 agonist compounds," expedida a Dasseux y col. el 23 de abril de
2002.

[0049] Brevemente, estos compuestos incluyen péptidos, o analogos de los mismos, que son capaces de
formar hélices a anfipaticas en presencia de lipidos y que imitan la actividad de ApoA-I. Se hace referencia a ellos
por lo tanto como agonistas de ApoA-Il. Los agonistas tienen como rasgo principal un péptido “nuclear” compuesto
por 15 a 29 residuos aminoacidicos, preferiblemente 22 residuos aminoacidicos, o un analogo del mismo en el que
al menos un ligamiento amida del péptido estd reemplazado por una amida sustituida, un iséstero de amida o un
mimético de amida.

[0050] Estos agonistas de ApoA-l estan basados, en parte, en el descubrimiento de que alterar ciertos
residuos aminoacidicos en la secuencia primaria de la secuencia consenso de 22 unidades dada a conocer en
Venkatachalapathi y col., 1991, Mol. Conformation and Biol. Interactions, Indian Acad. Sci. B: 585-596
(PVLDEFREKLNEELEALKQKLK; de aqui en adelante “polimero de consenso de 22 unidades de Segrest” o
“polimero de consenso de 22 unidades”), que se creia que eran criticos para la actividad, proporcionan péptidos
sintéticos que exhiben actividades que se acercan, o en algunas realizaciones incluso superan, la actividad de la
ApoA-I nativa. Se ha descubierto que reemplazar tres residuos aminoacidicos cargados en el péptido de consenso
de 22 unidades de Segrest (Glu-5, Lys-9 y Glu-13) por un residuo hidréfobo de Leu proporciona péptidos que imitan
las propiedades estructurales y funcionales de ApoA-l en un grado sin precedentes en la materia.

[0051] El compuesto A comprende un péptido que tiene la secuencia:

[0052] H-Pro-Val-Leu-Asp-Leu-Phe-Arg-Glu-Leu-Leu-Asn-Glu-Leu-Leu-Glu-Ala-Leu-Lys-GIn-Lys-Leu-Lys-OH
(SEQID NO: 1)

[0053] y se ha sintetizado por Polypeptide Laboratories (Torrance, CA, EE.UU.). La pureza valorada por
cromatografia liquida de alta resolucion y analisis de espectro de masas era mayor del 98%. Se complejé el péptido
con esfingomielina de huevo y 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) (Avanti Polar Lipids) (10) a una
relacion en peso 1:1:1 mezclando los componentes en disolucion salina y efectuando multiples ciclos de
calentamiento y enfriamiento hasta que la disolucion parecia perfectamente transparente. Se liofilizd la disolucidon
que contenia los complejos en alicuotas para almacenamiento a largo plazo. Se reconstituyo la disolucién reciente
cada semana en condiciones estériles y se mantuvo a 4°C. Se ensayo en ratas la actividad biolégica del complejo de
poder movilizar colesterol y elevar el HDL-colesterol en sangre después de una inyeccién intravenosa del péptido
(datos no mostrados).
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[0054] Basandose en su actividad bioldgica y estructuras conocidas, se cree que otros compuestos tales
como los compuestos presentados en la patente de EE.UU. n° 6.376.464 anteriormente mencionada mostraran
efectos similares al compuesto A.

[0055] El término “tratar” o “tratamiento” de un estado patolégico, enfermedad, trastorno o afeccioén incluye:

[0056] (1) prevenir o retardar la aparicion de sintomas clinicos del estado patolégico, enfermedad, trastorno o
afeccion que se desarrollan en un sujeto que puede estar aquejado de o predispuesto al estado patolégico,
enfermedad, trastorno o afeccién pero que todavia no experimenta o exhibe sintomas clinicos o subclinicos del
estado patoldgico, enfermedad, trastorno o afeccion;

[0057] (2) inhibir el estado patoldgico, enfermedad, trastorno o afeccién, concretamente, detener o reducir el
desarrollo del estado patoldgico, enfermedad, trastorno o afeccidon o de al menos un sintoma clinico o subclinico del
mismo; o

[0058] (3) aliviar el estado patoldgico, enfermedad, trastorno o afeccién, concretamente, causar la regresion
del estado patologico, enfermedad, trastorno o afeccion o de al menos uno de sus sintomas clinicos o subclinicos.

[0059] El beneficio de un sujeto que recibe tratamiento es estadisticamente significativo o al menos
perceptible por el sujeto o el médico.

[0060] El término “sujeto” incluye mamiferos (especialmente seres humanos) y otros animales tales como
animales domésticos (por ejemplo, mascotas domésticas incluyendo gatos y perros) y animales no domésticos (tales
como silvestres).

[0061] Una “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad de un compuesto que, cuando se
administra a un sujeto para tratar un estado patoldgico, enfermedad, trastorno o afeccion, es suficiente para efectuar
dicho tratamiento. La “cantidad terapéuticamente eficaz” variara dependiendo del compuesto, el estado patolégico,
enfermedad, trastorno o afeccion y su gravedad y la edad, peso, estado fisico y sensibilidad del sujeto que recibe
tratamiento.

[0062] Composiciones farmacéuticas

[0063] La composicién farmacéutica de la presente invencion comprende el compuesto de la presente
invencién (compuesto A) y un excipiente farmacéuticamente aceptable (tal como un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable). Preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto A de la presente invencidén. El compuesto de la presente invencién puede
estar asociado con un excipiente farmacéuticamente aceptable (tal como un portador o diluyente) o estar diluido en
un portador o encerrado en un portador, que puede estar en forma de una capsula, saquito, papel u otro envase.

[0064] Los ejemplos de portadores adecuados incluyen, pero sin limitacion, agua, disoluciones salinas,
alcoholes, polietilenglicoles, aceite de ricino polihidroxietoxilado, aceite de cacahuete, aceite de oliva, gelatina,
lactosa, arcilla blanca, sacarosa, dextrina, carbonato de magnesio, azucar, ciclodextrina, amilosa, estearato de
magnesio, talco, gelatina, agar, pectina, goma arabiga, acido estearico o alquiléteres inferiores de celulosa, acido
silicico, acidos grasos, aminas de acidos grasos, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos y, ésteres de acido
graso de pentaeritritol, polioxietileno, hidroximetilcelulosa y polivinilpirrolidona.

[0065] El portador o diluyente puede incluir un material de liberacion prolongada, tal como monoestearato de
glicerilo o diestearato de glicerio, solo o mezclado con una cera.

[0066] La composicion farmacéutica puede incluir también uno o mas agentes auxiliares, agentes
humectantes, agentes emulsionantes, agentes de suspension, agentes conservantes, sales para influir en la presion
osmotica, tampones, agentes edulcorantes o colorantes farmacéuticamente aceptables o cualquier combinacion de
los anteriores. La composicién farmacéutica de la invencion puede formularse para proporcionar una liberacion
rapida, prolongada o retardada del ingrediente activo después de la administracion al sujeto empleando
procedimientos conocidos en la materia.

[0067] Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidon pueden prepararse mediante técnicas
convencionales, por ejemplo, como se describe en “Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, 202 ed.,
2003 (Lippincott Williams & Wilkins). Por ejemplo, el compuesto activo puede mezclarse con un portador o diluirse en
un portador o encerrarse en un portador, que puede estar en forma de una ampolla, capsula, saquito, papel u otro
envase. Cuando el portador sirve como diluyente, puede ser un material sélido, semisélido o liquido que actia como
vehiculo, excipiente o medio para el compuesto activo. EI compuesto activo puede adsorberse sobre un envase
sélido granular, por ejemplo un saquito.

[0068] Las composiciones farmacéuticas pueden estar en formas convencionales, por ejemplo, capsulas,
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comprimidos, aerosoles, disoluciones, suspensiones o productos para aplicacion topica.

[0069] La via de administracion puede ser cualquier via que transporte eficazmente el compuesto activo de la
invencién al sitio de accion apropiado o deseado. Las vias de administracion adecuadas incluyen, pero sin limitacion,
oral, nasal, pulmonar, bucal, subdérmica, intradérmica, transdérmica, parenteral, rectal, de liberacién prolongada,
subcutanea, intravenosa, intrauretral, intramuscular, intranasal, oftalmica (tal como con una disolucion oftalmica) o
tépica (tal como con una pomada topica).

[0070] Ejemplo
[0071] Se ha desarrollado un modelo animal complejo de estenosis valvular adrtica en conejos. El modelo

daba como resultado una estenosis valvular adrtica caracterizada por una calcificacién similar a la observada en un
entorno clinico en seres humanos.

[0072] Procedimientos

[0073] Animales y experimentos

[0074] Se us6 un modelo animal adaptado del descrito por Drolet y col. (12). Se alimentaron 15 conejos
blancos macho de Nueva Zelanda (2,7-3,0 kg, de 12-13 semanas de edad) con una dieta enriquecida con colesterol

al 0,5% (Harlan, Indianapolis, Indiana) mas vitamina D2 (50.000 Ul al dia; Sigma, Markham, Canada) en el agua de
bebida hasta que pudo detectarse por ecocardiografia una EVA significativa definida por una reduccion 210% de la
area de valvula adrtica (AVA) o de la relacion de velocidades transvalvulares (V1/V2) (12,9 + 2,4 semanas).

[0075] Se devolvieron entonces los animales a una dieta estandar (sin vitamina D2) para imitar la reduccion
de colesterol y se asignaron aleatoriamente a recibir disolucion salina (grupo de control, n=8) o péptido mimético de
ApoA-l (grupo tratado, n=7). Se administraron a los conejos inyecciones por la vena marginal de la oreja de
disolucion salina o péptido mimético de ApoA-I (25 mg/kg) complejado con fosfolipidos (compuesto A) 3 veces por
semana durante 2 semanas. Se efectuaron en serie ecocardiogramas (véanse los Procedimientos de
ecocardiografia) cada 3 o 4 dias a lo largo del periodo de tratamiento aleatorizado. Dos dias después de su Ultima
infusién, los animales experimentaron un ecocardiograma final, se sacrificaron, y se recogieron las valvulas aérticas
para andlisis histoldgicos. Se obtuvieron muestras de sangre por la arteria de la oreja en la situacion inicial, antes del
tratamiento y antes del sacrificio. Se midieron los niveles de colesterol total, HDL-colesterol, triglicéridos y calcio con
un sistema fotométrico de filtro automatizado (Dimension RxL Max, Dade Behring, IL).

[0076] Los cuidados y procedimientos animales cumplian con las directrices del Canadian Council on Animal
Care y se aprobaron por el comité ético institucional para investigacién animal.

[0077] Ecocardiografia
[0078] Se efectuaron estudios ecocardiograficos transtoracicos como en la situacién inicial, semanalmente

empezando a las 8 semanas de dieta hipercolesterolémica hasta que se desarrollé6 una EVA significativa, y entonces
después de 4, 7, 10 y 14 dias de tratamientos con péptido mimético de ApoA-I o control salino. Se llevaron a cabo
los estudios con una sonda S12 usando un sistema ecocardiografico estandar (Sonos 5500, Philips Medical Imaging,
MA). Se usaron para sedacioén inyecciones intramusculares de ketamina (45 mg/kg) y midazolam (0,75 mg/kg).

[0079] Se registraron vistas del eje paraesternal largo y corto de la valvula adrtica para valorar la morfologia
de las valvas. Se midi6 el didmetro del tracto de salida del ventriculo izquierdo (TSVI) en una vista del eje
paraesternal largo ampliada y se calculd el area transversal de TSVI (ATtsvi) segun ATrsvi= 1_'r(DTsv|/2)2. Se
obtuvieron la velocidad de TSVI (V1) y la integral de tiempo de la velocidad (ITVrsvi) con un andlisis Doppler de onda
pulsada muestreado proximal a la valvula adrtica en la vista apical de 5 camaras. Se usé interrogacion con Doppler
de onda continua (OC) a través de la valvula adrtica para obtener la velocidad transvalvular maxima (V2) e ITV
(ITVao) en la misma vista. Se calculd la relacion de V1/V2 en el periodo pretratamiento para determinar el desarrollo
de EVA. Se obtuvo la area valvular adrtica (AVA) en cada punto temporal mediante la ecuacion de continuidad AVA=
ITVrsviX(ITVrsw/ITVao). Se midié el grosor de la valvula adrtica en su porcion media al final de diastole en una vista
de eje paraesternal largo ampliado en la situacién inicial, antes de la terapia aleatorizada y en el examen
ecocardiografico final.

[0080] Se us6 la media de tres ciclos cardiacos consecutivos para cada medida. Se tuvo un cuidado especial
en obtener planos de imagenes similares en los examenes en serie revisando los registros anteriores antes del
estudio de seguimiento. Todas las imagenes y medidas ecocardiograficas se efectuaron a lo largo del protocolo por
el mismo investigador experimentado con asignacién de tratamiento aleatorizada con anonimato.

[0081] Histomorfometria

[0082] Se abrieron longitudinalmente la aorta ascendente y la valvula adrtica y se separaron las 3 cuspides
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valvulares. Se congelaron inmediatamente dos cuspides en un medio de imbibicion (OCT Tissue-Tek; Sakura,
EE.UU.) y se almacenaron a -80°C. La tercera cuspide se fijo por inmersién en formalina tamponada al 10% a 4°C
durante 24 horas y se embebid en parafina. Se analizaron secciones de tejido tefiidas o marcadas
inmunohistoquimicamente obtenidas a partir del tercio central de cada cuspide con un sistema digitalizador de
imagenes informatizado (Image Pro Plus, version 5.1) usando un microscopio 6ptico (BX41, Olympus) conectado
con una camara de video digital (Qcolor3, Olympus). La region de andlisis (RDA) estaba compuesta por 1000 ym de
seno de Valsalva de la base de la valva y por 500 ym de valva de la base de valva. Se midieron el area de lesion
(AL) y longitud de lesion de la valva (LLV).

[0083] Histoquimica
[0084] Se prepararon secciones tefiidas con hematoxilina-floxina-azafran, von Kossa y rojo Sirius (F3B, BDH,

RU) para examen rutinario, calcificaciéon de tejido y estudios de colageno, respectivamente. Se cuantificaron las
fibras de colageno de tipos | y lll como se describe anteriormente (13) en secciones tefiidas con rojo Sirius-acido
picrico bajo luz polarizada. Para la evaluacién inmunohistoquimica, se preincubaron todas las secciones con
anticuerpo monoclonal de IgG2a de ratén contra macréfagos de conejo (RAM11, Dako, Canada) (dilucion 1:100) o a-
actina de célula de musculo liso de conejo (Clone 1A4, Dako, Canada) (dilucién 1:200). Se aplicaron los anticuerpos
secundarios biotinilados apropiados a la especie, seguido de complejo de estreptavidina-peroxidasa de rabano
picante, se visualizaron con azoetilcarbazol (AEC) y se contratifieron con hematoxilina de Mayer. Se cuantificaron
células de musculo liso, macréfagos y areas de calcificacion en la RDA con imagenes digitales adquiridas a 40x
aumentos. Se capturaron digitalmente las imagenes de cada seccidn con los mismos ajustes de iluminacion, y se
efectud el analisis informatizado automatico con el mismo umbral de color para todos los especimenes. Se
expresaron los datos como porcentaje de area marcada en la RDA.

[0085] Para la valoracion del colesterol libre en tejido, se tifieron con filipina (13) criosecciones de 5 um fijadas
con paraformaldehido al 4% en PBS (pH 7,4). Se incubaron las secciones durante 1 hora a temperatura ambiente en
complejo de filipina (Sigma, Canada), se disolvieron en DMSO y se diluyeron en PBS, se montaron en un
Vectashield (Vector Laboratories, EE.UU.) y se visualizaron mediante microscopia de fluorescencia usando un
microscopio Zeiss Axiovert 200M con un conjunto de filiros DAPI. Se adquirieron las imagenes con una camara

digital AxioCam MRm montada con un adaptador de montura C a 0,63X. Se expresaron los datos de filipina como
unidades arbitrarias de intensidad de fluorescencia.

[0086] Andlisis estadistico

[0087] Se presentan los datos como media + desviacidn estandar. Para el periodo “pretratamiento”, se usaron

modelos de analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas para estudiar las medidas ecocardiograficas y
séricas a lo largo del tiempo y entre grupos (grupos tratado frente a control). Se usaron modelos con tiempo, grupo e
interaccion grupo x tiempo como variables independientes y se realizaron comparaciones entre grupos en un punto
temporal dado solo en presencia de una interaccion grupo x tiempo significativa. Por otro lado, se extrajeron
conclusiones globales basandose en los efectos del grupo principal del modelo. Para el periodo de tratamiento
aleatorizado, se usaron modelos de analisis de covarianza (ANCOVA) de medidas repetidas para estudiar las
medidas ecocardiograficas y séricas a lo largo del tiempo y entre grupos (grupos tratado frente a control), ajustadas
para el valor de la situacion inicial de la variable de respuesta. La interaccién de grupo x tiempo se incluyé también
en los modelos de ANCOVA vy se realizaron comparaciones entre grupos en un punto temporal dado solo en
presencia de una interaccion grupo x tiempo significativa. De otro modo, se extrajeron conclusiones globales
basandose en los efectos del grupo principal del modelo. Se compararon las variables histolégicas entre grupos
tratado y de control usando la prueba de t de Student. Se evaluaron las relaciones entre variables
histomorfométricas y ecocardiogréficas usando el coeficiente de correlacién de Pearson. Se efectuaron todos los
andlisis con SAS edicion 8.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC) y se realizaron a un nivel de significacién de 0,05.

[0088] Resultados
[0089] Lipidos séricos y calcemia
[0090] No habia diferencia significativa entre los grupos durante el periodo de pretratamiento (el periodo de

dieta hipercolesterolémica) para los niveles séricos de colesterol total (P= 0,942), HDL-colesterol (P= 0,787),
triglicéridos (P= 0,906) y calcemia (P= 0,727). Durante el periodo de tratamiento de 2 semanas, los niveles de
colesterol total eran también estadisticamente similares en ambos grupos (P= 0,470). Los valores eran de 20,46 +
3,52 mmol/l y 20,13 = 5,18 mmol/l en el momento de la aleatorizacion y de 13,78 = 6,24 mmol/l y 17,57 + 10,32
mmol/l al final del tratamiento en los grupos de control y tratado, respectivamente, No habia una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos para los niveles de HDL-colesterol durante el periodo de tratamiento
(P=0,374). El HDL-colesterol era de 0,50 + 0,20 mmol/l y 0,50 £ 0,15 mmol/l en el momento de la aleatorizacion y de
0,39 £ 0,17 mmol/l y 0,45 + 0,17 mmol/l al final del tratamiento. Durante este periodo, los niveles de triglicéridos eran
también similares (P= 0,544). No habia una diferencia estadisticamente significativa entre grupos para calcemia
durante el periodo de tratamiento (P= 0,832), con valores de 3,31 £ 0,29 mmol/l y 3,15 + 0,37 mmol/l antes de la
aleatorizacion y de 3,22 £ 0,11 mmol/l y 3,22 + 0,12 mmol/l al final del tratamiento en ambos grupos.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2402 823 T3

[0091] Desarrollo de EVA durante el periodo de dieta hipercolesterolémica y suplemento de vitamina D2

[0092] El tiempo de induccion de EVA por la dieta de colesterol mas vitamina D2 era similar para los grupos
de control y tratado (12,8 + 2,2 frente a 13,0 £ 2,9 semanas; P= 0,852). Habia una diferencia significativa entre el
AVA en la situacion inicial y al final del periodo de dieta hipercolesterolémica (P< 0,0001). ElI AVA se reduma en
ambos grupos, y los valores eran casi idénticos entre los conejos de control y tratados (de 24,2 + 4,1 mm? en la
situacion inicial a 19,0 + 2,7 mm? en los controles y de 24,7 + 3,9 mm? a 19,1 + 2,6 mm? en el grupo tratado). Por lo
tanto, no habia diferencias significativas en el AVA entre grupos durante el periodo de desarrollo de EVA (P= 0,852).
Por tanto, el AVA se reducia un 20,5 + 4,2% y un 21,6 + 3,7% antes del tratamiento aleatorizado en los grupos de
control y tratado.

[0093] La relacion de V1/V2 era también significativamente diferente entre las medidas en la situacion inicial y
al final de la dieta hipercolesterolémica (P< 0,0001). Las relaciones de V1/V2 se reducian entre estos puntos

temporales sin diferencias significativas entre grupos (P= 0,914).
[0094] Evolucion de EVA con tratamiento- ecocardiografia
[0095] Como se muestra en la Figura 1, durante el periodo de tratamiento (desde la detecciéon de EVA a

después de 2 semanas de tratamiento), se observd una interaccion de grupo x tiempo significativa para AVA (P=
0,013). Usando modelos de ANCOVA de medidas repetidas, las medidas ecocardiograficas revelaron aumentos
significativos de AVA en los grupos tratados en comparacién con los controles después de 7 dias (21,9 + 3,6 mm
frente 2 19,6 + 1,8 mm P=0,019) (aumentos relativos de 14,2 £ 3,5% frente a 3,9 + 3,4%), 10 dias (23,0 * 4,1 mm?
frente 2 20,3 + 2 4 mm? P=0 ,006) (aumentos relativos de 19,8 + 3,5% frente a 7,6 + 4,2%) y 14 dias de tratamiento
(23,8 + 3,1 mm? frente a 21,3 + 2,4 mm?, P=0 ,012) (aumentos relativos de 24,6 + 2,0% frente a 12,9 + 3,5%).

[0096] Se valoré el grosor de la valvula adrtica mediante ecocardiografia y se midié6 antes de la terapia
aleatorizada y después de 14 dias de tratamiento. Se observé también una interaccion de grupo x tiempo
significativa para el grosor de valvula adrtica (P= 0,005). No se encontré una diferencia significativa entre grupos en
el punto temporal de aleatorizacién, pero se observé una reduccion significativa del grosor de valvula aodrtica en el
grupo tratado en comparacién con el grupo de control después de 14 dias de tratamiento. El grosor de la valvula
aortica era de 0,094 £ 0,034 cm antes de la aleatorizacién y de 0,075 + 0,033 cm al final del tratamiento en los
conejos tratados, mientras que era de 0,080 + 0,024 cm y de 0,080 £ 0,026 cm en ambos puntos temporales en los
controles.

[0097] Histologia
[0098] Todos los animales presentaban lesiones de valvula aértica. Las lesiones consistian en un tapén de

neotejido compuesto por multiples capas de células espumosas que daban lugar gradualmente a material fibrético
con células espumosas dispersas aproximadamente a profundidad media en la lesion. Las lesiones progresaban
generalmente a partir del area senotubular, cubriendo todo el seno de Valsalva y extendiéndose a la base de la
cuspide y hasta la mitad a dos tercios de la arteria de valva proximal. En contraposicion, las lesiones en la valva
ventricular no eran comunes y eran menos graves.

[0099] Histomorfometria

[0100] Como se muestra en la Figura 3, el porcentaje de AL por RDA se reducia significativamente en el
grupo tratado con péptido mimético de ApoA-I en comparacion con el grupo de control (52,8 + 12,5%/RDA frente a
66,7+9,9%/RDA, P= 0,032). De forma interesante, cuando los porcentajes de AL/RDA en histomorfometria y de AVA
determinada por ecocardiografia de ambos grupos se agruparon, se encontré una correlacion negativa entre el
porcentaje de AL/RDA y AVA (r= -0,54, P= 0,039, Figura 4). De forma similar, el andlisis de datos agrupados de
ambos grupos reveld una correlacion negativa entre AVA y %LLV (concretamente, el porcentaje de longitud de valva
total ocupada por la lesién o LVLiongitud de vaiva total X 100) (r=-0,70, P =0,004). Sin embargo, la diferencia entre los
grupos tratado y de control para %LLV no alcanzaba la significacion estadistica (55,7 + 24,3% frente 72,3 + 11,7%,

P=0,109).
[0101] Histoquimica
[0102] Se observaron focos de calcificaciones en la mayoria de animales. Los porcentajes de conejos con

depdsitos de calcio en el nucleo de lesion en los senos de Valsalva eran de 57% (4/7) en el grupo tratado y de 88%
(7/8) en los controles. La cuantificacion del porcentaje de area de seno de Valsalva ocupada por calcificaciones por
tincién con von Kossa revel6 una fuerte tendencia hacia un 77% de reduccién en el grupo tratado en comparacion
con los controles (1,6 + 2,0% frente a 6,9 + 6,7%; P= 0,063). Este porcentaje de area de focos de calcificacion en la
area del seno estaba correlacionada significativamente con el grosor de valvula adrtica determinado por
ecocardiografia (r= 0,63, P= 0,012), usando datos agrupados de ambos grupos de estudio (Figura 5).
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[0103] El colesterol libre, detectado por tincion con filipina, estaba presente a lo largo de todas las areas de
lesiéon de valvula adrtica en casi todos los animales de control, mientras que la sefal fluorescente tendia a ser menor
en el extremo luminal de las lesiones en la mayoria de animales tratados con el péptido mimético de ApoA-Il. La
valoracion de la sefal fluorescente en los primeros 10 ym del borde luminal de las lesiones mostré un 41% de
reducciéon en el colesterol libre en animales tratados en comparacién con los controles, pero esta diferencia no
alcanzaba significacion estadistica (221 + 54 frente a 377 + 229 unidades arbitrarias de intensidad de fluorescencia,
P=0,231). Las areas de macrofagos (34,5%) eran aproximadamente dos veces mas grandes que las areas positivas
de a-actina (17,1%), sin diferencias significativas entre grupos. El porcentaje de fibras de colageno de tipo Ill (verde
claro) era mayor que el de fibras de colageno de tipo | (rojo-amarillo) en la RDA (19,7 £ 5,5%/RDA para tipo Il frente
a 6,6 + 4,1%/RDA para tipo | en controles, P= 0,00009; 19,1 £ 11,3%/RDA para tipo lll frente a 5,5 + 5,6%/RDA para
tipo | en conejos tratados, P= 0,015). Sin embargo, los porcentajes de fibras de colageno (de tipos | y Ill) en la RDA
eran similares entre ambos grupos (P= 0,671 y P= 0,883 respectivamente).

[0104] Discusién

[0105] Estos experimentos demuestran que las infusiones de un péptido mimético de ApoA-I conducen a una
regresion significativa de la EVA experimental. En comparacion con el grupo de control, las infusiones con péptido
mimeético de ApoA-I inducian una mayor mejora de EVA y una reduccion significativa del grosor de valvula adrtica.
Estos cambios favorables en la gravedad de EVA en la ecocardiografia estaban acompafados por secciones
histolégicas con una reduccion significativa de la extensidn de la lesidn en la region de base de la valva y una fuerte
tendencia hacia calcificaciones reducidas.

[0106] Se us6 un modelo de conejo de EVA desarrollado por Drolet y col. (12) en el que ocurre calcificacion
de valvula adrtica significativa y reproduciblemente, permitiendo imitar la afeccién clinica. Después de una dieta
enriquecida en colesterol y suplemento de vitamina D2 durante aproximadamente 13 semanas, las medidas
ecocardiograficas revelaron un 21% de reduccion de AVA. La formacion de imagenes bidimensionales mostré un
grosor de valvula aumentado y una ecogenicidad compatible con esclerosis de valva y areas de calcificacion. El
examen histolégico confirmd el engrosamiento de valva y la deposicion de calcio tanto en los senos de Valsalva
como en la base de valva. Este estudio proporciona evidencias ecocardiograficas e histologicas de los efectos
beneficiosos de un péptido mimético de ApoA-l sobre EVA calcificada experimental. Se observé un aumento del
AVA tan pronto como 7 dias después del inicio del tratamiento activo, alcanzando una mejora del 24% a los 14 dias.
El AVA misma casi volvio, con las infusiones de péptido mimético de ApoA-I, al valor normal presente antes de
empezar la dieta hipercolesterolémica. En contraposicion, la interrupcion de la dieta enriquecida con colesterol con
suplemento de vitamina D2 en el grupo de control (para imitar la reduccion de lipidos) condujo solo a un leve
aumento del AVA, que confirma los efectos beneficiosos del péptido. El grosor de valvula aértica se redujo también
significativamente después de solo 14 dias de tratamiento con el péptido, como se muestra por ecocardiografia. De
forma interesante, el AVA determinada por ecocardiografia se correlacionaba inversamente con los indices de
extension de la lesion en histologia. Las infusiones de péptido mimético de ApoA-l conducian también a una
reduccion significativa del porcentaje de area de lesion en la regidon de andlisis histologico alrededor de la base de
valva valvular. Ademas, la gran reduccién en la extensidon de las calcificaciones valvulares, que casi alcanzé
significacion estadistica al nivel elegido arbitrariamente de 0,05, es probable que sea de importancia clinica, dado
que la EVA calcificada de los ancianos es la forma mas frecuente de estenosis encontrada en los paises
desarrollados. Esto sugiere que la presencia de calcificaciones en la valvula adrtica no solo no impide obtener
resultados favorables con el péptido, sino que este enfoque puede incluso revertir las calcificaciones valvulares
mismas. Este descubrimiento puede ser también aplicable a calcificaciones en la valvula mitral y/o anulares.

[0107] Un péptido mimético de ApoA-I complejado con fosfolipidos estimula el transporte de colesterol inverso
de manera similar al ApoA-l nativo (14). Los mayores niveles de colesterol total en circulacion en conejos tratados
con el péptido en comparacion con los controles (observados después de 2 semanas de tratamiento) pueden indicar
una movilizacion potenciada del colesterol de tejido.
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo de péptido mimético de apolipoproteina A-lI (ApoA-l)/fosfolipido para uso en la
prevencion, tratamiento, control o reversion de una estenosis valvular en un sujeto, en el que dicho péptido tiene la
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El complejo de péptido mimético de apolipoproteina A-lI (ApoA-l)/fosfolipido para uso segun la
reivindicacion 1, en el que el componente fosfolipidico del complejo es esfingomielina de huevo y/o 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfatidilcolina.

3. El complejo de péptido mimético de apolipoproteina A-l (ApoA-l)/fosfolipido para uso segun la
reivindicacion 2, en el que el componente peptidico, la esfingomielina de huevo y la 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina estan presentes a una relacién en peso de 1:1:1.

4. El complejo de péptido mimético de apolipoproteina A-l (ApoA-I)/fosfolipido para uso segun cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha estenosis valvular es una estenosis valvular adrtica o una
estenosis valvular calcificada.

5. El complejo de péptido mimético de apolipoproteina A-I (ApoA-l)/fosfolipido para uso segun cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho sujeto es un mamifero.

6. El complejo de péptido mimético de apolipoproteina A-l (ApoA-I)/fosfolipido para uso segun cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho sujeto es un ser humano.
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