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DESCRIPCION
Lipidos oxidados y usos de los mismos en el tratamiento de enfermedades y trastornos inflamatorios

CAMPO Y ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a lipidos oxidados novedosos como se definen en las reivindicaciones y a dichos lipidos
oxidados para uso en métodos de tratamiento o prevencion de una inflamacion asociada a lipidos oxidados endbgenos,
por ejemplo, para uso en el tratamiento o la prevenciéon de enfermedades y trastornos asociados a la inflamacion tales
como, por ejemplo, aterosclerosis y trastornos relacionados, enfermedades o trastornos autoinmunes y enfermedades o
trastornos proliferativos.

La enfermedad cardiovascular es un riesgo sanitario importante en todo el mundo industrializado. La aterosclerosis, la
mas prevalente de las enfermedades cardiovasculares, es la causa principal de ataque al corazén, apoplejia y gangrena
de las extremidades y, como tal, la causa principal de muerte en los Estados Unidos. La aterosclerosis es una
enfermedad compleja que implica muchos tipos celulares y factores moleculares (para una revision detallada, véase
Ross, 1993, Nature 362: 801-809). El proceso, que aparece como respuesta a ataques a células del endotelio y masculo
liso (CML) de la pared arterial, consiste en la formacion de lesiones o placas fibrograsas y fibrosas precedida y
acompafada por inflamacién. La desestabilizacién de placas puede conducir a complicaciones adicionales tales como
ruptura y trombosis, que son el resultado de una respuesta inflamatoria-fibroproliferativa excesiva ante numerosas
formas de ataques diferentes. Por ejemplo, los estreses por cizalla se cree que son responsables de la frecuente
aparicion de placas ateroscleréticas en regiones del sistema circulatorio donde aparece flujo sanguineo turbulento, tales
como puntos de ramificacion y estructuras irregulares.

El primer acontecimiento observable en la formacion de una placa aterosclerotica aparece cuando células inflamatorias
tales como macrofagos derivados de monocitos se adhieren a la capa endotelial vascular y transmigran a través del
espacio subendotelial. Los niveles plasmaticos elevados de LDL conducen a un congestion lipidica de las paredes de
los vasos, produciendo las células endoteliales adyacentes lipoproteina de baja densidad (LDL) oxidada. Ademas, el
atropamiento de lipoproteinas por la matriz extracelular conduce a la oxidacién progresiva de LDL por lipooxigenasas,
especies de oxigeno reactivas, peroxinitrito y/o mieloperoxidasa. Estas LDL oxidadas se captan entonces en grandes
cantidades por monocitos mediante receptores secuestrantes expresados sobre sus superficies.

Los monocitos y células derivadas de musculo liso (CML) rellenos de lipidos se denominan células espumosas y son el
constituyente principal de las estrias grasas. Las interacciones entre células espumosas, células endoteliales y células
de mausculo liso que las rodean produce un estado de inflamacidn local cronica que puede conducir eventualmente a la
activacion de células endoteliales, una apoptosis de macréfagos aumentada, la proliferacion y migracion de células de
musculo liso y la formacién de una laca fibrética (Hajjar, DP y Haberland, ME, J. Biol. Chem., 12 de septiembre de 1997;
272(37): 22975-78). La ruptura de placa y trombosis taponan los vasos sanguineos afectados y limitan por tanto el flujo
de sangre, dando como resultado isquemia, una afeccion caracterizada por la falta de suministro de oxigeno en tejidos
de o6rganos debido a una perfusién inadecuada. Cuando las arterias implicadas bloquean el flujo de sangre al corazén,
la persona esta aquejada por un “ataque al corazén”; cuando se taponan las arterias cerebrales, la persona experimenta
una apoplejia. Cuando se estrechan las arterias a los miembros, el resultado es dolor grave, movilidad fisica reducida y
posiblemente la necesidad de amputacion.

La LDL oxidada se ha implicado en la patogénesis de aterosclerosis y aterotrombosis por su accién sobre los monocitos
y células de musculo liso, y por inducir la apoptosis de células endoteliales, empeorando el equilibrio anticoagulante en
el endotelio. La LDL oxidada inhibe también la descomposicion antiaterogénica asociada a HDL de fosfolipidos oxidados
(Mertens, A y Holvoet, P, FASEB J. octubre de 2001; 15(12): 2073-84). Esta asociacion esta también apoyada por
muchos estudios que demuestran la presencia de LDL oxidada en las placas de diversos modelos animales de
aterogénesis y el retardo de la aterogénesis mediante la inhibicién de la oxidacion por manipulaciones farmacoldgicas
ylo genéticas (véanse, por ejemplo, Witztum J y Steinberg, D, Trends Cardiovasc. Med. abril-mayo de 2001; 11(3-4): 93-
102 para una revision de la bibliografia actual). Es mas, la LDL oxidada y la LDL modificada con malondialdehido (MDA)
se han propuesto recientemente como marcadores sanguineos exactos de la 12 y 22 etapas de enfermedad arterial
coronaria (patentes de EE.UU. n° 6.309.888 de Holvoet et al. y 6.255.070 de Witztum et al.).

La reduccién de la oxidacion y actividad de LDL ha sido el objetivo de una serie de aplicaciones clinicas sugeridas para
el tratamiento y la prevencion de enfermedad cardiovascular. Bucala et al. (patente de EE.UU. n°® 5.869.534) dan a
conocer métodos para la modulacién de la peroxidacion lipidica mediante la reduccion del producto final de glucosilacion
avanzada, lipido caracteristico de la formacion de células espumosas relacionadas con la edad, enfermedad y diabetes.
Tang et al., de Incyte Pharmaceuticals, Inc. (patente de EE.UU. n° 5.945.308) han dado a conocer la identificacién y
aplicacion clinica propuesta de un receptor de LDL oxidada humana en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares y autoinmunes y cancer.

Aterosclerosis y enfermedad autoinmune

Debido al presunto papel de la respuesta inflamatoria-fibroproliferativa excesiva en aterosclerosis e isquemia, un
creciente nimero de investigadores han intentado definir un componente autoinmune de la lesion vascular. En las
enfermedades autoinmunes, el sistema inmunitario reconoce y ataca componentes corporales normalmente no
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antigénicos (autoantigenos), ademas de atacar los antigenos extrafios invasores. Las enfermedades autoinmunes se
clasifican como enfermedades mediadas por autoanticuerpos o mediadas por células. Las enfermedades autoinmunes
mediadas por autoanticuerpos tipicas son miastenia grave y purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), mientras que las
enfermedades mediadas por células tipicas son tiroiditis de Hashimoto y diabetes de tipo | (juvenil).

El reconocimiento de que los procesos inmunomediados prevalecen en las lesiones ateroscleréticas ha partido de la
observacion consistente de linfocitos y macréfagos en las etapas méas tempranas, a saber las estrias grasas. Se ha
encontrado que estos linfocitos, que incluyen una poblacién predominante de células CD4+, (siendo el resto células
CD8+), eran mas abundantes frente a los macréfagos en lesiones tempranas, en comparaciéon con las lesiones mas
avanzadas, en que esta relacion tiende a invertirse. Estos descubrimientos plantearon la pregunta de si reflejan una
inmunosensibilizacién primaria ante un posible antigeno o como alternativa representan un simple epifenémeno de un
dafio a tejido local inducido anteriormente. Independientemente de los factores responsables del agrupamiento de estas
células inflamatorias en la placa temprana, parecen exhibir un estado activado manifestado por la expresién simultanea
de receptor de HLA-DR de MHC de clase Il e interleucina (IL) asi como de antigeno comun de leucocitos (CD45R0) y la
integrina antigeno muy tardio 1 (VLA-1).

La reaccion inflamatoria en curso en las etapas tempranas de la lesion aterosclerética puede ser el acontecimiento
iniciador primario que conduce a la producciéon de diversas citocinas por las células locales (concretamente, células
endoteliales, macréfagos, células de muasculo liso y células inflamatorias), o puede ser que esta reaccion sea una forma
del sistema inmunitario de defensa del cuerpo contra el proceso nocivo. Algunas de las citocinas que se ha mostrado
que se regulan positivamente por las células residentes incluyen TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y y péptido
quimioatractor de monocitos 1 (MCP-1). Se ha mostrado que se sobreexpresan también el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de tipo insulina (IGF), que se expresan por todos los
constituyentes celulares de las placas aterosclerdticas, intensificando por tanto posiblemente la reaccion inflamatoria
preexistente mediante un soporte coestimulatorio en forma de un factor mitogénico y quimiotactico. Recientemente,
Uyemura et al. (“Cross regulatory roles of IL-12 and IL-10 in atherosclerosis”. J. Clin. invest. 1996 97; 2130-2138) han
diucidado el patrén de citocinas de linfocitos T de tipo 1 en lesiones ateroscleréticas humanas, ejemplificado por una
fuerte expresion de ARNm de IFN-y pero no de IL-4 en comparacién con arterias normales. Ademas, se ha encontrado
que IL-12, un factor de crecimiento de linfocitos T producido principalmente por monocitos activados y un inductor
selectivo del patrén de citocinas Thl, estaba sobreexpresado en lesiones, como se manifestaba por la abundancia de
ARNm de su forma heterodimérica principal p70 y de p40 (su proteina inducible dominante).

De forma similar a las fuertes evidencias de la dominancia del sistema inmunitario celular en la placa aterosclerética,
existen también numerosos datos que apoyan la implicaciéon del sistema inmunitario humoral local. Por tanto, se ha
mostrado la deposicién de inmunoglobulinas y componentes de complemento en las placas ademas de la expresion
potenciada de los receptores C3b y C3Bi en macréfagos residentes.

Proceden de modelos animales valiosas pistas con respecto a la contribucion de la inflamacién inmunomediada a la
progresion de la aterosclerosis. Los ratones inmunodeprimidos (deficientes en MHC de clase 1) tienden a desarrollar
aterosclerosis acelerada en comparacién con ratones inmunocompetentes. Adicionalmente, el tratamiento de ratones
C57BL/6 (Emeson EE, Shen ML. “Accelerated atherosclerosis in hyperlipidemic C57BL/6 mice treated with cyclosporin
A”. Am. J. Pathol. 1993; 142: 1906-1915) y conejos blancos de Nueva Zelanda (Roselaar SE, Schonfeld G, Daugherty A.
“Enhanced development of atherosclerosis in cholesterol fed rabbits by suppression of cell mediated immunity”. J. Clin.
Invest. 1995; 96: 1389-1394) con ciclosporina A, un potente supresor de la transcripcién de IL-2, dio como resultado una
aterosclerosis significativamente potenciada a una “carga” lipoproteica “normal”. Estos Ultimos estudios pueden
proporcionar conocimientos sobre los posibles papeles del sistema inmunitario para contrarrestar el proceso inflamatorio
autoperpetuante en la placa aterosclerética.

La aterosclerosis no es una enfermedad autoinmune clasica, aunque algunas de sus manifestaciones tales como la
produccién de placa que obstruye los vasos sanguineos puede estar relacionada con sensibilidad inmunitaria aberrante.
En la enfermedad autoinmune clasica, puede definirse a menudo muy claramente el autoantigeno sensibilizante atacado
por el sistema inmunitario y el componente o componentes del sistema inmunitario que reconoce el autoantigeno
(humoral, concretamente autoanticuerpos, o celular, concretamente linfocitos). Por encima de todo, puede mostrarse
gue la enfermedad puede inducirse mediante la transferencia pasiva de estos componentes del sistema inmunitario a
animales sanos, o en el caso de seres humanos, la enfermedad pude transferirse de una madre embarazada enferma a
su descendencia. Gran parte de lo anterior no se aplica a la aterosclerosis. Ademas, la enfermedad tiene definitivamente
factores de riesgo comunes tales como hipertension, diabetes, falta de actividad fisica, tabaquismo y otros, la
enfermedad afecta a ancianos y tiene una preponderancia genética diferente que en las enfermedades autoinmunes
clasicas.

El tratamiento de enfermedades inflamatorias autoinmunes puede dirigirse hacia la supresion o inversion de la
inmunorreactividad general y/o especifica de enfermedad. Por tanto, Aiello, por ejemplo, (patentes de EE.UU. n°
6.034.102 y 6.114.395) da a conocer el uso de compuestos de tipo estrogeno para el tratamiento y la prevencion de
aterosclerosis y progresion de lesion aterosclerética mediante la inhibicion de la agrupacion de células inflamatorias. De
forma similar, Medford et al. (patente de EE.UU. n°® 5.846.959) da a conocer métodos para la prevencién de la formacion
de PUFA oxidados, para el tratamiento de enfermedades inflamatorias cardiovasculares y no cardiovasculares
mediadas por la molécula de adhesion celular VCAM-1. Ademas, Falb (patente de EE.UU. n°® 6.156.500) designa una
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serie de moléculas de sefializacion y adhesion celular abundantes en placa y enfermedad aterosclerética como dianas
potenciales de terapias antiinflamatorias.

Puesto que la LDL oxidada se ha implicado claramente en la patogénesis de la aterosclerosis (véase anteriormente), se
ha investigado la contribucién de estos importantes componentes de placa a la autoinmunidad en procesos patolégicos
ateromatosos.

Inmunosensibilidad ante LDL oxidada

Es conocido que la LDL oxidada (LDL ox) es quimiotactica para linfocitos T y monocitos. La LDL ox y sus subproductos
son también conocidos por inducir la expresion de factores tales como factor quimiotactico de monocitos 1, la secrecion
de factor estimulante de colonias y propiedades activadoras de plaquetas, todos los cuales son potentes estimulantes
del crecimiento.

La implicacién activa de la respuesta inmunitaria celular en la aterosclerosis se ha verificado recientemente por Stemme
S., et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995; 92: 3893-97), que aislaron CD4+ en clones de placas sensibles a LDL ox
como estimulos. Los clones correspondientes a LDL ox (4 de 27) producian principalmente interferon y en lugar de IL-4.
Queda por ver si los clones de linfocitos T anteriores representan un simple contacto del sistema inmunitario celular con
el inmunégeno fuerte estimulante (LDL ox) o si esta reaccién proporciona medios para combatir el proceso
aterosclerotico aparentemente poco activo.

Los datos referentes a la implicacion de los mecanismos humorales y su significado son mucho mas controvertidos. Un
estudio reciente ha resefiado niveles aumentados de anticuerpos contra MDA-LDL, un metabolito de la oxidacion de
LDL, en mujeres que padecen enfermedad cardiaca y/o diabetes (Dotevall, et al., Clin. Sci., noviembre de 2001; 101(5):
523-31). Otros investigadores han demostrado anticuerpos que reconocen multiples epitopos en LDL oxidada, que
representan inmunorreactividad ante componentes de lipidicos y apolipoproteicos (Steinerova A. et al., Physiol. Res.
2001; 50(2): 131-41) en aterosclerosis y otras enfermedades tales como diabetes, sindrome vasculorrenal, uremia,
fiebre reumatica y lupus eritematoso. Varios articulos han asociado niveles aumentados de anticuerpos contra LDL ox
con la progresion de la aterosclerosis (expresada por el grado de estenosis carétida, la gravedad de la enfermedad
vascular periférica, etc.). Mas recientemente, Sherer et al. (Cardiology 2001; 95(1): 20-4) han demostrado niveles
elevados de anticuerpos contra cardiolipina, B-2GPI y LDL ox, en enfermedad cardiaca coronaria. Por tanto, parece
haber un consenso de la presencia de anticuerpos contra LDL ox en forma de inmunocomplejos en placa
aterosclerdtica, aunque no se haya establecido la trascendencia real de este descubrimiento.

Se ha teorizado que los anticuerpos contra LDL ox desempefian un papel activo en el metabolismo lipoproteico. Por
tanto, es conocido que los inmuncomplejos de LDL ox y sus correspondientes anticuerpos se captan mas eficazmente
por macréfagos en suspension en comparacion con LDL ox. No pueden extraerse conclusiones de este descubrimiento
consistente sobre la patogénesis de la aterosclerosis, puesto que la cuestion de si la captacion acelerada de LDL ox por
los macréfagos es beneficiosa o dafiina no se ha resulto todavia.

Proceden de modelos animales datos importantes en cuanto a la trascendencia del sistema inmunitario humoral en la
aterogénesis. Se ha encontrado que la hiperinmunizacion de conejos deficientes en receptor de LDL con LDL oxidada
homdloga daba como resultado la produccién de altos niveles de anticuerpos anti-LDL ox y estaba asociada a una
reduccion significativa de la extensidn de las lesiones ateroscleréticas en comparacion con un grupo de control expuesto
a disolucion salina tamponada con fosfato (PBS). Se ha logrado también una reduccion de la formacion de placa
mediante la inmunizacién de ratones con liposomas ricos en colesterol con la produccidon simultdnea de anticuerpos
anticolesterol, aunque este efecto estaba acompafiado por un 35% de reduccidon de los niveles de colesterol de
lipoproteina de muy baja densidad.

Por tanto, se ha demostrado extensamente en laboratorio y estudios clinicos tanto el papel patogénico de los
componentes de LDL oxidados como su importancia como autoantigenos en aterosclerosis asi como otras
enfermedades.

Inmunomodulacién mediada por via mucosa en el tratamiento de enfermedad autoinmune

Recientemente, se han encontrado nuevos métodos y formulaciones farmacéuticas que son Utiles para tratar
enfermedades autoinmunes (y trastornos inflamatorios mediados por linfocitos T relacionados tales como rechazo de
aloinjerto y enfermedad neuroldgica asociada a retrovirus). Estos tratamientos modulan el sistema inmunitario
induciendo tolerancia, por via oral 0 mucosa, por ejemplo por inhalacién, usando como tolerizantes autoantigenos,
antigenos circunstanciales o fragmentos o analogos de autoantigenos o antigenos circunstanciales supresores de la
enfermedad. Dichos tratamientos se describen, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n°® 5.935.577 de Weiner et al. Los
autoantigenos y antigenos circunstanciales se definen a continuacién (para una revision general de la tolerancia mucosa
véase Nagler-Anderson, C., Crit. Rev. Immunol. 2000; 20(2): 103-20). Se ha encontrado que la administracion
intravenosa de autoantigenos (y fragmentos de los mismos que contienen regiones epitdpicas inmunodominantes de
sus moléculas) induce inmunosupresién mediante un mecanismo llamado anergia clonal. La anergia clonal causa la
desactivacion de solo los linfocitos T de ataque inmunitario especifico a un antigeno particular, siendo el resultado una
reduccioén significativa de la respuesta inmunitaria ante este antigeno. Por tanto, los linfocitos T promotores de respuesta
autoinmune ante un autoantigeno, una vez anergizados, no proliferan ya en respuesta a ese antigeno. Esta reduccion
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de la proliferacién reduce también las reacciones inmunitarias responsables de los sintomas de enfermedad autoinmune
(tales como el dafio de tejido neuronal que se observa en EM). Existen también evidencias de que la administracién oral
de autoantigenos (o fragmentos inmunodominantes) en una sola dosis y en cantidades sustancialmente mayores que
las que desencadenan la “supresion activa” puede inducir también tolerancia mediante anergia (o delecion clonal).

Se ha dado a conocer también un método de tratamiento que se desarrolla mediante supresion activa. La supresion
activa funciona mediante un mecanismo diferente que la anergia clonal. Este método, discutido extensamente en la
solicitud PCT PCT/US93/01705, implica la administracién oral o mucosa de antigenos especificos del tejido bajo ataque
autoinmune. Estos se denominan “antigenos circunstanciales”. Este tratamiento causa la induccion de linfocitos T
reguladores (supresores) en el tejido linfoide asociado al intestino (TLAI) o el tejido linfoide asociado a los bronquios
(TLAB) o, mas generalmente, el tejido linfoide asociado a la mucosa (TLAM) (TLAM incluye TLAI y TLAB). Estas células
reguladoras se liberan en la sangre o tejido linfatico, migran entonces al érgano o tejido afectado por la enfermedad
autoinmune y suprimen el ataque autoinmune del 6rgano o tejido afectado. Los linfocitos T desencadenados por el
antigeno circunstancial (que reconocen al menos un determinante antigénico del antigeno circunstancial usado para
desencadenarlos) se orientan al lugar del ataque autoinmune donde median la liberacion local de ciertos factores
inmunomoduladores y citocinas, tales como factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B), interleucina 4 (IL-4) y/o
interleucina 10 (IL-10). De estos, el TGF-B es un factor inmunosupresor no especifico de antigeno porque suprime el
ataque inmunitario independientemente del antigeno que desencadene el ataque. (Sin embargo, debido a que la
tolerizacion oral o mucosa con un antigeno circunstancial causa solo la liberacién de TGF-$ en la cercania del ataque
autoinmune, no resulta inmunosupresion sistémica). IL-4 e IL-10 son también citocinas inmunorreguladoras no
especificas de antigeno. IL-4 en particular potencia la respuesta auxiliar T de tipo 2 (Thy), concretamente, actia sobre
los precursores de linfocitos T y causa que se diferencien preferentemente en células Th, a expensas de las respuestas
Ths. IL-4 inhibe indirectamente también la exacerbacién de Th;. IL-10 es un inhibidor directo de las respuestas Th;.
Después de la tolerizacién oral de mamiferos afectados por condiciones de enfermedad autoinmune con antigenos
circunstanciales, se observan niveles aumentados de TGF-B, IL-4 e IL-10 en el lugar de ataque autoinmune (Chen, Y. et
al., Science, 265: 1237-1240, 1994). El mecanismo de supresion circunstancial se ha confirmado por von Herreth et al.,
(J. Clin. Invest., 96: 1324-1331, septiembre de 1996).

Mas recientemente, se ha aplicado eficazmente una inmunomodulacion mediada por via oral que da como resultado
tolerancia oral en el tratamiento de modelos animales de enfermedad inflamatoria intestinal alimentando bacterias
probidticas (Dunne, C, et al., Antonie Van Leeuwenhoek, julio-noviembre de 1999; 76(1-4): 279-92), glomerulonefritis
autoinmune alimentando membrana basal glomerular (Reynolds, J. et al., J. Am. Soc. Nephrol., enero de 2001; 12(1):
61-70), encefalomielitis alérgica experimental (EAE, que es el equivalente de esclerosis multiple o EM) alimentando
proteina basica de mielina (PBM), artritis por coadyuvante y artritis por colageno alimentando a un sujeto colageno y
HSP-65, respectivamente. Una compafiia radicada en Boston llamada Autoimmune ha llevado a cabo varios
experimentos en seres humanos para prevenir diabetes, esclerosis multiple, artritis reumatoide y uveitis. Los resultados
de los experimentos en seres humanos han sido menos impactantes que en no humanos, sin embargo ha habido cierto
éxito con la prevencioén de artritis.

Se ha investigado también la inmunomodulacién mediante la induccién de tolerancia oral ante autoantigenos
encontrados en lesiones de placa aterosclerética. El estudio de los epitopos reconocidos por linfocitos T y los titulos de
Ig en modelos clinicos y experimentales de aterosclerosis han indicado tres antigenos candidatos para la supresion de
la inflamacion en lesiones ateromatosas: LDL oxidada, la proteina de choque térmico relacionada con el estrés HSP 65
y la proteina de unién a cardiolipina f2-GP1. La solicitud de patente de EE.UU. n°® 09/806.400 de Shoenfeld et al.
(presentada el 30 de septiembre de 1999) da a conocer una reduccion de aproximadamente un 30% de la aterogénesis
en las arterias de ratones transgénicos deficientes en receptor de LDL-RD genéticamente predispuestos alimentados
con LDL humana oxidada. Sin embargo, este efecto protector se conseguia alimentando una preparacién de antigeno
bruto consistente en LDL sérica humana centrifugada, filtrada y purificada que se habia sometido a un largo proceso de
oxidacién con Cu™" o malondialdehido (MDA). Aunque se consiguié una inhibicion significativa de la aterogénesis,
presuntamente por tolerancia oral, no se hizo una identificacion de los antigenos lipidicos o componentes de LDL
inmunogénicos especificos. Otro obstaculo encontrado fue la inestabilidad inherente de la LDL oxidada bruta in vivo,
debido a la actividad enzimatica y la captacion de la LDL oxidada por el higado y mecanismos inmunitarios celulares, y
su heterogeneidad entre diferentes donantes. Es plausible que un andlogo de LDL oxidada estable mas
cuidadosamente definido hubiera proporcionado inmunomodulacién (por ejemplo, por tolerancia oral) de mayor eficacia.

Se demostrado la induccién de inmunotolerancia y la posterior prevencion o inhibicién de procesos inflamatorios
autoinmunes usando exposicidon a antigenos supresores a través de sitios mucosos distintos del intestino. El tejido
membranoso alrededor de los ojos y la mucosa de la cavidad nasal, asi como el intestino, estan expuestos a muchos
antigenos invasores asi como autoantigenos y poseen mecanismos de inmunorreactividad. Por tanto, Rossi et al.
(Scand. J. Immunol., agosto de 1999; 50(2): 177-82) encontraron que la administracion nasal de gliadina era tan eficaz
como la administracién intravenosa en la regulaciéon negativa de la respuesta inmunitaria ante antigeno en un modelo de
enfermedad celiaca en raton. De forma similar, la exposicion nasal a antigeno de receptor de acetilcolina era mas eficaz
que la exposicion oral en el retardo y reduccién de la debilidad muscular y proliferacion linfocitica especifica en un
modelo de miastenia grave en raton (Shi, FD. et al., J. Immunol., 15 de mayo de 1999; 162 (10): 5757-63). Por lo tanto,
los compuestos inmunogénicos pretendidos para administracién intravenosa o intraperitoneal deberian ser 6ptimamente
adaptables a la administracion nasal y otras vias de administracion membranosa.
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Por tanto, existe claramente la necesidad de derivados de fosfolipidos oxidados sintéticos novedosos bien definidos y de
sustancias relacionadas que exhiban una estabilidad metabdlica potenciada y una inmunomodulacion eficaz inducidas,
por ejemplo, por administracion oral, intravenosa, intraperitoneal y mucosa.

Sintesis de fosfolipidos oxidados

La modificacién de fosfolipidos se ha empleado para una variedad de aplicaciones. Por ejemplo, pueden incorporarse
fosfolipidos portadores de compuestos activos liposolubles a composiciones para aplicacién transdérmica y
transmembrana (patente de EE.UU. n°® 5.985.292 de Fournerou et al.) y pueden incorporarse derivados de fosfolipidos a
liposomas y biovectores para suministro de farmacos (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n°® 6.261.597 y
6.017.513 de Kurtz y Betbeder, et al., respectivamente, y la patente de EE.UU. n® 4.614.796). La patente de EE.UU. n°
5.660.855 da a conocer constructos lipidicos de colesterol derivatizado con aminomanosa adecuados para orientarse a
células o tejido de musculo liso, formulados en liposomas. Estas formulaciones estan dirigidas a reducir la reestenosis
en arterias usando procedimientos de PTCA. El uso de liposomas para tratar aterosclerosis se ha dado a conocer
adicionalmente en el documento WO 95/23592, de Hope y Rodrigueza, quienes ensefian composiciones farmacéuticas
de liposomas unilamelares que pueden contener fosfolipidos. Los liposomas dados a conocer en el documento WO
95/23592 estan dirigidos a optimizar el eflujo de colesterol de la placa aterosclerética y son tipicamente fosfolipidos no
oxidados.

Los derivados de fosfolipidos modificados que imitan la estructura del factor activador de plaquetas (PAF) son conocidos
por ser farmacéuticamente activos en una variedad de trastornos y enfermedades, afectando a funciones tales como
permeabilidad vascular, presiéon sanguinea, inhibicion de la funcién cardiaca, etc. Se ha sugerido que un grupo de estos
derivados puede tener actividad anticancerosa (patente de EE.UU. n°® 4.778.912 de Inoue et al.). La patente de EE.UU.
n° 4.329.302 ensefia compuestos de fosfoglicéridos sintéticos-derivados de lisolecitina que son utilizables para mediar la
activacion de plaquetas. Mientras que los compuestos dados a conocer en la patente de EE.UU. n°® 4.329.302 son 1-O-
alquiléter- o 1-O-(acil graso)-fosfoglicéridos, se encontrd que la acilacion de cadena corta de la lisolecitina daba lugar a
compuestos con comportamiento activador de plaquetas, en contraposicion con la acilacién de cadena larga, y que los
1-O-alquiléteres eran bioldgicamente superiores a los correspondientes derivados de 1-O-acil graso en la imitacion de
PAF.

Se ha investigado también el efecto estructural de diversos fosfolipidos sobre la actividad biologica de los mismos por
Tokumura et al. (Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, julio de 1981, Vol. 219, N° 1) y en la patente
de EE.UU. n° 4.827.011 de Wissner et al. con respecto a la hipertension.

Se ha dado a conocer otro grupo de derivados etéricos de fosfolipidos modificados en la patente CH n° 642.665 de
Berchtold. Estos derivados etéricos de fosfolipidos modificados se han encontrado Utiles en separacion cromatografica,
pero podrian tener cierto efecto fisiologico.

La oxidacion de fosfolipidos aparece in vivo por la accion de radicales libres y reacciones enzimaticas abundantes en
placa ateromatosa. In vitro, la preparacion de fosfolipidos oxidados implica habitualmente una sencilla oxidacion quimica
de una LDL nativa o componente fosfolipidico de LDL. Los investigadores que estudian el papel de la LDL oxidada han
empleado, por ejemplo, iones ferrosos y acido ascorbico (Itabe, H. et al., J. Biol. Chem. 1996; 271: 33208-217) y sulfato
de cobre (George, J. et al., Atherosclerosis. 1998; 138: 147-152; Ameli, S. et al., Arteriosclerosis Thromb. Vasc. Biol.
1996; 16: 1074-79) para producir moléculas fosfolipidicas oxidadas, o débilmente oxidadas, similares a las asociadas a
componentes de placa. Se ha mostrado que moléculas preparadas de forma similar son idénticas a autoantigenos
asociados a la aterogénesis (Watson A.D. et al., J. Biol. Chem. 1997; 272: 13597-607) y capaces de inducir
inmunotolerancia anti-aterogénica protectora (solicitud de patente de EE.UU. n° 09/806.400 de Shoenfeld et al.,
presentada el 30 de septiembre de 1999) en ratones. Igualmente, Koike (patente de EE.UU. n° 5.561.052) da a conocer
un método de produccién de lipidos y fosfolipidos oxidados usando sulfato de cobre y superéxido dismutasa para
producir &cidos araquidonico o linoleico oxidados y LDL oxidada para uso de diagnostico. Davies et al. (J. Biol. Chem.
2001, 276: 16015) ensefian el uso de fosfolipidos oxidados como agonistas de receptor activado por proliferador de
peroxisoma.

La 1-palmitoil-2-(5-oxovaleroil)-sn-glicero-3-fosfocolina (POVPC, véase el Ejemplo | para una descripciéon estructural
bidimensional) y derivados de la misma tales como 1-palmitoil-2-glutaroil-sn-glicero-3-fosfocolina (PGPC) son ejemplos
representativos de fosfolipidos esterificados oxidados que se han estudiado con respecto a la aterogénesis (véanse, por
ejemplo, Boullier et al., J. Biol. Chem.. 2000, 275: 9163; Subbanagounder et al., Circulation Research, 1999, p4ag. 311).
Se ha estudiado también el efecto de diferentes analogos estructurales que pertenecen a esta clase de fosfolipidos
oxidados (véanse, por ejemplo, Subbanagounder et al., Arterioscler. Thromb. Nasc. Biol. 2000, pag. 2248; Leitinger et
al., Proc. Nat. Ac. Sci. 1999, 96: 12010).

El documento WO 02/41827 da a conocer los compuestos ALLE, concretamente 1-hexadecil-2-(5’-oxopentanil)-sn-
glicero-3-fosfocolinéter, y POVPC, concretamente 1-hexadecil-2-(5-oxopentanoil)-sn-3-fosfocolina, y composiciones
farmacéuticas de los mismos para uso en el tratamiento de inflamacién.
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Sin embargo, las aplicaciones in vivo que emplean fosfolipidos oxidados preparados como anteriormente tienen la
desventaja de la predisposicion al reconocimiento, unién y metabolismo del componente activo en el cuerpo, haciendo
de la dosificacion y estabilidad después de la administracion una consideracion importante.

Ademaés, las técnicas de oxidacion empleadas no son especificas, proporcionando una variedad de productos oxidados
gue necesitan una purificacion adicional o el uso de compuestos antigénicos impuros. Esto es una preocupacion adn
mayor con LDL nativa, incluso si estéa purificada.

Por tanto, es ampliamente reconocida la necesidad de, y seria altamente ventajoso, disponer de un fosfolipido oxidado
sintético novedoso, métodos mejorados para sintetizar el mismo y usos del mismo como inmunomodulador desprovisto
de las limitaciones anteriores.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona un compuesto que tiene la formula:

H

/D O(CH3)1sCH,
/—f p\"
H
Q

0 una sal, un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo. El compuesto puede seleccionarse de 1-
hexadecil-2-(4’-carboxibutil)-sn-glicero-3-fosfocolina y  3-hexadecil-2-(4’-carboxibutil)-sn-glicero-1-fosfocolina.  En
particular, la invencion se refiere a un compuesto que tiene la formula:

H

S

-

oy

]

=
m

O(CH},5CHa
D—F\\D
— }N+\

La presente invencion se refiere adicionalmente a una composicion farmacéutica que comprende, como ingrediente
activo, cualquiera de los compuestos anteriores y un portador farmacéuticamente aceptable.

Se da a conocer también en la presente memoria un compuesto que tiene la férmula general I:
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ml Cl H’l Al }Ll

i
Rai Cn-1—Ba-1—An-1—Xn-1

Rn——Cn Bn Y

R'n

Férmula |
en la que:
n es un entero de 1-6, mientras que si n=1, Cn, By, Ry, Ry’ e Y estan ausentes;

cada uno de By, By, ...Bn1 y Bn se selecciona independientemente del grupo consistente en oxigeno, azufre, nitrogeno,
fésforo y silicio, en los que cada uno de dichos nitrégeno, fésforo y silicio esta sustituido con al menos un sustituyente
seleccionado del grupo consistente en hidrogeno, par de electrones solitario, alquilo, halégeno, cicloalquilo, arilo,
hidroxilo, tiohidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, tioariloxilo, tioalcoxilo y oxo;

cada uno de Az, Az, ...An1 Y An Se selecciona independientemente del grupo consistente en CR"R"™, C=0 y C=S,

Y se selecciona del grupo consistente en hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo, carboxilo, sacarido, acido fosférico,
fosforilcolina, fosforiletanolamina, fosforilserina, fosforilcardiolipina, fosforilinositol, etilfosfocolina, fosforilmetanol,
fosforiletanol, fosforilpropanol, fosforilbutanol, fosforiletanolamino-N-lactosa, fosfoetanolamino-N-[metoxi(propilenglicol)],
4-fosfato de fosfoinositol, 4,5-bifosfonato de fosfoinositol, pirofosfato, dietilentriaminopentaacetato de fosfoetanolamina,
dinitrofenilfosfoetanolamina y fosfoglicerol; y

cada uno de X1, Xz, ...Xn1 €S independientemente un hidrocarburo saturado o insaturado que tiene la férmula general II:

Iita Il{b ]Tm—l Ii(m

{.’ia—-Cb ““““““““ Cm-1 Cm Z

Ra Rb R'm-1 E'm :
Foérmula 1l

en la que:
m es un entero de 1-26; y

Z se selecciona del grupo consistente en:

F_
" " WR"
R' w=¢ ‘FR /
W=—=C ‘}, W=—0 i
I_L ' A 1 LI "‘ L] WR' y —OH,

mientras que:
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W se selecciona del grupo consistente en oxigeno, azufre, nitrégeno y fosforo, en los que cada uno de dichos nitrégeno
y fésforo estd sustituido con al menos un sustituyente seleccionado del grupo consistente en hidrégeno, par de
electrones solitario, alquilo, halégeno, cicloalquilo, arilo, hidroxilo, tiohidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, tioariloxilo, tioalcoxilo y
0XO;

y

en al menos uno de Xi, Xz, ...Xn-1, Z N0 es hidrégeno;
y en la que:

cada uno de Rj, R’1, Ry, ... Rna, Rn, R’n, cada uno de R" y R" y cada uno de Ra, R’a, Rp, R, ...Rm-1, R'm1, Rmy R'm se
selecciona independientemente del grupo consistente en hidrégeno, un enlace, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
arilo, heteroarilo, heteroaliciclilo, halégeno, trihalogenometilo, hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, tiohidroxilo, tioalcoxilo,
tioariloxilo, fosfonato, fosfato, fosfinilo, sulfonilo, sulfinilo, sulfonamida, amida, carbonilo, tiocarbonilo, C-carboxilo, O-
carboxilo, C-carbamato, N-carbamato, C-tiocarboxilo, S-tiocarboxilo y amino o, como alternativa, al menos dos de Ry,
R’1, R2, ...Rn.1, Rn y R’n y/0 al menos dos de Ra, R'a, Rp, R, ...Rm-1, R'm-1, Rm ¥y R’'m forman al menos un anillo aromatico,
heteroaromatico, aliciclico o heteroaliciclico de 4, 5 0 6 miembros; y

cada uno de Cy, Cy, ..., Cn1, Cy y cada uno de Cg, Cp, ... Cm1 Y Cm €s un &tomo de carbono quiral o no quiral, en los que
cada atomo de carbono quiral tiene una configuracién S y/o una configuracion R,

una sal, un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

Segun rasgos adicionales de las realizaciones descritas a continuacion, al menos uno de Aj, Az, ... y An1 es CR’R”, y al
menos uno de estos Aj, Ay, ... Y An1 esta ligado a X1, X ... 0 Xn.1 que comprende un Z diferente de hidrogeno.

Segun otros rasgos adicionales de las realizaciones descritas, n es igual a 3 y al menos uno de A1y A; es CR’"R”. Az
puede ser CR”R” y X, puede comprender un Z diferente de hidrégeno. Adicionalmente, cada uno de A; y A, puede ser
CR'R"™.

Segun otros rasgos adicionales de las realizaciones descritas, Z se selecciona del grupo consistente en

en los que W puede ser oxigeno y cada uno de R” y R se selecciona independientemente de hidrogeno y alquilo.

Segun otros rasgos adicionales de las realizaciones descritas, n es igual a 1 y al menos uno de R1 y R’; es un fosfato o
fosfonato.

Segun otros rasgos adicionales de las realizaciones descritas, n es igual a 5 0 6 y al menos uno de Ri, R’1 y al menos
uno de R, y R’» forman al menos un anillo heteroaliciclico, por ejemplo un anillo monosacarido.

Segun otro aspecto dado a conocer en la presente memoria, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende, como ingrediente activo, el compuesto descrito anteriormente en la presente memoria y un portador
farmacéuticamente aceptable.

Segun rasgos adicionales de las realizaciones preferidas de la invencién descritas a continuacion, la composicion
farmacéutica se envasa en un material de envasado y se identifica por impresion en o sobre dicho material de envasado
para uso en el tratamiento o prevencion de una inflamacion asociada a un lipido oxidado endégeno, como se detalla a
continuacion en la presente memoria.

Segun mas rasgos adicionales de las realizaciones preferidas descritas, la composicion farmacéutica comprende
adicionalmente al menos un compuesto adicional capaz de tratar o prevenir la inflamacién asociada a un lipido oxidado
enddgeno como se detalla a continuacion en la presente memoria.
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Segun otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un compuesto o una composicion farmacéutica para
uso en un método de tratamiento o prevencién de una inflamacion asociada a un lipido oxidado endégeno, de acuerdo
con las reivindicaciones, que comprende administrar a un sujeto necesitado de ello una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un lipido oxidado, tratando o previniendo asi la inflamacién asociada a un lipido oxidado endégeno
en el sujeto.

Segun mas rasgos adicionales de las realizaciones dadas a conocer en la presente memoria, €l lipido oxidado se
selecciona del grupo consistente en un fosfolipido oxidado, un factor activador de plaquetas, un plasmalégeno, un
hidrocarburo de 3-30 atomos de carbono sustituido o no sustituido terminado en un grupo oxidado, un esfingolipido
oxidado, un glicolipido oxidado, un lipido de membrana oxidado y cualquier analogo o derivado de los mismos.

Segun mas rasgos adicionales de las realizaciones dadas a conocer en la presente memoria, el lipido oxidado tiene la
férmula general | representada anteriormente en la presente memoria.

Segun mas rasgos adicionales de las realizaciones dadas a conocer en la presente memoria, el lipido oxidado se
selecciona del grupo consistente en: 1-palmitoil-2-azelaoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-hexadecil-2-azelaoil-sn-glicero-3-
fosfocolina, 1-palmitoil-2-glutaroil-sn-glicero-3-fosfocolina (PGPC), 1-palmitoil-2-(5-oxovaleroil)-sn-glicero-3-fosfocolina
(POVPC), 1-palmitoil-2-(9-oxononanoil)-sn-glicero-3-fosfocolina,  1-hexadecil-2-acetoil-sn-glicero-3-fosfocolina,  1-
octadecil-2-acetoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-hexadecil-2-butiroil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-octadecil-2-butiroil-sn-
glicero-3-fosfocolina, 1-palmitoil-2-acetoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-octadecenil-2-acetoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-
hexadecil-2-(homogammalinolenoil)-sn-glicero-3-fosfocolina,  1-hexadecil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina,  1-
hexadecil-2-eicosapentenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-hexadecil-2-docosahexenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-octadecil-
2-metil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-hexadecil-2-butenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, Lyso PAF C16, Lyso PAF C18, 1-O-1’-
(2)-hexadecenil-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-iljamino]dodecanoil]-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-0-1’-(2)-
hexadecenil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-O-1'-(Z)-hexadecenil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-O-1’-(2)-
hexadecenil-2-docosahexenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-O-1’-(Z)-hexadecenil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1-
O-1'-(2)-hexadecenil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina vy 1-O-1’-(2)-hexadecenil-2-docosahexenoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina.

Segun mas rasgos adicionales de las realizaciones preferidas descritas, el método comprende adicionalmente
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto adicional capaz de tratar o
prevenir una inflamacion asociada a LDL oxidada endogena.

El al menos un compuesto adicional se selecciona preferiblemente del grupo consistente en un inhibidor de HMGCoA
reductasa (una estatina), un coadyuvante mucoso, un corticosteroide, un farmaco antiinflamatorio esteroideo, un
farmaco antiinflamatorio no esteroideo, un analgésico, un factor de crecimiento, una toxina, una HSP, una B2-
glucoproteina I, un inhibidor de proteina de transferencia de éster de colesterilo (CETP), un agonista de receptor
activado por proliferador de peroxisoma (PPAR), un farmaco antiaterosclerdético, un agente antiproliferativo, ezetimida,
acido nicotinico, un inhibidor de escualeno y una ApoE Milano.

La inflamacion segin la presente invencion estd asociada a enfermedades y trastornos tales como, por ejemplo,
enfermedades o trastornos inflamatorios idiopéticos, enfermedades o trastornos inflamatorios crénicos, enfermedades o
trastornos inflamatorios agudos, enfermedades o trastornos autoinmunes, enfermedades o trastornos infecciosos,
enfermedades o trastornos inflamatorios malignos, enfermedades o trastornos inflamatorios relacionados con
transplantes, enfermedades o trastornos inflamatorios degenerativos, enfermedades o trastornos asociados a
hipersensibilidad, enfermedades o trastornos inflamatorios cardiovasculares, enfermedades o trastornos inflamatorios
cerebrovasculares, enfermedades o trastornos vasculares periféricos, enfermedades o trastornos inflamatorios
glandulares, enfermedades o trastornos inflamatorios gastrointestinales, enfermedades o trastornos inflamatorios
cutaneos, enfermedades o trastornos inflamatorios hepaticos, enfermedades o trastornos inflamatorios neurolégicos,
enfermedades o trastornos inflamatorios musculoesqueléticos, enfermedades o trastornos inflamatorios renales,
enfermedades o trastornos inflamatorios reproductivos, enfermedades o trastornos inflamatorios sistémicos,
enfermedades o trastornos inflamatorios del tejido conectivo, tumores inflamatorios, necrosis, enfermedades o
trastornos inflamatorios relacionados con implantes, procesos inflamatorios de envejecimiento, enfermedades o
trastornos por inmunodeficiencia, enfermedades y trastornos proliferativos y enfermedades o trastornos inflamatorios
pulmonares, como se detalla a continuacion en la presente memoria.

La presente invencion se enfrenta exitosamente a los inconvenientes de las configuraciones actualmente conocidas
proporcionando lipidos oxidados sintéticos novedosos desprovistos de las limitaciones asociadas a los lipidos oxidados
sintéticos actualmente conocidos, y lipidos oxidados sintéticos para uso en métodos de tratamiento o prevencién de una
inflamacién asociada a un lipido oxidado enddgeno.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que se entiende cominmente por el especialista en la materia a la que pertenece esta invencion.
Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria en la
practica o ensayo de la presente invencion, los métodos y materiales adecuados se describen a continuacion. En caso
de conflicto, predominara la memoria descriptiva de la patente, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales,
métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La invencion se describe en la presente memoria, solo a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos adjuntos. Con
referencia especifica detallada ahora a los dibujos, se destaca que los pormenores mostrados lo son a modo de ejemplo
y solo con fines de discusion ilustrativa de las realizaciones preferidas de la presente invencién, y se presentan con
motivo de proporcionar lo que se cree que es la descripcién mas util y facilmente entendible de los principios y aspectos
conceptuales de la invencion. A este respecto, no se han intentado mostrar los detalles estructurales de la invencién con
mas detalle del necesario para una compresion fundamental de la invencion, resultando evidente para los especialistas
en la materia por la descripciéon tomada con los dibujos como pueden llevarse a la practica las diversas formas de la
invencion.

En los dibujos:

La FIG. 1 es un diagrama de flujo que representa la sintesis de 2,5’-aldehidolecitinéter, 1-hexadecil-2-(5-oxopentanil)-
sn-glicero-3-fosfocolina (para D-ALLE) o 3-hexadecil-2-(5’-oxopentanil)-sn-glicero-1-fosfocolina (para L-ALLE) (ALLE),
segun el método de sintesis dado a conocer en la presente memoria.

La FIG. 2 es un diagrama de flujo que representa la sintesis de POVPC.

La FIG. 3 es una representacion gréfica que demuestra la inhibicion de la aterogénesis temprana en ratones deficientes
en apoE mediante inmunizacion intraperitoneal con los isdmeros D y L de ALLE mezclados. Se inmunizaron ratones de
5-7 semanas Apo-E KO con 150 pg/raton de isémeros D o L de ALLE mezclados acoplados con derivado de proteina
tuberculina purificado (ALLE L+D) (n=6), derivado de proteina tuberculina purificado (PPD) solo (n=5) o (CONTROL) no
inmunizado (n=7). La aterogénesis se expresa como el area de lesiones ateromatosas en el seno aértico 4,5 semanas
después de la 42 inmunizacion.

La FIG. 4 es una representacion grafica que demuestra la inhibicion de la aterogénesis temprana en ratones Apo-E KO
mediante administracion oral de ALLE. Se alimentaron ratones de 6-7,5 semanas Apo-E KO con isémeros D y L de
ALLE mezclados: 10 pg/ratén (ALLE L+D 10 pg) (n=11) o 1 mg/raton (ALLE L+D 1 mg) (n=11); o PBS (CONTROL)
(n=12) cada dos dias durante 5 dias. La aterogénesis se expresa como el area de lesiones ateromatosas en el seno
aortico 8 semanas después de la Ultima alimentacion.

La FIG. 5 es una representacion grafica que demuestra la inhibicion de la aterogénesis temprana en ratones Apo-E KO
mediante administracion oral y nasal de L-ALLE. Se alimentaron ratones de 7-10 semanas Apo-E KO con 1 mg/raton de
L-ALLE cada dos dias durante 5 dias (OT L-ALLE) (n= 11) o se administraron por via intranasal 10 pg/raton de L-ALLE
cada dos dias durante 3 dias (NT L-ALLE) (n= 11). Se alimentaron los ratones de control con un volumen idéntico (0,2
ml) de PBS (PBS ORAL) (n= 12). La aterogénesis se expresa como el area de lesiones ateromatosas en el seno adrtico
8 semanas después de la Ultima exposicion oral o nasal.

La FIG. 6 es una representacion grafica que demuestra la supresion de la inmunorreactividad ante antigenos de placa
aterosclerotica inducida por la alimentacién oral con los fosfolipidos oxidados sintéticos L-ALLE y POVPC. Se
alimentaron ratones macho de 6 semanas Apo-E KO con 1 mg/raton de L-ALLE (L-ALLE) (n=2) o POVPC (POVPC)
(n=3) en 0,2 ml de PBS; o PBS solo (CONTROL) (n=3) cada dos dias durante 5 dias. Una semana después de la ultima
alimentacion, se inmunizaron los ratones con una sola inyeccion subcutanea de 50 pug de antigeno LDL oxidada
humana. 7 dias después, se prepararon linfocitos T de nddulo linfatico inguinal como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos siguiente, y se expusieron al antigeno LDL ox humana sensibilizante para la valoracion in vitro de
la proliferacion. La proliferacion, que indica inmunorreactividad, se expresa como la relacion entre la incorporacion de
timidina marcada al ADN de linfocitos T en presencia y ausencia de antigeno LDL ox humana (indice de estimulacion,
I.LE.).

La FIG. 7 es una representacion grafica que demuestra la inhibicién de la progresién de la aterogénesis de etapa tardia
en ratones Apo-E KO por administracion oral de los fosfolipidos oxidados sintéticos D-ALLE, L-ALLE o POVPC. Se
alimentaron ratones de 24,5 semanas Apo-E KO con 1 mg/ratén de L-ALLE (L-ALLE) (n=11), D-ALLE (D-ALLE) (n=9) 0
POVPC (POVPC) (n= 10) cada dos dias durante 5 dias, a intervalos de 4 semanas durante un periodo de 12 semanas.
Se alimentaron los ratones de control con un volumen idéntico (0,2 ml) y régimen de PBS (CONTROL) (n= 10). La
aterogénesis se expresa como el area de lesiones ateromatosas en el seno adrtico 12 semanas después de la primera
alimentacion, en comparacion con las puntuaciones de lesion de ratones de 24,5 semanas no tratados antes de la
alimentacion (sacrificados a tiempo 0).

La FIG. 8 es una representacion grafica que demuestra la reduccién del contenido de triglicéridos de VLDL en ratones
Apo-E KO inducida por la alimentacion de los fosfolipidos oxidados sintéticos D-ALLE, L-ALLE o POVPC. Se
alimentaron ratones de 24,5 semanas Apo-E KO con 1 mg/raton de L-ALLE (triangulo) (n= 11), D-ALLE (triangulo
invertido) (n= 9) o POVPC (cuadrado) (n= 10) cada dos dias durante 5 dias, a intervalos de 4 semanas durante un
periodo de 12 semanas. Se alimentaron los ratones de control con un volumen idéntico (0,2 ml) y régimen de PBS
(circulo) (n= 10). Se midi6 el contenido de triglicéridos (Tg, mg/ml) a las 9 semanas desde t= 0, mediante un método
colorimétrico enzimatico, en las fracciones de VLDL después de la separacion de las muestras de sangre combinadas
por FPLC, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos siguiente.
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La FIG. 9 es una representacion grafica que demuestra la reduccion del contenido de colesterol de VLDL en ratones
Apo-E KO inducida por la alimentacion de los fosfolipidos oxidados sintéticos D-ALLE, L-ALLE o POVPC. Se
alimentaron ratones de 24,5 semanas Apo-E KO con 1 mg/ratén de L-ALLE (triangulo) (n= 11), D-ALLE (triangulo
invertido) (n= 9) o POVPC (cuadrado) (n= 10) cada dos dias durante 5 dias, a intervalos de 4 semanas durante un
periodo de 12 semanas. Se alimentaron los ratones con un volumen idéntico (0,2 ml) y régimen de PBS (circulo) (n=
10). Se midi6 el contenido de colesterol (colesterol, mg/ml) a las 9 semanas desde t= 0, mediante un método
colorimétrico enzimatico, en las fracciones de VLDL después de la separacion de las muestras de sangre combinadas
por FPLC, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos siguiente.

La FIG. 10 presenta descripciones estructurales bidimensionales de 1-hexadecil-2-(5-carboxibutil)-sn-glicero-3-
fosfocolina (CI-201, compuesto VII), 1-hexadecil-2-(5’,5’-dimetoxipentiloxi)-sn-glicero-3-fosfocolina (compuesto Vllia) y
1-hexadecil-2-(5’,5’-dietoxipentiloxi)-sn-glicero-3-fosfocolina (compuesto VllIb).

La FIG. 11 es una representacion grafica que demuestra la inhibicion de la aterogénesis temprana en ratones Apo-E KO
por administracion oral de CI-201. Se alimentaron ratones de 12 semanas Apo-E KO con CI-201: 0,025 mg/ratén (n=
14); 0 0,2 ml de PBS (CONTROL) (n= 15) cada dos dias durante 8 semanas (5 veces por semana). La aterosclerosis se
expresa como el area de lesion ateromatosa en el seno aértico 11 semanas después de la primera alimentacion.

Las FIG. 12a-d presentan fotografias que demuestran los niveles de expresion de citocina en la aorta de ratones
tratados con ALLE, CI-201, su derivado de etilacetal (Et-acetal), su derivado de metilacetal (Me-acetal), LDL ox o PBS.
Particularmente, las Figuras 12a y 12b presentan la elevacion del nivel de expresion de IL-10 en la aorta de ratones
tratados con ALLE, CI-201, Et-acetal, Me-acetal y LDL ox en comparacion con ratones no tratados (PBS) y los niveles
de expresion reducida de IFN-y en aortas de ratones tratados con ALLE, CI-201, Me-acetal y LDL ox en comparacion
con ratones tratados con PBS, y las Figuras 12c y 12d presentan la expresién reducida de IL-12 en ratones tratados con
ALLE, CI-201 y Et-acetal en comparaciéon con el grupo tratado con PBS. Se alimentaron ratones de 10-12 semanas
Apo-E KO con 1 mg/ratén/0,2 ml del antigeno ensayado (ALLE, CI-201, Et-acetal, Me-acetal) o 0,1 mg/raton/0,2 ml de
LDL ox o se administraron 0,2 ml de PBS. Las administraciones orales tuvieron lugar 5 veces cada dos dias y la
expresion de citocina se evalu6 8 semanas después de la ultima administracién oral.

La FIG. 13 presenta un grafico de barras que demuestra la atenuacion de la aterogénesis en ratones LDL-RD por
administracion oral de LDL ox. Se alimentaron los ratones LDL-RD con PBS o 10, 100 y 1.000 pg/dosis de LDL ox, 5
veces cada dos dias. La aterogénesis se expresa como el area de lesiones ateromatosas en el seno adrtico 5 semanas
después de la Ultima alimentacion.

Las FIG. 14a-b presentan gréaficos de barras que demuestran la inhibicion de la aterogénesis en ratones Apo-E KO por
administracion oral de CI-201. Se alimentaron ratones Apo-E KO con PBS (control) 0 0,1, 1 y 10 ug/dosis de CI-201 en
tres series al inicio de cada mes, 5 veces cada dos dias en cada serie. La aterogénesis se expresa como el area de
lesiones ateromatosas en el seno aodrtico 12 semanas después de la primera alimentacion. La Figura 14a presenta la
extension de la aterosclerosis en cada grupo.

La Figura 14b presenta el efecto drastico del tratamiento con CI-201 a dosis baja sobre la aterosclerosis, en
comparacion con el grupo “de estado basal” (sacrificado el dia 0) y el grupo de control.

Las FIG. 15a-b presentan gréaficos de barras que demuestran la elevacion de los niveles séricos de IL-10 (Figura 15a) y
la prevencién de la elevacion de SAA (Figura 15b) en ratones Apo-E KO tratados con CI-201. Se alimentaron ratones
Apo-E KO con PBS (control) o CI-201, 5 veces cada dos dias. Se recogio suero al inicio del experimento, 2 semanas y 4
semanas después de la primera alimentacion. Se evaluaron los niveles de marcadores como se describe en la seccion
de Materiales y Métodos siguiente.

Las FIG. 16a-b presentan fotografias (Figura 16a) y una representacion gréafica (Figura 16b) que demuestran los niveles
de expresion de citocina en la aorta de ratones tratados con CI-201 o PBS. Particularmente, las Figuras 16a y 16b
presentan la elevacion del nivel de expresién de IL-10 en la aorta de ratones tratados con CI-201, en comparacién con
ratones no tratados (PBS) y los niveles de expresion reducidos de IFN-y en aortas de ratones tratados con CI-201, en
comparacién con ratones tratados con PBS. Se alimentaron ratones Apo-E KO con 1 mg/ratén de CI-201 o con 0,2
ml/ratén de PBS 5 veces cada dos dias. Se determinaron la expresion de la citocina antiinflamatoria IL-10 y la citocina
proinflamatoria IFN-y 8 semanas después de la ultima alimentacion.

La FIG. 17 presenta fotografias que demuestran el tratamiento oral con CI-201 orientado a aorta en ratones Apo-E KO.
Aunque en la aorta el tratamiento con CI-201 indujo la elevacion del nivel de expresion de IL-10 y la reduccion de los
niveles de expresion de IFN-y, en comparacion con el tratamiento con PBS, no se observaron diferencias en la
expresion de citocina en bazo e intestino delgado entre el grupo tratado con CI-201 y el grupo de control, tratado con
PBS.

La FIG. 18 es una presentacion grafica del disefio de estudio que evalla la atenuacion de la artritis inducida por
coadyuvante (AIC) en ratas pretratadas con CI-201.

La FIG. 19 presenta un grafico de barras que demuestra el efecto de la administracién oral de CI-201 en ratas con
artritis inducida por coadyuvante (AIC) en términos de hinchamiento de pata. Se alimentaron ratas Lewis con CI-201 o
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PBS (CONTROL) 5 veces cada dos dias y se les inyecté después de ello por via intradérmica una suspension de
tuberculosis.

La FIG. 20 es una presentacion grafica del disefio de estudio para evaluar la atenuacién de artritis inducida por
coadyuvante (AIC) en ratas tratadas continuamente con CI-201.

La FIG. 21 presenta un grafico de barras que demuestra el efecto de la administracion oral de CI-201 en ratas Lewis
inducidas con AIC en términos de hinchamiento de pata. Se alimentaron las ratas Lewis con CI-201 o PBS (CONTROL)
5 veces cada dos dias, se sometieron después de ello a la induccién de artritis y se trataron entonces continuamente
con CI-201 mediante alimentacién 3 veces por semana.

La FIG. 22 presenta graficas comparativas que demuestran la valoracién de la puntuacion de artritis monitorizada
durante el desarrollo de artritis en ratas tratadas con diversas concentraciones de CI-201, en comparacion con ratas
tratadas con PBS.

La FIG. 23 presenta graficas comparativas que demuestran el porcentaje de ratas que tienen sintomas de artritis
después del tratamiento con PBS (control) y diversas concentraciones de CI-201.

La FIG. 24 presenta un gréafico de barras que demuestra el efecto sobre la aterogénesis temprana en ratones Apo-E KO
inducido por la administracion oral de compuesto V preoxidado. Se alimentaron ratones hembra de 8-10 semanas Apo-E
KO con compuesto V: 5 mg/raton (n= 6), 1 mg/raton (n= 6), 0,2 mg/ratén (n= 6) o PBS (control) (n= 7) cada dos dias
durante 5 dias. La aterogénesis se expresa como el area de lesiones ateromatosas en el seno adrtico 8 semanas
después de la dltima alimentacion.

La FIG. 25 presenta graficos de barras que demuestran el efecto sobre la aterogénesis en ratones Apo-E KO inducido
por la administracion oral de compuesto V preoxidado. Se sacrificaron ratones de 23-26 semanas Apo-E KO al inicio del
experimento (estado basal, grupo EB, n= 10) o se alimentaron con PBS (control, n= 11) o 0,1 pg/dosis de compuesto V
(n=10), en tres series al inicio de cada mes, 5 veces cada dos dias en cada serie. La aterogénesis se expresa como el
area de lesiones ateromatosas en el seno adrtico 12 semanas después de la primera alimentacion.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

La presente invencion es de métodos y composiciones que emplean lipidos oxidados que pueden utilizarse en el
tratamiento o prevencion de una inflamacion asociada a lipidos oxidados enddgenos. Particularmente, la presente
invencion es de (i) lipidos oxidados novedosos como se definen en las reivindicaciones, (i) composiciones
farmacéuticas que contienen los mismos; (iii) los lipidos oxidados novedosos para uso en métodos para el tratamiento o
prevencion de una inflamacion asociada a lipidos oxidados enddgenos, de acuerdo con las reivindicaciones, y tratar o
prevenir asi enfermedades y trastornos asociados a inflamacion tales como, pero sin limitacién, aterosclerosis,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades cerebrovasculares, enfermedades vasculares periféricas, estenosis,
reestenosis, estenosis en endoprétesis vascular, enfermedades o trastornos autoinmunes, enfermedades o trastornos
inflamatorios, enfermedades o trastornos infecciosos y enfermedades o trastornos proliferativos.

Los principios y operaciéon de la presente invencién pueden comprenderse mejor con referencia a los dibujos y
descripciones adjuntas.

Antes de explicar al menos una realizacion de la invencion con detalle, se entiende que la invencion no esta limitada en
su aplicacién a los detalles expuestos en la siguiente descripcion o ejemplificados por los Ejemplos. La invencion puede
tener otras realizaciones 0 ser practicada o llevada a cabo de diversos modos. También ha de entenderse que la
fraseologia y terminologia empleada en la presente memoria es con fines de descripciéon y no deberia considerarse
como limitante.

Las evidencias experimentales y clinicas indican un papel causante de la LDL oxidada (LDL o0x) y los componentes de
LDL en la etiologia de una respuesta inflamatoria excesiva en aterosclerosis. Se han demostrado tanto
inmunorreactividad celular como humoral ante LDL oxidada relacionada con placa, sugiriendo un importante
componente autoinmune anti-LDL oxidada en la aterogénesis. Por tanto, LDL, LDL oxidada y componentes de las
mismas han sido dianas de numerosas terapias para la prevencion y el tratamiento de enfermedad cardiaca,
enfermedad cerebrovascular y enfermedad vascular periférica.

Los estudios de la técnica anterior asociados al papel de la LDL oxidada y componentes de la misma en la reduccion de
la respuesta inmunitaria ante LDL oxidada enddgena (por ejemplo, relacionada con placa) empleaban una preparacion
de antigeno bruto consistente en LDL sérica humana centrifugada, filtrada y purificada que se habia sometido a un largo
proceso de oxidacion con Cu™ o MDA, o andlogos de LDL oxidada preparados sintéticamente. Puesto que los
fosfolipidos se consideran componentes de LDL activos, los estudios con andlogos de LDL oxidada preparados
sintéticamente implicaban tipicamente fosfolipidos oxidados (por ejemplo, POVPC y PGPC).

Aunque la técnica anterior ensefia que la administracién oral de LDL oxidada puede dar como resultado un 30% de
reduccion de la aterogénesis, sugiriendo por tanto un efecto protector de la LDL oxidada, presuntamente por tolerancia
oral, no se ha realizado la identificacién de los antigenos de lipidos ni componentes de LDL inmunogénicos especificos.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 242913413

Otro obstaculo encontrado por estos estudios de la técnica anterior fue la inestabilidad inherente de la LDL oxidada
bruta in vivo, debido a la actividad enzimatica y la captacion de LDL oxidada por el higado y los mecanismos
inmunitarios celulares. Dicha inestabilidad inherente esta también asociada a aplicaciones in vivo que utilizan derivados
de LDL oxidada sintéticos tales como POVPC y PGPC (descritos anteriormente en la presente memoria).

Por ello, hasta ahora no se ha establecido una correlacion directa entre la LDL oxidada exdégena o componentes de la
misma y la LDL oxidada enddgena, en términos de inmunomodulacién. No se han descubierto tampoco hasta ahora
analogos de LDL oxidados, desprovistos de la inestabilidad inherente y otras limitaciones implicadas con la
administracion de LDL oxidada, que puedan modular la respuesta inmunitaria y/o inflamatoria asociada a LDL oxidada
enddgena y otros lipidos oxidados enddgenos.

Al concebir la presente invencién, se teorizé que los lipidos oxidados definidos sintéticamente en general, y los analogos
de LDL oxidada en particular, podian modular la inmunorreactividad ante lipidos oxidados enddgenos en general y LDL
oxidada en particular, y por tanto usarse en el tratamiento o la prevencion de multitud de enfermedades y trastornos
asociados a la inflamacion y/o a una respuesta inmunitaria alterada tales como, por ejemplo, aterosclerosis y
enfermedades o trastornos relacionados, asi como otras enfermedades y trastornos asociados a lipidos oxidados
enddégenos.

La inflamacion implicada en la aterogénesis a menudo conduce a complicaciones tales como ruptura de placa y
trombosis (Libby et al., “Inflammation and atherosclerosis”. Circulation. 2002; 105: 1135-1143).

La presencia de linfocitos T activados en la lesion aterosclerotica humana puede conllevar su implicacion en la iniciacion
y progresion de la enfermedad (Ross R. “Atherosclerosis-an inflammatory disease”. NEJM. 1999; 340: 115-126). La
clase principal de linfocitos T, CD4+, puede diferenciarse en los linajes Thl o Th2, que se definen funcionalmente por la
citocina producida: interferon (IFN) y, secretado por las células Th1, e interleucina (IL) 4 secretada por las células Th2.
Entre los inductores principales de células Thly Th2 estan IL-12 e IL-10, respectivamente (Daugherty A y Rateri DL, “T
lymphocytes in atherosclerosis the Yin-Yang of Th1 and Th2 Influence on lesion formation”, Circ. Res. 2002; 90: 1039-
1040; Hansson GK, “Vaccination against atherosclerosis science or fiction”. Circulation. 2002; 106: 1599-1601).

Los linfocitos T aislados de sangre completa de pacientes con sindromes coronarios agudos o recogidos de placas
cardtidas humanas han mostrado reconocer especificamente LDL ox y proliferar cuando se exponen a LDL ox (Hansson
GK. “Immune mechanisms in atherosclerosis”. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2001; 21: 1, 876-90). La LDL ox y
subproductos lipidicos oxidados de la misma (por ejemplo, fosfolipidos oxidados) estan presentes en placas
ateroscleroticas (Witztum 2001, supra).

Por ello, aunque la modificacidon oxidativa de LDL puede ser un prerrequisito para la acumulacién rapida de LDL en
macrofagos y la formacién de células espumosas, puede inducir adicionalmente epitopos inmunogénicos en la molécula
de LDL, que conducen a la formacién de anticuerpos contra LDL ox.

Por lo tanto, los epitopos de LDL oxidada sirven como ligandos importantes, mediando la unién a y aclaramiento de
particulas lipoproteicas dafiadas oxidativamente y células apoptéticas, e induciendo una respuesta inmunitaria innata
que afecta a su eliminacion. Por otro lado, los epitopos de LDL oxidada pueden desempefiar un papel en la
imunoactivacién que caracteriza la placa aterosclerdtica progresiva.

En vista de lo anterior, los presentes inventores postularon que los compuestos que pueden servir como epitopos de
LDL oxidada pueden modular la respuesta inmunitaria para inducir un efecto beneficioso mas que dafiino sobre la
aterogénesis. En otras palabras, se postulé que administrar, preferiblemente por via oral, analogos de LDL oxidada tales
como fosfolipidos oxidados, induciria tolerancia ante la LDL oxidada enddgena formada durante la aterogénesis y
reduciria por tanto la respuesta inflamatoria ante la misma y atenuaria la progresion de la aterogénesis.

Se han publicado recientemente evidencias que apoyan la inmunomodulacién como un nuevo enfoque terapéutico para
tratar la aterosclerosis (Nicoletti et al. “Induction of neonatal tolerance to oxidized lipoprotein reduces atherosclerosis in
Apo E knockout (Apo-E KO) mice”. Mol. Med. 2000; 6(4): 283-290). Se ha mostrado que la inyeccioén intraperitoneal de
LDL oxidada a ratones (Apo-E KO) en el nacimiento inducia la tolerancia de linfocitos T debido a delecién clonal,
reducia la respuesta inmunitaria ante LDL oxidada y, como resultado, reducia la predisposicion a la aterosclerosis.

La inmunidad adaptativa e innata se han implicado en la patogénesis de aterosclerosis asi como en muchas otras
enfermedades y trastornos. Dada su abundancia en la lesién, los lipidos son posibles dianas de la respuesta inmunitaria
asociada a la aterosclerosis. Recientemente, se ha mostrado los linfocitos T citoliticos naturales (NKT) pueden
reconocer antigenos lipidicos presentados por moléculas de CD1. Las moléculas de CD1 presentan antigenos lipidicos
ante linfocitos T, al contrario que las moléculas de complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase | y Il
evolutivamente relacionadas, que exponen antigenos peptidicos. Como las moléculas de MHC de clase I, sin embargo,
las moléculas de CD1 consisten en una cadena pesada asociada con la cadena ligera de microglobulina 32 (B2M). Las
estructuras cristalinas de las dos isoformas de CD1, CD1b humana y CD1d de ratén, muestran una organizacion de
dominios global que se parece a las moléculas de MHC de clase I. Sefialadamente, el sitio de unién a antigeno en CD1
es hidréfobo, formando canales (CD1b) o bolsas (CD1d de ratén) que pueden acomodar las cadenas hidrocarbonadas
de lipidos. Una estrecha abertura entre las hélices a permite la exposicion de restos polares del lipido en una region
accesible para el reconocimiento por receptores de linfocitos T (TCR). Este sistema facilita la union de diferentes
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moléculas lipidicas ligadas a diversos grupos de cabeza polares, creando asi un enorme agrupamiento de antigenos
presentados por CD1 potenciales (Zeng et al. “Crystal structure of mouse CD1: an MHC-like fold with a large
hydrophobic binding groove”. Science 1997; 277: 339-345).

Las moléculas de CD1 se unen a antigenos lipidicos extrafios a medida que salen de los compartimentos endosémicos
de células presentadoras de antigeno infectadas. Al contrario que los linfocitos T que reconocen lipidos extrafios
limitados a CD1, los linfocitos T limitados a CD1 que son reactivos a autoantigenos funcionan como “autoefectores” que
se estimulan rapidamente llevando a cabo funciones auxiliares y efectoras tras interaccién con células presentadoras de
antigeno que expresan CD1. Las distinciones funcionales entre los subconjuntos de linfocitos T limitados a CD1 y las
rutas mediante las que estas células influyen en los efectos tanto inflamatorios como tolerogénicos de células
dendriticas y activan linfocitos citoliticos naturales y otros linfocitos proporcionan conocimientos de cémo los linfocitos T
limitados a CD1 regulan las respuestas antimicrobianas, la inmunidad antitumoral y el equilibrio entre tolerancia y
autoinmunidad (Vincent et al. “Understanding the function of CD 1-restricted T cells”. Nat. Immunol. 2003; 4: 517-23).

Tupin et al. (“*CD1d-dependent Activation of NKT Cells Aggravates Atherosclerosis”. J. Exp. Med. 2004; 199: 417-22)
han explorado el papel de los linfocitos NKT limitados a CD1d en aterosclerosis usando ratones deficientes en
apolipoproteina E (apoE (-/-)) y ratones ApoE(-/-) cruzados con ratones CD1d(-/-) (CD1d(-/-)apoE(-/-)) que exhibian un
25% de reduccion del tamafio de lesibn en comparacion con ratones apoE(-/-). La administracion de a-
galactosilceramida, un glucolipido sintético que activa los linfocitos NKT a través de CD1d, inducia un 50% de aumento
del tamafio de lesion en ratones apoE(-/-), mientras que no afectaba al tamafio de lesion en ratones apoE(-/-)CD1d(-/-).
Estos resultados muestran que la activacion de linfocitos NKT limitados a CD1d exacerba la aterosclerosis. Zhou et al.
(“Editing of CD1d-bound lipid antigens by endosomal lipid transfer proteins”. Science. 2004; 303: 523-7) han resefiado
que los ratones deficientes en prosaposina, el precursor de una familia de proteinas de transferencia de lipido
endosémico (LTP), exhiben defectos especificos en la presentacion de antigeno mediada por CD1d y carecen de
linfocitos NKT Va14. In vitro, las saposinas extraian los lipidos monomeéricos de las membranas y de CD1, promoviendo
asi tanto la carga como la correccion de lipidos en CD1. Los complejos transitorios entre CD1, lipido y LTP sugerian un
modelo de “tira y afloja” en que el intercambio lipidico entre CD1 y LTP es la base de sus respectivas afinidades por
lipidos. Las LTP constituyen una conexion anteriormente desconocida entre el metabolismo lipidico y la inmunidad, y
probablemente ejercen una profunda influencia sobre el repertorio de autoantigenos, antigenos tumorales y lipidicos
microbianos.

La activacion de macrofagos de tipo 2 (M2) es una ruta alternativa a la activacion de macréfagos clasica. Estas células
M2 son CPA que se presentan en la lamina propia del intestino como parte del sistema inmunitario asociado al intestino.
Estas células M2 responderan con expresion de IL-10 en lugar de la respuesta de citocina Thl clasica de macréfagos
como se describe a continuacion.

Los macréfagos activados se usan como células presentadoras de antigeno (CPA). El reconocimiento de antigeno por
linfocitos T es el evento clave que controla la respuesta inmunitaria adaptativa.

La ruta clasica de activacion dependiente de IFN-y de macréfagos por respuestas de tipo Th1 es un rasgo bien
establecido de inmunidad celular. La activacién de macréfagos depende de los productos de los linfocitos T de tipo Thl
auxiliares y linfocitos citoliticos naturales activados especificamente, en particular, IFN-y la red de citocinas que abarca
IL-12 e IL-18, que se producen por CPA. El concepto de ruta alternativa de activacion de macréfagos por las citocinas
de tipo Th2 IL-4 e IL-13, junto con IL-10, ha ganado crédito en la Gltima década, para dar cuenta de un fenotipo de
macrofagos distintivo que es consistente con un papel diferente en la inmunidad humoral y reparacion.

IL-4 e IL-13 regulan positivamente la expresion del receptor de manosa y las moléculas de MHC de clase Il por
macréfagos, que estimulan la endocitosis y presentacion de antigenos.

Las inmunoglobulinas y complejos inmunitarios pueden unirse tanto a receptores activadores como inhibidores de Fc y
complemento. También el ligamiento Fc-receptor induce efectos notables sobre la liberacion de citocinas tales como IL-
12/I1L-10 e IL-4, por las CPA mismas y por otras células de los sistemas inmunitarios innato y adquirido (Gordon S.
“Alternative Activation of Macrophages”. Nat. Rev. Immunol. 3: 23-34; 2003).

Los macrofagos expuestos a estimulos inflamatorios (IFN-y, por ejemplo) e introducidos en complejos inmunitarios
invertian drasticamente su accion, en lugar de una respuesta Thl: niveles elevados de IL-12 y niveles moderados de IL-
10, hay una drastica reduccion de los niveles de IL-12 y aumento de los de IL-10. IL-10 ejerce efectos
inmunosupresores sobre macréfagos (Anderson, C. F. y Mosser, D. M. A “Novel Phenotype for an Activated
Macrophages: the Type 2 Activated Macrophage”. J. Leukoc. Biol. 72: 101-106; 2002). IL-10 actda sobre un receptor de
membrana plasmatica distinto a los de IL-4 e IL-13, y su efecto sobre la expresion génica de macrofagos es diferente,
implicando una inhibicion mas profunda de una serie de funciones presentadoras de antigeno y efectoras, junto con la
activacion de genes o funciones seleccionados (Gordon S. “Alternative Activation of Macrophages”. Nat. Rev. Immunol.
3:23-34; 2003).

Por ello, ademas de su efecto sobre la aterosclerosis y otras enfermedades que estan directamente asociadas a LDL
oxidada, se postulé adicionalmente que la inmunomodulacion y efecto antiinflamatorio inducidos por analogos de LDL
oxidada (sintéticos) pueden utilizarse en el tratamiento y la prevencion de otras enfermedades y trastornos, asociados
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directa o indirectamente con LDL oxidada end6gena y otros lipidos oxidados. Esto se apoy6 por varios estudios, que se
dirigian a la inmunoterapia de enfermedades autoinmunes humanas tales como artritis reumatoide (AR), diabetes de
tipo | y esclerosis miltiple, mediante la modulacién de rutas inmunitarias individuales implicadas en la inflamacién o
mediante la tolerizacion ante diversos antigenos (Bielekova et al. “Encephalitogenic potential of the myelin basic protein
peptide (amino acids 83-99) in multiple sclerosis: Results of a phase Il clinical trial with an altered peptide ligand”. Nat.
Med. 2000; 6: 1167-1175; Kappos et al. “Induction of a non-encephalitogenic type 2 T helper-cell autoimmune response
in multiple sclerosis after administration of an altered peptide ligand in a placebo-controlled, randomized phase Il trial”.
Nat. Med. 2000; 6: 1176-1182).

Por ello, hay abundantes datos que apoyan la relacion entre lipidos, inflamacion y sistema inmunitario, indicando una
conexion directa entre ellos.

En un intento de mejorar el tratamiento de inflamacion y enfermedades y trastornos asociados a lipidos oxidados, los
presentes inventores han disefiado fosfolipidos oxidados sintéticos novedosos y compuestos relacionados
estructuralmente que estan desprovistos de las limitaciones asociadas a LDL oxidada y otros fosfolipidos y lipidos
oxidados conocidos (como se concretan anteriormente en la presente memoria).

Como se demuestra en la seccion de Ejemplos siguiente, al reducir la presente invencion a la practica, se confirmé de
hecho que la administracién oral y/o mucosa de los anélogos de LDL oxidada recién disefiados modula la respuesta
inflamatoria y/o inflamatoria ante LDL oxidada enddgena, reduciendo asi la respuesta inflamatoria en enfermedades
inflamatorias tales como aterosclerosis y artritis reumatoide. Estos resultados demuestran claramente el efecto de los
lipidos oxidados exdgenos sobre los procesos inflamatorios e inmunitarios que implican lipidos oxidados endégenos.

Por tanto, seglin un aspecto de la presente invencidn, se proporcionan compuestos novedosos como se definen en las
reivindicaciones, disefiados para imitar el efecto de inmunomodulacion inducido por LDL oxidada y/o una inflamacion
asociada a LDL oxidada y/u otros lipidos oxidados, evitando las limitaciones asociadas a LDL oxidada y otros lipidos
oxidados, que son por tanto altamente adecuados para el tratamiento oral/mucoso de enfermedades y trastornos
asociados a la inflamacion que implican lipidos oxidados.

Puesto que los fosfolipidos oxidados son conocidos como componentes activos de LDL ox y adicionalmente puesto que
las membranas bioldgicas incluyen fosfolipidos, y principalmente fosfoglicéridos, los compuestos segun la presente
invencion estan estructuralmente basados en fosfolipidos oxidados en general, y fosfoglicéridos oxidados en particular.

Se dan a conocer en la presente memoria también compuestos segun la formula general I:

Ry

Bn

Férmula |
en la que
n es un entero de 1-6, mientras que si n= 1, Cy, By, Rn, R’ € Y estan ausentes;

cada uno de Bi, By, ...Bn1 Yy Bn se selecciona independientemente del grupo consistente en oxigeno, azufre, nitrégeno,
fésforo y silicio, en los que cada uno de nitrégeno, fosforo y silicio esta sustituido con al menos un sustituyente
seleccionado del grupo consistente en hidrogeno, par de electrones solitario, alquilo, halégeno, cicloalquilo, arilo,
hidroxilo, tiohidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, tioariloxilo, tioalcoxilo y oxo;

cada uno de Ay, A, ...An1 Y An se selecciona independientemente del grupo consistente en CR”R™, C=0 y C=S,
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Y se selecciona del grupo consistente en hidrégeno, alquilo, arilo, cicloalquilo, carboxilo, sacarido, acido fosforico,
fosforilcolina, fosforiletanolamina, fosforilserina, fosforilcardiolipina, fosforilinositol, etilfosfocolina, fosforilmetanol,
fosforiletanol, fosforilpropanol, fosforilbutanol, fosforiletanolamino-N-lactosa, fosfoetanolamino-N-[metoxi(propilenglicol)],
4-fosfato de fosfoinositol, 4,5-bisfosfonato de fosfoinositol, pirofosfato, dietilentriaminopentaacetato de fosfoetanolamina,
dinitrofenilfosfoetanolamina y fosfoglicerol; y

cada uno de Xj, X», ...Xn.1 €s independientemente un hidrocarburo saturado o insaturado que tiene la formula general II:

Ra Rb Rm-1

Ca—Cb--------Cm-1 Cm Z

R'a BE'b R'm-1 E'm

— 8

Férmula Il
en la que:
m es un entero de 1-26; y

Z se selecciona del grupo consistente en:

.F - WR"
R
R" e ? ]
— W= —CH
W= C \
H, i\, ?, \ o, WR™

y -OH
en los que:

W se selecciona del grupo consistente en oxigeno, azufre, nitrégeno y fésforo, en los que cada uno de nitrébgeno y
fésforo esté sustituido con al menos un sustituyente seleccionado del grupo consistente en hidrogeno, par de electrones
solitario, alquilo, halégeno, cicloalquilo, arilo, hidroxilo, tiohidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, tioariloxilo, tioalcoxilo y oxo;

y

en al menos uno de Xz, Xa, ...Xn-1 Z no es hidrégeno;
y en los que:

cada uno de R1, R’1, Ry, ... Rn.1, Rn, R'n, cada uno de R” y R y cada uno de Ra, R’a, Ry, R’b, ...Rm-1, R'm-1, Rmy R'm se€
selecciona independientemente del grupo consistente en hidrogeno, un enlace, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
arilo, heteroarilo, halégeno, trihalogenometilo, hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, tiohidroxilo, tioalcoxilo, tioariloxilo, fosfonato,
fosfato, fosfinilo, sulfonilo, sulfinilo, sulfonamida, amida, carbonilo, tiocarbonilo, C-carboxilo, O-carboxilo, C-carbamato,
N-carbamato, C-tiocarboxilo, S-tiocarboxilo y amino, o como alternativa, al menos dos de Ri1, R'1, Rz, ...Rn.1, Rny R’y y/O
al menos dos de Ra, R'a, Rp, R’b, ...Rm-1, R'm-1, Rm ¥ R’m forman al menos un anillo aroméatico, heteroaromatico, aliciclico
o heterociclico de 4, 5 0 6 miembros; y

cada uno de C4, Cy, ..., Cha, Cp, y cada uno de Cg, Cyp, ... Cm1 Y Cm €S un atomo de carbono quiral o no quiral, en los que
cada atomo de carbono quiral tiene una configuracién S y/o una configuracion R,

una sal, un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se apreciara por el especialista en la materia que la viabilidad de localizar cada uno de los sustituyentes (por ejemplo,
R1-Rn, Ra-Rm, R”, R™’) en las posiciones indicadas depende de la valencia y compatibilidad quimica del sustituyente, de
la posicion sustituida y de los otros sustituyentes.

Como se usa a lo largo de la presente memoria, el término “alquilo” hace referencia a un hidrocarburo alifatico saturado
que incluye grupos de cadena lineal y ramificada. Preferiblemente, el grupo alquilo tiene de 1 a 20 atomos de carbono.
Siempre que se estipule en la presente memoria un intervalo numérico, por ejemplo “1-20”, eso implica que el grupo, en
este caso el grupo alquilo, puede contener 1 atomo de carbono, 2 atomos de carbono, 3 &tomos de carbono, etc. hasta
e incluyendo 20 atomos de carbono. Mas preferiblemente, el alquilo es un alquilo de tamafio medio que tiene de 1 a 10
atomos de carbono. Lo mas preferiblemente, a menos que se indique otra cosa, el alquilo es un alquilo inferior que tiene
de 1 a 4 atomos de carbono.
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Un grupo “cicloalquilo” hace referencia a un grupo de anillo todo de carbono monociclico o fusionado (concretamente,
anillos que comparten un par adyacente de atomos de carbono), en el que uno o mas de los anillos no tienen un sistema
de electrones pi completamente conjugado. Son ejemplos, sin limitacion, de grupos cicloalquilo ciclopropano,
ciclobutano, ciclopentano, ciclopenteno, ciclohexano, ciclohexadieno, ciclopheptano, cicloheptatrieno y adamantano.

Un grupo “alquenilo” hace referencia a un grupo alquilo que consiste en al menos dos atomos de carbono y al menos un
doble enlace carbono-carbono.

Un grupo “alquinilo” hace referencia a un grupo alquilo que consiste en al menos dos atomos de carbono y al menos un
triple enlace carbono-carbono.

Un grupo “arilo” hace referencia a grupos todo de carbono monociclicos o policiclicos de anillo fusionado
(concretamente, anillos que comparten pares adyacentes de atomos de carbono) que tienen un sistema de electrones pi
completamente conjugado. Son ejemplos, sin limitacion, de grupos arilo fenilo, naftalenilo y antracenilo. El grupo arilo
puede estar sustituido o no sustituido. Cuando esté sustituido, el grupo sustituyente puede ser, por ejemplo, alquilo,
alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heteroaliciclilo, halégeno, hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, tiohidroxilo,
tioalcoxilo, tioariloxilo, sulfinilo, sulfonilo, ciano, nitro, azida, sulfonilo, sulfinilo, sulfonamida, fosfonilo, fosfinilo, oxo,
carbonilo, tiocarbonilo, urea, tiourea, O-carbamilo, N-carbamilo, O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido, C-
carboxilo, O-carboxilo, sulfonamido y amino, como se definen estos términos en la presente memoria.

Un grupo “heteroarilo” hace referencia a un grupo de anillo monociclico o fusionado (concretamente, anillos que
comparten un par adyacente de atomos), teniendo el anillo o anillos uno o mas atomos tales como, por ejemplo,
nitrégeno, oxigeno y azufre y, ademas, teniendo un sistema de electrones pi completamente conjugado. Los ejemplos,
sin limitacion, de grupos heteroarilo incluyen pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, pirazol, piridina, pirimidina,
quinolina, isoquinolina y purina. El grupo heteroarilo puede estar sustituido o no sustituido. Cuando esté sustituido, el
grupo sustituyente puede ser, por ejemplo, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heteroaliciclilo,
halégeno, hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, tiohidroxilo, tioalcoxilo, tioariloxilo, sulfinilo, sulfonilo, ciano, nitro, azida, sulfonilo,
sulfinilo, sulfonamida, fosfonilo, fosfinilo, oxo, carbonilo, tiocarbonilo, urea, tiourea, O-carbamilo, N-carbamilo, O-
tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido, N-amido, C-carboxilo, O-carboxilo, sulfonamido y amino, como estos términos se
definen en la presente memoria.

Un grupo “heteroaliciclico” hace referencia a un grupo de anillo monociclico o fusionado que tiene en el anillo o anillos
uno o mas atomos tales como nitrégeno, oxigeno y azufre. Los anillos pueden tener también uno o méas doble enlaces.
Sin embargo, los anillos no tienen un sistema de electrones pi completamente conjugado. El heteroaliciclilo puede estar
sustituido o no sustituido. Cuando esté sustituido, el grupo sustituido puede ser, por ejemplo, un par de electrones
solitario, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heteroaliciclilo, halégeno, hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo,
tiohidroxilo, tioalcoxilo, tioariloxilo, sulfinilo, sulfonilo, ciano, nitro, azida, sulfonilo, sulfinilo, sulfonamida, fosfonilo,
fosfinilo, oxo, carbonilo, tiocarbonilo, urea, tiourea, O-carbamilo, N-carbamilo, O-tiocarbamilo, N-tiocarbamilo, C-amido,
N-amido, C-carboxilo, O-carboxilo, sulfonamido y amino, como estos términos se definen en la presente memoria. Son
ejemplos representativos piperidina, piperazina, tetrahidrofurano, tetrahidropirano, morfolino y similares.

Un grupo “hidroxilo” hace referencia a un grupo —OH.
Un grupo “azida” hace referencia a un grupo -N=N.

Un grupo “alcoxilo” hace referencia tanto a un grupo -O-alquilo como -O-cicloalquilo, como se definen en la presente
memoria.

Un grupo “ariloxilo” hace referencia tanto a un grupo -O-arilo como -O-heteroarilo, como se definen en la presente
memoria.

Un grupo “tiohidroxilo” hace referencia a un grupo -SH.

Un grupo “tioalcoxilo” hace referencia tanto a un grupo -S-alquilo como -S-cicloalquilo, como se definen en la presente
memoria.

Un grupo “tioariloxilo” hace referencia tanto a un grupo -S-arilo como -S-heteroarilo, como se definen en la presente
memoria.

Un grupo “carbonilo” hace referencia a un grupo -C(=0)-R, en que R es hidrégeno, alquilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo,
heteroarilo (unido a través de un carbono de anillo) o heteroaliciclilo (unido a través de un carbono de anillo) como se
definen en la presente memoria.

Un grupo “aldehido” hace referencia a un grupo carbonilo en que R es hidrégeno.

Un grupo “tiocarbonilo” hace referencia a un grupo -C(=S)-R en que R es como se define en la presente memoria.

Un grupo “C-carboxilo” hace referencia a un grupo -C(=0)-O-R en que R es como se define en la presente memoria.
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Un grupo “O-carboxilo” hace referencia a un grupo RC(=0)-O- en que R es como se define en la presente memoria.
Un grupo “oxo” hace referencia a un grupo =0.

Un grupo “acido carboxilico” hace referencia a un grupo C-carboxilo en que R es hidrégeno.

Un grupo “halégeno” hace referencia a fldor, cloro, bromo o yodo.

Un grupo “trihalogenometilo” hace referencia a un grupo -CXz en que X es un grupo halégeno como se define en la
presente memoria.

Un grupo “sulfinilo” hace referencia a un grupo -S(=0)-R en que R es como se define en la presente memoria. Un grupo
“sulfonilo” hace referencia a un grupo -S(=0).-R en que R es como se define en la presente memoria.

Un grupo “S-sulfonamido” hace referencia a un grupo -S(=0).-NR>, con cada uno de R como se define en la presente
memoria.

Un grupo “N-sulfonamido” hace referencia a un grupo RS(=0),-NR en que cada uno de R es como se define en la
presente memoria.

Un grupo “O-carbamilo” hace referencia a un grupo -OC(=0)-NR; en que cada uno de R es como se define en la
presente memoria.

Un grupo “N-carbamilo” hace referencia a un grupo ROC(=0)-NR- en que cada uno de R es como se define en la
presente memoria.

Un grupo “O-tiocarbamilo” hace referencia a un grupo -OC(=S)-NRz en que cada uno de R es como se describe en la
presente memoria.

Un grupo “N-tiocarbamilo” hace referencia a un grupo ROC(=S)NR- en que cada uno de R es como se describe en la
presente memoria.

Un grupo “amino” hace referencia a un grupo -NRz en que cada uno de R es como se describe en la presente memoria.

Un grupo "C-amido" hace referencia a un grupo -C(=0)-NR en que cada uno de R es como se describe en la presente
memoria.

Un grupo "N-amido" hace referencia a un grupo RC(=0)-NR- en que cada uno de R es como se describe en la presente
memoria.

Un grupo "urea" hace referencia a un grupo -NRC(=0)-NR; en que cada uno de R es como se describe en la presente
memoria.

Un grupo “guanidino” hace referencia a un grupo -RNC(=N)-NR; en que cada uno de R es como se describe en la
presente memoria.

Un grupo “guanilo” hace referencia a un grupo R2NC(=N)- en que cada uno de R es como se describe en la presente
memoria.

Un grupo “nitro” hace referencia a un grupo -NO,.
Un grupo “ciano” hace referencia a un grupo -C=N.

El término “fosfonilo” o “fosfonato” describe un grupo -P(=0)(OR)., con R como se define anteriormente en la presente
memoria. El término “fosfato” describe un grupo -O-P(=0)(OR)., con cada uno de R como se define anteriormente en la
presente memoria.

Un “acido fosférico” es un grupo fosfato en que cada uno de R es hidrégeno. El término “fosfinilo” describe un grupo -
PR3, con cada uno de R como se define anteriormente en la presente memoria.

El término “tiourea” describe un grupo -NR-C(=S)-NR-, con cada uno de R como se define anteriormente en la presente
memoria.

El término “sacarido” hace referencia a una o mas unidades de azucar, una unidad de azucar de cadena abierta o una
unidad de azulcar ciclica (por ejemplo, unidades basadas en piranosa o furanosa), y comprende cualquier
monosacarido, disacarido y oligosacarido a menos que se indique otra cosa.

Como se muestra en la formula general | anterior, los compuestos dados a conocer en la presente memoria incluyen un
esqueleto de 1-6 atomos de carbono en el que al menos uno de estos atomos de carbono del esqueleto esta unido
covalentemente a hidrégeno, un grupo hidrocarburo (alquilo, arilo, etc.), un grupo carboxilo (por ejemplo, acilo, acido
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carboxilico, etc.) o un grupo fosforilo (al que se hace referencia también en la presente memoria como un grupo fosfato
o simplemente fosfato), y los demas 1-5 atomos de carbono del esqueleto estan unidos covalentemente a cadenas
hidrocarbonadas (Xi1-Xn.1) a través de un heteroatomo (Bi-B, en la férmula general | anterior). Estas cadenas
hidrocarbonadas pueden incluir cadenas saturadas o insaturadas, sustituidas o no sustituidas, opcionalmente
interrumpidas con restos aromaticos, aliciclicos, heteroaliciclicos y/o heteroaromaticos, todos como se describen
anteriormente en la presente memoria y se representan en la formula general Il, en la que al menos una de estas
cadenas termina en un grupo oxidado, definido anteriormente en la presente memoria como Z, que es diferente de
hidrégeno.

Como se usa en la presente memoria, el término “hidrocarburo” hace referencia a un compuesto que incluye atomos de
hidrégeno y atomos de carbono, unidos covalentemente entre si. Cuando el hidrocarburo esta saturado, cada uno de
C,-Cm esta unido covalentemente a sus atomos vecinos por un solo enlace sigma. Cuando el hidrocarburo esta
insaturado, al menos dos atomos vecinos de C,-Cr, estan unidos entre si por un doble o triple enlace.

Cada una de las cadenas hidrocarbonadas puede incluir entre 1 y 26 atomos de carbono, por ejemplo entre 3y 26
atomos de carbono. Las cadenas hidrocarbonadas que terminan en el grupo oxidado Z son tipicamente cadenas de
tamafio menor, por ejemplo que tienen entre 3 y 10 4tomos de carbono, particularmente entre 3 y 6 &tomos de carbono,
no incluyendo el &tomo de carbono en el grupo oxidado.

La LDL es una lipoproteina compuesta por restos funcionalmente diferentes (componentes). Entre estos restos, estan
los fosfolipidos, que se considera que desempefian un papel importante en el efecto de la LDL oxidada sobre
enfermedades relacionadas con placa.

Como se usa a lo largo de la presente memoria, el término “resto” o “componente” hace referencia a una porcién
mayoritaria de una molécula funcional que esta ligada a otra molécula, reteniendo su actividad. Los fosfolipidos son
sustancias naturales que incluyen un grupo lipidico no polar y un grupo fosfatidilo altamente polar en el extremo. Los
fosfolipidos mas frecuentes en la naturaleza son los fosfoglicéridos, que incluyen un esqueleto de glicerol y restos de
acilo graso unidos al mismo. Los fosfoglicéridos tales como fosfoglicéridos de 1,2-O-acilo graso, asi como
modificaciones oxidativas de los mismos tales como POVPC y PGPC, se han implicado en estudios relacionados con la
aterogénesis, como se describe con detalle anteriormente en la presente memoria.

Ademas de LDL, fosfolipidos y fosfoglicéridos, otros lipidos estan implicados en diversos procesos biologicos tales como
inflamacién. Estos incluyen, por ejemplo, esfingolipidos, glicolipidos y otros lipidos de membrana.

Los compuestos descritos anteriormente, incluyendo también los compuestos de la presente invencién como se definen
en las reivindicaciones, se han disefiado principalmente segln la estructura basica de los fosfoglicéridos, de tal forma
que n en la férmula general | anterior es igual a 3. Se hace referencia a dichos compuestos en la presente memoria
como analogos de fosfoglicéridos oxidados, mientras que se hace referencia colectivamente en la presente memoria a
los compuestos dados a conocer en la presente memoria como lipidos oxidados, e incluyen anélogos y derivados de los
mismos.

Como se usa a lo largo de la presente memoria, el término “analogos” hace referencia a compuestos que estan
estructuralmente relacionados con la molécula en cuestion (por ejemplo, fosfolipidos oxidados, LDL oxidada, etc.) y por
lo tanto pueden ejercer la misma actividad bioldgica.

El término “derivados” hace referencia a moléculas en cuestién que se han modificado quimicamente pero retienen una
porcion mayoritaria de las mismas intacta, por ejemplo, moléculas en cuestién que estan sustituidas con sustituyentes
adicionales o diferentes, moléculas en cuestion en que se ha oxidado o hidrolizado una porcién de las mismas, y
similares.

En vista de la inestabilidad inherente del resto de O-acilo graso en los fosfoglicéridos de origen natural, asi como en
otros compuestos estructuralmente relacionados, resultante de su alta propensién a la hidrdlisis rapida en sistemas
biolégicos por la fosfolipasa A, (véase, por ejemplo, "A Textbook of Drug Design and Development”, Povl Krogsgaard-
Larsen and Hans Bundgaard, eds., Harwood Academic Publishers, capitulo 13, paginas 478-480), se han disefiado los
compuestos dados a conocer en la presente memoria, incluyendo también los compuestos de la presente invencion
como se definen en las reivindicaciones, para incluir al menos un resto O-éter graso, de tal modo que en la férmula
general | anterior, cuando n es igual a 3, al menos uno de A; y A, sea un grupo CR”R’’. Se hace referencia a los
compuestos en que uno de A; y Az es un grupo CR”R’™ en la presente memoria como analogos de fosfoglicéridos
monoeterificados, mientras que se hace referencia a los compuestos en que ambos A; y A; son CR”R”™ como analogos
de fosfoglicéridos dieterificados, y se caracterizan por una estabilidad in vivo mejorada, particularmente en comparacion
con los fosfoglicéridos oxidados sintéticos conocidos (por ejemplo, POVPC y PGPC).

Como se define en la férmula general | anterior, cuando n es igual a 3, al menos uno de X; y X, es una cadena
hidrocarbonada que termina en un grupo oxidado tal que Z no sea hidrégeno. Sin embargo, puesto que los derivados de
LDL oxidada de origen natural la cadena alquilo oxidada esta localizada tipicamente en la segunda posicion, y puesto
gue se ha demostrado que la actividad bioldgica de varios fosfolipidos depende directamente de la estructura de los
mismos (véase la seccidon de antecedentes para una discusion detallada), en otra realizacion dada a conocer en la
presente memoria, X, es una cadena hidrocarbonada que termina en un grupo oxidado.
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Como se describe adicionalmente en la formula general Il anteriormente en la presente memoria, el grupo oxidado
puede ser, por ejemplo,

y

(aldehido),

o
=X .

(acido carboxilico) y

t_?“-;

1

ORy
(acetal),

asi como derivados de los mismos tales como, por ejemplo, cualquier derivado de carboxilo o tiocarboxilo (por ejemplo,
un éster carboxilico en que W es oxigeno y R” es un alquilo, arilo, cicloalquilo y similares), como se definen
anteriormente en la presente memoria, derivados de imino (en que W es un atomo de nitrdgeno), derivados de amido
(en que W es oxigeno y R” es una amina), derivados de fosfina o fosfonatos y muchos mas, como se definen
anteriormente en la presente memoria.

Es un ejemplo de un fosfoglicérido oxidado eterificado dado a conocer en la presente memoria 2,5 -aldehidolecitinéter
(ALLE): 1-hexadecil-2-(5’-oxopentanil)-sn-glicero-3-fosfocolina (D-ALLE), 3-hexadecil-2-(5-oxopentanil)-sn-glicero-1-
fosfocolina (L-ALLE)] y la mezcla racémica de los mismos, cuya sintesis y uso se detallan adicionalmente en la seccion
de Ejemplos siguiente.

Sin embargo, como los aldehidos son conocidos como compuestos inestables que tienden a oxidarse facilmente, es un
ejemplo de los fosfoglicéridos oxidados eterificados novedosos segun la presente invencion el derivado de &cido 1-
hexadecil-2-(4’-carboxibutil)-sn-glicero-3-fosfocolina (al que también se hace referencia de aqui en adelante como ClI-
201). Se dan a conocer también en la presente memoria sus correspondientes acetales 1-hexadecil-2-(5’,5'-
dimetoxipentiloxi)-sn-glicero-3-fosfocolina y 1-hexadecil-2-(5’,5’-dietoxipentiloxi)-sn-glicero-3-fosfocolina (véase la Figura
10 para férmulas estructurales bidimensionales). Se detallan adicionalmente la sintesis y uso de estos compuestos en la
seccion de Ejemplos siguiente.

Aunque los lipidos oxidados descritos anteriormente derivan de fosfoglicéridos, se dan a conocer también en la presente
memoria lipidos oxidados derivados, por ejemplo, de esfingolipidos. Dichos anélogos de esfingolipidos oxidados dados
a conocer en la presente memoria tienen la férmula general | anterior, en la que n es igual a 3, Y es hidrégeno, B, es NH
y Az es C=0, en los que la cadena hidrocarbonada que termina en un grupo oxidado esta unida a la amida, como X5, 0 a
Ci.

Aunque los fosfoglicéridos oxidados derivan del glicerol, que es una molécula de monosacarido, y los esfingolipidos
derivan de la esfingosina, un aminoalcohol, se concibe que los fosfolipidos oxidados derivados de otras unidades
basadas en alcohol bioldgicamente frecuentes ejercerian el mismo efecto. Ademas, puesto que no se ha establecido
ninguna correlacion entre la distancia del resto oxidado y el resto de fosfatidilo en los fosfolipidos oxidados, se concibe
que los lipidos oxidados que derivan de un esqueleto de 4-6 atomos de carbono retendrian caracteristicas estructurales
similares a las de los fosfoglicéridos oxidados y como tales poseerian con toda probabilidad la misma antigenicidad y
actividad de inmunomodulacion, y se emplearian y aplicarian de forma similar a los derivados de fosfoglicéridos
oxidados descritos en la presente memoria.

Es un ejemplo de dicha unidad basada en alcohol una unidad basada en un monosacarido tal como, por ejemplo,
glucosa, eritritol y treitol.

Por tanto, en otra realizacién, los compuestos dados a conocer en la presente memoria incluyen hasta 6 atomos de
carbono en la cadena principal. Los atomos de carbono en la cadena principal pueden estar unidos linealmente entre si,
para formar un esqueleto de monosacarido de cadena abierta 0, como alternativa, pueden formar un esqueleto de
monosacarido heteroaliciclico, a saber un esqueleto de piranosa o furanosa, de tal modo que en la férmula general
anterior, uno de R; y R’; esté unido covalentemente con uno de R, o R, por un enlace etérico (un enlace R-O-R)
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También como alternativa, los compuestos dados a conocer en la presente memoria pueden incluir 4-6 atomos de
carbono en la cadena principal que forman un anillo no sacaridico, a saber, un anillo carbociclico o heterociclico de 4, 5
0 6 miembros, de tal modo que en la formula general | anterior uno de R; y R’; esté unido covalentemente a uno de R, o
R’n, por enlaces diferentes (por ejemplo, un enlace sigma, un enlace pi, un enlace carboxilico, un enlace éter, un enlace
tioéter y cualquier otro enlace).

Como se describe adicionalmente en la férmula general | anteriormente en la presente memoria, Y es un resto fosforilo
(por ejemplo, fosforilcolina, fosforiletanolamina, etc.) o un resto no fosforilo (por ejemplo, hidrégeno, acilo o alquilo).
Cuando Y es un resto no fosforilo, el compuesto resultante no es un fosfolipido, sino un compuesto diglicérido para n= 3,
o cualquier otro compuesto derivado de alcohol, por ejemplo derivado de monosacarido.

Puesto que hasta ahora no se ha ensefiado ninguna actividad particular del grupo fosforilo con respecto a la actividad
de inmunomodulaciéon de LDL oxidada, se concibe adicionalmente que dichos compuestos no de fosforilo retendrian
caracteristicas estructurales similares a los fosfolipidos oxidados anteriores, y como tales con toda probabilidad
poseerian antigenicidad y actividad de inmunomodulacién y podrian emplearse y aplicarse de forma similar a los
derivados de fosfolipidos oxidados descritos en la presente memoria.

En una realizacion dada a conocer en la presente memoria, Y es un sacarido como se define anteriormente en la
presente memoria, y por tanto el compuesto dado a conocer en la presente memoria es un analogo oxidado de
glicolipidos.

En otra realizacion, el compuesto dado a conocer en la presente memoria es un analogo oxidado de cualquier lipido de
membrana.

Los rasgos estructurales descritos anteriormente con respecto a los fosfoglicéridos oxidados se aplican para todos los
compuestos descritos anteriormente en la presente memoria. Por ello, en una realizacién dada a conocer en la presente
memoria, al menos uno de Aj, Az, ... Y An1 s un grupo CR”R’’, de tal modo que el compuesto incluya al menos una
cadena lateral eterificada. Debido a la inestabilidad de la cadena lateral de O-acilo, se prefiere adicionalmente que al
menos uno de los grupos oxidados en Xi1-X,.1 esté ligado con dicha cadena lateral eterificada.

Aunque los fosfolipidos de origen natural y fosfolipidos oxidados incluyen tipicamente cadenas de O-acilo, existen
evidencias de que los derivados de tiol de fosfolipidos oxidados, que incluyen por ejemplo cadenas de S-acilo, pueden
ejercer la misma actividad biolégica (véanse, por ejemplo, Reddy et al. “Antitumor ether lipids: an improved synthesis of
ilmofosine and an entioselective synthesis of an ilmofosine analog”. Tetrahedron Letters. 1994; 17: 2679-2682; Batia y
Hajdu. “Stereospecific synthesis of ether and thioether phospholipids. The use of L-glyceric acid as a chiral
phospholipids precursor”. J. Org. Chem. 1988; 53: 5034-5039; Bosies et al. Lipids. 1987; 22: 947; Bosies et al. pub.
alem. DE 3.906.952 [C.A. 1991, 114, 102394w] y Herrmann et al. “NCI-EORTC Symposium on New Drugs in Cancer
Therapy”, Amsterdam, marzo de 1992). Como los tioles se caracterizan por una bioestabilidad potenciada, dichos
compuestos pueden ser altamente beneficiosos adicionalmente.

Por ello, en una realizacion dada a conocer en la presente memoria, al menos uno de B1-B, es azufre, de tal modo que
al menos una de las cadenas laterales sea un S-acilo tiolado o una cadena de S-alquilo. En otra realizacién dada a
conocer en la presente memoria, al menos uno de X;-Xn,.1 que comprende un grupo oxidado esta ligado con dicha
cadena lateral tiolada.

Como alternativa, cada uno de B;-B, puede ser un heteroatomos biocompatible distinto de oxigeno y azufre tal como,
por ejemplo, nitrégeno, fosforo o silicio, como se describe en la férmula general | anteriormente en la presente memoria.

Aunque los compuestos dados a conocer en la presente memoria se han disefiado basicamente a partir de fosfolipidos
oxidados tales como fosfoglicéridos, los presentes inventores prevén también que una sola cadena hidrocarbonada
oxidada, que esté opcionalmente unida a un grupo polar, ejerceria esa misma antigenicidad y actividad de
inmunomodulacién que los analogos fosfolipidicos oxidados descritos anteriormente.

Dicha cadena hidrocarbonada oxidada es un rasgo comin de los metabolitos de acido araquidénico. El &cido
araquidodnico es un acido graso poliinsaturado que tiene 20 atomos de carbono que se produce in vivo mediante la
hidrdlisis enzimética de fosfolipidos que contienen el mismo. Tras su liberacion, el acido araquidénico se oxida a una
serie de autacoides importantes por ciertas lipooxigenasas, y después de una cascada de reacciones enzimaticas
adicionales, los autacoides se metabolizan hasta una familia clasica de prostaglandinas (PG), prostaciclina (PGly) y
tromboxano (TX) A2, que son activos en muchas rutas bioldgicas. Todos estos metabolitos incluyen un rasgo comun de
una cadena de 6 carbonos terminada en un doble enlace oxidable.

Como se describe anteriormente en la presente memoria y se demuestra adicionalmente en la seccion de Ejemplos
siguiente, la presencia de un grupo oxidado en analogos de LDL oxidada que se disefian para imitar la
inmunomodulacién inducida por LDL ox es esencial. Por tanto, en estudios comparativos, se ha mostrado, por ejemplo,
que el compuesto V, el compuesto no oxidado correspondiente a CI-201 (compuesto VII) no es activo mientras que Cl-
201 lo es (véanse, por ejemplo, los ejemplos XIV y XV en la seccion de Ejemplos siguiente). Ademas, basandose en la
ruta metabdlica del acido araquidénico, se supone que otros fosfolipidos oxidados experimentan la misma ruta, que da
como resultado la liberacion de la cadena lateral oxidada. Como se describe adicionalmente anteriormente en la
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presente memoria, la cadena lateral oxidada incluye preferiblemente entre 3 y 7 atomos de carbono, y por lo tanto es
similar al rasgo de cadena de 6 carbonos en los metabolitos de acido araquidénico. Ademas, el mecanismo de CD1
descrito anteriormente, que sugiere un papel para los lipidos en el sistema inmunitario, indica que la cabeza hidrdfila,
concretamente el grupo de cabeza del carbono C2 y/o el carbono C3 en CD1d, es lo méas probablemente el epitopo
antigénico presentado ante el sistema inmunitario ya que es la parte que presenta el surco de CD1 que esconde la parte
hidréfoba de la molécula, indicando un papel de epitopo hidréfilo en el carbono C2.

En fosfolipidos oxidados tales como fosfoglicéridos, la cadena lateral oxidada se une a un esqueleto de fosfoglicerol. Sin
embargo, como se menciona anteriormente en la presente memoria, no se ha sugerido un papel particular para el
esqueleto de fosfoglicerol.

Por ello, en una realizacién dada a conocer en la presente memoria, n es igual a 1, de tal modo que el compuesto dado
a conocer en la presente memoria sea una sola cadena hidrocarbonada terminada en un grupo oxidado. Aunque dicha
cadena hidrocarbonada Unica oxidada no es polar, puede unirse a un grupo polar tal como un grupo fosforilo, de tal
modo que en la férmula general | anteriormente en la presente memoria, cuando n es igual a 1, al menos uno de R1 y
R’1 sea un grupo fosfato o fosfonato. Como alternativa, al menos uno de R; y R’; puede seleccionarse de otros grupos
polares biocompatibles tales como, por ejemplo, péptidos, sacéridos y similares.

Dependiendo de los sustituyentes, cada uno de los atomos de carbono en cada uno de los compuestos descritos
anteriormente, a saber C1-Cp y Ca-Cny, puede ser quiral o no quiral. Cualquier atomo de carbono quiral que esté presente
en los compuestos dados a conocer en la presente memoria, incluyendo también los compuestos de la presente
invencion como se definen en las reivindicaciones, puede estar en configuracion R, configuracion S o racémica. Por
tanto, la presente invencion comprende cualquier combinacion de d&tomos de carbono quirales y racémicos, incluyendo
todos los estereoisémeros, isdmeros épticos, enantidmeros y anémeros posibles. Como se demuestra en la seccion de
Ejemplos siguiente, los compuestos dados a conocer en la presente memoria, incluyendo también los compuestos de la
presente invencion, pueden sintetizarse reteniendo la configuracion del material de partida. Los compuestos pueden
sintetizarse selectivamente ademas en términos de la estereoquimica del grupo oxidado. Por ello, al seleccionar los
materiales de partida apropiados y las condiciones de sintesis apropiadas, puede determinarse la pureza 6ptica (por
ejemplo, la inclusion de carbonos quirales y/o racémicos) y los estereoisdmeros obtenidos de los compuestos
resultantes. En los casos en que se obtienen mezclas racémicas, pueden usarse técnicas conocidas para separar los
isbmeros opticos o esterecisomeros. Dichas técnicas se describen, por ejemplo, en "Organic chemistry, 42 edicion de
Paula Yurkanis Bruice, paginas 180-185 y pagina 214, Prentice Hall, Upper Sadde River, NJ 07458.

La presente invencion comprende adicionalmente cualquier sal, hidrato y solvato farmacéuticamente aceptable de los
compuestos de la invencién como se definen en las reivindicaciones.

La frase “sal farmacéuticamente aceptable” hace referencia a una especie cargada del compuesto original y a su
contraion, que se usa tipicamente para modificar las caracteristicas de solubilidad del compuesto original y/o para
reducir cualquier irritacion significativa en el organismo por el compuesto original, aunque sin anular la actividad
biolégica y propiedades del compuesto administrado. Un ejemplo, sin limitacion, de una sal farmacéuticamente
aceptable seria un anién carboxilato y un catién tal como, pero sin limitacion, amonio, sodio, potasio y similares.

El término “solvato” hace referencia a un complejo de estequiometria variable (por ejemplo, di-, tri-, tetra-, penta-, hexa-
y demas), que se forma por un soluto (el compuesto de la presente invencién) y un disolvente, en los que el disolvente
no interfiere con la actividad biol6gica del soluto. Los disolventes adecuados incluyen, por ejemplo, etanol, acido acético
y similares.

El término “hidrato” hace referencia a un solvato, como se define anteriormente en la presente memoria, en que el
disolvente es agua.

Como se detalla a continuacion en la presente memoria, los compuestos recién disefiados de la presente invencion
ejercen una actividad de inmunomodulacion altamente beneficiosa y por lo tanto pueden utilizarse en diversas
aplicaciones terapéuticas. Utilizar estos compuestos en aplicacion terapéutica implica la administracion de los mismos
tal cual o como parte de una composicion farmacéutica en que se mezclan con portadores o excipientes adecuados.

Por tanto, segln otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende,
como ingrediente activo, cualquiera de los compuestos de la invencion como se definen en las reivindicaciones y un
portador farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en la presente memoria, una “composicion farmacéutica” hace referencia a una preparacion de uno o mas
de los ingredientes activos descritos en la presente memoria con otros componentes quimicos tales como portadores y
excipientes fisiolégicamente adecuados. El fin de una composiciéon farmacéutica es facilitar la administracion de un
compuesto a un organismo.

En la presente memoria, el término “ingrediente activo” hace referencia a los compuestos (por ejemplo, ALLE y CI-201 y
otros compuestos representados en la formula general | anteriormente en la presente memoria) responsables del efecto
biolégico.
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De aqui en adelante, las frases “portador fisiol6gicamente aceptable” y “portador farmacéuticamente aceptable”, que
pueden usarse intercambiablemente, hacen referencia a un portador o diluyente que no causa una irritacion significativa
a un organismo y no anula la actividad bioldgica y propiedades del compuesto administrado. Se incluye un coadyuvante
en estas frases.

En la presente memoria, el término “excipiente” hace referencia a una sustancia inerte afiadida a una composicion
farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracion de un ingrediente activo. Los ejemplos, sin limitacién, de
excipientes incluyen carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azucares y tipos de almidén, derivados de celulosa,
gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

Pueden encontrarse técnicas para la formulacion y administracion de farmacos en "Remington’s Pharmaceutical
Sciences," Mack Publishing Co., Easton, PA, ultima edicion.

Las vias de administracién adecuadas pueden incluir, por ejemplo, suministro oral, rectal, transmucoso, especialmente
transnasal, intestinal o parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcutdneas o intramedulares asi como
inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intravenosas, intraperitoneales, intranasales o intraoculares
directas.

Como alternativa, puede administrarse la composicion farmacéutica de manera local en lugar de sistémica, por ejemplo,
mediante inyeccion de la composicion farmacéutica directamente en una region de tejido de un paciente.

En una realizacion preferida de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas se disefian para modular una
respuesta inmunitaria y/o inflamatoria mediante administracion mucosa.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas se disefian para modular una
respuesta inmunitaria y/o inflamatoria mediante administracién oral.

Mas preferiblemente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se disefian para administracion nasal o
intraperitoneal, como se detalla més adelante en la presente memoria.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden fabricarse mediante procesos bien conocidos en la
materia, por ejemplo, mediante procesos de mezclado, disolucion, granulacién, preparacion de grageas, levigacion,
emulsion, encapsulacion, atropamiento o liofilizacion convencionales.

Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invencion pueden formularse por tanto de
manera convencional, usando uno o mas portadores fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y
auxiliares que facilitan el procesamiento de los ingredientes activos en preparaciones que pueden usarse
farmacéuticamente. La formulacién apropiada depende de la via de administracion elegida.

Para inyeccidn, los ingredientes activos de la composiciéon farmacéutica pueden formularse en disoluciones acuosas,
preferiblemente en tampones fisiolégicamente compatibles tales como disolucion de Hank, disolucién de Ringer o
tampon salino fisioldgico. Para administracion transmucosa, se usan en la formulacion penetrantes apropiados para la
barrera que se va a permear. Dichos penetrantes son generalmente conocidos en la materia.

Para administracion oral, la composicion farmacéutica puede formularse facilmente combinando los compuestos activos
con portadores farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la materia. Dichos portadores posibilitan que la
composicion farmacéutica se formule como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes,
suspensiones densas, suspensiones y similares, para ingestion oral por un paciente. Las preparaciones farmacolégicas
para uso oral pueden prepararse usando un excipiente sélido, moliendo opcionalmente la mezcla resultante y
procesando la mezcla de granulos, después de afiadir auxiliares adecuados si se desean, obteniéndose comprimidos o
ndcleos de gragea. Los excipientes adecuados son, en particular, cargas tales como azUcares, incluyendo lactosa,
sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidéon de maiz, almidén de trigo,
almidén de arroz, almidén de patata, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y/o polimeros fisiologicamente aceptables tales como polivinilpirrolidona (PVP). Si se
desea, pueden afadirse agentes disgregantes, tales como polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico o una sal
del mismo tal como alginato de sodio.

Los nucleos de gragea se proporcionan con recubrimientos adecuados. Con este fin, pueden usarse disoluciones
concentradas de azlcar que pueden contener opcionalmente goma ardbiga, talco, polivinilpirrolidona, gel carbopol,
polietilenglicol, diéxido de titanio, disoluciones de lacado y disolventes organicos o mezclas de disolventes adecuados.
Pueden afiadirse tintes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de gragea para identificacion o para
caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas que pueden usarse por via oral incluyen capsulas duras hechas de gelatina asi como
capsulas blandas selladas hechas de gelatina y un plastificante tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas duras pueden
contener los ingredientes activos mezclados con una carga tal como lactosa, aglutinantes tales como almidones,
lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En capsulas blandas, los
ingredientes activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados tales como acidos grasos, parafina liquida
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o polietilenglicoles liquidos. Ademas, pueden afadirse estabilizantes. Todas las formulaciones para administracion oral
deberian estar en dosificaciones adecuadas para la via elegida de administracion.

Para administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas masticables formulados
de manera convencional.

Para administracién por inhalaciéon nasal, los ingredientes activos para uso segun la presente invencion se suministran
convenientemente en forma de una presentacion de pulverizador de aerosol de un envase a presion o un nebulizador
con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano
o diéxido de carbono. En el caso de un aerosol a presion, la unidad de dosificacion puede determinarse proporcionando
una valvula para suministrar una cantidad medida. Pueden formularse cépsulas y cartuchos, por ejemplo de gelatina,
para uso en un dispensador, que contienen una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como
lactosa o almidén.

La composicién farmacéutica descrita en la presente memoria puede formularse para administracion parenteral, por
ejemplo, mediante inyeccion en embolada o infusion continua. Las formulaciones para inyeccidon pueden presentarse en
forma de dosificaciéon unitaria, por ejemplo, en ampollas o en envases multidosis, opcionalmente con un conservante
afiadido. Las composiciones pueden ser suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o0 acuosos, y
pueden contener agentes de formulacién tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen disoluciones acuosas de la preparacion activa
en forma hidrosoluble. Adicionalmente, las suspensiones de ingredientes activos pueden prepararse como
suspensiones de inyeccion basadas en aceite o agua apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados
incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo 0 ésteres de acidos grasos sintéticos tales como oleato de etilo,
triglicéridos o liposomas. Las suspensiones de inyeccion acuosas pueden contener sustancias que aumenten la
viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la
suspension puede contener también estabilizantes o agentes adecuados que aumenten la solubilidad de los
ingredientes activos para permitir la preparacion de disoluciones altamente concentradas.

Como alternativa, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para constitucion con un vehiculo adecuado, por
ejemplo disolucion basada en agua estéril exenta de pirégenos, antes del uso.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede formularse también en composiciones rectales tales como
supositorios 0 enemas de retencién usando, por ejemplo, bases de supositorio convencionales tales como manteca de
cacao u otros glicéridos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso en el contexto de la presente invencién incluyen composiciones
en las que los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el fin pretendido. Mas
especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de ingredientes activos eficaz para
prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de un trastorno (por ejemplo aterosclerosis) o prolongar la supervivencia del
sujeto que se esta tratando.

La determinacion de la cantidad terapéuticamente eficaz esté bien dentro de las capacidades de los especialistas en la
material especialmente a la vista de la descripcidn detallada proporcionada en la presente memoria.

Para cualquier preparacion usada en los métodos de la invencion, la cantidad o dosis terapéuticamente eficaz puede
estimarse inicialmente a partir de ensayos in vitro y de cultivo celular. Por ejemplo, puede formularse una dosis en
modelos animales para conseguir una concentracion o titulo deseado. Dicha informacion puede usarse para determinar
mas exactamente las dosis Utiles en seres humanos.

La toxicidad y eficacia terapéutica de los ingredientes activos descritos en la presente memoria pueden determinarse
mediante procedimientos farmacéuticos estandares in vitro, en cultivos celulares o animales experimentales. Los datos
obtenidos a partir de estos ensayos in vitro y de cultivo celular y estudios animales pueden usarse para formular una
serie de dosificaciones para uso en seres humanos. La dosificacion puede variar dependiendo de la forma de
dosificacion empleada y de la via de administracion utilizada. La formulacién, via de administracion y dosificacion
exactas pueden elegirse por el facultativo individual a la vista del estado del paciente (véase, por ejemplo, Fingl et al.,
1975, en "The Pharmacological Basis of Therapeutics", cap. 1, pag.1).

La cantidad e intervalo de dosificacion pueden ajustarse individualmente para proporcionar niveles plasmaticos o
cerebrales del ingrediente activo que sean suficientes para inducir o suprimir la angiogénesis (concentracion eficaz
minima, CEM). La CEM variard para cada preparacion, pero puede estimarse a partir de datos in vitro. Las
dosificaciones necesarias para conseguir la CEM dependeran de las caracteristicas individuales y de la via de
administracion. Pueden usarse ensayos de deteccion para determinar las concentraciones plasmaticas.

Dependiendo de la gravedad y sensibilidad de la afeccion para tratar, la dosificacion puede ser una sola o una pluralidad
de administraciones, durando un curso de tratamiento de varios dias a varias semanas o0 hasta que se efectla la
curacion o se consigue una reduccion del estado patolégico.
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La cantidad de composicién para administrar dependera, por supuesto, del sujeto que se esté tratando, de la gravedad
de la afeccion, del modo de administracion, del criterio del facultativo a cargo, etc.

Las composiciones de la presente invencion pueden presentarse, si se desea, en un paquete o dispositivo dispensador,
tal como un kit aprobado por la FDA, que puede contener una o mas formas de dosificacién unitaria que contienen el
ingrediente activo. El paquete puede estar compuesto, por ejemplo, por metal o lamina de plastico, tal como un blister.
El paquete o dispositivo dispensador puede estar acompafiado de instrucciones para administracion. El paquete o
dispensador puede alojar también un aviso asociado al envase en una forma prescrita por una agencia gubernamental
reguladora de la fabricacion, uso o venta de productos farmacéuticos, reflejando dicho aviso la aprobacion por la
agencia de la forma de composicion para administracion humana o veterinaria. Dicho aviso puede ser, por ejemplo, una
etiqueta aprobada por la U.S. Food and Drug Administration para farmacos con receta o un inserto de producto
aprobado. Pueden prepararse también composiciones que comprenden una preparacion de la invencién formulada en
un portador farmacéutico compatible, disponerse en un envase apropiado y etiquetarse para el tratamiento de la
afeccion indicada, como se detalla adicionalmente a continuacion en la presente memoria.

Por tanto, en una realizacién preferida de la presente invencidn, la composicion farmacéutica se envasa en un material
de envasado y se identifica por impresién, en o sobre el material de envasado, para uso en el tratamiento o prevencién
de una inflamacién asociada a un lipido oxidado endégeno. Se proporciona a continuacion en la presente memoria una
lista de ejemplos representativos de enfermedades y trastornos asociados a dicha inflamacion.

Como se describe con detalle adicionalmente a continuacion en la presente memoria, la composicion farmacéutica de la
presente invencién puede incluir adicionalmente un compuesto adicional que sea util en el tratamiento o la prevencion
de la inflamacién anterior.

Como se describe con detalle en la seccion de Ejemplos siguiente, los ejemplos representativos de los compuestos
recién disefiados de la presente invencion se han encontrado eficaces en la modulacién de una respuesta inmunitaria
y/o una respuesta inflamatoria asociada a LDL oxidada enddgena, conduciendo por tanto a la atenuacién de
enfermedades asociadas a LDL oxidada enddgena. Estos resultados sugieren claramente que (i) la modulacion de una
respuesta inmunitaria y/o inflamatoria ante LDL oxidada enddgena en particular, y lipidos oxidados enddgenos en
general, puede inducirse mediante cualquier compuesto que esté estructuralmente relacionado con un lipido oxidado; y
(ii) los compuestos capaces de modular una respuesta inmunitaria y/o inflamatoria ante lipidos oxidados pueden
utilizarse para tratar o prevenir la inflamacién asociada a lipidos oxidados end6genos.

Por ello, segln otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto o una composicion farmacéutica
para uso en un método de tratamiento o prevencion de una inflamacién asociada a un lipido oxidado enddgeno de
acuerdo con las reivindicaciones. El método segun este aspecto de la presente invencién se efectia mediante la
administracion a un sujeto necesitado de ello de una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas lipidos oxidados
como se definen en las reivindicaciones.

Como se usa en la presente memoria, la frase “un lipido oxidado enddgeno” hace referencia a uno o mas lipidos
oxidados que estan presentes o se forman in vivo, como resultado de procesos inflamatorios y otros mediados por
células o humorales.

El término “método” hace referencia a modos, medios, técnicas y procedimientos para lograr una tarea dada incluyendo,
pero sin limitacion, aquellos modos, medios, técnicas y procedimientos conocidos o facilmente desarrollados a partir de
modos, medios, técnicas y procedimientos conocidos por practicantes de las técnicas quimica, farmacoldgica, biolégica,
bioquimica y médica.

Como se usa en la presente memoria, la frase “tratar o prevenir’ incluye anular, inhibir sustancialmente, retardar o
invertir la progresion de una enfermedad, mejorar sustancialmente sintomas clinicos de una enfermedad o prevenir
sustancialmente la aparicion de sintomas clinicos de una enfermedad.

Los ejemplos de sujetos adecuados para dicho tratamiento incluyen sujetos que padecen una enfermedad o trastorno
asociado a una inflamacion, como se detalla a continuacion en la presente memoria. Los sujetos individuales preferidos
segun la presente invencion son mamiferos tales como caninos, felinos, ovinos, porcinos, equinos y bovinos.
Preferiblemente, los sujetos individuales segun la presente invencién son seres humanos.

La frase “lipido oxidado” hace referencia a un compuesto natural, o preferiblemente preparado sintéticamente, que tiene
rasgos estructurales comunes con un lipido natural, un lipido oxidado y cualquier componente, resto, analogo y derivado
del mismo. Por ejemplo, la LDL oxidada esta compuesta por varios restos funcional y estructuralmente diferentes, y esta
frase comprende cualquier compuesto preparado sintéticamente que tenga rasgos estructurales comunes con uno
cualquiera de estos restos. Esta frase comprende adicionalmente cualquier derivado de dichos analogos.

Los ejemplos representativos de lipidos oxidados incluyen, sin limitacion, fosfolipidos oxidados, analogos de factor
activador de plaquetas, analogos de plasmalégeno, hidrocarburos de 3-30 atomos de carbono sustituidos o no
sustituidos que terminan en un grupo oxidado, analogos oxidados de esfingolipidos, analogos oxidados de glicolipidos,
analogos oxidados de lipidos de membrana y cualquier analogo o derivado de los mismos.
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Los fosfolipidos en general y fosfoglicéridos en particular son lipidos bien conocidos que son también componentes de
la LDL oxidada. Los fosgoglicéridos son derivados de fosfoglicerol que incluyen uno o mas grupos acilo graso o acilo
unidos al esqueleto de fosfoglicerol.

Por ello, los fosfolipidos oxidados preparados sintéticamente pueden usarse eficazmente en el método dado a conocer
en la presente memoria. Los ejemplos representativos de fosfolipidos oxidados sintéticos conocidos incluyen, sin
limitaciéon, 1-palmitoil-2-azelaoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-hexadecil-2-azelaoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-palmitoil-2-
glutaroil-sn-glicero-3-fosfocolina (PGPC), 1-palmitoil-2-(5-oxovaleroil)-sn-glicero-3-fosfocolina (POVPC) y 1-palmitoil-2-
(9-oxononanoil)-sn-glicero-3-fosfocolina.

Los ejemplos adicionales de fosfolipidos oxidados sintéticos incluyen los compuestos dados a conocer anteriormente en
la presente memoria, incluyendo aquellos compuestos en que n= 1. Estos Ultimos se concretan en la presente memoria
como hidrocarburos de 3-30 atomos de carbono sustituidos o no sustituidos que terminan en un grupo oxidado.

Son otros compuestos que estan estructuralmente relacionados con los fosfoglicéridos oxidados, y pueden por lo tanto
usarse eficazmente en este y otros aspectos dados a conocer en la presente memoria, analogos de factor activador de
plaguetas (PAF).

Los PAF son 1-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolinas, glicerolipidos ligados por éter de origen natural. La cadena
alquilo en la posicion sn-1 es tipicamente un alquilo insaturado que tiene 16-18 atomos de carbono. Algunos anélogos
de PAF bien conocidos incluyen tipicamente la sustitucion del resto acilo en posicidon sn-2 por un resto acilo de cadena
larga (por ejemplo, un acilo de acido graso). Los analogos de PAF adicionales incluyen una modificacion oxidativa, en la
cadena O-alquilo insaturada presente en la posicion sn-1 o en la cadena de acilo graso presente en la posicion sn-2.

Los ejemplos representativos de analogos de PAF conocidos que pueden usarse en este contexto de la presente
invencion incluyen, sin limitacién, 1-palmitoil-2-(9-oxononanoil)-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-hexadecil-2-acetoil-sn-glicero-
3-fosfocolina, 1-octadecil-2-acetoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-hexadecil-2-butiroil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-octadecil-2-

butiroil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-palmitoil-2-acetoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-octadecenil-2-acetoil-sn-glicero-3-
fosfocolina,  1-hexadecil-2-(homogammalinolenoil)-sn-glicero-3-fosfocolina,  1-hexadecil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-
fosfocolina, 1-hexadecil-2-eicosapentenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-hexadecil-2-docosahexenoil-sn-glicero-3-

fosfocolina, 1-octadecil-2-metil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-hexadecil-2-butenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, Lyso PAF C16 y
Lyso PAF C18. Sin embargo, puede usarse adicionalmente en este contexto cualquier otro analogo de PAF o derivado
de mismo.

Son compuestos adicionales, que estan estructuralmente relacionados con fosfoglicéridos oxidados y por lo tanto
pueden usarse eficazmente en este y otros aspectos dados a conocer en la presente memoria, los analogos de
plasmaldgeno.

Los plasmalogenos son 1-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilos, glicerolipidos ligados por éter de origen natural en que
la cadena alquilo en posicion sn-1 esta tipicamente saturada. Algunos analogos de plasmalégeno bien conocidos
incluyen tipicamente la sustitucion del resto acilo en la posicion sn-2 por un resto acilo de cadena larga (por ejemplo, un
acido graso) e incluyen adicionalmente una modificacion oxidativa, en posicién sn-1 o en posicion sn-2.

Los ejemplos representativos de analogos de plasmalégeno conocidos que pueden usarse como se da a conocer en la
presente memoria incluyen, sin limitacion, 1-0-1'-(2)-hexadecenil-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-
illamino]dodecanoil]-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-0O-1’-(2)-hexadecenil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-0-1’-(2)-
hexadecenil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina,  1-O-1’-(Z)-hexadecenil-2-docosahexenoil-sn-glicero-3-fosfocolina,
1-0O-1’-(2)-hexadecenil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1-O-1’-(Z2)-hexadecenil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina y 1-O-1’-(Z)-hexadecenil-2-docosahexanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina. Sin embargo, pueden
usarse adicionalmente en este contexto otros analogos de plasmalégeno o derivados de los mismos.

Como se usa en la presente memoria, la frase “una inflamacion asociada a un lipido oxidado endégeno” describe una
inflamacién que esta asociada a la formacion in vivo o la presencia de uno o mas lipidos oxidados (por ejemplo, LDL
oxidada, lipidos de membrana, etc.).

La inflamacion es la respuesta protectora del cuerpo ante una lesion. Varias citocinas desempefian papeles clave en la
mediacion de reacciones inflamatorias, entre ellas IFN-y e IL-10. IFN-y se ha implicado en la patogénesis de una
variedad de afecciones autoinmunes e inflamatorias crénicas. Por otro lado, IL-10 inhibe la produccion de IFN-y por
células inmunitarias activadas tales como células TH2 y M2, y esta citocina (IL-10) sirve como “puerta” antiinflamatoria
principal.

Una inflamacién excesiva es a menudo nociva, al implicar o conducir a una multitud de enfermedades y trastornos.
Como se explica con detalle anteriormente en la presente memoria, una respuesta inflamatoria excesiva esta asociada
tipicamente a epitopos lipidicos oxidados.

Como se muestra en la seccion de Ejemplos siguiente, la modulacion de la respuesta inmunitaria ante LDL oxidada por
analogos de LDL oxidada sintéticos estd asociada a un efecto antiinflamatorio. Este efecto antiinflamatorio puede
utilizarse en el tratamiento o prevencién de una enfermedad o trastorno asociado a la inflamacion en que esté implicada
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LDL oxidada enddgena o cualquier otro lipido oxidado enddgeno. Dichas enfermedades y trastornos incluyen, por
ejemplo, enfermedades o trastornos asociados a la formacién de placa incluyendo, pero sin limitacion, aterosclerosis,
enfermedad cardiovascular aterosclerdtica, enfermedad cerebrovascular, enfermedad vascular periférica, estenosis,
reestenosis y estenosis en endoproétesis vascular, asi como enfermedades o trastornos autoinmunes, enfermedades o
trastornos neurodegenerativos, enfermedades o trastornos proliferativos y procesos de envejecimiento.

Por tanto, los ejemplos representativos de enfermedades o trastornos asociados a una inflamacion, que a su vez esta
asociada a un lipido oxidado enddgeno, y son por tanto tratables de acuerdo con la presente invencion incluyen, por
ejemplo, enfermedades o trastornos inflamatorios idiopaticos, enfermedades o trastornos inflamatorios crénicos,
enfermedades o trastornos inflamatorios agudos, enfermedades o trastornos autoinmunes, enfermedades o trastornos
infecciosos, enfermedades o trastornos inflamatorios malignos, enfermedades o trastornos inflamatorios relacionados
con transplantes, enfermedades o trastornos inflamatorios degenerativos, enfermedades o trastornos asociados a
hipersensibilidad, enfermedades o trastornos inflamatorios cardiovasculares, enfermedades o trastornos inflamatorios
cerebrovasculares, enfermedades o trastornos vasculares periféricos, enfermedades o trastornos inflamatorios
glandulares, enfermedades o trastornos inflamatorios gastrointestinales, enfermedades o trastornos inflamatorios
cutaneos, enfermedades o trastornos inflamatorios hepéticos, enfermedades o trastornos inflamatorios neuroldgicos,
enfermedades o trastornos inflamatorios musculoesqueléticos, enfermedades o trastornos inflamatorios renales,
enfermedades o ftrastornos inflamatorios reproductivos, enfermedades o ftrastornos inflamatorios sistémicos,
enfermedades o trastornos inflamatorios de tejido conectivo, tumores inflamatorios, necrosis, enfermedades o trastornos
inflamatorios relacionados con implantes, procesos inflamatorios de envejecimiento, enfermedades o trastornos por
inmunodeficiencia, enfermedades y trastornos proliferativos y enfermedades o trastornos inflamatorios pulmonares,
como se detalla a continuacion en la presente memoria.

Los ejemplos no limitantes de hipersensibilidades incluyen hipersensibilidad de tipo I, hipersensibilidad de tipo II,
hipersensibilidad de tipo lll, hipersensibilidad de tipo IV, hipersensibilidad inmediata, hipersensibilidad mediada por
anticuerpos, hipersensibilidad mediada por complejos inmunitario, hipersensibilidad mediada por linfocitos T,
hipersensibilidad de tipo retardado, hipersensibilidad mediada por linfocitos T auxiliares, hipersensibilidad mediada por
linfocitos T citotdxicos, hipersensibilidad mediada por linfocitos TH1 e hipersensibilidad mediada por linfocitos TH2.

Los ejemplos no limitantes de enfermedad o trastorno inflamatorio cardiovascular incluyen enfermedades o trastornos
oclusivos, aterosclerosis, una enfermedad valvular cardiaca, estenosis, reestenosis, estenosis en prétesis endovascular,
infarto de miocardio, enfermedad arterial coronaria, sindromes coronarios agudos, insuficiencia cardiaca congestiva,
angina de pecho, isquemia de miocardio, trombosis, granulomatosis de Wegener, arteritis de Takayasu, sindrome de
Kawasaki, enfermedad o trastorno autoinmune anti-factor VIII, vasculitis necrosante de vasos pequefios, poliangiitis
microscopica, sindrome de Churg y Strauss, glomerulonefritis necrosante focal pauciinmunitaria, glomerulonefritis
semilunar, sindrome antifosfolipidico, insuficiencia cardiaca inducida por anticuerpos, purpura trombocitopénica, anemia
hemolitica autoinmune, autoinmunidad cardiaca, enfermedad o trastorno de Chagas y autoinmunidad anti-linfocitos T
auxiliares.

La estenosis es una enfermedad oclusiva de los vasos causada cominmente por placa ateromatosa y actividad
plaguetaria aumentada, que afecta lo mas criticamente a los vasos coronarios.

La reestenosis es la reoclusion progresiva, a menudo después de la reduccion de oclusiones en los vasos estenoéticos.
En casos en que la patencia de los vasos requiera un soporte mecénico con una proétesis endovascular, puede aparecer
estenosis en la proétesis endovascular, reocluyendo el vaso tratado.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o ftrastornos cerebrovasculares incluyen apoplejia, inflamacion
cerebrovascular, hemorragia cerebrovascular e insuficiencia arterial vertebral.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos vasculares periféricos incluyen gangrena, vasculopatia
diabética, enfermedad isquémica intestinal, trombosis, retinopatia diabética y nefropatia diabética.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos autoinmunes incluyen todas las enfermedades causadas por
una respuesta inmunitaria tales como inmunidad mediada por autoanticuerpos o células ante un autoantigeno y
similares. Son ejemplos representativos artritis reumatoide cronica, artritis reumatoide juvenil, lupus sistémico
eritematoso, esclerodermia, enfermedad del tejido conectivo mixto, poliarteritis nodular, polimiositis/dermatomiositis,
sindrome de Sjogren, enfermedad de Behget, esclerosis multiple, diabetes autoinmune, enfermedad de Hashimoto,
psoriasis, mixedema primario, anemia perniciosa, miastenia grave, hepatitis cronica activa, anemia hemolitica
autoinmune, purpura trombocitopénica idiopatica, uveitis, vasculitis y trombocitopenia inducida por heparina.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios glandulares incluyen enfermedades o trastornos
pancreaticos, diabetes de tipo |, enfermedades o trastornos del tiroides, enfermedad de Graves, tiroiditis, tiroiditis
autoinmune espontanea, tiroiditis de Hashimoto, mixedema idiopatico, autoinmunidad ovarica, infertilidad autoinmune
antiespermatica, prostatitis autoinmune y sindrome poliglandular autoinmune de tipo I.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios gastrointestinales incluyen colitis, ileitis,
enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria intestinal crénica, sindrome inflamatorio intestinal, enfermedad
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inflamatoria crénica del intestino, enfermedad celiaca, colitis ulcerosa, Ulcera, Ulcera cutanea, escara de decubito, Ulcera
gastrica, Ulcera péptica, Ulcera bucal, Ulcera nasofaringea, Ulcera esofagica, Ulcera duodenal y Ulcera gastrointestinal.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios cutaneos incluyen acné y una enfermedad
cutanea ampollosa autoinmune.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios hepaticos incluyen hepatitis autoinmune, cirrosis
hepatica y cirrosis biliar.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios neurolégicos incluyen esclerosis multiple,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, miastenia grave, neuropatia motora, sindrome de Guillain-Barre,
neuropatia autoinmune, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, enfermedad o trastorno neuroldgico paraneoplasico,
atrofia cerebelar paraneoplasica, sindrome de la persona rigida no paraneoplasico, atrofia cerebelar progresiva,
encefalitis de Rasmussen, esclerosis lateral amiotréfica, corea de Sydeham, sindrome de Gilles de la Tourette,
poliendocrinopatia autoinmune, neuropatia disinmunitaria, heuromiotonia adquirida, artrogriposis multiple, enfermedad
de Huntington, demencia asociada a SIDA, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), esclerosis multiple, apoplejia,
enfermedad o trastorno inflamatorio retiniano, enfermedad o trastorno inflamatorio ocular, neuritis 6ptica, encefalopatia
espongiforme, migrafia, cefalea, cefalea en brotes y sindrome de la persona rigida.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios del tejido conectivo incluyen miositis autoinmune,
sindrome de Sjogren primario, enfermedad o trastorno autoinmune de musculo liso, miositis, tendinitis, inflamacion de
ligamento, condritis, inflamacion de articulacion, inflamacion sinovial, sindrome del tinel carpiano, artritis, artritis
reumatoide, osteoartritis, espondilitis anquilosante, inflamacion esquelética, enfermedad o trastorno autoinmune del oido
y enfermedad o trastorno autoinmune del oido interno.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios renales incluyen nefritis intersticial autoinmune
ylo cancer renal.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios reproductivos incluyen pérdida fetal recurrente,
quiste ovarico o enfermedad o trastorno asociado a la menstruacion.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios sistémicos incluyen lupus sistémico eritematoso,
esclerosis sistémica, choque séptico, sindrome del choque téxico y caquexia.

Los ejemplos no limitantes de enfermedad o trastorno infeccioso incluyen enfermedades o trastornos infecciosos
cronicos, una enfermedad o trastorno infeccioso subagudo, una enfermedad o trastorno infeccioso agudo, una
enfermedad o trastorno virico, una enfermedad o trastorno bacteriano, una enfermedad o trastorno protozoario, una
enfermedad o trastorno parasitario, una enfermedad o trastorno fangico, una enfermedad o trastorno por micoplasma,
gangrena, sepsis, una enfermedad o trastorno priénico, gripe, tuberculosis, malaria, sindrome de inmunodeficiencia
adquirida y sindrome respiratorio agudo grave.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios relacionados con transplantes incluyen rechazo
de injerto, rechazo de injerto crénico, rechazo de injerto subagudo, rechazo de injerto agudo, rechazo de injerto
hiperagudo y enfermedad o trastorno del injerto contra el hospedador. Los implantes ejemplares incluyen implante
protésico, implante de mama, implante de silicona, implante dental, implante de pene, implante cardiaco, articulacion
artificial, dispositivo de reparacion de fractura 6sea, implante de reemplazo éseo, implante de suministro de farmaco,
catéter, marcapasos, corazon artificial, valvula cardiaca artificial, implante de liberacion de farmaco y tubo respirador.

Los ejemplos no limitantes de tumores inflamatorios incluyen tumor maligno, tumor benigno, tumor soélido, tumor
mestastasico y tumor no sélido.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos inflamatorios pulmonares incluyen asma, asma alérgica,
enfisema, enfermedad o trastorno pulmonar obstructivo crénico, sarcoidosis y bronquitis.

Es un ejemplo de enfermedad o trastorno proliferativo el cancer.

Se ha resefado recientemente la implicacion de los fosfolipidos y metabolitos de fosfolipidos en el tratamiento o
prevencion de enfermedades y sindromes tales como, por ejemplo, estrés oxidativo por envejecimiento (Onorato JM, et
al., Annal. NY Acad. Sci. 20 de noviembre de 1998; 854: 277-90), artritis reumatoide (AR) (Paimela L, et al., Ann.
Rheum. Dis., agosto de 1996; 55(8): 558-9), artritis reumatoide juvenil (Savolainen A, et al., 1995; 24(4): 209-11),
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (Sawai T, et al., Pediatr. Surg. Int., mayo de 2001; 17(4): 269-74) y cancer renal
(Noguchi S, et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 31 de enero de 1992; 182(2): 544-50), que apoya por tanto
adicionalmente el uso beneficioso de analogos de LDL oxidada en el tratamiento o la prevencion de estas enfermedades
o trastornos.

Segun el método de la presente invencion, los lipidos oxidados pueden administrarse a un sujeto mediante diversas vias
incluyendo, por ejemplo, el suministro oral, rectal, transmucoso, especialmente transnasal, intestinal o parenteral,
incluyendo inyecciones intramusculares, subcutaneas e intramedulares, asi como por via intratecal, intraventricular
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directa, intravenosa, intraperitoneal, intranasal o intraocular. Sin embargo, como se describe con detalle a lo largo de la
presente memoria y se demuestra adicionalmente en la secciéon de Ejemplos siguiente, las vias de administracion
preferidas incluyen las vias oral, mucosa, nasal, intradérmica (subcutanea) e intraperitoneal.

Por ello, en una realizacién, se administran por via intraperitoneal 0,1-100 mg/kg de un lipido oxidado en un portador
adecuado tal como, pero sin limitacion, PBS o glicerol, de una a tres veces cada semana con un régimen cronico o
alternado.

En otra realizacién, se administran por via nasal 0,1-100 mg/kg de un lipido oxidado en un portador adecuado tal como,
pero sin limitacién, PBS o glicerol, de una a tres veces cada semana con un régimen cronico o alternado.

En otra realizacibn mas, se administran por via subcutanea 0,1-100 mg/kg de un lipido oxidado en un portador
adecuado tal como, pero sin limitacion, PBS o glicerol, de una a tres veces cada semana con un régimen cronico o
alternado.

En adn otra realizacion, se administran por via oral 0,1-100 mg/kg de un lipido oxidado en un portador adecuado tal
como, pero sin limitacién, PBS o glicerol, de una a tres veces cada semana con un régimen crénico o alternado.

Las composiciones farmacéuticas y los compuestos y la composicién farmacéutica para uso en el método segun la
presente invencion, descritos anteriormente en la presente memoria, pueden implicar adicionalmente la administracion
de uno o mas compuestos adicionales que sean capaces de tratar o prevenir una inflamacién asociada a lipido oxidado
enddgeno como se concreta anteriormente en la presente memoria.

Los métodos descritos en la presente memoria pueden implicar por lo tanto administrar conjuntamente, antes de, junto
con o después de la administracion de los lipidos oxidados, una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o méas de
dichos compuestos adicionales, aunque la composicién farmacéutica segun la presente invencién puede incluir, ademas
de los compuestos de la presente invencion, dichos compuesto adicionales.

Los ejemplos representativos de compuestos adicionales que pueden tratar o prevenir una inflamacion asociada a un
lipido oxidado end6geno concretado anteriormente en la presente memoria, y son por lo tanto utilizables en el contexto
de esta realizacion de la presente invencion incluyen, sin limitacién, inhibidores de HMGCOoA reductasa (estatinas),
coadyuvantes mucosos, corticosteroides, farmacos antiinflamatorios esteroideos, farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, analgésicos, factores de crecimiento, toxinas, inhibidores de proteina de transferencia de éster de
colesterilo (CETP), agonistas de receptor activado por proliferador de peroxisomas (PPAR), farmacos
antiateroscleroticos, agentes antiproliferativos, ezetimida, &cido nicotinico, inhibidores de escualeno, ApoE Milano, HSP
y B2-glicoproteina I.

Los inhibidores de HMGCOoA reductasa (estatinas) son farmacos bien conocidos que reducen eficazmente los niveles de
colesterol de LDL al inhibir la enzima que regula la velocidad de produccién de colesterol y aumenta el aclaramiento del
colesterol de LDL presente en la sangre por el higado. Los ejemplos no limitantes de estatinas prescritas cominmente
incluyen atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina y simvastatina.

La ezetimiba es el primero de una nueva clase de inhibidores de la absorcion del colesterol que inhiben potente y
selectivamente la absorcion de colesterol dietético y biliar en el borde de cepillo del epitelio intestinal, sin afectar a la
absorcion de triglicéridos ni vitaminas oleosolubles. La ezetimiba reduce por tanto el suministro global de colesterol al
higado, induciendo secundariamente una expresion aumentada de receptores de LDL, y dando como resultado una
retirada aumentada del C-LDL del plasma.

El peroxisoma es un organulo de membrana simple presente en casi todas las células eucariéticas. Uno de los procesos
metabdlicos mas importantes del peroxisoma es la B-oxidacién de acidos largos de cadena larga y muy larga. El
peroxisoma esta también implicado en la sintesis de &cido biliar, sintesis de colesterol, sintesis de plasmaldgeno,
metabolismo de aminoacidos y metabolismo de purinas.

El acido nicotinico es un agente conocido que reduce los niveles de colesterol total, colesterol de LDL vy triglicéridos,
mientras eleva los niveles de colesterol HDL. Existen tres tipos de farmacos de acido nicotinico: de liberacién inmediata,
liberacién programada y liberacion prolongada. El &cido nicotinico o nacia, la vitamina B hidrosoluble, mejora todas las
lipoproteinas cuando se administra en dosis bien por encima del requisito vitaminico.

El escualeno, un compuesto isoprenoide estructuralmente similar al p-caroteno, es un metabolito intermedio en la
sintesis del colesterol. En seres humanos, se absorbe aproximadamente un 60% del escualeno dietético. Se transporta
en el suero generalmente asociado con lipoproteinas de muy baja densidad y se distribuye ubicuamente en tejidos
humanos, con la mayor concentracion en la piel, donde es uno de los componentes principales de los lipidos de la
superficie cutanea. Los inhibidores de escualeno (por ejemplo, monooxigenasa y sintasa) sirven como inhibidores de la
biosintesis del colesterol.

Los agonistas de receptor activado por proliferador de peroxisomas (PPAR), por ejemplo fibratos, son miembros de la
superfamilia de receptores nucleares activados por acidos grasos que desempefian papeles importantes en el
metabolismo de lipidos y glucosa, y se han implicado en enfermedades metabdlicas relacionadas con la obesidad tales
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como hiperlipidemia, resistencia a insulina y enfermedad arterial coronaria. Los fibratos son generalmente eficaces en la
reduccion del nivel plasmatico elevado de triglicéridos y colesterol y actian como agonistas de PPAR. El efecto mas
notable de los fibratos incluye una reduccion del nivel plasmatico de lipoproteinas ricas en triglicéridos (LRT). Los
niveles de colesterol de LDL (C-LDL) se reducen generalmente en individuos con concentraciones plasmaticas de
estado basal elevadas, y los niveles de colesterol de HDL (C-HDL) aumentan habitualmente cuando las concentraciones
plasmaticas en estado basal son bajas. Los ejemplos no limitantes de fibratos prescritos cominmente incluyen
bezafibrato, gemfibrozilo y fenofibrato.

Los inhibidores de proteina de transferencia de éster de colesterilo (CETP) desempefian un papel importante en la
aterogénesis al reducir la acumulacién de éster colesterilo en los macréfagos y la pared arterial, reduciendo por tanto la
formacion de células espumosas y afectando a la absorcion de colesterol. El inhibidor de CETP actualmente conocido
mas prometedor es la avisimiba.

La ApoA-l Milano se usa a tipicamente como un complejo recombinante con fosfolipido (ETC-216) y produce una
regresion significativa de la aterosclerosis coronaria.

Se ha mostrado que la administracion conjunta de coadyuvantes mucosos es esencial para prevenir la invasion de
agentes infecciosos a través de superficies mucosas. En las etapas tempranas de induccion de la respuesta inmunitaria
mucosa, la captacion de antigenos administrados por via oral o nasal se consigue mediante una Unica serie de células
muestreadoras de antigeno, células M localizadas en el epitelio asociado a foliculo (EAF) de sitios inductivos. Después
de la captacién exitosa, los antigenos se procesan inmediatamente y se presentan por las células dendriticas
subyacentes (CD).

Los ejemplos no limitantes de farmacos antiinflamatorios no esteroideos incluyen oxicamos tales como piroxicam,
isoxicam, tenoxicam, sudoxicam y CP-14.304; salicilatos tales como aspirina, disalcida, benorilato, trilisato, safaprina,
solprina, diflunisal y fendosal; derivados de acido acético tales como diclofenaco, fenclofenaco, indometacina, sulindaco,
tolmetina, isoxepaco, furofenaco, tiopinaco, zidometacina, acematacina, fentiazaco, zomepiraco, clindanaco, oxepinaco,
felbinaco y ketorolaco; fenamatos tales como acidos mefenamico, meclofenamico, flufenamico, niflumico y tolfenamico;
derivados de &cido propionico tales como ibuprofeno, naproxeno, benoxaprofeno, flurbiprofeno, ketoprofeno,
fenoprofeno, fenbufeno, indopropfeno, pirprofeno, carprofeno, oxaprozina, pranoprofeno, miroprofeno, tioxaprofeno,
suprofeno, alminoprofeno y &cido tiaprofénico; pirazoles tales como fenilbutazona, oxifenbutazona, feprazona,
azapropazona y trimetazona.

Los ejemplos no limitantes de farmacos antiinflamatorios esteroideos incluyen, sin limitacion, corticosteroides tales como
hidrocortisona, hidroxiltriamcinolona, a-metildexametasona, fosfato de dexametasona, dipropionatos de beclometasona,
valerato de clobetasol, desonida, desoximetasona, acetato de desoxicorticosterona, dexametasona, diclorisona,
diacetato de diflorasona, valerato de diflucortolona, fluadrenolona, aceténido de fluclorolona, fludrocortisona, pivalato de
flumetasona, aceténido de fluosinolona, fluocinonida, butilésteres de flucortina, fluocortolona, acetato de fluprednideno
(fluprednilideno), flurandrenolona, halcinonida, acetato de hidrocortisona, butirato de hidrocortisona, metilprednisolona,
aceténido de triamcinolona, cortisona, cortodoxona, fluceténido, fludrocortisona, diacetato de difluorosona,
fluradrenolona, fludrocortisona, diacetato de diflurosona, acetdnido de fluradrenolona, medrisona, amcinafel, amcinafida,
betametasona y el resto de sus ésteres, cloroprednisona, acetato de clorprednisona, clocortelona, clescinolona,
diclorisona, diflurprednato, flucloronida, flunisolida, fluorometalona, fluperolona, fluprednisolona, valerato de
hidrocortisona, ciclopentilpropionato de hidrocortisona, hidrocortamato, meprednisona, parametasona, prednisolona,
prednisona, dipropionato de beclometasona, triamcinolona y mezclas de los mismos.

Los ejemplos no limitantes de analgésicos (aliviadores del dolor) incluyen aspirinas y otros salicilatos (tales como
salicilato de colina o0 magnesio), ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno de sodio y acetaminofeno.

Los factores de crecimiento son hormonas que tienen numerosas funciones, incluyendo la regulacion de la produccion
de moléculas de adhesion, la alteracion de la proliferacion celular, el aumento de la vascularizacion, la potenciacion de
la sintesis de colageno, la regulacion del metabolismo 6seo y la alteracion de la migracion de células a una zona dada.
Los ejemplos no limitantes de factores de crecimiento incluyen factor de crecimiento de tipo insulina 1 (IGF-1), factor de
crecimiento transformante  (TGF-), proteina morfogénica ésea (BMP) y similares.

Los ejemplos no limitantes de toxinas incluyen la toxina del célera, que sirve también como coadyuvante.

Los ejemplos no limitantes de agentes antiproliferativos incluyen un agente alquilante tal como una mostaza
nitrogenada, una etilenimina y una metilmelamina, un sulfonato de alquilo, una nitrosourea y un triazeno; un
antimetabolito tal como un analogo de &cido félico, un analogo de pirimidina y un analogo de purina; un producto natural
tal como un alcaloide de vinca, una epipodofilotoxina, un antibidtico, una enzima, un taxano y un modificador de la
respuesta biolégica; agentes miscelaneos tales como un complejo de coordinacion de platino, una antracenodiona, una
antraciclina, una urea sustituida, un derivado de metilhidrazina o un supresor corticosuprarrenal; o0 una hormona o un
antagonista tal como un corticosteroide, una progestina, un estrégeno, un antiestrégeno, un andrégeno, un
antiandrégeno o un analogo de hormona de liberacion de gonadotropina. Los ejemplos especificos de agentes
quimioterapéuticos incluyen, por ejemplo, una mostaza nitrogenada, una epipodofilotoxina, un antibiético, un complejo
de coordinacion de platino, bleomicina, doxorubicina, paclitaxel, etopdsido, 4-OH-ciclofosfamida y cisplatino.
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La familia de HSP consiste en aproximadamente 25 proteinas distinguidas por sus pesos moleculares con estructuras
altamente conservadas. Casi todos los seres humanos tienen reacciones inmunitarias celulares y humorales contra la
proteina de choque térmico 60 (HSP60) bacteriana. Debido a que existe un alto grado de homologia antigénica entre la
HSP60 microbiana (bacteriana y parasitaria) y la humana, el “coste” de la inmunidad ante microbios podria ser el peligro
de reactividad cruzada con HSP60 humana expresada por las células endoteliales de arterias estresadas. La
autoinmunidad genuina contra HSP60 autéloga alterada podria desencadenar también este proceso (Wick et al.
“Atherosclerosis as an autoimmune disease: an update”. TRENDS in Immunology. 2001; 22(12): 665-669). La HSP se
ha implicado como autoantigeno diana en varias enfermedades autoinmunes experimentales (artritis, diabetes de tipo |).
Los anticuerpos anti-HSP65 asi como anti-HSP60 se han asociado demostrablemente con lesiones ateromatosas en
seres humanos. Los estudios realizados en conejos y ratones muestran que la generacién de una respuesta inmunitaria
inducida por HSP65 mediante inmunizacién con la proteina recombinante o con una preparacion rica en HSP65 de
Mycobacterium tuberculosis potencia la aterogénesis. Como procesos autoinmunes que apuntan a HSP65 como posible
candidato a antigeno, se ha empleado la creacion de un estado de insensibilidad mediante la induccion de “tolerizacion”
mucosa para bloquear estas respuestas y ese grupo ha resefiado que la aterosclerosis temprana se atenuaba en
ratones alimentados con HSP65, en comparacién con ratones alimentados con BSA o PBS (Harats et al. “Oral tolerance
with heat shock protein 65 attenuates mycobacterium tuberculosis induced and high fat diet driven atherosclerosis
lesions”. J. Am. Coll. Cardiol. 2002; 40: 1333-1338), y esto se apoyaba adicionalmente por Maron, que demostré que la
vacunacion nasal con HSP reduce el proceso inflamatorio asociado a la aterosclerosis (Maron et al., “Mucosal
administration of heat shock protein-65 decreases atherosclerosis and inflammation in aortic arch of low density
lipoprotein receptor-deficient mice”. Circulation. 2002; 106: 1708-1715).

La B2-glicoproteina | (32-GPI) es una proteina de union a fosfolipido que se ha mostrado que sirve como diana para
anticuerpos antifosfolipidos protrombéticos. Se ha demostrado recientemente que genera una reaccion inmunomediada
y potencia la aterosclerosis en murido. Los anticuerpos 3 contra $2-GPI tienen la capacidad de activar monocitos y
células endoteliales y pueden inducir una respuesta inmunitaria ante $2-GPI en aterosclerosis acelerada en ratones con
tendencia a aterosclerosis. Cuando se transfirieron células de noédulo linfatico y bazo reactivas ante f2-GPI a ratones
deficientes en receptor de LDL, promovieron la formacion de estrias grasas, probando un papel proaterogénico directo
para linfocitos especificos de f2-GPI. Inducir la tolerancia inmunoldgica ante f2-GPI mediante alimentacién oral previa
con el antigeno dio como resultado una reduccion significativa de la extension de las lesiones ateroscleroticas. Por
tanto, B2-GPl es un candidato a actor en la placa aterosclerética, y puede emplearse posiblemente como
inmunomodulador de la progresion de la placa. La alimentaciéon oral con $2-GPI inhibia la reactividad de células de
nodulo linfatico ante 32-GPI en ratones inmunizados contra la proteina humana. Se regulaba positivamente la
produccion de IL-4 e IL-10 en células de nddulo linfatico de ratones tolerantes ante f2-GPI inmunizados contra 32-GPl,
tras cebado con la respectiva proteina. Por tanto, la administracion oral de $2-GPI es un medio eficaz de supresion de la
aterogénesis en ratones (George et al. “Suppression of early atherosclerosis in LDL-receptor deficient mice by oral
tolerance with beta2-glycoprotein I”. Cardiovasc. Res. 2004; 62(3): 603-9).

Los objetos, ventajas y rasgos novedosos adicionales de la presente invencion resultaran evidentes para el especialista
en la materia tras el examen de los siguientes ejemplos, que no se pretende que sean limitantes. Adicionalmente, cada
una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente invencién, como se concretan anteriormente en la presente
memoria y como se reivindican en la seccién de reivindicaciones siguiente encuentra apoyo experimental en los
siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Se hace referencia ahora a los siguientes ejemplos que, junto con las descripciones anteriores, ilustran la invencion de
modo no limitante.

Generalmente, la nomenclatura usada en la presente memoria y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencidn incluyen técnicas bioquimicas e inmunolégicas. Dichas técnicas se explican minuciosamente en la
bibliografia. Véanse, por ejemplo, "Cell Biology: A Laboratory Handbook", volumenes I-lll Cellis, J. E., ed. (1994);
"Current Protocols in Immunology" volimenes I-lll Coligan J. E., ed. (1994); Stites et al. (eds), "Basic and Clinical
Immunology" (82 edicion), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell and Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular
Immunology”, W. H. Freeman and Co., Nueva York (1980); los inmunoensayos disponibles se describen extensamente
en la bibliografia de patentes y cientifica, véanse por ejemplo las patentes de EE.UU. n® 3.791.932, 3.839.153,
3.850.752, 3.850.578, 3.853.987, 3.867.517, 3.879.262, 3.901.654, 3.935.074, 3.984.533, 3.996.345, 4.034.074,
4.098.876, 4.879.219, 5.011.771 y 5.281.521 y "Methods in Enzymology" vol. 1-317, Academic Press; Marshak et al. Se
proporcionan otras referencias generales a lo largo de este documento. Se cree que los procedimientos de la presente
memoria son bien conocidos en la materia y se proporcionan por conveniencia del lector.

Materiales y métodos generales
Animales:

Ratones con desactivacion génica de Apo-E: Los ratones con desactivacion génica de Apo-E (Apo-E KO) usados en
estos experimentos son de la estirpe con tendencia a aterosclerosis C57BL/6J-Ap0e“"'“"°. Los ratones homocigéticos de
las mutaciones ApoelqunC muestran un notable aumento de los niveles plasmaticos de colesterol total que no esta
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afectado por la edad ni el sexo. Se encuentran estrias grasas en la aorta proximal a los 3 meses de edad. Las lesiones
aumentan con la edad y evolucionan a lesiones con menos lipido pero mas células alargadas, tipicas de una etapa mas
avanzada de lesion preaterosclerotica.

Desarrollo de la estirpe: La estirpe mutante Apoetmlunc se desarroll6 en el laboratorio del Dr. Nobuyo Maeda en la

University of North Carolina en Chapel Hill. Se us6 la estirpe celular E14Tg2a ES derivada de 129. El plasmido usado se
designa como pNMC109 vy la estirpe original es T-89. La estirpe C57BL/6J se produjo por retrocruzamiento de la
mutacion Apoe™ ™ 10 veces en ratones C57BL/6J (Plump et al., “Severe hypercholesterolemia and atherosclerosis in
apolipoprotein-E deficient mice created by homologous recombination in ES cells”. Cell 1992; 71: 343-353; Zhang et al.
“Spontaneous hypercholesterolemia and arterial lesions in mice lacking apolipoprotein E”. Science 1992; 258: 468-471).

Se mantuvieron los ratones en la Sheba Hospital Animal Facility (Tel-Hashomer, Israel) en un ciclo de luz/oscuridad de
12 horas a 22-24°C y se alimentaron con una dieta grasa normal de pienso de laboratorio (Purina Rodent Laboratory
Chow N° 5001) que contenia un 0,027% de colesterol, aproximadamente un 4,5% de grasa total, y agua a voluntad.

Ratones LDL-RD: Los ratones LDL-RD [LDLr<mIHer>LDL-/-(C57B/6 al 50% JSL al 25% 1129 al 25%)], de 8-12
semanas, se suministraron por la Hadassah Hospital Animal Facility (Hadassah Hospital, Israel).

Ratas de Lewis: Se suministraron ratas Lewis macho de 9-11 semanas por Harlan laboratories (ISRAEL)
Inmunizacién:

I. Inmunizacién intraperitoneal con ALLE: Se acoplé el andlogo de éter fosfolipidico (ALLE D+L) con derivado de
proteina de tuberculina (PPD) purificado. Se disolvio la disolucion madre de ALLE (D+L) en etanol (99 mg/ml). Se
diluyeron 5 mg de ALLE (D+L), (50,5 pl de la disolucion madre) a 5 mg/ml con tampon fosfato 0,25 M, pH 7,2, agitando a
0°C (en un bafio de hielo). Se afiadieron 1,5 mg de D-y L-ALLE en 300 pl de tampédn fosfato a 0,6 mg de PPD disuelto
en 300 pl de tampdn fosfato. Se afiadié HCI de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (5 mg; Sigma, St. Louis, MO)
disuelto en 50 pl de agua con agitacion a 4°C durante 20 minutos. Se bloquearon los sitios activos restantes con 100 pl
de glicina 1 M. Se dializaron los compuestos acoplados frente a disolucidn salina tamponada con fosfato (PBS), se
ajustaron a 3 ml con PBS y se almacenaron a 4°C. Se efectué la inmunizacién con 0,3 ml (150 pg) de antigeno por raton
por via intraperitoneal 4 veces cada 2 semanas.

Il. Inmunizacion subcutdnea con LDL oxidada humana: Se prepar6 LDL oxidada humana a partir de un
agrupamiento de plasma humano (d-1,019 a 1,063 g/ml por ultracentrifugacion) y se oxidé con Cu durante una noche
(afadiendo 15 pl de CuSO4 1 mM por cada ml de LDL previamente diluida a una concentracion de 1 mg/ml). Se dializé
la LDL oxidada frente a PBS y se filtr6. Para la inmunizacion, se disolvié la LDL oxidada en PBS y se mezcl6 con
volumenes iguales de coadyuvante incompleto de Freund. Se efectuaron las inmunizaciones mediante inyeccion
subcutanea sencilla de 50 pg de antigeno/raton en 0,2 ml de volumen. De 1 a 3 dias después de la ultima
administracion oral, los ratones recibieron una inmunizacion, y se sacrificaron 7-10 dias después de la inmunizacion.

Determinacion del nivel de colesterol: Al final del experimento, se obtuvieron 1-1,5 ml de sangre mediante puncion
cardiaca, se afiadié heparina 1000 U/ml a cada muestra y se determinaron los niveles plasmaticos de colesterol total
usando una técnica enzimatica automatizada (Boehringer Mannheim, Alemania).

Analisis de FPLC: Se efectu6 el andlisis de cromatografia liquida de proteina rapida del contenido de colesterol y
lipidos de las lipoproteinas usando una columna Superose 6 HR 10/30 (Amersham Pharmacia Biotech, Inc, Peapack,
NJ) en un sistema FPLC (Pharmacia LKB. FRAC-200, Pharmacia, Peapack, NJ). Se requeria un volumen minimo de
muestra de 300 pl (se diluyé 1:2 la sangre agrupada de 3 ratones y se filtr6 antes de cargar) en el vial de muestreo para
que el muestreador automatico rellenara completamente el bucle de muestra de 200 pl. Se recogieron las fracciones 10-
40, conteniendo cada fraccion 0,5 ml. Se mezclé una muestra de 250 ul de cada fraccién con reactivo de colesterol o
reactivo de triglicérido recién preparado, respectivamente, se incubd durante 5 minutos a 37°C y se ensayd
espectrofotométricamente a 500 nm.

Valoracién de la aterosclerosis: Se realiz6 la cuantificacion de las lesiones de estria grasa aterosclerética calculando
el tamafio de lesion en el seno adrtico como se describe anteriormente (Paigen et al. “Quantitative assessment of
atherosclerotic lesions in mice”. Atherosclerosis 1987; 68: 231-140) y calculando el tamafio de lesién en la aorta.
Brevemente, después de perfusion con disolucion salina con Tris-EDTA, se retiraron corazén y aorta de los animales y
se limpié cuidadosamente la grasa periférica. Se embebié la seccidn superior del corazén en medio OCT (10,24% p/p
de poli(alcohol vinilico); 4,26% p/p de polietilenglicol; 85,50% p/p de ingredientes no reactivos) y se congeld. Se tomé
para analisis una de cada dos secciones (de 10 um de grosor) a lo largo del seno aértico (400 pm). Se reconocio la
porcion distal del seno aodrtico por las tres valvas de vélvula que son las conexiones de la aorta con el corazon. Se
evaluaron en las secciones las lesiones de estria grasa después de tincion con rojo aceite O. Se puntuaron las zonas de
lesién por seccidon en una cuadricula (Rubin et al. “Inhibition of early atherogenesis in transgenic mice by human
apoplipoprotein A-1". Nature 1991; 353: 265-267) por un observador que cont6 especimenes numerados no
identificados. Se disec6 la aorta del corazén y se retirg el tejido accesorio circundante. Se efectuaron la fijacién de la
aorta y la tinciéon con Sudan de los vasos como se describe anteriormente (Bauman y Mangold, J. Org. Chem. 31: 498,
1966).
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Medidas plasmaticas y cuantificacion de lesiones ateroscleréticas: Se midieron los niveles plasmaticos de
colesterol total y triglicéridos totales mediante COBAS MIRA. Se recogieron los corazones tras el sacrificio y se tifieron
las criosecciones de raiz adrtica usando tincion con rojo aceite O. Se evalu6 el area de lesion aterosclerética mediante
andlisis informatico (Image Pro Plus) y también se confirmé por evaluacion microscépica.

Ensayos de proliferacién: Se alimentaron ratones con ALLE, POVPC o PBS como se describe para la valoracion de la
aterosclerosis y se inmunizaron entonces un dia después de la Ultima alimentaciéon con LDL oxidada preparada a partir
de LDL humana purificada como se describe anteriormente.

Se ensayo0 la proliferacion 8 dias después de la inmunizacién con la LDL oxidada como sigue: Se prepararon los bazos
0 noédulos linfaticos tamizando los tejidos por tamices de malla 100. (N6dulos linfaticos donde se efectué inmunizacion y
bazos donde no se efectué inmunizacion). Se lisaron los eritrocitos con agua doblemente destilada estéril fria (6 ml)
durante 30 segundos y se afiadieron 2 ml de NaCl al 3,5%. Se afiadié6 medio incompleto (10 ml), se centrifugaron las
células durante 7 minutos a 1.700 rpm, se resuspendieron en medio RPMI y se contaron en un hematocnometro a
dilucién 1:20 (10 pl de células + 190 pl de azul de tripano). Se midio la proliferacién medlante la incorporacion de [ HJ-
timidina al ADN en muestras por triplicado de 100 pl de las células empaquetadas (2,5 x 10° células/ml) en una placa de
microvaloracién de 96 pocillos. Se afiadieron muestras por triplicado de LDL oxidada (0-10 pg/ml, 100 pl/pocillo), se
mcubaron las células durante 72 horas (37°C, 5% de CO; y aproximadamente 98% de humedad) y se afadieron 10 pl
de [*H]-timidina (0,5 uCi/pocillo). Después de 1 dia adicional de incubacion, se recogieron las células, se transfirieron a
filtros de fibra de vidrio usando un recolector celular (Brandel) y se contaron usando un contador § (Lumitron). Para el
ensayo de citocinas, se recogo el sobrendante sin afiadir [°H]-timidina y se ensay6 por ELISA.

Se aliment6 un grupo separado de ratones con ALLE o PBS y se inmuniz6 con LDL oxidada como se describe
anteriormente, un dia después de la Ultima dosis alimentada. Se recogieron nédulos linfaticos inguinales drenantes
(tomados 8 dias despues de la inmunizacién) de 3 ratones de cada uno de los grupos para los estudios de proliferacién.
Se incubaron 1 x 10° células por ml por triplicado durante 72 horas en 0,2 ml de medio de cultivo en pocnlos de
microvaloracion en presencia de LDL oxidada 10 pg/ml. Se midi6 la proliferacion mediante la incorporacion de [*H]-
timidina al ADN durante las 12 horas finales de la incubacion. Los resultados se expresan como el indice de
estimulacion (IE): la relacion de la radiactividad media (cpm) del antigeno al fondo medio (cpm) obtenido en ausencia
del antigeno. La desviacion estandar era siempre <10% de las cpm medias.

Evaluacion de los marcadores inflamatorios en suero: Se separo el suero por centrifugacion y se almacen6 a -70°C.
Se efectud el andlisis de los marcadores inflamatorios por ELISA (IL-10; R&D y SAA; BIOSOURCE).

Analisis de PCR-TI: Se retiraron aortas, bazos e intestino delgado de ratones tratados y no tratados (de manera estéril)
y se congelaron en nitrégeno liquido. Se trituraron los 6rganos en una cubeta de tamizado y se efectud la produccion de
ARN usando el kit Rneasy kit (QIAGEN). Se examinaron las muestras de ARN en espectrofotdmetro y se normalizaron
respecto a 3-actina. Se efectud la transcripcion inversa de ARN a ADNc con PCR y cebadores con el kit "Titan one tube
RT-PCR" (ROCHE). Se detectaron los resultados sobre gel de agarosa al 1% y se documentaron en pelicula.

Andlisis estadistico: Se us6 una prueba ANOVA unidireccional para comparar valores independientes. Se aceptd p<
0,05 como estadisticamente significativo.

Ejemplo |
Sintesis de los antigenos inmunomoduladores 2,5’-aldehidolecitinéter (ALLE) y POVPC

ALLE

1-Hexadecil-2-(5’-oxopentanil)-sn-glicero-3-fosfocolina
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1-Hexadecanoil-2-(5’-oxovaleroil)-sn-3-fosfocolina
Sintesis de 2,5-aldehidolecitinéter (ALLE):

Se sintetizé 2,5’-aldehidolecitinéter (ALLE) segin una modificacién de los métodos generales de sintesis de analogos de
éter de lecitinas comunicados por Eibl H. et al. Ann. Chem. 709: 226-230, (1967), W. J. Baumann y H. K. Mangold, J.
Org. Chem. 31, 498 (1996), E. Baer y Buchnea JBC. 230, 447 (1958), Halperin G et al. Methods in Enzymology 129,
838-846 (1986). El siguiente protocolo hace referencia a compuestos y procesos representados en forma bidimensional
en la Figura 1.

Hexadecilgliceroléter: Se agitaron D-acetonaglicerol (4 g) para la sintesis de L-ALLE o L-acetonaglicerol para la
sintesis de D-ALLE, hidréxido de potasio en polvo (aproximadamente 10 g) y bromuro de hexadecilo (9,3 g) en benceno
(100 ml) y se calentaron a reflujo durante 5 horas con retirada del agua formada por destilacion azeotrépica (comparar
con W. J. Baumann y H. K. Mangold, J. Org. Chem. 29: 3055, 1964 y F. Paltauf, Monatsh. 99: 1277, 1968). Se redujo
gradualmente el volumen de disolvente a aproximadamente 20 ml, se enfrié la mezcla resultante a temperatura
ambiente y se disolvio en éter (100 ml). Se lavé la disolucién resultante con agua (2 x 50 ml) y se retir6 el disolvente a
presion reducida. Se afiadié una mezcla de 100 ml de metanol:agua:acido clorhidrico concentrado 90:10:5 al residuo y
se calent6 la mezcla a reflujo durante 10 minutos. Se extrajo el producto con éter (200 ml) y se lavé consecutivamente
con agua (50 ml), hidréxido de sodio al 10% (20 ml) y de nuevo con agua (volimenes de 20 ml) hasta neutralidad. Se
retir6 el disolvente a presion reducida y se cristaliz6 el producto (8,8 g) con hexano, dando 7,4 g de 1-
hexadecilgliceriléter puro (compuesto |, Figura 1) para la sintesis de D-ALLE o 3-hexadecilgliceriléter para la sintesis de
L-ALLE.

Metanosulfonato de 5-hexenilo: Se enfrid a entre -4 y -10°C una mezcla de 5-hexen-1-ol (12 ml) y piridina seca (25
ml) en un bafio de hielo con sal. Se afiadié gota a gota cloruro de metanosulfonilo (10 ml) durante un periodo de 60
minutos y se mantuvo la mezcla a 4°C durante 48 horas. Se afiadid hielo (20 g), se dej6 reposar la mezcla durante 30
minutos y se extrajo el producto con éter (200 ml). Se lavé la fase orgénica con agua (20 ml), &cido clorhidrico al 10%,
bicarbonato de sodio al 10% (20 ml) y de nuevo con agua (20 ml). Se evaporé el disolvente y se sometio a
cromatografia el producto bruto sobre gel de silice 60 (100 g) usando una mezcla de CHCIl3:AcOEt 80:20 como eluyente,
dando 14 g de metanosulfonato de 5-hexenilo.

1-Hexadeciloxi-3-tritiloxi-2-propanol (para D-ALLE) o 3-hexadeciloxi-1-tritiloxi-2-propanol (para L-ALLE)
(compuesto Il): Se calentaron a 100°C durante 12 horas 1-hexadeciloxiglicerol (para D-ALLE) o 3-hexadeciloxiglicerol
(para L-ALLE) (7,9 g), trifenilclorometano (8,4 g) y piridina seca (40 ml). Después de enfriar, se afiadieron 300 ml de éter
y 150 ml de agua enfriada con hielo y se transfirio la mezcla de reaccibn a un embudo separador. Se lavo
consecutivamente la fase organica con 50 ml de agua con hielo, disolucion de carbonato de potasio al 1% (hasta
basicidad) y 50 ml de agua, y se sec6 entonces sobre sulfato de sodio anhidro. Se evapor6 el disolvente, se disolvio el
residuo en 150 ml de éter de petréleo caliente y se enfrié a 4°C la disolucion resultante durante una noche. Después de
filtrar el precipitado, se evapord el filtrado y se recristalizd el residuo con 20 ml de acetato de etilo a -30°C,
proporcionando 8,2 g de 1-hexadeciloxi-3-tritiloxi-2-propanol (para D-ALLE) o 3-hexadeciloxi-1-tritiloxi-2-propanol (para
L-ALLE) (compuesto Il, Figura 1), punto de fusion 49°C.

1-Hexadecil-2-(5’-hexenil)gliceriléter (para D-ALLE) o 3-hexadecil-2-(5-hexenil)gliceriléter (para L-ALLE)
(compuesto 1V): Se eterificd 1-hexadeciloxi-3-tritiloxi-2-propanol (para D-ALLE) o 3-hexadeciloxi-1-tritiloxi-2-propanol
(para L-ALLE) (compuesto I, Figura 1) (5,5 g) con metanosulfonato de 5-hexenilo, usando hidréxido de potasio en polvo
en disolucion de benceno como se describe anteriormente. Se disolvié el producto bruto 1-hexadeciloxi-2-(5’-hexeniloxi)-
sn-3-tritiloxipropano (para D-ALLE) o 3-hexadeciloxi-2-(5’-hexeniloxi)-sn-3-tritiloxipropano (para L-ALLE) (compuesto |,
Figura 1) en 100 ml de metanol:agua:acido clorhidrico concentrado 90:10:5 y se calentd a reflujo la mezcla durante 6
horas. Se extrajo el producto con éter, se lavé con agua y se retir6 el disolvente. Se disolvi6 el residuo en éter de
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petréleo (100 ml) y se mantuvo a 4°C durante una noche, causando la deposicion de la mayoria de trifenilcarbonilo.
Después de filtrar y retirar el disolvente del filtrado, se sometié a cromatografia el producto bruto sobre gel de silice 60
(40 @), usando una mezcla de cloroformo:éter de petréleo 1:1 como eluyente, dando 1,8 g de 1-hexadecil-2-(5'-
hexenil)gliceriléter (para D-ALLE) o 3-hexadecil-2-(5-hexenil)gliceriléter (para L-ALLE) (compuesto IV, Figura 1) puros.

1-Hexadecil-2-(5’-hexenil)-sn-glicero-3-fosfocolina (para D-ALLE) o 3-hexadecil-2-(5-hexenil)-sn-glicero-1-
fosfocolina (para L-ALLE) (compuesto V): El siguiente procedimiento es una modificacién del método comunicado por
Eibl H. et al. Ann. Chem. 709: 226-230, 1967.

Se afadi6 gota a gota una disolucion de 1-hexadecil-2-hexenilgliceriléter (para D-ALLE) o 3-hexadecil-2-
hexenilgliceriléter (para L-ALLE) (compuesto IV, Figura 1) (2 g) en cloroformo seco (15 ml) a una disolucién agitada
enfriada (de -4 a -10°C) de trietilamina seca (3 ml) y diclorofosfato de 2-bromoetilo (1,25 ml, preparado como se
describe a continuacion en la presente memoria) en cloforormo seco (15 ml) durante un periodo de 1 hora. Se mantuvo
la mezcla a temperatura ambiente durante 6 horas y se calentd entonces a 40°C durante 12 horas. Se enfrié a 0°C la
disolucion marrén oscura resultante y se afiadié cloruro de potasio 0,1 M (15 ml). Se dej6é alcanzar la mezcla la
temperatura ambiente y se agité durante 60 minutos. Se afiadieron metanol (25 ml) y cloroformo (50 ml) y se lavé la fase
organica con &cido clorhidrico 0,1 M (20 ml) y agua (20 ml). Se evaporé el disolvente y se disolvié el producto bruto en
metanol (15 ml), se transfirié la disolucion a un tubo de cultivo y se enfri6 en un bafio de hielo con sal. Se afiadié
trimetilamina fria (3 ml, -20°C) y se sell6 el tubo. Se calenté la mezcla a 55°C durante 12 horas, se enfrié a temperatura
ambiente y se evapor6d el disolvente usando una corriente de nitrégeno. Se extrajo el residuo con una mezcla de
cloroformo:metanol 2:1 (25 ml) y se lavd con carbonato de potasio 1 M (10 ml) y agua (2 x 10 ml). Se retir6 el disolvente
a presién reducida y se sometieron a cromatografia los productos brutos sobre gel de silice 60 (20 g) usando una
mezcla de cloroformo:metanol 60:40, dando 1,5 g de 1-hexadecil-2-(5’-hexenil)-sn-glicero-3-fosfocolina (para D-ALLE) o
3-hexadecil-2-(5’-hexenil)-sn-glicero-1-fosfocolina (para L-ALLE) (compuesto V, Figura 1). Se confirmd la estructura del
compuesto V por RMN y espectrometria de masas.

1-Hexadecil-2-(5’-oxopentanil)-sn-glicero-3-fosfocolina (para D-ALLE) o 3-hexadecil-2-(5-oxopentanil)-sn-
glicero-1-fosfocolina (para L-ALLE) (compuesto VI):

Se agitd a temperatura ambiente durante una noche una disolucién de compuesto V (0,5 g) en acido férmico (15 ml) y
peroxido de hidrégeno al 30% (3,5 ml). Se diluy6 la mezcla de reaccién con agua (50 ml) y se extrajo con una mezcla de
cloroformo:metanol 2:1 (5 x 50 ml). Se evaporé el disolvente a presion reducida y se mezclé el residuo con metanol (10
ml) y agua (4 ml), se agitd entonces a temperatura ambiente durante 60 minutos y se afiadieron entonces écido fosférico
al 80% (2 ml) y meta-peryodato de potasio (0,8 g). Se mantuvo la mezcla a temperatura ambiente durante una noche, se
diluyé con agua (50 ml) y se extrajo con cloroformo:metanol 2:1 (50 ml). Se lavé la fase organica con bisulfito de sodio al
10% (10 ml) y agua (10 ml). Se retir6 el disolvente a presion reducida y se sometié a cromatografia el producto bruto
sobre gel de silice 60 (10 g), usando una mezcla de cloroformo:metanol 1:1 como eluyente, dando 249 mg de 1-
hexadecil-2-(5’-oxopentanil)-sn-glicero-3-fosfocolina (para D-ALLE) o 3-hexadecil-2-(5’-oxopentanil)-sn-glicero-1-
fosfocolina (para L-ALLE) (compuesto VI, Figura 1), que exhibia un R; de 0,15 (sistema de TLC,
cloroformo:metanol:agua 60:40:8) y una reaccién positiva con dinitrofenilhidrazina. Se confirmoé la estructura quimica del
compuesto VI por RMN y espectrometria de masas.

En un proceso alternativo, se convirtié el grupo etilénico en un grupo aldehido mediante ozonizacion e hidrogenacion
catalitica con carbonato de paladio y calcio.

Preparaciéon de diclorofosfato de 2-bromoetilo: Se preparé diclorofosfato de 2-bromoetilo mediante la adicién gota a
gota de 2-bromoetanol recién destilado (0,5 M, preparado como se describe en Gilman Org. Synth. 12: 117, 1926) a una
disolucion enfriada con hielo de oxicloruro de fosforo recién destilado (0,5 M) en cloroformo seco durante un periodo de
1 hora, seguido de 5 horas de reflujo y destilacién a vacio (pe 66-68°C a 53,3-66,6 Pa (0,4-0,5 mm Hg)). Se almaceno el
reactivo (-20°C) en atmdsfera de nitrdgeno en ampollas selladas antes del uso (Hansen W.H et al. Lipids 17(6): 453-459,
1982).

Sintesis de 1-hexadecil-2-(4’-carboxibutil)-sn-glicero-3-fosfocolina (CI-201):

Se disolvio 1-hexadecil-2-(5'-oxopentanil)-sn-glicero-3-fosfocolina (compuesto VI, preparado como se describe
anteriormente), 0,55 g (0,001 mol), en terc-BuOH (30 ml). Se afiadi6 gota a gota una disolucién de NaClO; (0,9 g, 0,01
mol) y NaH,PO, (0,96 g, 0,07 mol) en 25 ml de agua durante un periodo de 30 minutos y se agitdé la mezcla a
temperatura ambiente durante 3 horas. Se acidificé la mezcla de reaccion a pH= 3 con acido clorhidrico concentrado y
se extrajo con una mezcla de cloroformo:metanol 2:1. Se separd la fase organica y se evaporo el disolvente. Se purificd
el residuo mediante cromatografia sobre gel de silice usando una mezcla de cloroformo:metanol: agua (70:27:3), dando
1-hexadecil-2-(4’-carboxibutil)-sn-glicero-3-fosfocolina (0,42 g, 72% de rendimiento). RMN y espectrometria de masas
confirmaron la estructura quimica (compuesto VII, Figura 10).

Sintesis de 1-hexadecil-2-(5’,5’-dimetoxipentiloxi)-sn-glicero-3-fosfocolina:

Se disolvio 1-hexadecil-2-(5’-oxopentanil)-sn-glicero-3-fosfocolina (compuesto VI, preparado como se describe
anteriormente), 0,50 g (0,89 mmol), en acido férmico (15 ml) y se afiadié perdxido de hidrogeno al 30% (3,5 ml). Se
agitd la mezcla de reaccién durante una noche a temperatura ambiente. Dessués de afadir agua (50 ml), se extrajo el
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producto con una mezcla de cloroformo:agua 2:1 (2 x 50 ml). Se lavé la fase organica con bicarbonato de sodio acuoso
al 10% (10 ml) y agua (10 ml) y se retir6 el disolvente a presion reducida. Se disolvié el residuo (0,4 g) en metanol (10
ml), se afiadié entonces hidroxido de sodio acuoso al 10% (4 ml) y se agité la mezcla de reaccién a temperatura
ambiente durante 1 hora. Se afadieron después de ello acido fosférico al 80% (2 ml) y meta-peryodato de potasio (0,8
g) y se continud la agitacion durante una noche. Se afiadié entonces una mezcla 2:1 de cloroformo:metanol (50 ml), se
lavé la fase organica con bisulfito de sodio acuoso al 10% (10 ml) y agua (10 ml) y se retiré el disolvente a vacio. Se
purificé el residuo (0,3 g) por cromatografia sobre gel de silice (10 g) usando una mezcla de cloroformo:metanol (60:40 a
40:60) como eluyente graduado, dando 1-hexadecil-2-(5’,5’-dimetoxipentiloxi)-sn-glicero-3-fosfocolina (0,25 g, 46% de
rendimiento). RMN y espectrometrias de masas confirmaron la estructura quimica (compuesto Vllla, Figura 10).

Sintesis de 1-hexadecil-2-(5’,5’-dietoxipentiloxi)-sn-glicero-3-fosfocolina:

Se disolvié 1-hexadecil-2-(5’-oxopentanil)-sn-glicero-3-fosfocolina bruta (compuesto VI, preparado como se describe
anteriormente), 50 mg (0,088 mmol), en etanol (10 ml) en atmésfera de nitrégeno. Se afiadieron ortoformiato de trietilo
(0,053 ml, 0,0476 g, 0,32 mmol) y 3 gotas de &cido sulfarico conc. y se agit6 la mezcla de reaccién durante una noche a
temperatura ambiente. Se afiadié entonces diclorometano (75 ml) y se transfirié la mezcla de reaccién a un embudo
separador, se lavé sucesivamente con agua (75 ml), disolucién acuosa de bicarbonato de sodio al 2,5% (75 ml) y agua
(75 ml), y se seco entonces sobre sulfato de sodio anhidro. Después de filtrar, se retir6 el disolvente a vacio, dando 50
mg de 1-hexadecil-2-(5',5'-dietoxipentiloxi)-sn-glicero-3-fosfocolina bruta. Se confirmé la estructura por RMN vy
espectroscopia EM (compuesto VllIb, Figura 10).

Sintesis de 1-hexadecanoil-2-(5’-oxovaleroil)-sn-3-glicerofosfocolina (POVPC):

Se agitd concienzudamente durante 4 dias a temperatura ambiente una mezcla de 1-hexadecanoil-sn-3-
glicerofosfocolina (compuesto |, Figura 2) (3 g), acido 5-hexenoico (1,2 ml), 1,3-diciclohexilcarbodiamida (DCC, 4,05 g) y
N,N-dimetilaminopiridina (DMP, 1,6 g) en diclorometano (100 ml, recién destilado de pentdxido de fosforo). Se sometid
entonces a cromatografia la mezcla sobre gel de silice 60 (40 g) y se eluy6 el producto 1-hexadecanoil-2-(5’-hexenoil)-
sn-3-glicerofosfocolina (2,8 g, compuesto Il, Figura 2) con una mezcla de cloroformo:metanol 25:75. Se disolvid el
eluyente en peroxido de hidrégeno al 30%:acido formico (4:15) y se agito la disolucién durante una noche a temperatura
ambiente. Se afiadi6 agua (50 ml), se extrajo el producto con cloroformo:metanol 2:1 (100 ml) y se lavd la fase organica
con agua. Se evapor0 el disolvente a presion reducida, se disolvié el residuo en metanol (15 ml), se afiadié6 una
disoluciéon de amoniaco al 10% (5 ml) y se agité la disolucidn resultante a temperatura ambiente durante 6 horas. Se
hizo reaccionar adicionalmente la 1-hexadecanoil-2-(5’,6’-dihidroxi)hexanoil-sn-3-glicerofosfocolina bruta (compuesto lil,
Figura 2) (estructura confirmada por RMN y espectrometria de masas) sin purificacion. Se afiadieron &cido fosférico al
80% (3 ml) y meta-peryodato de sodio (1 g) a la disolucion, se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante una
noche y después de ello se extrajo con una mezcla de cloroformo:metanol 2:1. Se purificé el producto mediante
cromatografia sobre gel de silice 60 (20 g), usando una mezcla de cloroformo:metanol 25:75 como eluyente. Se
obtuvieron 850 mg de 1-hexadecanoil-2-(5’-oxovaleroil)-sn-3-glicerofosfocolina (POVPC, compuesto IV, Figura 2),
exhibiendo una movilidad cromatografica de lecitina en TLC y una reaccion positiva con dinitrofenilhidrazina. Se valor6
la estructura por RMN y espectrometria de masas.

Como alternativa se convirtido el grupo etilénico en un aldehido mediante ozonizacion e hidrogenacion catalitica con
carbonato de paladio y calcio.

Ejemplo Il (de referencia)

La inmunizaciéon contra L-ALLE + D-ALLE inhibe especificamente la aterogénesis en ratones genéticamente
dispuestos (Apo-E KO)

Los presentes inventores han demostrado que la inmunizacién con el componente de LDL sintético eterificado estable
ALLE puede reducir la extension de la formacion de placa aterosclerética en ratones predispuestos. Se dividieron en 3
grupos 19 ratones hembra Apo E/C 57 de 5-7 semanas. En el grupo A (n= 6), se inmunizaron los ratones por via
intraperitoneal, como se describe en la seccidn de Materiales y Métodos anterior, con 150 pg/ratén de L-ALLE + D-ALLE
una vez cada 2 semanas (0,3 ml/ratén) x 4. En el grupo B (n= 6), se inmunizaron los ratones con la toxina tuberculina
derivado de proteina purificado (PPD) una vez cada 2 semanas (0,3 ml/ratén). En el grupo C (n= 7), los ratones no
recibieron inmunizacién. Se tomaron muestras de sangre de ratones de los tres grupos antes de la inmunizacion (tiempo
0) y una semana después de la segunda inmunizacién para la determinaciéon de los anticuerpos anti-LDL ox,
anticuerpos anti-ALLE vy perfil lipidico. Se efectud6 la valoracion de la aterosclerosis como se describe anteriormente, 4,5
semanas después de la 42 inmunizacion. Se pesaron los ratones de todos los grupos a intervalos de 2 semanas a lo
largo del experimento. Todos los ratones se alimentaron con dieta de pienso normal que contenia un 4,5% de grasa
(0,02% de colesterol) y agua a voluntad.
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Tabla I: La inmunizacién de ratones Apo-E KO con ALLE inhibe la aterogénesis

Grupos Inmunizaciéon con 150 pg/raton de | PPD Control sin | Estadisticas
L-ALLE + D-ALLE ~ inmunizacion
N=6 N= N=7
Tiempo Peso 17,3+£0,5 17,3+£0,7 17,8+0,4 P=0,780
0 Col. 435 + 47 436 + 49 413 + 44 P=0,919
TG 118 +9 112 + 10 120 + 14 P= 0,865
Final Peso 20,5+0,5 21,6 £0,2 20,3+0,5 P=10,123
Col. 299 £ 18 294 £ 15 3044 £ 22 P=0,937
TG 57+3 53+ 4 66 + 4 P=0,075
Tamafio de | 101000 + 8276 179500 + | 210833 + 26714 P= 0,005
lesion (um?) 13449
TGF-B (pmol/ml) | 12032 + 2308 13963 + 944 | 12825 + 2340 P=0,831

Nota: “Peso” es peso en gramos; “col” es colesterol plasmatico y “TG” es triglicéridos plasmaticos, expresados en mg/dl

Como puede observarse en la Figura 3, los resultados representados en la Tabla | demuestran la reduccion significativa
de las lesiones ateromatosas medidas en tejidos cardiacos de ratones inmunizados con ALLE, en comparacion tanto
con ratones con PPD como de control no inmunizados. No es evidente un efecto significativo sobre los demas
parametros medidos, tales como ganancia de peso, niveles plasmaticos de triglicéridos o colesterol o
inmunocompetencia, medida por los niveles de la citocina inmunosupresora TGF-f. Por tanto, la inmunizacion con el
componente de LDL oxidada sintético ALLE (una mezcla de formas racémicas D y L) confiere una proteccion
significativa (>50%) ante la formacién de lesion aterosclerética en estos ratones genéticamente predispuestos Apo-E
KO. Se observo una reduccion significativa, pero menos drastica, de la formacion de placas en ratones inmunizados con
PPD.

Ejemplo Il (de referencia)

Inhibicién de la aterogénesis en ratones genéticamente predispuestos (Apo-E KO) por administraciéon oral de L-
ALLE y D-ALLE

La inmunizacion intraperitoneal con los analogos de éster de los componentes de lesion de placa fue eficaz para inhibir
la aterogénesis en ratones Apo-E KO (Figura 1). Por tanto, se investigé la capacidad de la administracion oral de L-y D-
ALLE de suprimir la aterogénesis. Se dividieron en 3 grupos 34 ratones macho Apo-E KO de 8-10 semanas. En el grupo
A (n= 11), se administraron por via oral a los ratones por sonda nasogastrica L-ALLE + D-ALLE suspendidos en 5% de
PBS en etanol (1 mg/ratén) durante 5 dias cada 2 dias. En el grupo B (n= 11), se alimentaron los ratones con 10
pg/raton de L-ALLE + D-ALLE suspendidos en 5% de PBS en etanol durante 5 dias cada 2 dias (0,2 ml/raton). Los
ratones del grupo C (n= 12) recibieron PBS (que contenia el mismo volumen de etanol que en los grupos A+B). Se
tomaron muestras de sangre a los ratones antes de la alimentacion (tiempo 0) y a la conclusién del experimento (fin)
para la determinacion del perfil lipidico. Se valor6 la aterosclerosis en el seno aértico, como se describe anteriormente, 8
semanas después de la Ultima alimentacién. Se pesaron los ratones cada 2 semanas durante el experimento. Se
alimentaron todos los ratones con dieta de pienso normal que contenia un 4,5% en peso de grasa (0,02% de colesterol)
y agua a voluntad.

Tabla 2: Inhibicion de la aterogénesis en ratones Apo-E KO por administracion oral de L-ALLE y D-ALLE

Grupos PBS 1 mg de ALLE 10 pg de ALLE Estadisticas
N= 12 N=11 N=11
Tiempo 0 Peso 20,7+0,6 21,5+0,8 21,1+0,8 P=10,794
Col. 373+25 379+23 378+ 31 P=0,983
TG 128 98 90 P=0,829
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Final Peso 27,3+0,4 27,4+0,5 24,1+0,8 P< 0,001
Col. 303+ 17 249 + 24 321 +£15 P=0,031
TG 81+4 78+ 8 93+6 P= 0,146

Tamafio de lesién (um°) 176000 + 13735 85278 £ 11633 103889 + 14320 P< 0,001

TGF-B (pmol/ml) 14696 + 1352 13388 + 1489 18010 * 1373 P=0,07

Nota: “Peso” es peso en gramos; “col” es colesterol plasmatico y “TG” es triglicéridos plasmaticos, expresados en mg/dl

Como puede observarse en la Figura 4, los resultados representados en la Tabla 2 demuestran una notable atenuacion
de la progresion aterosclerdtica medida en los tejidos de ratones alimentados con dosis bajas (10 pg-1 mg/ratén) de
ALLE, en comparacién con ratones de control no expuestos. No resulta evidente un efecto significativo sobre los demas
parametros medidos, tales como ganancia de peso, niveles sanguineos de triglicéridos o colesterol o
inmunocompetencia, medida por los niveles de la citocina inmunosupresora TGF-3. Por tanto, la administracion oral del
componente de LDL oxidada sintético ALLE proporciona una proteccion significativa (>50%) ante la aterosclerosis en
estos ratones genéticamente predispuestos Apo-E KO, similar a la proteccion conseguida con inmunizacion peritoneal
(véase la Figura 1).

Ejemplo IV (referencia)

Inhibiciéon de la aterogénesis en ratones genéticamente predispuestos (Apo-E KO) por induccion de
inmunomodulacion mediada por via oral y nasal con L-ALLE

Los mecanismos de inmunomodulacién mediada por via mucosa son activos en la mucosa nasal asi como el intestino.
Por tanto, se compard la eficacia de la exposicion nasal y la exposicion oral a L- y D-ALLE en la supresién de la
aterogénesis en ratones Apo-E KO. Se dividieron en 3 grupos 34 ratones macho Apo-E KO de 7-10 semanas. En el
grupo A (n= 11) se administré por via oral a los ratones L-ALLE suspendido en 5% de PBS en etanol (1 mg/raton/0,2 ml)
durante 5 dias cada dos dias. En el grupo B (n= 11), se administraron los ratones por via intranasal como se describe
anteriormente en Materiales y Métodos 10 pg/raton/10 ul de L-ALLE suspendido en PBS cada dos dias durante 3 dias.
Los ratones del grupo C (n= 12) recibieron PBS administrado por via oral y nasal (que contenia el mismo volumen de
etanol que en los grupos A+B). Se extrajo sangre a los ratones antes de la alimentacién (tiempo 0) y a la conclusién del
experimento (fin) para la determinacion del perfil lipidico. Se valor6 la aterosclerosis en el seno aértico como se describe
anteriormente, 8 semanas después de la Ultima alimentacion. Se pesaron los ratones cada 2 semanas durante el
experimento. Todos los ratones se alimentaron con dieta de pienso normal que contenia un 4,5% en peso de grasa
(0,02% de colesterol) y agua a voluntad.

Tabla 3: Efecto de la administracion oral y nasal de L-ALLE sobre los parametros metabolicos y la aterogénesis
en ratones Apo-E KO

Grupos 1 mgde ALLE oral | 10 pg de ALLE nasal | PBS oral/nasal Estadisticas
(N=11) (N=11) (N=12)

Tiempo 0 | Peso 21,1+0,8 21,1+0,7 22,1+0,9 P= 0,624
Col. 362 £ 27 353+31 351+ 27 P= 0,952
TG 144 143 138 P=10,977

Final Peso 23,3+x1,1 24,2+0,2 240+0,5 P=0,558
Col. 418 + 43 328 £ 18 343 £ 25 P= 0,084
TG 827 74+6 79+5 P=0,630
Tamafio de lesién (umz) 76944 + 17072 82708 + 10986 135455 + 12472 | P= 0,007

Nota: “Peso” es peso en gramos; “col” es colesterol plasmatico y “TG” es triglicéridos plasmaticos, expresados en mg/di

Como puede observarse en la Figura 5, los resultados representados en la Tabla 3 demuestran la inhibicién eficaz de la
aterogénesis medida en los tejidos de ratones que reciben exposicion nasal a dosis bajas (10 pg/raton) de ALLE, en
comparacion con ratones de control no expuestos. La administracién nasal, como la administraciéon oral, no tenia un

39




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 242913413

efecto significativo sobre los demas parametros medidos, tales como ganancia de peso 0 niveles plasmaticos de
triglicéridos o colesterol. Por tanto, el componente de LDL oxidada sintético ALLE proporciona una proteccion
significativa (aproximadamente de 50%) ante la aterogénesis en estos ratones genéticamente predispuestos Apo-E KO
por administraciones tanto oral como nasal.

Ejemplo V (referencia)

Supresién de lainmunorreactividad especificay de LDL ox en ratones genéticamente predispuestos (Apo-E KO)
por administraciéon oral de L-ALLE o POVPC

La inmunomodulacién inducida por exposicion por via mucosa a analogos oxidados de LDL puede mediarse por la
supresién de respuestas inmunitarias especificas a antigenos relacionados con placa. La POVPC (1-hexadecanoil-2-(5'-
oxovaleroil)-sn-glicerofosfocolina) es un analogo de LDL oxidado no eterificado que, al contrario que ALLE, esta
predispuesto a la degradacion en higado e intestino. Se midié la proliferaciéon de linfocitos en respuesta a la exposicion
oral tanto a POVPC como al andlogo mas estable ALLE en ratones Apo-E KO. Se dividieron en 3 grupos 8 ratones
macho Apo-E KO de 6 semanas. En el grupo A (n=2), se alimentd a los ratones 1 mg/ratén de L-ALLE suspendido en
0,2 ml de PBS, administrado por sonda nasogastrica como se describe anteriormente, cada dos dias durante 5 dias. En
el grupo B (n= 3), se alimento a los ratones 1 mg/raton de POVPC suspendida en 0,2 ml de PBS, administrada por via
oral como se describe anteriormente cada dos dias durante 5 dias. Se alimentaron los ratones del grupo C (n= 3,
control) con 200 pl de PBS cada dos dias durante 5 dias. Se estimulé la inmunorreactividad mediante inmunizacién con
LDL oxidada humana como se describe anteriormente en la seccion de Materiales y Métodos, un dia después de la
ultima alimentacion. Una semana después de la inmunizacion, se recogieron nodulos linfaticos para el ensayo de
proliferacién. Todos los ratones se alimentaron con dieta de pienso normal que contenia un 4,5% en peso de grasa
(0,02% de colesterol) y agua a voluntad.

Tabla 4: El pretratamiento oral con LDL oxidada sintética (ALLE y POVPC) suprime la respuesta inmunitaria ante
LDL ox humana en ratones Apo-E KO

Indice de estimulacion (IE)

PBS POVPC L-ALLE Estadisticas
33,1+6,1 10,6 £2,3 73+23 P<0,01
N=3 N=3 N=2

-68% -78%

Como puede observarse en la Figura 6, los resultados representados en la Tabla 4 demuestran una supresion
significativa de la imunorreactividad ante antigeno anti-LDL oxidada humana, medida mediante la inhibicién de la
proliferacién en los nddulos linfaticos de ratones Apo-E KO. Los linfocitos de ratones que reciben una exposicion oral a
dosis inhibidoras de la aterogénesis (1 mg/raton) de ALLE o POVPC mostraron un indice de estimulacion reducido
después de inmunizacién con LDL ox, en comparacion con ratones de control (PBS). Puesto que la induccién de
inmunomodulacién mediada por via oral, como mediada por via nasal, no tenia un efecto significativo sobre los demas
parametros medidos, tales como ganancia de peso, niveles plasmaticos de triglicéridos o colesterol o
inmunocompetencia (véanse las Tablas 1, 2 y 3), estos resultados indican una supresion especifica de la
inmunorreactividad anti-LDL ox. Por tanto, la administracion oral del componente de LDL oxidada sintético L-ALLE es un
método eficaz de atenuacion de la respuesta inmunitaria celular ante componentes de placa inmunogénicos y
aterogénicos en estos ratones genéticamente predispuestos Apo-E KO. La Figura 4 demuestra también una inhibicion
similar, aunque menos eficaz, de la proliferacion con administracion oral del componente de LDL oxidada sintético
menos estable POVPC.

Ejemplo VI (referencia)

Inhibicién de la aterogénesis en ratones genéticamente predispuestos (Apo-E KO) por administracion oral de
isobmero Dy L de ALLE y POVPC

Puesto que la alimentaciéon de ALLE y POVPC se ha mostrado que inhibe la aterogénesis temprana y la
inmunorreactividad ante antigeno de LDL humana relacionada con plaquetas, se compar6 la capacidad de ambos
isémeros D y L del analogo de LDL etérico y el analogo no etérico POVPC de suprimir la progresion de la aterogénesis
en ratones mayores. Se monitorizé también su efecto sobre las fracciones de triglicéridos y colesterol de VLDL por
FPLC. Se dividieron en 5 grupos 57 ratones macho Apo-E KO de 24,5 semanas. En el grupo A (n= 11), se alimenté a
los ratones 1 mg/ratdén de L-ALLE suspendido en 0,2 ml de PBS, administrado por sonda nasogastrica como se describe
anterirmente, cada dos dias durante 5 dias. En el grupo B (n= 9), se aliment6 a los ratones 1 mg/raton de D-ALLE
suspendido en 0,2 ml de PBS, administrado por via oral como se describe anteriormente, cada dos dias durante 5 dias.
En el grupo C (n= 10), se alimento a los ratones 1 mg/raton de POVPC suspendida en 0,2 ml de PBS, administrada por
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sonda nasogastrica como se describe anteriormente, cada dos dias durante 5 dias. El grupo de control D (n= 10) recibié
la administracién oral de PBS (que contenia el mismo volumen de etanol que en los grupos A, B, C). Se sacrificé el
grupo de estado basal a tiempo= 0. La administracion oral de los antigenos ensayados tuvo lugar cada 4 semanas (5
alimentaciones orales, cada dos dias) partiendo de las 24,5 semanas de edad, durante 12 semanas (3 series de
alimentaciones).

Se tomaron muestras de sangre de los ratones antes de la alimentacién (tiempo 0), después de la 2° serie de
alimentaciones y a la conclusion del experimento (fin) para la determinacién del perfil lipidico, fraccionamiento lipidico y
recogida de plasma. Se valor6 la aterosclerosis como se describe anteriormente en el seno aértico y la aorta. Se
recogieron los bazos para el ensayo de proliferacion 12 semanas después de la primera alimentacion. Se registré el
peso cada 2 semanas a lo largo del experimento. Se alimentaron todos los ratones con dieta de pienso normal que
contenia un 4,5% en peso de grasa (0,02% de colesterol) y agua a voluntad.

Tabla 5: Inhibicién de la aterogénesis en ratones Apo-E KO por administraciéon oral de L-ALLE, D-ALLEy

POVPC
Punto Parametro PBS lmgdel-|1mgdeD-|{1 mg de | Estado Estadisticas
temporal ensayado - 10) ALLE ALLE POVPC basal (t= 0)
(=t (n=11) (n=11) (n=10) (n=18)
0 Peso 28,1+05 | 29+0,6 29,8+0,7 |296+0,7 |298+1,1 P= 0,445
Colesterol 413 + 27 413 = 23 409 = 28 401 £ 21 393+ 16 P=0,976
Triglicéridos 675 63+8 63t4 677 71+8 P= 0,946
Final Peso 285+06 |29,7+05 |304+08 |299+05 |- P=0,177
Colesterol 365 £ 15 391+18 394 + 15 358 + 28 - P=0,481
Triglicéridos 84+4 834 94 +4 85+3 - P= 0,207
Lesion de seno um” | 369688 =+ | 233056 + | 245938 + | 245750 =+ | 225,714 + | P<0,001
32570 12746 20474 20423 5,869
Lesion aodrtica (% | 4,5 54 4,5 8,3 1.4 P= 0,002
del &rea total)

Nota: “Peso” es peso en gramos; “col” es colesterol plasmatico y “TG” es triglicéridos plasmaticos, expresados en mg/dl

Como puede observarse en la Figura 7, los resultados representados en la Tabla 5 demuestran la inhibicion eficaz de la
aterogénesis de etapa tardia medida en los tejidos de ratones mayores después de exposicion oral prolongada a 1
mg/ratén de dosis de los isémeros D y L de ALLE y POVPC, en comparacién con ratones de control alimentados con
PBS. La administracion oral de estos compuestos no tuvo efectos significativos sobre los demas parametros medidos,
tales como ganancia de peso, niveles plasmaticos de triglicéridos totales o colesterol. Por tanto, los componentes de
LDL oxidada sintéticos D-, L-ALLE y POVPC ejercen cada uno individualmente actividad antiaterogénica que confiere
una proteccion casi completa ante la progresion ateromatosa (en comparacion con las puntuaciones de lesién a las 24,5
semanas) en estos ratones genéticamente predispuestos Apo-E KO. Sorprendentemente, se observé que la inhibicién
de la aterogénesis por estos analogos de LDL oxidada esta acompafiada por una reduccion significativa de los niveles
de colesterol de VLDL vy triglicéridos, medida por FPLC (Figuras 8 y 9).

Ejemplo VII

Inhibicién de la aterogénesis en ratones genéticamente predispuestos (Apo-E KO) por administracion oral de
Cl-201

Se investigd la capacidad de una forma estable de un fosfolipido eterificado, el derivado acido de ALLE CI-201, de
suprimir la aterogénesis. Se dividieron en 2 grupos ratones macho Apo-E KO de 12 semanas. En el grupo A (n= 14), se
administré por via oral a los ratones por sonda nasogastrica CI-201 (0,025 mg/dosis) suspendido en PBS durante 8
semanas cada dia (5 veces por semana). Los ratones del grupo B (n= 15) recibieron PBS (control). Se valor6 la
aterosclerosis como se describe anteriormente. Se alimentaron todos los ratones con dieta de pienso normal que
contenia un 4,5% en peso de grasa (0,02% de colesterol) y agua a voluntad.

Como puede observarse en la Figura 11, los resultados demuestran una notable atenuacion de la progresion
aterosclerotica medida en los tejidos de ratones alimentados con dosis bajas de CI-201, en comparacién con ratones de
control no expuestos (PBS). La lesion de seno adrtico en el grupo tratado con CI-201 era de 125.192 + 19.824 me yen
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el grupo de control (tratado con PBS) era de 185.400 + 20.947 pmz, demostrando una reduccion del 33% (P= 0,051) de
la lesion de seno aértico por administracion oral de CI-201 a baja dosis. La expresién de IL-10 (determinada por PCR-TI)
en la aorta era de méas de un 40% en el grupo tratado con CI-201, en comparacién con el grupo de control. Los niveles
de expresion elevados de IL-10 en el 6rgano diana, la aorta, apoyan un efecto antiinflamatorio inducido por la
administracion oral de CI-201. Por tanto, el derivado de LDL oxidada sintético estable CI-201 ejerce tanto
inmunomodulacion mediada por via oral como efecto antiinflamatorio.

Ejemplo VI

Expresion de citocinas en la aorta de ratones Apo-E KO tratados con fosfolipidos oxidados (ALLE, CI-201, Et-
acetal, Me-acetal y LDL ox)

Se evaluo el efecto de ALLE, CI-201, sus correspondientes derivados de acetal Et-acetal y Me-acetal (compuestos Vllla
y VIIIb, Figura 10) y LDL ox sobre la expresion de citocina en el érgano diana, la aorta, usando PCR-TI como se
describe anteriormente en la presente memoria. Se administraron a los ratones Apo-E KO 1 mg/raton de ALLE, 1
mg/raton de CI-201, 1 mg/raton de Et-acetal, 1 mg/raton de Me-acetal, 0,1 mg/raton de LDL ox o 0,2 ml/ratén de PBS.
Las administraciones orales tuvieron lugar 5 veces cada dos dias. Se determind la expresion de la citocina
antiinflamatoria IL-10 y las citocinas proinflamatorias IFN-y e IL-12 8 semanas después de la administracion oral final.

Como puede observarse en las Figuras 12ay 12b, los ratones tratados con ALLE, CI-201, Et-acetal, Me-acetal y LDL ox
mostraron niveles elevados de expresion de IL-10 en comparacion con el grupo de control tratado con PBS. Como
puede observarse en las Figuras 12c y 12d, se mostré un efecto opuesto en el nivel de expresion de IFN-y e IL-12.
Fueron detectables niveles reducidos de expresion de IFN-y en ratones tratados con ALLE, CI-201, Me-acetal y LDL ox,
y fueron detectables niveles reducidos de IL-12 en ratones tratados con ALLE, CI-201, Et-acetal y LDL ox.

Ejemplo IX (referencia)

Inhibicién de la aterogénesis en ratones LDL-RD por inducciéon de inmunomodulacién mediada por via oral con
LDL ox

Para mostrar que los fosfolipidos oxidados sintéticos descritos anteriormente inducen un efecto similar a la LDL oxidada
humana, se disefié un modelo para evaluar el efecto de LDL ox sobre la progresion de la aterosclerosis en ratones.

Se estratificaron ratones LDL-RD de 8-12 semanas por edad, peso y perfil lipidico (colesterol y triglicéridos) en
diferentes grupos. Se tratd cada grupo con LDL ox a dosis crecientes (10, 100 o 1.000 pg/dosis disuelta en PBS en un
volumen total de 0,2 ml de PBS), albumina (100 pg/dosis disuelta en PBS en un volumen total de 0,2 ml de PBS) o PBS
(0,2 ml), 5 veces cada dos dias. El dia siguiente a la dltima administracion oral, se aplicd a los ratones una dieta
aterogénica (“dieta Western”) a voluntad y ser mantuvieron en un ciclo de oscuridad/luz de 12 horas durante 5 semanas.

Se sacrificaron los ratones 6,5 semanas después de la primera administracién oral y se evalué la extension del area de
placa ateromatosa en el seno adrtico, como se describe anteriormente en la presente memoria.

Se concreta el efecto del tratamiento con LDL ox sobre los parametros metabdlicos en la Tabla 6 siguiente. Como se
muestra en la Tabla 6, aunque la LDL ox no afectaba al peso corporal ni a los niveles de colesterol, la LDL ox a una
dosis de 100 pg/dosis reducia significativamente (P< 0,05) los niveles de triglicéridos en comparacion con los grupos de
control con PBS y albumina.

Tabla 6: Efecto del tratamiento con LDL ox sobre los parametros metabdlicos en ratones LDL-RD

Punto Parametro Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E | Estadisticas
temporal
LDL ox | LDL ox 100 | LDL ox 10 | Seroalbimina PBS
1.000 po/dosis pg/dosis humana
po/dosis
T=0 Peso (g) 28,1+0,6 27,3+0,6 26,9+0,5 28,5+0,6 27,9 + | NS*
0,5
Colesterol 161 + 10 160+ 8 156 + 9 163 + 10 162 +7 | NS*
(mg/dl)
Triglicéridos 154 £ 12 145+ 11 152 +10 140 + 14 155 + | NS*
(mg/dl) 12
Final Peso (g) 29,0+0,7 26,8+ 0,4 27,6 £0,7 29,4+1,8 29,1 + | NS*
0,6
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Colesterol 1.541+175 1.372+122 | 1458 +101 | 1.589 + 76 1.554 + | NS*
(mg/dl) 12,1

Triglicéridos 344 120 250 303 306 P< 0,001**
(mg/dl)

*: no significativo

**. Se efectud un ensayo de analisis de varianza de rangos unidireccional de Kruskal-Wallis, datos expuestos como
valores medianos.

Nota: “Peso” es peso en gramos, “colesterol” es colesterol plasmatico y “triglicéridos” es triglicéridos plasmaticos,
expresados en mg/dl

Se demuestra la atenuacion de la aterogénesis por administracion oral de LDL ox en la Figura 13 y en la Tabla 7
siguiente. Como se muestra en la Figura 13, el tratamiento tanto con 100 pg/dosis como con 1.000 pg/dosis de LDL ox
reducia significativamente (P< 0,001) el area de lesion en el seno adrtico un 45% en comparacién con los grupos de
control (tratado con PBS o tratado con seroalbumina humana (HAS)).

Tabla 7: Efecto del tratamiento con LDL ox sobre el area aterosclerética en el seno aértico

Punto temporal Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Estadisticas
LDL ox 1.000 | LDL ox 100 | LDL ox 10 | Seroalbumina PBS
pg/dosis po/dosis po/dosis humana
Lesion del seno | 37.750 £ 4.890 | 38.304 + | 45.568 + | 77.604 £5.039 69.712 + | P<0,001
aortico (Hm?) 4.443 3.309 6.797
Ejemplo X

Inhibicién de la aterogénesis en ratones genéticamente predispuestos (Apo-E KO) por administracion oral de
Cl-201

Se usaron ratones Apo-E KO de 26-28 semanas (APO-E -/-<tm1Unc>[C57B/6J]) como prevencién del modelo de
progresion. Se estratificaron los ratones por edad, peso y perfil lipidico (colesterol y triglicéridos) en diferentes grupos.
Se sacrificé un grupo al inicio del experimento y sirvi6 como grupo “de estado basal”’. Cada uno de los demas grupos se
traté con CI-201 a dosis crecientes (0,1, 1 o 10 pg/dosis disuelto en PBS, 0,05% de etanol, en un volumen total de 0,2
ml de PBS). El grupo de control recibié PBS (0,05% de etanol, 0,2 ml).

Se trataron los ratones con CIl-201 o PBS en tres series al inicio de cada mes, consistiendo cada serie en 5
administraciones orales cada dos dias. Se alimentaron todos los ratones con dieta de pienso normal que contenia un
4,5% en peso de grasa (0,02% de colesterol) y agua a voluntad y se mantuvieron en un ciclo de oscuridad/luz de 12
horas.

Después de 12 semanas, se sacrificaron los ratones y se evalud la extension del area de placa ateromatosa en el seno
aodrtico, como se describe anteriormente en la presente memoria.

Se presenta en la Tabla 8 siguiente el efecto del tratamiento con CI-201 sobre los parametros metabolicos. Los
resultados muestran que CI-201 no afecta ni al peso corporal ni al perfil lipidico de los ratones ensayados.

Tabla 8: Efecto del tratamiento con CI-201 sobre los parametros metabdlicos en ratones Apo-E KO

Punto Parametro Grupo A Grupo B Grupo C GrupoD | Grupo E Estadisticas
temporal

Cl-201 Cl-201 Cl-201 PBS Estado

) basal

10 1 pg/dosis | 0,1

pg/dosis pg/dosis
T=0 Peso (9) 26,6 £ 0,5 26,4+04 | 26,6 0,4 26,5 +|26,7+£05 NS*

0,4
Colesterol (mg/dl) | 321 + 23 323+20 313+14 316 +12 | 315+20 NS*
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Triglicéridos 88+4 87+4 87+6 80+4 84+8 NS*
(mg/dl)
Final Peso (9) 29,6 £ 0,5 29,0+04 | 28,8 0,7 28,1 + |- NS*
1,8
Colesterol (mg/dl) | 344 £ 25 38224 406 + 39 354+24 | - NS*
Triglicéridos 76+4 96+8 107 £ 13 917 - NS*
(mg/dl)

*: no significativo

Nota: “Peso” es peso en gramos, “colesterol” es colesterol plasmatico y “triglicéridos” es triglicéridos plasmaticos,
expresados en mg/dl

Se demuestra la atenuacion de la aterogénesis por administracion oral de CI-201 en las Figuras 14a-b y en la Tabla 9
siguiente.

Tabla 9: Efecto de CI-201 sobre el area aterosclerética en el seno adrtico

Parametro Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Estadisticas
Cl-201 Cl-201 Cl-201 PBS Estado basal

10 pg/dosis 1 pg/dosis 0,1 pg/dosis

Lesibn del seno | 272.483 | 295729  + | 228.000  * | 328.491  # | 218.602 = | P<0,05
aortico (um?) 20.505 20.909 25.772 21.920 29.248

Los resultados presentados en la Tabla 9 muestran que el tratamiento con CI-201 inhibia completamente la progresion
de la enfermedad, de tal modo que las areas de lesion en el seno aértico de ratones tratados con dosis diferentes de Cl-
201 eran similares a las del grupo de estado basal.

Contrariamente a esto, se observé un aumento altamente significativo de un 50% (p< 0,01) en la lesién aterosclerética
en el seno adrtico en los ratones tratados con PBS en comparacion con el grupo de estado basal (328.491 + 21.920 pm2
en el grupo de PBS frente a 218.602 + 29.248 um2 en el grupo de estado basal).

Como se demuestra en la Figura 14a, todas las dosis de CI-201 inhibian la progresion de la enfermedad, aunque la
dosis mas eficaz fue la dosis minima de 0,1 pg/dosis. Como se demuestra en la Figura 14b, el grupo tratado con 0,1
pg/dosis de CI-201 exhibia una reduccion significativa de un 92% (P< 0,05% de la lesion aterosclerética en el seno
aortico en comparacion con el grupo tratado con PBS (328.491 + 21.920 um* en el grupo de PBS frente a 228.000 +
25.772 pm? en el grupo tratado con CI-201).

Ejemplo XI
Elevacion de los marcadores de inflamacién en el suero de ratones Apo-E KO tratados con CI-201

A la vista de la drastica inhibicion de la progresion de la aterosclerosis por administracion oral de CI-201, que como se
describe anteriormente en la presente memoria no se atribuye a una alteracién del peso corporal ni perfil lipidico
inducido por el mismo, se evalué el efecto de la administracién oral de CI-201 sobre el nivel de marcadores de
inflamacién en el suero, para investigar su mecanismo de accion.

Como se muestra en los estudios experimentales y clinicos, IL-10 es una citocina protectora importante en el
crecimiento y estabilidad de placa. Por ejemplo, Caligiuri et al. (“Interleukin-10 deficiency increases atherosclerosis,
thrombosis, and low-density lipoproteins in apolipoprotein E knockout mice”. Mol. Med. 2003; 9(1-2): 10-17) han
resefiado recientemente que el tamafio de lesion aumentaba drasticamente en ratones con doble desactivacion génica
de Apo-E e IL-10, en comparacién con los controles, y que la actividad proteolitica y procoagulante eran elevadas,
mostrando que IL-10 puede reducir la aterosclerosis y mejorar la estabilidad de placas.

Es otro marcador del estado inflamatorio agudo el amiloide sérico A (SAA), un marcador inflamatorio altamente sensible
que puede aumentar hasta 1.000 veces durante la inflamacion. El SAA, como la CPR (proteina C reactiva), se sintetiza
por el higado en respuesta ante IL-1, IL-6 y TNF (Balke y Ridker, “Novel clinical markers of vascular wall inflammation”,
Circ. Res. 2001; 89: 763-771). Se ha encontrado que el SAA se expresa por varios tipos celulares en lesion
aterosclerotica (Meek et al. “Expression of apolipoprotein serum amyloid A mRNA in human atherosclerotic lesions and
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cultured vascular cells: implications for serum amyloid A function”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994; 91: 3186-3190;
Uhlar y Whitehead. “Serum amyloid A, the major vertebrate acute-phase reactant”. Eur. J. Biochem. 1999; 265: 501-
523).

La iniciacion de la cascada inflamatoria aparece principalmente por monocitos sanguineos activados y macrofagos de
tejido en el sitio del estimulo inflamatorio. Tras la activacion, los macréfagos liberan una serie de mediadores
inflamatorios primarios, los mas importantes de los cuales son miembros de las familias de citocinas IL-1 y TNF, que
desencadenan la liberacion de una serie de citocinas y quimiocinas secundarias (IL-6, IL-8 y MCP). Las actividades
quimiotacticas de estas moléculas atraen a leucocitos al sitio inflamatorio, donde a su vez liberan citocinas
proinflamatorias adicionales.

Por tanto, se administraron a ratones Apo-E KO por via oral 0,1 ug/raton de CI-201 o 0,2 ml/ratén de PBS, 5 veces cada
dos dias. Se recogi6é el suero de raton antes del tratamiento (dia 0), al final del tratamiento (dos semanas) y dos
semanas después de ello (4 semanas), y se evaluaron los niveles de los marcadores de inflamacién IL-10 y amiloide
sérico A (SAA).

Los datos obtenidos se presentan en la Figura 15a (para los niveles IL-10) y la Figure 15b (para los niveles de SAA).

Como puede verse en la Figura 15a, al final del tratamiento (2 semanas), se observé un aumento sustancial del nivel
sérico de IL-10, mientras que 2 semanas después de ello (4 semanas), se notd una reduccion. En el grupo de control
tratado con PBS, no se notdé cambio en los niveles séricos de IL-10 a lo largo del experimento.

Como puede verse en la Figura 15b, aunque los niveles séricos de SAA aumentaron drasticamente en el grupo de
control, no se observaron alteraciones en los niveles séricos de SAA en el grupo tratado con CI-201.

Estos resultados indican claramente que al elevar los niveles de IL-10 en el suero, CI-201 induce una respuesta
antiinflamatoria que puede cancelar una respuesta proinflamatoria, demostrado por niveles elevados de SAA. La
inflamacién sistémica manifestada por SAA alto puede promover la desestabilizacion de placa aterosclerética ademas
de ejercer un posible efecto directo sobre la aterogénesis. Estos resultados sugieren adicionalmente un efecto directo de
ClI-201 sobre los procesos inflamatorios.

Ejemplo XII
Expresion de citocinas en diversos 6rganos de ratones Apo-E KO tratados con CI-201

Se evaluaron los efectos del tratamiento con CI-201 sobre la expresion de citocinas en el 6rgano diana, la aorta, asi
como en bazo, higado, rifiones e intestino delgado, usando PCR-TI como se describe anteriormente en la presente
memoria. Se administré por via oral a ratones Apo-E KO 1 mg/dosis de CI-201 o 0,2 ml/ratéon de PBS 5 veces cada dos
dias. Se determind la expresion de la citocina antiinflamatoria IL-10 y la citocina proinflamatoria IFN-y 8 semanas
después de la administracion oral final. Los datos obtenidos se presentan en las Figuras 16a-b y la Figura 17.

Como puede verse en las Figuras 16a y 16b, los ratones tratados con CI-201 mostraron niveles elevados de la citocina
antiinflamatoria IL-10 en comparacion con el grupo tratado con PBS de control, mientras que se mostré un efecto
opuesto, a saber, un nivel de expresion reducido, en el nivel de expresion de la citocina proinflamatoria IFN-y en el
grupo tratado con CI-201.

El aumento de la respuesta antiinflamatoria, como se demuestra por niveles elevados de IL-10, acompafiado por una
respuesta proinflamatoria reducida, como se demuestra por niveles reducidos de IFN-y, subraya adicionalmente la
inmunomodulacién inducida por CI-201, que se efectlia cambiando de Thl a Th2 la respuesta en la aorta, asi como el
efecto antiinflamatorio del mismo.

Aunque en el 6rgano diana, la aorta, CI-201 aumenta la respuesta antiinflamatoria, dicho efecto no se observé en otros
organos. Como puede verse en la Figura 17, no se observaron diferencias en la expresién de citocinas en bazo e
intestino delgado entre el grupo tratado con CI-201 y el grupo de control tratado con PBS. Se sugiere que las placas de
Peyers localizadas en los mismos se encontraron con el antigeno administrado por via oral. No se observo cambio de la
expresion de de citocinas en el higado y rifion tampoco (datos no mostrados).

Los resultados anteriores sugieren que los analogos fosfolipidicos oxidados dados a conocer en la presente memoria,
incluyendo los compuestos de la presente invencion como se definen en las reivindicaciones, inhiben la aterosclerosis
mediante una ruta que afecta tanto al sistema inmunitario como a la inflamacion. Sin embargo, es posible que estén
implicados también otros mecanismos en el efecto inhibidor méas potente de los mismos.

Ejemplo XIlI

Inhibicién de artritis reumatoide en ratas con artritis inducida por coadyuvante por administracion oral de ClI-
201

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmunitaria grave que implica inflamacion crénica y destruccion de
las articulaciones. La artritis inducida por coadyuvante (AIC) es el primer modelo de artritis experimental (Pearson.
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“Development of arthritis, periarthritis and periostitis in rats given adjuvant” Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1956; 91: 95-101;
Pearson y Wood. “Studies of polyarthritis and other lesions induced in rats by injection of mycobacterial adjuvant. I.
general clinical and pathologic characteristics and some modifying factors”. Arthritis Rheum. 1959; 2: 440-459).

El caracter morfologico de las lesiones de AIC tempranas esta basado en la inmunidad mediada por célula (IMC). La
infiltracion de linfocitos es seguida de edema, deposicion de fibrina y necrosis, acompafados de proliferacion de
sinoviocitos y fibroblastos y activacion de osteoblastos y osteoclastos. El infiltrado inflamatorio en las lesiones de
articulacién de AIC contiene linfocitos T activados por antigenos especificos. Las citocinas Thl, tales como IL-17, IFN-y
y TNF-a, se expresan en AIC temprana junto con las citocinas caracteristicas de la activaciéon de macrofagos. En una
fase tardia de la enfermedad, los niveles de IL-4, IL-6 y JE (homologo murido de la proteina quimioatractora de
monocitos 1) y TGF-B son elevados. Existe una liberacién local de enzimas proteoliticas y/o radicales libres de oxigeno
que da como resultado una descomposicion progresiva del colageno de tipo Il y IX, dafio de matriz y, con el tiempo,
degradacion del hueso (Van Eden y Waksman. “Immune regulation in adjuvant-induced arthritis. Possible implications
for innovative therapeutic strategies in arthritis”. Arthritis Rheum. 2003; 48(7): 1788-1796).

Varios intentos de inmunoterapia de enfermedades autoinmunes humanas tales como artritis reumatoide (AR), diabetes
de tipo | y esclerosis mdultiple, basados en la modulacién de rutas inmunitarias individuales implicadas en la inflamacion
o tolerizacién por diversos antigenos, han mostrado que este enfoque puede ser viable (Bielekova et al.
“Encephalitogenic potential of the myelin basic protein peptide (amino acids 83-99) in multiple sclerosis: Results of a
phase Il clinical trial with an altered peptide ligand”. Nat. Med. 2000; 6: 1167-1175; Kappos et al. “Induction of a non-
encephalitogenic type 2 T helper-cell autoimmune response in multiple sclerosis after administration of an altered
peptide ligand in a placebo controlled, randomized phase Il trial’. Nat. Med. 2000; 6: 1176-1182).

En muchos pacientes, la evolucion de la artritis reumatoide se complica por enfermedad cardiovascular, siendo esta
ultima la causa principal de la mortalidad aumentada en este trastorno. Se ha sugerido que los autoanticuerpos contra
cardiolipina (CL) y lipoproteinas de baja densidad modificadas oxidativamente (LDL oxidada con cobre), incluyendo LDL
modificada con malondialdehido (MDA-LDL), tienen un valor predictivo para enfermedad cardiovascular. Se ha
demostrado que hay niveles aumentados de autoanticuerpos contra lipoproteinas de baja densidad oxidadas con cobre,
lipopropteinas de baja densidad modificadas con malondialdehido y cardiolipina en pacientes con artritis reumatoide
(Cvetkovic et al. “Increased levels of autoantibodies against copper-oxidized low density lipoprotein, malondialdehyde-
modified low density lipoprotein and cardiolipin in patients with rheumatoid arthritis”. Rheumatology. 2002; 41: 988-995).
Ademas, hay evidencias de lipoproteina de baja densidad oxidada en el fluido sinovial de pacientes de artritis
reumatoide (Dai et al. “Evidence for oxidized low density lipoprotein in synovial fluid from rheumatoid arthritis patients”.
Free Radic. Res. 2000; 32(6): 479-486).

Puesto que se ha encontrado que CI-201 era eficaz tanto en la induccion de la inmunomodulacién de LDL ox como en el
aumento de una respuesta antiinflamatoria, se ensay6 su efecto sobre el desarrollo de la artritis.

Se administraron por via oral a ratones macho Lewis de 9 semanas diferentes dosis de CI-201 (4 mg/kg o 0,4 mg/kg) o
PBS, 5 veces cada dos dias. Se indujo entonces la artritis por coadyuvante mediante la inyeccion intradérmica de 0,1 ml
de suspension de tuberculosis. Se monitorizo la intensidad de la artritis midiendo el hinchamiento de pata mientras se
monitorizaba también la movilidad de los animales. Se presenta el disefio de estudio en la Figura 18. Se presentan los
resultados en la Figura 19.

Como puede verse en la Figura 19, el pretratamiento con la dosis mayor (4,0 mg/kg) de CI-201 daba como resultado
una reduccion significativa del hinchamiento de pata en ratas, en comparacion con las ratas de control pretratadas con
PBS.

Aunque las ratas tratadas con PBS apenas se movian, usando solo sus patas traseras, la movilidad de las ratas
pretratadas con la dosis mayor de CI-201 era casi la de las ratas normales.

Para evaluar el efecto del tratamiento continuo con CI-201 sobre ratas Lewis inducidas con AIC, después de la
induccion de AIC, se alimentaron ratas Lewis macho de 9 semanas, 5 veces cada dos dias, antes de la induccion de
AIC por inyeccion intradérmica de 0,1 ml de suspension de tuberculosis, y después de ello se alimentaron
continuamente tres veces por semana durante aproximadamente 30 dias. El disefio de estudio se presenta en la Figura
20. Los resultados se presentan en las Figuras 21-23.

Como puede verse en las Figuras 21-23 de CI-201, un tratamiento continuo con la dosis alta de CI-201 atenuaba
sustancialmente el desarrollo de artritis en todos los parametros ensayados.

Estos resultados indican claramente que las propiedades antiinflamatorias de CI-201 pueden influir adicionalmente en
una enfermedad inflamatoria clasica, AR, ademas de su efecto sobre la aterosclerosis.

Los linfocitos T auxiliares CD4+ y macrofagos infiltran la membrana sinovial (MS) en artritis reumatoide crénica
destructiva, y probablemente desempefian un papel clave en la promocién y el mantenimiento del proceso patoldgico.
Los linfocitos T CD4+ pueden diferenciarse en la subpoblacion de Thl, caracterizada por la produccién predominante de
IFN-y. La predominancia de células del tipo Th1 proinflamatorio se ha postulado en AR (Schmidt-Weber et al. “Cytokine
gene activation in synovial membrane, regional lymph nodes, and spleen during the course of rat adjuvant arthritis”. Cell.
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Immunol. 1999; 195: 53-65). Los macréfagos estan también muy activados en el proceso inflamatorio de AR, tanto local
como sistémicamente.

Los parecidos en la respuesta inflamatoria implicada tanto en aterosclerosis como artritis apoyan la sugerencia de que
CI-201 induce una respuesta antiinflamatoria en AIC de forma similar a la demostrada anteriormente en aterosclerosis.

Por lo tanto, puede postularse que el tratamiento con CI-201 induce la elevacion de IL-10 en el modelo de AIC y que IL-
10 puede suprimir las citocinas proinflamatorias, reduciendo por tanto el evolucién de la enfermedad, como se demostré
por un hinchamiento de pata reducido y mejor movilidad. Por lo tanto, estos resultados implican que los analogos
fosfolipidicos oxidados dados a conocer en la presente memoria, incluyendo los compuestos de la presente invencion
como se definen en las reivindicaciones, pueden servir como una nueva familia de farmacos terapéuticos para tratar
artritis reumatoide asi como otras enfermedades autoinmunes y/o inflamatorias.

Ejemplo XIV

Administracién oral del compuesto V preoxidado a ratones genéticamente predispuestos (Apo-E KO)- efecto del
grupo oxidado sobre la inhibicion de la aterogénesis

Se ensayo el efecto del grupo oxidado en ALLE y CI-201 comparando el efecto de la administracion oral de ALLE y ClI-
201 sobre la aterogénesis temprana y la progresion de placas ateroscleréticas avanzadas, mostrados anteriormente,
con el efecto del derivado preoxidado del mismo compuesto V (1-hexadecil-2-(5'-hexenil)-sn-glicero-3-fosfocolina,
Ejemplo I).

Se dividieron en 4 grupos 25 ratones hembra Apo-E KO de 8-10 semanas. Se alimenté cada grupo con 5 mg/raton de
compuesto V suspendido en 0,2 ml de PBS (grupo A, n= 6), 1 mg/ratén de compuesto V suspendido en 0,2 ml de PBS
(grupo B, n=6), 0,2 mg/ratén de compuesto V suspendido en 0,2 ml de PBS (grupo C, n= 6) y PBS (grupo D, control, n=
7), cada dos dias durante 5 dias. Se sacrificaron los ratones 8 semanas después de la Ultima administracion oral. Se
tomaron muestras de sangre a los ratones antes de la alimentacion (tiempo 0) y a la conclusién del experimento (fin)
para la determinacion del perfil lipidico. Se valord la aterosclerosis en el corazén como se describe anteriormente en la
presente memoria. Se alimentaron todos los ratones con dieta de pienso nrmal que contenia un 4,5% en peso de grasa
(0,02% de colesterol) y agua a voluntad.

El efecto del tratamiento del compuesto V sobre los parametros metabolicos y sobre la aterogénesis se concreta en la
Tabla 10 siguiente. El efecto del compuesto V sobre la aterogénesis se presenta adicionalmente en la Figura 24.

Tabla 10: Efecto del derivado preoxidado compuesto V sobre los parametros metabdlicos y area aterosclerdtica
en el seno aortico de ratones Apo-E KO

Punto Parametro PBS 5 mg de|l1 mg de|0,2 mg de | Estadisticas
temporal ensayado comp. V comp. V comp. V
(n=7) (valor de p)
(n=16) (n=16) (n=16)
0 Peso 18,4+0,4 18,0+ 0,3 18,3+0,3 18,5+0,3 0,826
Colesterol 197 +19 210+ 18 198 + 23 214 +21 0,902
Triglicéridos 53+10 52+4 525 507 0,993
Final Peso 20,7+0,4 19,8 £0,3 19,8 £0,2 20,1+0,3 0,161
Colesterol 387 + 20 431 +23 398 + 23 409 + 8 0,455
Triglicéridos 70+3 80+8 91 + 4 102 + 5* 0,001
Lesiébn de seno | 314764 + | 307291 + | 361166 + | 334622 + | 0,352
pm? 14458 22689 24068 26100

Nota: “Peso” es peso en gramos, “colesterol” es colesterol plasmatico y “triglicéridos” es triglicéridos plasmaticos,
expresados en mg/dl

*P < 0,001 frente al grupo de PBS

**P< 0,05 frente al grupo de PBS

Como puede verse claramente en la Figura 24, aunque la administracion oral de los compuestos oxidados CI-201 y
ALLE inhibia sustancialmente la aterogénesis en ratones Apo-E KO, no se observo efecto sobre la aterogénesis
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después del tratamiento con el derivado preoxidado compuesto V, indicando por tanto la importancia de la presencia del
grupo oxidado en el tratamiento de la aterogénesis.

Ejemplo XV

Administraciéon oral del compuesto V preoxidado a ratones genéticamente predispuestos (ratones Apo-E KO)-
efecto del grupo oxidado sobre la progresién de la aterogénesis

Se ensay0 adicionalmente el compuesto V preoxidado en un modelo de prevencién de la progresién en ratones Apo-E
KO, descrito anteriormente en la presente memoria. Se estratificaron ratones Apo-E KO de 23-26 semanas (APO-E -/-
<tm1lUnc>[C57B/6J]) por edad, peso y perfil lipidico (colesterol y triglicéridos) en diferentes grupos. Un grupo se
sacrifico al inicio del experimento y sirvi6 como grupo de “estado basal” (EB, n= 10). El segundo grupo se traté con el
compuesto V (0,1 pg/dosis, n= 10) disuelto en PBS, 0,05% de etanol, en un volumen total de 0,2 ml de PBS. El grupo de
control recibié PBS (0,05% de etanol, 0,2 ml) (n= 11).

Se trataron los ratones con compuesto V o PBS en tres series al inicio de cada mes, consistiendo cada serie en 5
administraciones orales cada dos dias. Se alimentaron todos los ratones con dieta de pienso normal que contenia un
4,5% en peso de grasa (0,02% de colesterol) y agua a voluntad, y se mantuvieron en un ciclo de oscuridad/luz de 12
horas.

Después de 12 semanas, se sacrificaron los ratones y se evaluaron el perfil lipidico y la extension del area de placa
ateromatosa en el seno adrtico, como se describe anteriormente en la presente memoria. Los resultados se presentan
en la Tabla 11 siguiente y en la Figura 25, e indican claramente que la administracion oral de compuesto V no afectaba
a la progresion de la aterogénesis.

Tabla 11: Efecto del derivado preoxidado compuesto V sobre los parametros metabdlicos y el area
aterosclerotica en el seno adrtico de ratones Apo-E KO

Punto temporal | Pardmetro Comp. V PBS Estado basal Estadisticas
0,1 pg/dosis (valor de p)

T=0 Peso (g) 26,1+0,7 26,2+0,6 26,2+0,7 0,710
Colesterol (mg/dl) 401 + 27 393+ 32 406 + 19 0,936
Triglicéridos (mg/dl) 128 + 8 129+ 6 1257 0,926

Final Peso (g) 28,1+0,5 28,0+ 0,5 - 0,967
Colesterol (mg/dl) 292 + 16 277+ 37 - 0,717
Triglicéridos (mg/dl) 81+3 90+4 - 0,094

Lesion de seno umz 238156 + 32206 206647 + 15293 137451 + 18975 0,011*

* No hay diferencia estadistica entre los ratones tratados con compuesto V y los ratones de control tratados con PBS
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la férmula:

Q\ "/0 O(CH2)5CH;

N

H
9]
0 una sal, un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.
5 2. El compuesto de la reivindicacion 1, que se selecciona del grupo consistente en 1-hexadecil-2-(4’-carboxibutil)-
sn-glicero-3-fosfocolina y 3-hexadecil-2-(4’-carboxibutil)-sn-glicero-1-fosfocolina.
3. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la formula:
~.-.-H
QO
\ & O(CH)CH,
0
N*\
OH
@]
4, Una composicion farmacéutica que comprende, como ingrediente activo, el compuesto de cualquiera de las
10 reivindicaciones 1 a 3 y un portador farmacéuticamente aceptable.
5. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 4, en la que dicho compuesto tiene la formula:
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C\ /0 O(CH)5CH;

OH
O

6. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 4 o 5 para uso en el tratamiento o la prevencién de una
inflamacién asociada a un lipido oxidado enddgeno, en la que dicha inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno seleccionado del grupo consistente en psoriasis, artritis reumatoide, sindrome inflamatorio intestinal, esclerosis
multiple y aterosclerosis.

7. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 4 o 5 para uso en el tratamiento o la prevencion de una
inflamacién asociada a un lipido oxidado enddgeno, en la que dicha inflamacién esta asociada a una enfermedad o
trastorno seleccionado del grupo consistente en una enfermedad o trastorno inflamatorio idiopético, una enfermedad o
trastorno inflamatorio crénico, una enfermedad o trastorno inflamatorio agudo, una enfermedad o trastorno autoinmune,
una enfermedad o trastorno infeccioso, una enfermedad o trastorno inflamatorio maligno, una enfermedad o trastorno
inflamatorio relacionado con transplantes, una enfermedad o trastorno inflamatorio degenerativo, una enfermedad o
trastorno asociado a hipersensibilidad, una enfermedad o trastorno inflamatorio cardiovascular, una enfermedad o
trastorno inflamatorio cerebrovascular, una enfermedad o trastorno vascular periférico, una enfermedad o trastorno
inflamatorio glandular, una enfermedad o trastorno inflamatorio gastrointestinal, una enfermedad o trastorno inflamatorio
cutaneo, una enfermedad o trastorno inflamatorio hepatico, una enfermedad o trastorno inflamatorio neurolégico, una
enfermedad o trastorno inflamatorio musculoesquelético, una enfermedad o trastorno inflamatorio renal, una
enfermedad o trastorno inflamatorio reproductivo, una enfermedad o trastorno inflamatorio sistémico, una enfermedad o
trastorno inflamatorio del tejido conectivo, un tumor inflamatorio, necrosis, una enfermedad o trastorno inflamatorio
relacionado con implantes, un proceso inflamatorio de envejecimiento, una enfermedad o trastorno por
inmunodeficiencia, una enfermedad o trastorno proliferativo y una enfermedad o trastorno inflamatorio pulmonar.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno asociado a hipersensibilidad, en la que la hipersensibilidad se selecciona del grupo consistente en
hipersensibilidad de tipo I, hipersensibilidad de tipo Il, hipersensibilidad de tipo Ill, hipersensibilidad de tipo IV,
hipersensibilidad inmediata, hipersensibilidad mediada por anticuerpos, hipersensibilidad mediada por complejos
inmunitarios, hipersensibilidad mediada por linfocitos T, hipersensibilidad de tipo retardado, hipersensibilidad mediada
por linfocitos T auxiliares, hipersensibilidad mediada por linfocitos T citotoxicos, hipersensibilidad mediada por linfocitos
TH1 e hipersensibilidad mediada por linfocitos TH2.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno cardiovascular inflamatorio, en la que la enfermedad o trastorno cardiovascular inflamatorio se selecciona del
grupo consistente en una enfermedad o trastorno oclusivo, aterosclerosis, una enfermedad valvular cardiaca, estenosis,
reestenosis, estenosis en prétesis endovascular, infarto de miocardio, enfermedad arterial coronaria, sindromes
coronarios agudos, insuficiencia cardiaca congestiva, angina de pecho, isquemia de miocardio, trombosis,
granulomatosis de Wegener, arteritis de Takayasu, sindrome de Kawasaki, enfermedad o trastorno autoinmune anti-
factor VIII, vasculitis necrosante de vasos pequefios, poliangiitis microscopica, sindrome de Churg y Strauss,
glomerulonefritis necrosante focal pauciinmunitaria, glomerulonefritis semilunar, sindrome antifosfolipidico, insuficiencia
cardiaca inducida por anticuerpos, purpura trombocitopénica, anemia hemolitica autoinmune, autoinmunidad cardiaca,
enfermedad o trastorno de Chagas y autoinmunidad anti-linfocitos T auxiliares.

10. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio cerebrovascular, en la que la enfermedad o trastorno cerebrovascular se selecciona del grupo
consistente en apoplejia, inflamacion cerebrovascular, hemorragia cerebral e insuficiencia arterial vertebral.
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11. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno vascular periférico, en la que la enfermedad o trastorno vascular periférico se selecciona del grupo consistente
en gangrena, vasculopatia diabética, enfermedad isquémica intestinal, trombosis, retinopatia diabética y nefropatia
diabética.

12. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno autoinmune, en la que la enfermedad o trastorno autoinmune se selecciona del grupo consistente en artritis
reumatoide crénica, artritis reumatoide juvenil, lupus sistémico eritematoso, esclerodermia, enfermedad del tejido
conectivo mixto, poliarteritis nodular, polimiositis/dermatomiositis, sindrome de Sjogren, enfermedad de Behget,
esclerosis multiple, diabetes autoinmune, enfermedad de Hashimoto, psoriasis, mixedema primario, anemia perniciosa,
miastenia grave, hepatitis crénica activa, anemia hemolitica autoinmune, parpura trombocitopénica idiopatica, uveitis,
vasculitis y trombocitopenia inducida por heparina.

13. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio glandular, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio glandular se selecciona del grupo
consistente en enfermedades o trastornos pancreaticos, diabetes de tipo |, enfermedades o trastornos del tiroides,
enfermedad o trastorno de Graves, tiroiditis, tiroiditis autoinmune esponténea, tiroiditis de Hashimoto, mixedema
idiopatico, autoinmunidad ovarica, infertilidad autoinmune antiespermatica, prostatitis autoinmune y sindrome
poliglandular autoinmune de tipo I.

14. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esté asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio gastrointestinal, en la que la enfermedad o trastorno gastrointestinal se selecciona del grupo
consistente en colitis, ileitis, enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria intestinal crénica, sindrome inflamatorio
intestinal, enfermedad inflamatoria cronica del intestino, enfermedad celiaca, colitis ulcerosa, Ulcera, Ulcera cutanea,
escara de decubito, Ulcera géstrica, Ulcera péptica, Ulcera bucal, Ulcera nasofaringea, Ulcera esofagica, Ulcera duodenal
y Ulcera gastrointestinal.

15. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio cutaneo, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio cutidneo se selecciona del grupo
consistente en acné, enfermedad o trastorno cutaneo ampolloso autoinmune, pénfigo vulgar, penfigoide ampolloso,
pénfigo folidceo, dermatitis de contacto y erupcion cutanea.

16. La composicidn farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esti asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio hepético, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio hepético se selecciona del grupo
consistente en hepatitis autoinmune, cirrosis hepatica y cirrosis biliar.

17. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio neurolégico, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio neuroldgico se selecciona del grupo
consistente en esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, miastenia grave, neuropatia
motora, sindrome de Guillain-Barre, neuropatia autoinmune, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, enfermedad o
trastorno neurolégico paraneoplésico, atrofia cerebelar paraneoplasica, sindrome de la persona rigida no
paraneoplésico, atrofia cerebelar progresiva, encefalitis de Rasmussen, esclerosis lateral amiotréfica, corea de
Sydeham, sindrome de Gilles de la Tourette, poliendocrinopatia autoinmune, neuropatia disinmunitaria, neuromiotonia
adquirida, artrogriposis multiple, enfermedad de Huntington, demencia asociada a SIDA, esclerosis lateral amiotréfica
(ELA), esclerosis multiple, apoplejia, enfermedad o trastorno inflamatorio retiniano, enfermedad o trastorno inflamatorio
ocular, neuritis 6ptica, encefalopatia espongiforme, migrafia, cefalea, cefalea en brotes y sindrome de la persona rigida.

18. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio del tejido conectivo, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio del tejido conectivo se
selecciona del grupo consistente en miositis autoinmune, sindrome de Sjogren primario, enfermedad o trastorno
autoinmune de musculo liso, miositis, tendinitis, inflamacion de ligamento, condritis, inflamacién de articulacion,
inflamacién sinovial, sindrome del tlnel carpiano, artritis, artritis reumatoide, osteoartritis, espondilitis anquilosante,
inflamacién esquelética, enfermedad o trastorno autoinmune del oido y enfermedad o trastorno autoinmune del oido
interno.

19. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esti asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio renal, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio renal es nefritis intersticial autoinmune y/o
cancer renal.

20. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio reproductivo, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio reproductivo es pérdida fetal
recurrente, quiste ovarico o enfermedad o trastorno asociado a la menstruacion.

21. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacién esta asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio sistémico, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio sistémico se selecciona del grupo
consistente en lupus sistémico eritematoso, esclerosis sistémica, choque séptico, sindrome del choque toxico y
caguexia.
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22. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacién esta asociada a una enfermedad o
trastorno infeccioso, en la que la enfermedad o trastorno infeccioso se selecciona del grupo consistente en una
enfermedad o trastorno infeccioso crénico, una enfermedad o trastorno infeccioso subagudo, una enfermedad o
trastorno infeccioso agudo, una enfermedad o trastorno virico, una enfermedad o trastorno bacteriano, una enfermedad
o trastorno protozoario, una enfermedad o trastorno parasitario, una enfermedad o trastorno fingico, una enfermedad o
trastorno por micoplasma, gangrena, sepsis, una enfermedad o trastorno priénico, gripe, tuberculosis, malaria, sindrome
de inmunodeficiencia adquirida y sindrome respiratorio agudo grave.

23. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacién esta asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio relacionado con transplantes, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio relacionado con
transplantes se selecciona del grupo consistente en rechazo de injerto, rechazo de injerto crénico, rechazo de injerto
subagudo, rechazo de injerto agudo, rechazo de injerto hiperagudo y enfermedad o trastorno del injerto contra el
hospedador.

24, La composicidn farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion esti asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio relacionado con implantes, en la que el implante se selecciona del grupo consistente en implante
protésico, implante de mama, implante de silicona, implante dental, implante de pene, implante cardiaco, articulacién
artificial, dispositivo de reparacion de fractura 6sea, implante de reemplazo 6seo, implante de suministro de farmaco,
catéter, marcapasos, corazon artificial, valvula cardiaca artificial, implante de liberacién de farmaco y tubo respirador.

25. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la inflamacion estd asociada a un tumor
inflamatorio, en la que el tumor inflamatorio se selecciona del grupo consistente en tumor maligno, tumor benigno, tumor
s6lido, tumor mestastasico y tumor no sélido.

26. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 7, en la que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno inflamatorio pulmonar, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio pulmonar se selecciona del grupo
consistente en asma, asma alérgica, enfisema, enfermedad o trastorno pulmonar obstructivo crénico, sarcoidosis y
bronquitis.

27. La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 26, que comprende adicionalmente al
menos un compuesto adicional capaz de tratar o prevenir una inflamacién asociada a un lipido oxidado.

28. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 27, en la que dicho al menos un compuesto adicional se
selecciona del grupo consistente en un inhibidor de HMGCoA reductasa (una estatina), un coadyuvante mucoso, un
corticosteroide, un farmaco antiinflamatorio esteroideo, un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, un analgésico, un
factor de crecimiento, una toxina, una HSP, una B-2-glucoproteina I, un inhibidor de proteina de transferencia de éster
de colesterilo (CETP), un agonista de receptor activado por proliferador de peroxisoma (PPAR), un farmaco
antiaterosclerético, un agente antiproliferativo, ezetimida, acido nicotinico, un inhibidor de escualeno y una ApoE Milano.

29. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso en el tratamiento o la prevencién de una
inflamacién asociada a un lipido oxidado endogeno, en el que dicha inflamacion esta asociada a una enfermedad o
trastorno seleccionado del grupo consistente en psoriasis, artritis reumatoide, sindrome inflamatorio intestinal, esclerosis
multiple y aterosclerosis.

30. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso en el tratamiento o la prevencién de una
inflamacién asociada a un lipido oxidado enddgeno, en el que dicha inflamacién esta asociada a una enfermedad o
trastorno seleccionado del grupo consistente en una enfermedad o trastorno inflamatorio idiopético, una enfermedad o
trastorno inflamatorio crénico, una enfermedad o trastorno inflamatorio agudo, una enfermedad o trastorno autoinmune,
una enfermedad o trastorno infeccioso, una enfermedad o trastorno inflamatorio maligno, una enfermedad o trastorno
inflamatorio relacionado con transplantes, una enfermedad o trastorno inflamatorio degenerativo, una enfermedad o
trastorno asociado a hipersensibilidad, una enfermedad o trastorno inflamatorio cardiovascular, una enfermedad o
trastorno inflamatorio cerebrovascular, una enfermedad o trastorno vascular periférico, una enfermedad o trastorno
inflamatorio glandular, una enfermedad o trastorno inflamatorio gastrointestinal, una enfermedad o trastorno inflamatorio
cutaneo, una enfermedad o trastorno inflamatorio hepatico, una enfermedad o trastorno inflamatorio neurolégico, una
enfermedad o trastorno inflamatorio musculoesquelético, una enfermedad o trastorno inflamatorio renal, una
enfermedad o trastorno inflamatorio reproductivo, una enfermedad o trastorno inflamatorio sistémico, una enfermedad o
trastorno inflamatorio del tejido conectivo, un tumor inflamatorio, necrosis, una enfermedad o trastorno inflamatorio
relacionado con implantes, un proceso inflamatorio de envejecimiento, una enfermedad o trastorno por
inmunodeficiencia, una enfermedad o trastorno proliferativo y una enfermedad o trastorno inflamatorio pulmonar.

31. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacién esta asociada a una enfermedad o trastorno
asociado a hipersensibilidad, en el que la hipersensibilidad se selecciona del grupo consistente en hipersensibilidad de
tipo 1, hipersensibilidad de tipo I, hipersensibilidad de tipo Ill, hipersensibilidad de tipo IV, hipersensibilidad inmediata,
hipersensibilidad mediada por anticuerpos, hipersensibilidad mediada por complejos inmunitarios, hipersensibilidad
mediada por linfocitos T, hipersensibilidad de tipo retardado, hipersensibilidad mediada por linfocitos T auxiliares,
hipersensibildiad mediada por linfocitos T citotoxicos, hipersensibilidad mediada por linfocitos TH1 e hipersensibilidad
mediada por linfocitos TH2.
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32. El compuesto de la reivindicaciéon 30, en el que la inflamacién estd asociada a una enfermedad o trastorno
cardiovascular inflamatorio, en el que la enfermedad o trastorno cardiovascular inflamatorio se selecciona del grupo
consistente en una enfermedad o trastorno oclusivo, aterosclerosis, una enfermedad valvular cardiaca, estenosis,
reestenosis, estenosis en prétesis endovascular, infarto de miocardio, enfermedad arterial coronaria, sindromes
coronarios agudos, insuficiencia cardiaca congestiva, angina de pecho, isquemia de miocardio, trombosis,
granulomatosis de Wegener, arteritis de Takayasu, sindrome de Kawasaki, enfermedad o trastorno autoinmune anti-
factor VIII, vasculitis necrosante de vasos pequefios, poliangiitis microscépica, sindrome de Churg y Strauss,
glomerulonefritis necrosante focal pauciinmunitaria, glomerulonefritis semilunar, sindrome antifosfolipidico, insuficiencia
cardiaca inducida por anticuerpos, purpura trombocitopénica, anemia hemolitica autoinmune, autoinmunidad cardiaca,
enfermedad o trastorno de Chagas y autoinmunidad anti-linfocitos T auxiliares.

33. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacién esta asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio cerebrovascular, en el que la enfermedad o trastorno cerebrovascular se selecciona del grupo consistente
en apoplejia, inflamacion cerebrovascular, hemorragia cerebral e insuficiencia arterial vertebral.

34. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esti asociada a una enfermedad o trastorno
vascular periférico, en el que la enfermedad o trastorno vascular periférico se selecciona del grupo consistente en
gangrena, vasculopatia diabética, enfermedad isquémica intestinal, trombosis, retinopatia diabética y nefropatia
diabética.

35. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o trastorno
autoinmune, en el que la enfermedad o trastorno autoinmune se selecciona del grupo consistente en artritis reumatoide
cronica, artritis reumatoide juvenil, lupus sistémico eritematoso, esclerodermia, enfermedad del tejido conectivo mixto,
poliarteritis nodular, polimiositis/dermatomiositis, sindrome de Sjogren, enfermedad de Behget, esclerosis mudltiple,
diabetes autoinmune, enfermedad de Hashimoto, psoriasis, mixedema primario, anemia perniciosa, miastenia grave,
hepatitis crénica activa, anemia hemolitica autoinmune, purpura trombocitopénica idiopéatica, uveitis, vasculitis y
trombocitopenia inducida por heparina.

36. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio glandular, en el que la enfermedad o trastorno inflamatorio glandular se selecciona del grupo consistente en
enfermedades o trastornos pancreaticos, diabetes de tipo I, enfermedades o trastornos del tiroides, enfermedad o
trastorno de Graves, tiroiditis, tiroiditis autoinmune espontdnea, tiroiditis de Hashimoto, mixedema idiopéatico,
autoinmunidad ovarica, infertilidad autoinmune antiespermética, prostatitis autoinmune y sindrome poliglandular
autoinmune de tipo .

37. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacién esta asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio gastrointestinal, en el que la enfermedad o trastorno gastrointestinal se selecciona del grupo consistente en
colitis, ileitis, enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria intestinal crénica, sindrome inflamatorio intestinal,
enfermedad inflamatoria crénica del intestino, enfermedad celiaca, colitis ulcerosa, Ulcera, Ulcera cutanea, escara de
decubito, Ulcera géstrica, Ulcera péptica, Ulcera bucal, Ulcera nasofaringea, Ulcera esofagica, Ulcera duodenal y Ulcera
gastrointestinal.

38. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esti asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio cutaneo, en el que la enfermedad o trastorno inflamatorio cutaneo se selecciona del grupo consistente en
acné, enfermedad o trastorno cutdneo ampolloso autoinmune, pénfigo vulgar, penfigoide ampolloso, pénfigo foliaceo,
dermatitis de contacto y erupcién cutanea.

39. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio hepatico, en el que la enfermedad o trastorno inflamatorio hepatico se selecciona del grupo consistente en
hepatitis autoinmune, cirrosis hepatica y cirrosis biliar.

40. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacién esta asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio neuroldgico, en el que la enfermedad o trastorno inflamatorio neuroldgico se selecciona del grupo
consistente en esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, miastenia grave, neuropatia
motora, sindrome de Guillain-Barre, neuropatia autoinmune, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, enfermedad o
trastorno neurolégico paraneoplasico, atrofia cerebelar paraneoplasica, sindrome de la persona rigida no
paraneoplésico, atrofia cerebelar progresiva, encefalitis de Rasmussen, esclerosis lateral amiotrofica, corea de
Sydeham, sindrome de Gilles de la Tourette, poliendocrinopatia autoinmune, neuropatia disinmunitaria, neuromiotonia
adquirida, artrogriposis multiple, enfermedad de Huntington, demencia asociada a SIDA, esclerosis lateral amiotrofica
(ELA), esclerosis multiple, apoplejia, enfermedad o trastorno inflamatorio retiniano, enfermedad o trastorno inflamatorio
ocular, neuritis 6ptica, encefalopatia espongiforme, migrafia, cefalea, cefalea en brotes y sindrome de la persona rigida.

41. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esti asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio del tejido conectivo, en ea que la enfermedad o trastorno inflamatorio del tejido conectivo se selecciona del
grupo consistente en miositis autoinmune, sindrome de Sjogren primario, enfermedad o trastorno autoinmune de
musculo liso, miositis, tendinitis, inflamacion de ligamento, condritis, inflamaciéon de articulacion, inflamacion sinovial,
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sindrome del tanel carpiano, artritis, artritis reumatoide, osteoartritis, espondilitis anquilosante, inflamacion esquelética,
enfermedad o trastorno autoinmune del oido y enfermedad o trastorno autoinmune del oido interno.

42. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamaciéon esta asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio renal, en el que la enfermedad o trastorno inflamatorio renal es nefritis intersticial autoinmune y/o cancer
renal.

43. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion estd asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio reproductivo, en el que la enfermedad o trastorno inflamatorio reproductivo es pérdida fetal recurrente,
quiste ovarico o enfermedad o trastorno asociado a la menstruacion.

44, El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacién esta asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio sistémico, en el que la enfermedad o trastorno inflamatorio sistémico se selecciona del grupo consistente en
lupus sistémico eritematoso, esclerosis sistémica, choque séptico, sindrome del choque téxico y caquexia.

45, El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esti asociada a una enfermedad o trastorno
infeccioso, en el que la enfermedad o trastorno infeccioso se selecciona del grupo consistente en una enfermedad o
trastorno infeccioso crénico, una enfermedad o trastorno infeccioso subagudo, una enfermedad o trastorno infeccioso
agudo, una enfermedad o trastorno virico, una enfermedad o trastorno bacteriano, una enfermedad o trastorno
protozoario, una enfermedad o trastorno parasitario, una enfermedad o trastorno flngico, una enfermedad o trastorno
por micoplasma, gangrena, sepsis, una enfermedad o trastorno pridnico, gripe, tuberculosis, malaria, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida y sindrome respiratorio agudo grave.

46. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esta asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio relacionado con transplantes, en el que la enfermedad o trastorno inflamatorio relacionado con transplantes
se selecciona del grupo consistente en rechazo de injerto, rechazo de injerto crénico, rechazo de injerto subagudo,
rechazo de injerto agudo, rechazo de injerto hiperagudo y enfermedad o trastorno del injerto contra el hospedador.

47. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esti asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio relacionado con implantes, en wl que el implante se selecciona del grupo consistente en implante protésico,
implante de mama, implante de silicona, implante dental, implante de pene, implante cardiaco, articulacion artificial,
dispositivo de reparacion de fractura 6sea, implante de reemplazo 6seo, implante de suministro de farmaco, catéter,
marcapasos, corazon artificial, valvula cardiaca artificial, implante de liberacién de farmaco y tubo respirador.

48. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacién esta asociada a un tumor inflamatorio, en el que
el tumor inflamatorio se selecciona del grupo consistente en tumor maligno, tumor benigno, tumor sélido, tumor
mestastasico y tumor no sdélido.

49. El compuesto de la reivindicacion 30, en el que la inflamacion esti asociada a una enfermedad o trastorno
inflamatorio pulmonar, en el que la enfermedad o trastorno inflamatorio pulmonar se selecciona del grupo consistente en
asma, asma alérgica, enfisema, enfermedad o trastorno pulmonar obstructivo crénico, sarcoidosis y bronquitis.

50. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y al menos un compuesto adicional capaz de tratar o
prevenir una inflamacién asociada a un lipido oxidado, para uso en el tratamiento o la prevencion de una inflamacion
asociada a un lipido oxidado, en el que dicha inflamacion esta asociada a una enfemedad o trastorno seleccionado del
grupo consistente en psoriasis, artritis reumatoide, sindrome inflamatorio intestinal, esclerosis multiple y aterosclerosis, o
dicha inflamacién esta asociada a una enfermedad o trastorno seleccionado del grupo consistente en una enfermedad o
trastorno inflamatorio idiopatico, una enfermedad o trastorno inflamatorio crénico, una enfermedad o trastorno
inflamatorio agudo, una enfermedad o trastorno autoinmune, una enfermedad o trastorno infeccioso, una enfermedad o
trastorno inflamatorio maligno, una enfermedad o trastorno inflamatorio relacionado con transplantes, una enfermedad o
trastorno inflamatorio degenerativo, una enfermedad o trastorno asociado a hipersensibilidad, una enfermedad o
trastorno inflamatorio cardiovascular, una enfermedad o trastorno inflamatorio cerebrovascular, una enfermedad o
trastorno vascular periférico, una enfermedad o trastorno inflamatorio glandular, una enfermedad o trastorno inflamatorio
gastrointestinal, una enfermedad o trastorno inflamatorio cutdneo, una enfermedad o trastorno inflamatorio hepatico, una
enfermedad o trastorno inflamatorio neurolégico, una enfermedad o trastorno inflamatorio musculoesquelético, una
enfermedad o trastorno inflamatorio renal, una enfermedad o trastorno inflamatorio reproductivo, una enfermedad o
trastorno inflamatorio sistémico, una enfermedad o trastorno inflamatorio del tejido conectivo, un tumor inflamatorio,
necrosis, una enfermedad o trastorno inflamatorio relacionado con implantes, un proceso inflamatorio de envejecimiento,
una enfermedad o trastorno por inmunodeficiencia, una enfermedad o trastorno proliferativo y una enfermedad o
trastorno inflamatorio pulmonar.

51. Los compuestos de la reivindicacién 50, en los que dicho al menos un compuesto adicional se selecciona del
grupo consistente en un inhibidor de HMGCoA reductasa (una estatina), un coadyuvante mucoso, un corticosteroide, un
farmaco antiinflamatorio esteroideo, un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, un analgésico, un factor de crecimiento,
una toxina, una HSP, una B2-glucoproteina I, un inhibidor de proteina de transferencia de éster de colesterilo (CETP),
un agonista de receptor activado por proliferador de peroxisoma (PPAR), un farmaco antiaterosclerético, un agente
antiproliferativo, ezetimida, acido nicotinico, un inhibidor de escualeno y una ApoE Milano.
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