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DESCRIPCION
Resolvinas: modelos bioldgicos para intervenciones terapéuticas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un compuesto y a una composicion que contiene dicho compuesto para la
utilizacion en el tratamiento o la prevencion de la inflamacién en un sujeto.

Antecedentes de la invencion

Las funciones de los eicosanoides en diversos escenarios fisioldgicos y patoldgicos proporcionan claros ejemplos
de la importancia de los precursores de acidos grasos tales como el acido araquiddnico, en la comunicacion
celular, una clara diferencia respecto a sus funciones estructurales y de almacenamiento (3-5). Entre las clases
de eicosanoides bioactivos, incluyendo las prostaglandinas, leucotrienos (LT), lipoxinas (LX) y acidos cis-
epoxieicosatrienoicos o EET (4, 6), actualmente resulta evidente que existen autacoides contrarreguladores
dentro de estas clases de eicosanoides. De las rutas de la ciclooxigenasa, la prostaciclina y el tromboxano son
importantes contrarreguladores vasculares (7). En la inflamacion, los productos leucotrieno de la 5-lipooxigenasa
son mediadores proinflamatorios (4, 8) y las lipoxonas generadas mediante interacciones de lipooxigenasa
pueden contrarregular determinados sucesos mediados por leucotrienos (para una revision reciente, véase 9). La
aparicion de separacion temporal y espacial en la biosintesis de los eicosanoides durante la inflamacién arroja
luz sobre diferentes configuraciones funcionales para las lipoxinas como sefiales de "parada" o prorresolucion
(10). Ademas, el tratamiento de aspirina (ASA) puede piratear el sistema de lipoxina, induciendo la formacién de
su isoforma 15-epimérica o su isoforma que contiene R (LX inducido por ASA) que sirve como mimético de LX,
para montar un estado prorresolucion (9, 11, 12), asi como intensificadores en la defensa antimicrobiana del
huésped en el epitelio (13).

Los leucocitos de varias especies de peces ricos en acidos grasos omega-3 generan prostaglandinas,
leucotrienos y lipoxinas a partir de tanto acido araquiddnico (C20:4) como acido eicosapentaenoico (C20:5). Sus
funciones inmunoldgicas en los organismos marinos aparentemente son similares a aquellas en el ser humano;
es decir, como controladores de la motilidad celular. Sin embargo, las células de peces generan niveles
cuantitativamente similares de leucotrienos tanto de la serie 4 como 5 (derivados de EPA) y lipoxinas, lo que es
claramente diferente en los tejidos humanos, los cuales utilizan predominantemente mediadores derivados de
C20:4 (revision en 14). Los acidos grasos omega-3, tal como el acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5) y el acido
docosahexaenoico (DHA, C22:6) puede resultar beneficioso en varias enfermedades humanas, incluyendo
ateroesclerosis, asma, enfermedades cardiovasculares, cancer (revision en 15) y, mas recientemente,
depresiones mentales (16, 17) y la prevenciéon de la muerte subita secundaria a infarto de miocardio (18, 19).
Resultan de interés resultados del ensayo GISSI-Prevenzione que evaluaba la complementacion con acido graso
poliinsaturado omega-3 de mas de 11.300 pacientes, que proporciona evidencia de una reduccion de 45% de
muerte cardiovascular (20).

Cabe destacar que ambos grupos de pacientes recibieron aspirina en el ensayo GISSI, en donde se comparaba
la complementacion con tocoferol vs. omega-3 (20), al igual que un numero significativo de participantes en el
informe del estudio mas reciente llamado Physician Health Study (18). El impacto de ASA en los resultados de
estos estudios no se sometié a ensayo, aunque se concluye firmemente que los acidos grasos omega-3 resultan
beneficiosos en términos de reduccion de riesgos (18, 20, 21). Actualmente la American Heart Association
recomienda comer pescado rico en omega-3 (véase http://www.americanheart.org). Sin embargo, lo que resulta
evidente a partir de los estudios con animales es que el DHA es el componente de proteccién cardiovascular
bioactivo de los aceites de pescado (22). EI mecanismo o mecanismos para las propiedades protectoras de
omega-3 en las enfermedades cardiacas y en el cancer de prostata sigue sin estar claro y siguen buscandose las
bases moleculares que expliquen los fenémenos clinicos asociados a los ensayos con aceites de pescado.

La mayor conciencia de que la inflamacion no resuelta es un factor importante en muchos trastornos cronicos,
incluyendo las enfermedades cardiacas, la aterosclerosis, el asma y la enfermedad de Alzheimer (23, 24) lleva a
preguntarse si el omega-3 utilizado durante la terapia de ASA se convierte en compuestos bioactivos endégenos
relevantes para las enfermedades y salud humanas. Recientemente, los datos han sugerido que en los sitios de
inflamacion el PUFA omega-3 acido eicosapentaenoico (EPA) se convierte en potentes productos bioactivos con
diana en el transporte dirigido de los neutrdfilos (2). Por lo tanto, COX-2, que presenta un tunel/canal de sustrato
mas grande que COX-1 (25, 26), actua sobre C20:4, asi como sustratos adicionales que pueden encajar de
manera productiva, tal como ejemplifica la capacidad de convertir la familia de polienos de omega-3 (es decir,
C18:3 y C20:5), posiblemente para misiones de COX-2 especificas de tejido (2) tales como las asociadas al
preacondicionamiento isquémico (19), resolucion (10, 12, 27) y/ otros procesos patoldgicos. EPA y COX-2 (2) o
DHA (28-32) plantean la posibilidad de que, ademas de acido araquidoénico, los acidos grasos omega-3 en
determinados procesos bioldgicos, por ejemplo las arritmias cardiacas inducidas por isquemia (22), puedan servir
como sustratos para la conversidon en potentes productos bioactivos (2). Sin embargo, la funcién biolégica y
significancia de los productos que han podido derivarse a partir de DHA en la inflamacién todavia no ha sido



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2700 133 T3

determinada.

Por lo tanto, existe una necesidad de una mejor comprension de la funcion de estos materiales en la fisiologia,
asi como del aislamiento de agentes bioactivos que pueden servir para eliminar o aliviar diversos estados o
condiciones patoldgicas, tales como las asociadas a inflamacion.

Serhan, Charles N. et al., "Novel Functional Sets of Lipid-derived Mediators with Antiinflammatory Actions
Generated from Omega-3 Fatty Acids via Cyclooxygenase 2-Nonsteroidal Antiinflammatory Drugs and
Transcellular Processing”, JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, 192(8), 16 de octubre de 2000 (2000-10-
16), paginas 1197 a 1204, XP002267884, da a conocer compuestos derivados de acidos grasos omega-3
utilizados para el tratamiento de la inflamacion.

Breve sumario de la invencion

La presente invencion proporciona lo siguiente.

[11 Un compuesto con una estructura de formula:

N {\_/\\

P1y P2, cada uno individualmente, son atomos de hidrégeno o un grupo protector de hidroxilo seleccionado
de un grupo acilo, un grupo alquilo, un grupo tetrahidropiranilo, un grupo trialquilsililo, un grupo glicol y un
grupo alilo,

en la que:

Zis -C(O)OR’, -C(O)NR°R®, -C(O)H, -C(NH)NR°R®, -C(S)H, -C(S)ORY, -C(S)NR°R® 0 -CN,

cada R? se selecciona independientemente de hidrégeno, alquilo (C4-Cs), cicloalquilo (Cs-Cs), ciclohexilo,
cicloalquilalquilo (Cs-C14), arilo (Cs-C10), fenilo, arilalquilo (Ce-C+s), bencilo, heteroalquilo de 2 a 6
elementos, cicloheteroalquilo de 3 a 8 elementos, morfolinilo, piperacinilo, homopiperacinilo, piperidinilo,
cicloheteroalquilalquilo de 4 a 11 elementos, heteroarilo de 5 a 10 elementos y heteroarilalquilo de 6 a 16
elementos,

cada R° es un ,grupo adecuado seleccionado independientemente de =0, -OR®, haloalquiloxi (C1-Cs),-
OCFs3, —S SR, -NR =NORY, -NR°R", halogeno -CF3, -CN, -NC, -OCN -SCN, -NO, -NO2, =N, -N3,
S(O)RY, -S(O)zR -S(O)zOR -S(O)NRR -S(O)zNRR -OS(O)R -OS(0):R d -OS(O)zOR -
OS(O)zNRR -C(O)R -C(O)OR", -C(O)NRR -C(NH)NRR -C(NR )NRR C(NOH)R C(NOH)NRR
-OC(O)R", -OC(O)R -OC(O)NRR -OC(NH)NR°R®, -OC(NR*)NR°R’, -[NHC(O)].R®-[NR? C(O)],, , -
[NHC(O)]nOR -[NR C(0)l:0R’, -[NRaC(O)]nNR°R°, -[NRaC(O)]nNR°R°, AINHC(NH)],NR°R® 'y -
INNR*C(NR®)],NR°R";

cada R°® es independientemente un grupo protector o R", o, alternativamente, cada R® junto con el atomo
de nitrégeno al que se encuentra unido forman un cicloheteroalquilo o heteroarilo de 5 a 8 elementos que
puede incluir opcionalmente uno o mas heteroatomos adicionales iguales o dlferentes y que puede
sustituirse opcionalmente con uno o mas grupos R? iguales o diferentes o grupos R® adecuados,

cada R% es independientemente un grupo protector o R%, y

cada n independientemente es un numero entero entre O y 3,

en el que cualquier doble enlace carbono-carbono puede ser cis o trans,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el grupo protector representado por R° y R? se
selecciona independientemente de los grupos formilo, acetilo, trifluoroacetilo, bencilo, benciloxicarbonilo, terc-

butoxicarbonilo, trimetilsililo, 2-trimetilsilil-etanosulfonilo, tritilo y grupos tritilo sustituidos, aliloxicarbonilo, 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo, nitro-veratriloxicarbonilo, tetrahidropiranilo, glicol y alilo.
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[2] Un compuesto de [1], con la férmula:

5 en la que:
Z es -C(O)ORY,

R% es un grupo protector o R?,

10
R® es hidrogeno, alquilo (C4-Cs), cicloalquilo (Cs-Cs), ciclohexilo, cicloalquilalquilo (C4-C14), arilo (Cs-Cro),
fenilo, arilalquilo (Ce-C+6), bencilo, heteroalquilo de 2 a 6 elementos, cicloheteroalquilo de 3 a 8 elementos,
morfolinilo, piperacinilo, homopiperacinilo, piperidinilo, cicloheteroalquilalquilo de 4 a 11 elementos,
cicloheteroalquilalquilo, heteroarilo de 5 a 10 elementos y heteroarilalquilo de 6 a 16 elementos, y
15
P1y P2, cada uno individualmente, son atomos de hidrégeno o grupos protectores de hidroxilo, y en los que
cualquier doble enlace carbono-carbono puede estar en cis o en trans,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
20
[3] ElI compuesto de [2], en el que el atomo de carbono en C-17 presenta una configuracion R.
[4] EI compuesto de [2], en el que el atomo de carbono C-10 presenta una configuracion S y el atomo de
carbono en C-17 presenta una configuracion S.
25

[5] EI compuesto de [2], en el que el atomo de carbono C-10 presenta una configuracion R y el atomo de
carbono en C-17 presenta una configuracion S.

[6] EI compuesto de [1] a [5], en el que cada uno P y P, es un atomo de hidréogeno, o una sal
30 farmacéuticamente aceptable del mismo.

[71 El compuesto de [1] a [6], en el que Z es un acido carboxilico o un éster carboxilico, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

35 [8] Elcompuesto de [7], en el que Z es COOR", en el que R? es hidrogeno, alquilo (C4-Cs), cicloalquilo (C3-Cs),
cicloalquilalquilo (C4-C11) o arilalquilo (Ce-C1s), 0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

[9] El compuesto de [7], en el que Z es una sal de acido carboxilico.

40 [10] El compuesto de [1], en el que el compuesto presenta la estructura:

o una sal o éster farmacéuticamente aceptable del mismo.
45
[11] Una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de cualquiera de [1] a [10] o una sal o éster
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farmacéuticamente aceptable del mismo.

[12] Un compuesto de cualquiera de [1] a [11] para la utilizacién en el tratamiento o prevencion de la inflamacion

en un sujeto.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa unos exudados inflamatorios en ratones tratados con ASA para generar compuestos
nuevos: analisis lipodémico basado en CL-EM-EM. Panel A: Exudados de leucocitos inducidos por TNFa de
bolsas de aire dorsales. Se recogieron muestras a las 6 h de ratones FVB en los que se habia administrado
ASA y DHA (véase métodos). Cromatograma idnico seleccionado (m/z 343) que muestra la produccion de
17R-HDHA, 7S-HDHA y 4S-HDHA. Utilizando los cromoforos de UV dienos para la cuantificacion, el 7-HDHA
era ~15% de los materiales exudados y se identificé utilizando una traza de SIM para m/z 141 con em/em
343. En algunos exudados, el 17S-HDHA también se encontraba presente de rutas dependientes de
lipooxigenasa.

EM-EM para el Panel B: 17R-HDHA (m/z 343); Panel C: 7S,17R-diHDHA (m/z 359) y Panel D: 4,11,17R-
triHDHA (m/z 375). Véase posteriormente para iones diagnoésticos. Los resultados son representativos de
n=7.

La figura 2 ilustra los productos de HDHA inducidos por ASA generados por COX-2-aspirina recombinante
humana: 17R-HDHA. Se incubé COX-2 recombinante humana tratada en presencia y en ausencia de ASA (2
mM) con DHA (10 pM, 30 min, 37°C). Las incubaciones se detuvieron con 2 ml de metanol frio, se extrajeron
y se seleccionaron para los analisis de CL-EM-EM. Los resultados son representativos de incubaciones de >8
experimentos independientes, algunos con DHA marcado con 1-"C. Paneles superiores: cromatograma de
CL-EM-EM de m/z 343 que muestra la presencia de mono-HDHA. Inferiores: espectro de EM-EM de
(izquierda) 13-HDHA sin tratamiento de ASA y (derecha) 17R-HDHA con tratamiento de ASA.

La figura 3 ilustra 17R-HDHA enddgena de células cerebrales y microgliales humanas tratadas con aspirina.
A) Cromatograma de CL-EM-EM obtenido del cerebro para abundancia relativa en m/z 327 para DHA y m/z
343 para el producto monohidroxi. B) Espectro de EM-EM de 17R-HDHA cerebral (m/z 343). Las muestras de
cerebro murino se incubaron con ASA (45 min, 37°C). Los resultados son representativos de n=6 ratones
tratados con ASA vs. 5 ratones sin ASA. C) Células mlcrogllales humanas (CMH) tratadas con ASA; espectro
de EM-EM de HMG 17R-HDHA. Se expusieron 10x10° células a TNFa (50 ng/ml) y se incubaron (24 h,

37°C). Las células se trataron con ASA (500 RM, 30 min, 37°C) seguido de la adicién de yonoforo A23187 (5
M, 25-30 min). Las incubaciones se detuvieron con MeOH, se extrajeron y se analizaron mediante CL de UV-
EM-EM en tandem (el grafico dentro la figura 3 muestra el cromatograma de UV representado a una
absorbancia de 235 nm) (n=4, d=20). Se identificé tanto 17R-HDHA como DHA basandose en los tiempos de
retencion individuales, iones parentales e iones hijos obtenidos.

La figura 4 ilustra como las HUVEC hipoxicas tratadas con ASA generan 17R-HDHA. Se expusieron las
HUVEC a TNFa e IL-18 (ambos a 1 ng/ml) y se introdujeron en una camara de hipoxia (3 h). Las células se
trataron con ASA (500 pym, 30 min) seguido de DHA (20 ug/10° células/placa de 10 ml) y A23187 (2 uM, 60
min). Panel A: cromatograma de CL-EM-EM del ion m/z 343 muestra la presencia de 17R-HDHA. Panel B:
espectro de EM-EM (TR 21,2 min) de 17R-HDHA identificado a partir del tiempo de retencion, iones
parentales e iones hijos y correspondiente a unas propiedades y estandar auténtico cualificado mediante
RMN.

La figura 5 representa las propiedades de bioimpacto de las resolvinas derivadas de omega-3. A) Células de
glioma humano: Inhibicion de transcritos de IL-1B estimulados por TNF en células DBTRG-05MG (10°/ml)
estimuladas con 50 ng/ml de TNFa recombinante humano durante 16 horas para inducir la expresion de los
transcritos de IL-1B. Dependencia de la concentracion de productos de COX-2: 17-HDHA (m), 13-HDHA (o) y
di-/tri-HDHA (m). La ICso para ambos compuestos era de ~50 pM. (gréficos insertados) Los resultados son
representativos de geles de RT-PCR de células MG expuestas a 100 nM de 13-HDHA o 17-HDHA vy
representados graficamente tras la normalizacion de los transcritos de IL-1B utilizando GAPDH. B) Influencia
de los eicosanoides y docosanoides sobre la migracion de neutrofllos inducida por fMLP a través de
monocapas endoteliales microvasculares. Se expusieron neutréfilos (1x10 células/monocapa) a vehiculo que
contenia tampodn o las concentraciones indicadas de analogo LXA, inducido por aspirina (rombos negros),
58,12,18R-triHEPE (cuadrados negros), 17R-HDHA (circulos negros) o 13-HDHA (triangulos negros) durante
15 minutos a 37°C. A continuacion, los neutrdéfilos se aplicaron en capas sobre monocapas de HMVEC y se
estimularon para transmigrar mediante un gradiente de fMLP 10°® M durante 1 h a 37°C. La transmigracion se
evalué mediante cuantificacion del marcador de neutréfilos mieloperoxidasa. Los resultados se presentan
como medias + SEM, nimero de PMN (n= 8-12 monocapas cada condicion). C) Reduccion de PMN en la
peritonitis murina y la peritonitis de bolsa de piel: se inyectaron compuestos (100 ng en 120 ul de solucion
salina estéril) mediante la inyeccion de bolo intravenoso en la vena de la cola del raton, seguido de 1 ml de
Zymosan-A (1 mg/ml) en el peritoneo. Se recolectaron los lavados peritoneales (2 h) y se realizaron
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recuentos de los tipos celulares.

Bolsa de aire -- los compuestos (disueltos en 500 pl de PBS si Ca®* o Mg?®*) inyectados en la bolsa de aire
mediante inyeccion intrabolsa o mediante la administracion por via intravenosa (en 120 pl de solucién salina
estéril) seguido de la inyeccion intrabolsa de TNFa. Cuatro horas después, se recolectaron los lavados de la
bolsa de aire y se realizaron recuentos y se diferenciaron las células. Se prepararon los compuestos
mediante sintesis biogénica o se aislaron a partir de exudados in vivo. La proporcién de 7,17R-diHDHA a
4,17R-diHDHA era de ~8:1; la proporcion de 4,11,17R-triHDHA y 7,16,17R-triHDHA era de ~ 2:1; y la
proporcion de di a triHDHA era de ~ 1:1,3. Transferencias de exudado a un ratén nativo (indicado en la
presente memoria). ATLa se refiere a 15-epi-16-para(fluoro)-fenoxi-LXA4 (administrado a razén de 100
ng/ratén). Los valores representan medias +/- SEM de 3-4 ratones diferentes; *P<0,05 en la comparacion de
PMN infiltradas con el control de vehiculo.

La figura 6 ilustra la produccion de resolvinas por PMN humanas expuestas a cimosano microbiano: nuevos
17R di- y triHDHA. Se incubaron las PMN humanas (50x10° células/ml) con Zymosan-A (100 ng/ml) y 17R-
HDHA (5 pg/ml, 40 min, 37°C). Los resultados son representativos de n=4.

La figura 7 ilustra que el exudado inflamatorio produce di- y trihidroxi tetraenos que contienen 17R y
compuestos que contienen trieno. CL-EM-EM. Véase la figura 1 para informacion. Se obtuvieron exudados y
se analizaron mediante procedimientos esencialmente idénticos a los descritos en la figura 1. Panel A: los
m/z se representaron graficamente en 375 (superior), 359 (parte intermedia) y 343 (inferior). Panel B: la
absorbancia de UV se representd graficamente en 300 nm para marcar los cromatéforos que contenian
tetraeno. Panel C: EM-EM de 7S,8,17 R-triHDHA.

La figura 8 ilustra un esquema biosintético propuesto para las resolvinas: la aspirina indujo productos
derivados de omega-3. La acetilacion de COX-2 con el tratamiento de ASA genera un nuevo 17R-H(p)DHA a
partir de DHA que se reduce en su alcohol correspondiente y se convierte mediante acciones secuenciales de
una 5-lipooxigenasa leucocitaria y conduce a la formacion de docosanoides que contienen dihidroxi y
trihidroxi que conservan su configuracion 17R. Se indican las rutas para los productos de oxidacién de omega
que es probable que sean marcadores in vivo de inactivacion enzimatica. Las rutas de resolvina
aparentemente resultan inducidas a nivel maximo durante la etapa de "resolucion espontanea" de la
inflamacion y los compuestos resultan activados para atenuar la infiltracion de PMN, que reduce los nimeros
de PMN de los exudados, estimulando la prorresolucion de la inflamacion (se indican las resolvinas de EPA,
la serie 18R-HEPE) que conduce a potentes inhibidores de la produccién de PMN in vitro e in vivo (véase la
ruta, a la derecha, en el texto y en la ref. 2). Las estereoquimicas completas de los nuevos compuestos que
contienen dihidroxi y trihidroxi no se han establecido todavia y se ilustran en la presente memoria en su
configuracion probable basandose en la sintesis biogénica total. Ver la Tabla 2 y el texto para mas
informacion.

La figura 9 proporciona un analisis basado en lipodémica/diagrama de flujo para el enfoque de aislamiento y
caracterizacion de compuestos complejos y desconocidos.

La figura 10 proporciona una ilustracion de la ruta metabodlica general en la que se producen compuestos
dihidroxi y trihidroxi de resolvina.

La figura 11 es una ilustracion con mayor detalle que ilustra la produccién de compuestos dihidroxi y trihidroxi
de resolvina a partir de HDA o EPA desde un PUFA y aspirina dentro de tejido inflamado.

La figura 12 proporciona una ilustracion esquematica de algunos compuestos di-HDHA vy tri-HDHA.

La figura 13 representa una ruta/conversion bioquimica de EPA con COX-2 para formar compuestos dihidroxi
y trihidroxi EPA.

La figura 14 es otra ilustracion esquematica de una ruta/conversion bioquimica de DHA con COX-2 para
formar compuestos di-hidroxi y tri-hidroxi DHA.

La figura 15 representa las propiedades fisicas de 5S, 18(+/-)-diHEPE.

La figura 16 es una comparacion directa de 5S,18(+/-)-diHEPE vy la resolvina El, que demuestra una
reduccion de la infiltracion de neutrdéfilos en peritonitis inducida por cimosano.

La figura 17 representa una ruta de docosatrieno.

La figura 18 es una comparacion de 4,17S-diHDHA y 10,17S docosatrieno en la reduccion de la infiltracion
leucocitaria en peritonitis inducida por cimosano.
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Descripcion detallada

La presente descripcion proporciona un nuevo agente antiinflamatorio y da a conocer las estructuras de nuevos
mediadores antiinflamatorios generados endégenamente que se generan en la resolucion. La preparacion de los
agentes se basa en la identificacion estructural de varias nuevas clases de compuestos que se generan in vivo
durante la inflamacién que se denominan "resolvinas". La identificacion estructural de los compuestos y los
mecanismos de su biosintesis en los sitios de inflamacion in vivo en sistemas murinos mediante interacciones de
leucocitos vasculares y en el cerebro al administrar aspirina se presentan en toda la memoria. Esta identificacion
estructural de nuevas rutas bioquimicas y compuestos que hacen de mediadores enddgenos en la
antiinflamacion y/o en formas prorresolucion forma la base de un nuevo enfoque de antiinflamatorios activos que
aceleran la resolucion.

Desde la identificacion estructural, dichos nuevos compuestos son "principios activos" que el cuerpo convierte
mediante nuevas rutas bioquimicas en mediadores enddgenos derivados de acido graso omega-3 que poseen
propiedades antiinflamatorias que los presentes inventores han encontrado en modelos murinos. Estos
resultados muestran que estos compuestos, al generarse in vivo en el ser humano, son responsables, por lo
menos en parte, de las acciones beneficiosas derivadas de la alimentacion con pescado y la terapia de aspirina.

La identificacion estructural de estas rutas, propiedades bioldgicas e identificacion estructural de nuevos
compuestos formula la base de un nuevo enfoque terapéutico: la administracion de estos compuestos y/o
estructuras relacionadas/analogos con mayor bioestabilidad y estabilidad quimica como nuevos enfoques
terapéuticos para acelerar la resolucion e inducir el estado antiinflamatorio.

En este sentido, las nuevas estructuras, rutas y ejemplos de nuevas clases quimicas de analogos basados en
estos compuestos de resolvina natural se presentan en las ilustraciones y figuras a lo largo de la presente
memoria. Mas importante, con la descripcion de estas nuevas rutas y propiedades fisicas de las resolvinas, una
reivindicacion puede referirse al ensayo de estos compuestos en liquidos humanos (sangre, orina, leche
materna), material de biopsia, etc., como marcadores de tratamiento para obtener los niveles efectivos del estado
de los n-3 a modo de indice del desarrollo de una base terapéutica para la antiinflamacion. Ello incluye
propiedades de CL-EM-EM y CG-EM y también podria conducir al desarrollo de ensayos ELISA mucho mas
faciles de realizar para la monitorizacién de estos nuevos productos.

La aspirina es Unica entre las terapias actuales debido a que acetila la ciclooxigenasa-2 (COX-2), permitiendo la
biosintesis de precursores que contienen R de mediadores enddgenos antiinflamatorios y prorresolucion (1, 2).
La presente descripcion da a conocer que el analisis lipidémico de exudados inducidos por TNFa obtenidos en la
etapa de resolucion de ratones tratados con aspirina (ASA) y acido docosahexaenoico (DHA, C22:6) produce
una nueva familia de docosanoides bioactivos dihidroxi y trihidroxi que contienen 17R-hidroxi mediante rutas
iniciadas por COX-2. El cerebro murino tratado con aspirina produce acido 17R-hidroxidocosaheaenoico (17R-
HDHA) a partir de fuentes enddégenas al igual que las células microgliales humanas activadas con citoquinas.

La COX-2 recombinante humana convirti6 el DHA en 13-hidroxi-DHA que cambié a 17R-HDHA con el
tratamiento de ASA, demostrando que es una ruta importante en células endoteliales vasculares humanas
hipéxicas que expresan COX-2. Los neutrofilos humanos activamente en fagocitosis transformaron el 17R-
hidroxi-DHA derivado de COX-2-ASA en dos juegos de nuevos productos dihidroxi y trihidroxi que retenian 17R-
hidroxi: uno iniciado mediante oxigenacion en el carbono 7 y el otro en el carbono 4, que genera intermediarios
epoxido. COX-2-ASA generd docosanoides (es decir, 17R-HDHA) que inhibieron la expresion de citoquinas (ICso
~ 50 pM) por parte de células microgliales. Tanto en la inflamacion dérmica como en la peritonitis murina, la serie
17R de compuestos a dosis ng (por ejemplo, 45,11,17R-triHDHA, 7S,8,17R-triHDHA y 7S,17R-diHDHA)
redujeron 40% a 80% de los exudados leucociticos.

Estos resultados indican que las células murinas y humanas portadoras de COX-2 (es decir, neurales,
vasculares, leucocitos y exudados) con el tratamiento de aspirina convierten DHA en una nueva serie de
docosanoides que contienen 17R-hidroxi que son potentes reguladores en la resolucion de la inflamacion aguda.
Estas rutas biosintéticas redundantes utilizando acidos grasos omega-3 durante sucesos multicelulares en la
resolucion, produciendo compuestos protectores endégenos (denominados resolvinas) que potencian el estado
de prorresolucion. Ademas, estos resultados pueden proporcionar una explicacién molecular para la utilizacion
de DHA omega-3 y aspirina, asi como la complementacion dietética con acidos grasos omega-3 en
enfermedades inflamatorias cronicas, neoplasias y enfermedades cardiovasculares.

La presente descripcion da a conocer que el tratamiento de aspirina de tejidos murinos y humanos in vivo
portadores de COX-2 inicia la produccion de docosanoides de la nueva serie 17R-hidroxi mediante circuitos
biosintéticos previamente no descritos que contrarregulan las respuestas proinflamatorias (es decir, la produccion
de citoquinas, la peritonitis). Durante el estrés, estas rutas celulares utilizan acidos grasos omega-3 para
biosintetizar compuestos enddégenos con una funcién en la sefalizacion antiinflamacion. De esta manera, la
nueva familia de compuestos se denomina ‘resolvinas’ debido a que: i) se generan durante la etapa de
resolucion, e ii) son sefiales quimicamente redundantes que desempefian funciones protectoras en la atenuacion
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de la inflamacién, estimulando un estado de prorresolucion.

La presente descripcion da a conocer métodos de utilizacién en el tratamiento o prevencion de la inflamacién en
un sujeto mediante la administracion de una combinacion de uno o mas acidos grasos poliinsaturados (PUFA) y
aspirina, es decir, acidos grasos poliinsaturados, entre ellos C20:5 y C22:6. El acido graso omega, p.ej., C20:3 o
C22:6, y un analgésico, tal como la aspirina, pueden administrarse en dos tiempos diferentes.

La expresion "interaccion mediada por resolvina" pretende incluir estados o condiciones de enfermedad
causados o asociados a uno o mas tipos de inflamacion asociada a la regulacién de citoquinas, leucocitos o PMN
y la regulaciéon de uno o mas de los analogos terapéuticos indicados a lo largo de la memoria para la inhibicion
farmacologica de enfermedades inflamatorias, trastornos vasculares e inflamaciéon neuronal. En una forma de
realizacion, el estado de enfermedad incluye, por ejemplo, aquellas enfermedades que afectan a un sujeto
mediante asociacion con, o interferencia con la regulacion de citoquinas, leucocitos o PMN en el sujeto. Tales
estados o condiciones de enfermedad se describen durante toda la memoria, véase infra, y se incorporan en su
totalidad en la presente memoria.

Las resolvinas son mediadores lipidicos contrarreguladores naturales en mecanismos de defensa del huésped
que protegen a los tejidos del huésped de los dafios mediados por células efectoras y la sobreamplificacion de la
inflamacién aguda, atenuando la respuesta inflamatoria, es decir, son contrarreguladoras. Algunas enfermedades
inflamatorias cronicas conocidas podrian representar la pérdida y/o programacion genética de bajos
respondedores y/o niveles endégenos de resolvina. Los analogos de resolvina indicados en toda la memoria
pueden utilizarse para sustituir, potenciar y/o tratar la pérdida de estas sustancias terapéuticamente y, de esta
manera, resolver farmacologicamente la inflamacion mediante la inhibicion de la produccién y amplificacion
leucocitarias, es decir, la inhibicién de la amplificacion de la inflamacion.

La presente descripcion da a conocer métodos para la utilizacion en el tratamiento de inflamacion arterial, artritis,
soriasis, urticaria, vasculitis, asma, inflamacién ocular, inflamaciéon pulmonar, fibrosis pulmonar, dermatitis
seborreica, dermatosis pustular o enfermedades cardiovasculares en un sujeto de mediante la administracion de
una combinacion de un acido graso omega y un analgésico, tal como aspirina, en el sujeto. Los estados o
condiciones de enfermedad que estan asociados a inflamacién (por lo tanto, "que resuelven"), la produccion de
neutrdfilos, leucocitos y/o citoquinas, estan incluidos en el alcance general de la inflamacion e incluyen, por
ejemplo, adiccidon, SIDA, trastornos relacionados con el alcohol, alergia, enfermedad de Alzheimer,
anestesiologia, antiinfecciosos, agentes antiinflamatorios, artritis, asma, aterosclerosis, enfermedades 6seas,
cancer de mama, cancer, enfermedades cardiovasculares, salud pediatrica, cancer de colon, defectos
congénitos, analisis de decisiones, trastornos neurolégicos degenerativos, demencia, dermatologia, diabetes
mellitus, diagndsticos, administracion de farmaco, identificacion/cribado de farmacos, trastornos endocrinos,
ENT, epidemiologia, enfermedades oculares, medicina fetal y materna, trastornos gastrointestinales, terapia
génica, diagndsticos genéticos, genética, trastornos genitourinarios, medicina geriatrica, crecimiento y desarrollo,
audicion, trastornos hematolégicos, trastornos hepatobiliares, hipertension, obtencion de imagenes, inmunologia,
enfermedades infecciosas, leucemia/linfoma, cancer de pulmén, trastornos metabdlicos, neonatologia, trastornos
neurolégicos, trastornos neuromusculares, medicina nuclear, trastornos de obesidad/ de la alimentacion,
ortopedia, otros, enfermedades parasitarias, trastornos perinatales, embarazo, medicina preventiva, cancer de
prostata, trastornos psiquiatricos, trastornos pulmonares, radiologia, trastornos renales, reproduccion,
enfermedades reumaticas, ictus, cirugia, trasplante, vacunas, medicina vascular, cicatrizacion de heridas,
infecciones orales, enfermedad periodontal, lesion cerebral, traumatismos e inflamacion neuronal y salud
femenina.

Entre los términos y abreviaturas utilizados a lo largo de la memoria se incluyen:

ASA, aspirina

COX, ciclooxigenasa

EPA, acido eicosapentaenoico

DHA, acido docosahexaenoico

CG-EM, cromatografia de gases-espectrometria de masas

acido 4S-HDHA, 45-hidroxi-5E, 7Z, 10Z, 13Z, 16Z, 19Z-docosahexaenoico

acido 17S-HDHA, 17 S-hidroxi-4Z, 7Z, 10Z, 13Z, 15E, 19Z-docosahexaenoico

acido 17R/S-HDHA, 17R/S-hidroxi-4Z, 7Z, 10Z, 13Z, 15E, 19Z-docosahexaenoico

acido 17R-HDHA, 17-hidroxi-docosa-47,77,10Z,13Z,15E,19Z-hexaenoico

acido 7S,17R-dihidroxi-DHA, 7S,17 R-dihidroxi-docosa-4Z,8E,10Z,132Z,15E,19Z-hexaenoico
acido 4S,17R-dihidroxi-DHA, 4S-17 R-dihidroxi-docosa-5E,72,10Z,13Z,15E,19Z-hexaenoico
acido 7S,17R,22-trihidroxi-DHA, 7S,17R,22-trihidroxi-docosa-47,82,102,132Z,15E,19Z-hexaenoico
acido 4S,11,17 R-trihidroxi-DHA, 4S,11,17 S-trihidroxi-docosa-5E,7E,97,13Z,15E,19Z-hexaenoico

CL-UV-EM-EM, cromatografia liquida-detector de matriz de diodos de UV en tandem-espectrometria de
masas
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LO, lipooxigenasa

LT, leucotrieno

LX, lipoxinas

PDA, detector de matriz de fotodiodos
PUFA, acidos grasos poliinsaturados

El término "alquilo", por si mismo o como parte de otro sustituyente, se refiere a un radical hidrocarburo
monovalente ramificado, de cadena lineal o ciclico saturado o insaturado que presenta el nimero indicado de
atomos de carbono (es decir, C1-Cg significa uno a seis atomos de carbono) que se deriva mediante la
eliminacion de un atomo de hidrégeno de un Unico atomo de carbono de un alcano, alqueno o alquino parental.
Entre los grupos alquilo tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, metilo; etilos, tales como etanilo, etenilo,
etinilo; propilos, tales como propan-1-ilo, propan-2-ilo, ciclopropan-1-ilo, prop-1-en-1-ilo, prop-1-en-2-ilo, prop-2-
en-1-ilo, cicloprop-1-en-1-ilo, cicloprop-2-en-1-ilo, prop-1-in-1-ilo, prop-2-in-1-ilo, etc.; butilos, tales como butan-1-
ilo, butan-2-ilo, 2-metil-propan-1-ilo, 2-metil-propan-2-ilo, ciclobutan-1-ilo, but-1-en-1-ilo, but-1-en-2-ilo, 2-metil-
prop-1-en-1-ilo, but-2-en-1-ilo, but-2-en-2-ilo, buta-1,3-dien-1-ilo, buta-1,3-dien-2-ilo, ciclobut-1-en-1-ilo, ciclobut-
1-en-3-ilo, ciclobuta-1,3-dien-1-ilo, but-1-in-1-ilo, but-1-in-3-ilo, but-3-in-1-ilo, etc., y similares. En donde se
deseen niveles especificos de saturacion, se utiliza la nomenclatura "alcanilo”, "alquenilo” y/o "alquinilo”, tal como
se define posteriormente. En formas de realizacion preferidas, los grupos alquilo son alquilo (C+-Cs).

El término "alcanilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un alquilo ramificado, de cada
lineal o ciclico saturado derivado mediante la eliminacion de un atomo de hidrégeno de un Unico atomo de
carbono de un alcano parental. Entre los grupos alcanilo tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
metanilo, etanilo, propanilos, tales como propan-1-ilo, propan-2-ilo (isopropilo), ciclopropan-1-ilo, etc.; butanilos,
tales como butan-1-ilo, butan-2-ilo (sec-butilo), 2-metil-propan-1-ilo (isobutilo), 2-metil-propan-2-ilo (t-butilo),
ciclobutan-1-ilo, etc., y similares. En formas de realizacién preferidas, los grupos alcanilo son alcanilo (C+-Cs).

El término "alguenilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un alquilo ramificado, de
cadena lineal o ciclico insaturado que presenta por lo menos un doble enlace carbono-carbono derivado de la
eliminacién de un atomo de hidrégeno de un Unico atomo de carbono de un alqueno parental. El grupo puede
encontrarse en conformacion cis o trans en torno al enlace o enlaces dobles. Entre los grupos alquenilo tipicos
se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, etenilo; propenilos, tales como prop-1-en-1-ilo, prop-1-en-2-ilo, prop-2-
en-1-ilo, prop-2-en-2-ilo, cicloprop-1-en-1-ilo, cicloprop-2-en-1-ilo; butenilos, tales como but-1-en-1-ilo, but-1-en-2-
ilo, 2-metil-prop-1-en-1-ilo, but-2-en-1-ilo, but-2-en-2-ilo, buta-1,3-dien-1-ilo, buta-1,3-dien-2-ilo, ciclobut-1-en-1-
ilo, ciclobut-1-en-3-ilo, ciclobuta-1,3-dien-1-ilo, etc., y similares. En formas de realizacion preferidas, el grupo
alquenilo es alquenilo (C2-Ce).

El término "alquinilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un alquilo ramificado, de cadena
lineal o ciclico insaturado que presenta por lo menos un triple enlace carbono-carbono derivado de la eliminacion
de un atomo de hidrégeno de un Unico atomo de carbono de un alquino parental. Entre los grupos alquinilo
tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, etinilo; propinilos, tales como prop-1-in-1-ilo, prop-2-in-1-ilo, etc.;
butinilos, tales como but-1-in-1-ilo, but-1-in-3-ilo, but-3-in-1-ilo, etc., y similares. En formas de realizacion
preferidas, el grupo alquinilo es alquinilo (C2-Cs).

El término "alquildiilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo hidrocarburo
divalente ramificado, de cadena lineal o ciclico saturado o insaturado que presenta el nimero indicado de atomos
de carbono (es decir, C1-Cg significa uno a seis atomos de carbono) derivado de la eliminacién de un atomo de
hidrégeno de cada uno de dos atomos de carbono diferentes de un alcano, alqueno o alquino parental, o
mediante la eliminacion de dos atomos de hidrogeno de un unico atomo de carbono de un alcano, alqueno o
alquino parental. Los dos centros radicales monovalentes o cada valencia del centro radical divalente pueden
formar enlaces con los mismos atomos o atomos diferentes. Entre los grupos alquidiilo tipicos se incluyen,
aungue sin limitarse a ellos, metandiilo; etildiilos, tales como etan-1,1-diilo, etan-1,2-diilo, etén-1,1-diilo, etén-1,2-
diilo; propildiilos, tales como propan-1,1-diilo, propan-1,2-diilo, propan-2,2-diilo, propan-1,3-diilo, ciclopropan-1,1-
diilo, ciclopropan-1,2-diilo, prop-1-en-1,1-diilo, prop-1-en-1,2-diilo, prop-2-en-1,2-diillo, prop-1-en-1,3-diilo,
cicloprop-1-en-1,2-diilo, cicloprop-2-en-1,2-diilo, cicloprop-2-en-1,1-diilo, prop-1-in-1,3-diilo, etc.; butildiilos, tales
como butan-1,1-diilo, butan-1,2-diilo, butan-1,3-diilo, butan-1,4-diilo, butan-2,2-diilo, 2-metil-propan-1,1-diilo, 2-
metil-propan-1 ,2-diilo, ciclobutan-1,1-diilo; ciclobutan-1,2-diilo, ciclobutan-1,3-diilo, but-1-en-1,1-diilo, but-1-en-
1,2-diilo, but-1-en-1,3-diilo, but-1-en-1,4-diilo, 2-metil-prop-1-en-1,1-diilo, 2-metanilidén-propan-1,1-diilo, buta-1,3-
dién-1,1-diilo, buta-1,3-dién-1,2-diilo, buta-1,3-dién-1,3-diillo, buta-1,3-dién-1,4-diilo, ciclobut-1-en-1,2-diilo,
ciclobut-1-en-1,3-diilo, ciclobut-2-en-1,2-diilo, ciclobuta-1,3-dién-1 ,2-diilo, ciclobuta-1,3-dién-1,3-diilo, but-1-in-
1,3-diilo, but-1-in-1,4-diilo, buta-1,3-diin-1,4-diilo, etc., y similares. En donde se deseen niveles especificos de
saturacion, se utiliza la nomenclatura alcanildiilo, alquenildilo y/o alquinildilo. En donde se desee
especificamente que las dos valencias se encuentran en el mismo atomo de carbono, se utiliza la nomenclatura
"alquilideno”. En formas de realizaciéon preferidas, el grupo alquildiilo es alquildiilo (C4-Cs). También resultan
preferidos los grupos alcanildiilo aciclicos saturados en los que los centros radicales se encuentran en los
carbonos terminales, por ejemplo, metandiilo (metano), etan-1,2-diilo (etano), propan-1,3-diilo (propano), butan-
1,4-diilo (butano), y similares (también denominados alquilenos, definidos posteriormente).
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El término "alquileno" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo alquildiilo de cadena
lineal saturado o insaturado que presenta dos centros radicales monovalentes terminales derivados mediante la
eliminacion de un atomo de hidrégeno de cada uno de los dos atomos de carbono terminales del alcano, alqueno
o alquino parental de cadena lineal. La localizacién de un doble o triple enlace, en caso de hallarse presente, en
un alquileno particular se indica entre corchetes. Entre los grupos alquileno tipicos se incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, metano; etilenos, tales como etano, eteno y etino; propilenos, tales como propano, prop[1]eno,
propa[1,2]dieno, prop[1]ino, etc., butilenos, tales como butano, but[1]eno, but[2]eno, buta[1,3]dieno, but[1]ino,
but[2]ino, buta[1,3]diino, etc., y similares. En donde se deseen niveles especificos de saturacion, se utiliza la
nomenclatura alcano, alqueno y/o alquino. En formas de realizacion preferidas, el grupo alquileno es alquileno
(C4-Cs) 0 (C4-C3). También resultan preferidos los grupos alcano saturados de cadena lineal, p.ej., metano,
etano, propano, butano y similares.

Los términos "heteroalquilo”, heteroalcanilo", "heteroalguenilo”, heteroalquinilo", "heteroalquildiilo" vy
"heteroalquileno" por si mismos o como parte de otro sustituyente se refieren a los grupos alquilo, alcanilo,
alquenilo, alquinilo, alquildiilo y alquileno, respectivamente, en los que uno o mas de los atomos de carbono se
sustituyen, cada uno, con los mismos o diferentes heteroatomos o grupos heteroatdomicos. Entre los
heteroatomos y/o grupos heteroatomos tipicos que pueden sustituir los atomos de carbono se incluyen, aunque
sin limitarse a ellos, -O-, -S-, -S-O-, -NR'-, -PH-, -S(O)-, -S(0).-, -S(0) NR'-, -S(O).NR'-, y similares, incluyendo
combinaciones de los mismos, en donde cada R’ es, independientemente, hidrégeno o alquilo (C+-Ce).

Los términos "cicloalquilo" y "heterocicloalquilo" por si mismos o como parte de otro sustituyente se refieren a
versiones ciclicas de los grupos "alquilo" y "heteroalquilo”, respectivamente. Para los grupos heteroalquilo, un
heteroatomo puede ocupar la posicion que esta unida al resto de la molécula. Entre los grupos cicloalquilo tipicos
se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, ciclopropilo, ciclobutilos tales como ciclobutanilo y ciclobutenilo;
ciclopentilos tales como ciclopentanilo y ciclopentenilo; ciclohexenilos tales como ciclohexanilo y ciclohexenilo, y
similares. Entre los grupos heterocicloalquilo tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, tetrahidrofuranilo
(por ejemplo, tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, etc.), piperidinilo (por ejemplo, piperidin-1-ilo, piperidin-2-
ilo, etc.), morfolinilo (por ejemplo, morfolin-3-ilo, morfolin-4-ilo, etc.), piperacinilo (por ejemplo, piperazin-1-ilo,
piperazin-2-ilo, etc.) y similares.

La expresién "puente heteroatémico aciclico" se refiere a un puente divalente en el que los atomos del esqueleto
son exclusivamente heteroatomos y/o grupos heteroatémicos. Entre los puentes heteroatdomicos aciclicos tipicos
se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, -O-, -S-, -S-O-, -NR'-, - PH-, -S(0)-, -S(0)2-, -S(O) NR'-, -S(O):NR'-, y
similares, incluyendo combinaciones de los mismos, en donde cada R’ es, independientemente, hidrogeno o
alquilo (C1-Cs).

La expresiéon "sistema parental de anillos aromaticos" se refiere a un sistema de anillos ciclicos o policiclicos
insaturados que presenta un sistema conjugado de electrones 1. Se encuentran especificamente incluidos en la
definicion de "sistema parental de anillos aromaticos" los sistemas de anillos fusionados en los que uno o mas de
los anillos son aromaticos y uno o mas de los anillos son saturados o insaturados, tales como, por ejemplo,
fluoreno, indano, indeno, fenaleno, tetrahidronaftaleno, etc. Entre los sistemas parentales de anillos aromaticos
tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, aceantrileno, acenaftileno, acefenantrileno, antraceno, azuleno,
benceno, criseno, coroneno, fluoranteno, fluoreno, hexaceno, hexafeno, hexaleno, indaceno, s-indaceno, indano,
indeno, naftaleno, octaceno, octafeno, octaleno, ovaleno, penta-2,4-dieno, pentaceno, pentaleno, pentafeno,
perileno, fenaleno, fenantreno, piceno, pleiadeno, pireno, pirantreno, rubiceno, tetrahidronaftaleno, trifenileno,
trinaftaleno y similares, asi como los diversos hidroisémeros de los mismos.

El término "arilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo hidrocarburo aromatico
monovalente que presenta el niumero indicado de atomos de carbono (es decir, Cs-C+s se refiere a 5 a 15 atomos
de carbono) derivado mediante la eliminacion de un atomo de hidrégeno de un tnico atomo de carbono de un
sistema parental de anillos aromaticos. Entre los grupos arilo tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
grupos derivados de aceantrileno, acenaftileno, acefenantrileno, antraceno, azuleno, benceno, criseno, coroneno,
fluoranteno, fluoreno, hexaceno, hexafeno, hexaleno, as-indaceno, s-indaceno, indano, indeno, naftaleno,
octaceno, octafeno, octaleno, ovaleno, penta-2,4-dieno, pentaceno, pentaleno, pentafeno, perileno, fenaleno,
fenantreno, piceno, pleiadeno, pireno, pirantreno, rubiceno, trifenileno, trinaftaleno y similares, asi como los
diversos hidroisomeros de los mismos. En formas de realizacion preferidas, el grupo arilo es arilo (Cs-C1s), en
donde (Cs-Cqo) resulta todavia mas preferido. Son arilos particularmente preferidos, ciclopentadienilo, fenilo y
naftilo.

El término "arilarilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo hidrocarburo
monovalente derivado mediante la eliminacién de un atomo de hidrégeno de un Unico atomo de carbono de un
sistema de anillos en el que dos 0 mas sistemas parentales idénticos o no idénticos de anillos aromaticos se
unen directamente entre si mediante un enlace sencillo, en donde el nimero de tales uniones directas de anillos
es uno menos que el numero de sistemas parentales de anillos aromaticos implicados. Entre los grupos arilarilo
tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, bifenilo, trifenilo, fenil-naftilo, binaftilo, bifenil-naftilo y similares.
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En donde se especifique el nimero de atomos de carbono en un grupo arilarilo, los nimeros se refieren a los
atomos de carbono que comprende cada anillo parental aromatico. Por ejemplo, arilarilo (Cs-C+s) es un grupo
arilarilo en el que cada anillo aromatico comprende 5 a 15 carbonos, por ejemplo, bifenilo, trifenilo, binaftilo,
fenilnaftilo, etc. Preferentemente, cada sistema parental de anillos aromaticos de un grupo arilarilo es
independientemente un aromatico (Cs-C15), mas preferentemente un aromatico (Cs-C1o). También resultan
preferidos los grupos arilarilo en los que la totalidad de los sistemas parentales de anillos aromaticos son
idénticos, por ejemplo, bifenilo, trifenilo, binaftilo, trinaftilo, etc.

El término "biarilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo arilarilo que presenta dos
sistemas parentales aromaticos idénticos unidos directamente entre si mediante un enlace sencillo. Entre los
grupos biarilo tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, bifenilo, binaftilo, biantracilo y similares.
Preferentemente, los sistemas de anillos aromaticos son anillos aromaticos (Cs-C1s), mas preferentemente anillos
aromaticos (Cs-C+o). Un grupo biarilo particularmente preferente es bifenilo.

El término "arilalquilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo alquilo aciclico en el
que uno de los atomos de hidrogeno unidos a un atomo de carbono, tipicamente un atomo de carbono terminal o
sps, se sustituye con un grupo arilo. Entre los grupos arilalquilo tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
bencilo, 2-feniletan-1-ilo, 2-feniletén-1-ilo, naftiimetilo, 2-naftiletan-1-ilo, 2-naftiletén-1-ilo, naftobencilo, 2-
naftofeniletan-1-ilo y similares. En el caso de que se haga referencia a fracciones alquilo especificas, se utiliza la
nomenclatura arilalcanilo, arilalquenilo y/o arilalquinilo. En formas de realizacién preferidas, el grupo arilalquilo es
arilalquilo (Ce-Cz21), p.€j., la fraccion alcanilo, alquenilo o alquinilo del grupo arilalquilo es (C+-Cs) y la fraccion arilo
es (Cs-C1s). En formas de realizacion particularmente preferidas, el grupo arilalquilo es (Ce-C13), por ejemplo, la
fraccion alcanilo, alquenilo o alquinilo del grupo arilalquilo es (C+-Cs) y la fraccion arilo es (Cs-Cyg).

La expresion "sistema parental de anillos heteroaromaticos" se refiere a un sistema parental de anillos
aromaticos en el que uno o mas atomos de carbono se sustituyen, cada uno independientemente, con los
mismos o diferentes heteroatomos o grupos heteroatémicos. Entre los heteroatomos o grupos heteroatdomicos
tipicos para sustituir los atomos de carbono se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, N, NH, P, O, S, S(O), S(O),
Si, etc. Se encuentran incluidos especificamente en la definicion de "sistemas parentales de anillos
heteroaromaticos", los sistemas de anillos fusionados en los que uno o mas de los anillos son aromaticos y uno o
mas de los anillos son saturados o insaturados, tales como, por ejemplo, benzodioxan, benzofurano, cromano,
cromeno, indol, indolina, xanteno, etc. Se encuentran incluidos ademas en la definiciéon de "sistema parental de
anillos heteroaromaticos”, aquellos anillos reconocidos que incluyen sustituyentes comunes, tales como, por
ejemplo, benzopirona y 1-metil-1,2,3,4-tetrazol. Entre los sistemas parentales de anillos heteroaromaticos tipicos
se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, acridina, bencimidazol, bencisoxazol, benzodioxan, benzodioxol,
benzofurano, benzopirona, benzotiadiazol, benzotiazol, benzotriazol, benzoxaxina, benzoxazol, benzoxazolina,
carbazol, B-carbolina, cromano, cromeno, cinolina, furano, imidazol, indazol, indol, indolina, indolicina,
isobenzofurano, isocromeno, isoindol, isoindolina, isoquinolina, isotiazol, isoxazol, naftiridina, oxadiazol, oxazol,
perimidina, fenantridina, fenantrolina, fenacina, ftalacina, pteridina, purina, pirano, piracina, pirazol, piridacina,
piridina, pirimidina, pirrol, pirrolicina, quinazolina, quinolina, quinolicina, quinoxalina, tetrazol, tiadiazol, tiazol,
tiofeno, triazol, xanteno y similares.

El término "heteroarilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo heteroaromatico
monovalente que presenta el nimero indicado de atomos anulares (por ejemplo, "de 5 a 14 elementos" se refiere
a 5 a 14 atomos anulares) derivado mediante la eliminacion de un atomo de hidrogeno de un Unico atomo de un
sistema parental de anillos heteroaromaticos. Entre los grupos heteroarilo tipicos se incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, grupos derivados de acridina, bencimidazol, bencisoxazol, benzodioxano, benzodiaxol,
benzofurano, benzopirona, benzotiadiazol, benzotiazol, benzotriazol, benzoxacina, benzoxazol, benzoxazolina,
carbazol, B-carbolina, cromano, cromeno, cinolina, furano, imidazol, indazol, indol, indolina, indolicina,
isobenzofurano, isocromeno, isoindol, isoindolina, isoquinolina, isotiazol, isoxazol, naftiridina, oxadiazol, oxazol,
perimidina, fenantridina, fenantrolina, fenacina, ftalacina, pteridina, purina, pirano, piracina, pirazol, piridacina,
piridina, pirimidina, pirrol, pirrolicina, quinazolina, quinolina, quinolicina, quinoxalina, tetrazol, tiadiazol, tiazol,
tiofeno, triazol, xanteno, y similares, asi como los diversos hidroisomeros de los mismos. En formas de
realizacion preferidas, el grupo heteroarilo es un heteroarilo de 5 a 14 elementos, donde un heteroarilo de 5 a 10
elementos resulta particularmente preferido.

El término "heteroaril-heteroarilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo
heteroaromatico monovalente derivado mediante la eliminacién de un atomo de hidrégeno de un tnico atomo de
carbono de un sistema de anillos en el que dos o mas sistemas parentales idénticos o no idénticos de anillos
heteroaromaticos se unen directamente entre si mediante un enlace sencillo, en donde el nimero de tales
uniones directas de anillos es uno menos que el nimero de sistemas parentales de anillos heteroaromaticos.
Entre los grupos heteroaril-heteroarilo tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, bipiridilo, tripiridilo,
piridilpurinilo, bipurinilo, etc. En donde se especifica el nimero de atomos, el nimero se refiere al nimero de
atomos que comprenden cada sistema parental de anillos heteroaromaticos. Por ejemplo, un heteroaril-
heteroarilo de 5 a 15 elementos es un grupo heteroaril-heteroarilo en el que cada sistema parental de anillos
heteroaromaticos comprende 5 a 15 atomos, por ejemplo, bipiridilo, tripuridilo, etc. Preferentemente, cada

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2700 133 T3

sistema parental de anillos heteroaromatico es, independientemente, un heteroaromatico de 5 a 15 elementos,
mas preferentemente un heteroaromatico de 5 a 10 elementos. También resultan preferidos los grupos
heteroaril-heteroarilo en los que la totalidad de los sistemas parentales de anillos heteroaromaticos son idénticos.

El término "biheteroarilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo heteroaril-
heteroarilo que presenta dos sistemas parentales heteroaromaticos idénticos unidos directamente entre si
mediante un enlace sencillo. Entre los grupos biheteroarilo tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
bipiridilo, bipurinilo, biquinolinilo y similares. Preferentemente, los sistemas de anillos heteroaromaticos son
anillos heteroaromaticos de 5 a 15 elementos, mas preferentemente anillos heteroaromaticos de 5 a 10
elementos.

El término "heteroarilalquilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo alquilo aciclico
en el que uno de los atomos de hidrégeno unido a un atomo de carbono, tipicamente un atomo de carbono
terminal o sps, se sustituye con un grupo heteroarilo. En donde se deseen fracciones alquilo especificas, se
utiliza la nomenclatura heteroarilalcanilo, heteroarilalquenilo y/o heteroarilalquinilo. En formas de realizacion
preferidas, el grupo heteroarilalquilo es un heteroarilalquilo de 6 a 21 elementos, por ejemplo, la fraccién alcanilo,
alquenilo o alquinilo del heteroarilalquilo es alquilo (C4-Cs) y la fraccion heteroarilo es un heteroarilo de 5 a 15
elementos. En formas de realizacion particularmente preferidas, el grupo heteroarilalquilo es un heteroarilalquilo
de 6 a 13 elementos, por ejemplo, la fraccion alcanilo, alquenilo o alquinilo es alquilo (C4-C3) y la fraccion
heteroarilo es un heteroarilo de 5 a 10 elementos.

El término "halégeno" o "halo" por si mismos o como parte de otro sustituyente, a menos que se indique lo
contrario, se refiere a fltor, cloro, bromo y yodo.

El término "haloalquilo" por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un grupo alquilo en el que
uno o mas de los atomos de hidrogeno se sustituyen por un halégeno. De esta manera, el término "haloalquilo”
pretende incluir monohaloalquilos, dihaloalquilos, trihaloalquilos, etc. hasta perhaloalquilos. Por ejemplo, la
expresion "haloalquilo (C+-Cy)" incluye fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo, 1-fluoroetilo, 1,1-difluoroetilo,
1,2-difluoroetilo, 1,1,1-trifluoroetilo, perfluoroetilo, etc.

Los grupos anteriormente definidos pueden incluir prefijos y/o sufijos que se utilizan cominmente en la técnica
para crear grupos sustituyentes bien reconocidos adicionales. A titulo de ejemplos, "alquiloxi" o "alcoxi" se refiere
a un grupo de férmula -OR”, "alquilamina" se refiere a un grupo de férmula -NHR” y "dialquilamina” se refiere a
un grupo de féormula -NR’R”, en donde cada R” es independientemente un alquilo. A titulo de otro ejemplo,
"haloalcoxi" o "haloalquiloxi" se refiere a un grupo de formula -OR™, en la que R’ es un haloalquilo.

La expresion "grupo protector” se refiere a un grupo de atomos que, unido a un grupo funcional reactivo en una
molécula, enmascara, reduce o bloquea la reactividad del grupo funcional. Tipicamente, puede eliminarse
selectivamente un grupo protector segun se desee durante el curso de una sintesis. Pueden encontrarse
ejemplos de grupos protectores en Greene y Wuts, Protective Groups in Organic Chemistry, 3a ed., 1999, John
Wiley & Sons, NY, y Harrison et al., Compendium of Synthetic Organic Methods, vol. 1-8, 1971-1996, John Wiley
& Sons, NY. Son grupos protectores de nitrogeno, los grupos formilo, acetilo, trifluoroacetilo, bencilo,
benciloxicarbonilo ("CBZ"), terc-butoxicarbonilo ("Boc"), trimetilsililo ("TMS"), 2-trimetilsilil-etanosulfonil ("TES"),
tritilo y tritilo sustituido, aliloxicarbonilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo ("FMOC") y nitro-veratriloxicarbonilo ("NVOC").
Son grupos protectores de hidroxilo aquellos en los que el grupo hidroxilo se encuentra acilado (esterificado) o
alquilado, tales como los éteres de bencilo y ftritilo, asi como los éteres de alquilo, éteres de tetrahidropiranilo,
éteres de trialquilsililo (por ejemplo, grupos TMS o TIPPS), éteres de glicol, tales como los derivados etilenglicol y
propilenglicol, y éteres de alilo.

La presente invencion se refiere a analogos de acido dihidroxi-docosahexaenoico (diHDHA) que presentan la
férmula:

Los analogos se denominan 10,17-diHDHA. P4 y P2 son tal como se ha definido anteriormente y pueden ser
iguales o diferentes. Z es tal como se ha definido anteriormente y en particular puede ser un acido carboxilico,
éster, amida, tiocarbamato, tioéster, tiocarboxamida o un nitrilo. La linea discontinua de doble enlace indica que
el isémero E o Z se encuentran dentro del alcance del analogo o analogos. En determinados aspectos, el atomo
de carbono quiral en la posicion 10 (C-10) presenta una configuracién R. En otro aspecto, el atomo de carbono
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C-10 presenta una configuracion S. En todavia otro aspecto, el atomo de carbono C-10 preferentemente es un
racemato R/S. Adicionalmente, el atomo de carbono quiral en la posicion 17 (C-17) puede presentar una
configuracion R. Alternativamente, el carbono C-17 puede presentar preferentemente una configuracién S. En
todavia otro aspecto, el carbono C-17 puede existir en forma de un racemato R/S. En un ejemplo, la presente
invencion incluye 10,17S-docosatrieno, analogos de acido 10,17-S-dihidroxi-docosa-4Z7,7Z,11E,13,15E,192-
hexaenoico, tales como 10R/S-OCH3,17S-HDHA y derivados de acido 10R/S, metoxi-17S hidroxi-docosa-
47,7Z,11E,13,15E,19Z-hexaenoico.

Debe apreciarse que el experto en la materia podra alterar "Z" de una fraccion particular a otra. Con el fin de
llevar a cabo esto, en algunos casos particulares, uno o mas grupos pueden requerir proteccion. Lo anterior
también se encuentran comprendido en los conocimientos del experto ordinario en la materia. Por ejemplo, un
éster carboxilico (Z) puede convertirse en una amida mediante el tratamiento con una amina. Dicha
interconversion es conocida en la técnica.

Debe apreciarse que la referencia a una estereoquimica de "hidroxilo" es ejemplificativa y que el término
pretende incluir los grupos hidroxilo protegidos ademas de los grupos hidroxilo libres. En determinadas formas de
realizacion, la posicion C-17 presenta una configuracion R. En otra forma de realizacién, la posiciéon C-17
presenta una configuracion S. En otros aspectos, determinadas formas de realizacion de la invencion presentan
una configuracién R en la posicion C-18.

El hidroxilo o hidroxilos en los analogos EPA y DHA pueden protegerse con diversos grupos protectores (P),
tales como los conocidos en la técnica. El experto en la materia podra determinar faciimente qué grupo o grupos
protectores pueden resultar Utiles para la proteccion del grupo o grupos hidroxilo. Los métodos estandares son
conocidos en la técnica y se describen mas completamente en la literatura. Por ejemplo, el experto en la materia
podra seleccionar grupos protectores adecuados y se describen en Green y Wuts, "Protecting Groups in Organic
Synthesis", John Wiley and Sons, capitulos 5 y 7, 1991, las ensefianzas de los cuales se incorporan en la
presente memoria como referencia. Entre los grupos protectores preferidos se incluyen éteres de metilo y etilo, el
grupo TMS o TIPPS, el grupo acetato (ésteres) o propionato y éteres de glicol, tales como los derivados
etilenglicol y propilenglicol.

Por ejemplo, uno o mas grupos hidroxilo pueden tratarse con una base suave, tal como trietilamina, en presencia
de un cloruro de acido o cloruro de sililo para facilitar una reacciéon entre el ion hidroxilo y el haluro.
Alternativamente, puede hacerse reaccionar un haluro de alquilo con el ion hidroxilo (generado por una base, tal
como amida de diisopropil-litio) con el fin de facilitar la formacion de éter.

Debe apreciarse que para los analogos EPA y DHA, no necesitan protegerse todos los grupos hidroxilo. Pueden
protegerse uno, dos o la totalidad de los tres grupos hidroxilo. Lo anterior puede llevarse a cabo mediante la
eleccion estequiométrica de reactivos utilizados para proteger los grupos hidroxilo. Pueden utilizarse métodos
conocidos de la técnica para separar los compuestos hidroxi mono-, di- o triprotegidos, p.ej.,, HPLC, CL,
cromatografia rapida, cromatografia de permeacion en gel, cristalizacién, destilacion etc.

Debe apreciarse que existen uno o mas centros quirales en cada uno de los compuestos anteriormente
identificados. Debe apreciarse que la presente invencion comprende la totalidad de las formas estereoquimicas,
por ejemplo, enantidmeros, diasteredbmeros y racematos de cada compuesto. En el caso de se encuentren
presentes atomos de carbono asimétrico, resulta posible mas de un estereoisémero, y se pretende que todas las
formas isoméricas posibles se encuentren incluidas dentro de las representaciones estructurales mostradas. Los
isdbmeros oOpticamente activos (R) y (S) pueden resolverse utilizando técnicas convencionales conocidas por el
experto ordinario en la materia. La presente invencion pretende incluir los posibles diastereoisémeros, asi como
los isémeros racémicos y resueltos 6pticamente.

Los analogos de resolvina ilustrados durante toda la memoria contienen sitios acetilénicos y/o etilénicamente
insaturados. En donde existen dobles enlaces carbono-carbono, la quimica de la configuracion puede ser cis (E)
o trans (Z) y las ilustraciones durante toda la memoria no pretenden ser limitativas. Las ilustraciones se
presentan, en general, basandose en la quimica de configuracién de compuestos DHA o EPA relacionados, y
aunque sin respaldo tedrico, se cree que poseen una quimica de la configuracion similar.

Durante toda la memoria, los enlaces carbono-carbono en particular han sido "distorsionados" para facilitar la
ilustracion de como los enlaces pueden situarse finalmente unos respectos a otros. Por ejemplo, debe
entenderse que las partes acetilénicas de las resolvinas de hecho no incluyen una geometria de
aproximadamente 180 grados; sin embargo, para ayudar a entender la sintesis y la relacion entre el producto o
productos finales y las materias primas, dichos angulos se han tapado para ayudar a la comprension.

Durante todas las sintesis organicas presentadas posteriormente debe entenderse que la hidrogenacion de
partes acetilénicas del analogo de resolvina pueden resultar en uno o mas productos. Se pretende que todos los
posibles productos se encuentren incluidos en la presente memoria. Por ejemplo, la hidrogenacién de un analogo
resolvina diacetilénica puede producir hasta 8 productos (cuatro productos dieno, es decir, cis, cis, cis, trans,
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trans, cis, trans, trans) en el caso de que se complete la hidrogenacion de ambas partes acetilénicas (ello puede
seguirse mediante métodos conocidos) y cuatro productos monoacetileno-monoetileno ("monoeno" cis o trans -
acetileno; acetileno-"monoeno" cis o frans). Todos los productos pueden separarse e identificarse mediante
HPLC, CG, EM, RMN e IR.

Pueden utilizarse técnicas conocidas para convertir la funcionalidad de acido/éster carboxilico del analogo de
resolvina en carboxamidas, tioésteres, nitrilo, carbamatos, tiocarbamatos, etc. y se incorporan en la presente
memoria. Las fracciones apropiadas, tales como las amidas, pueden sustituirse adicionalmente tal como es
conocido de la técnica.

En general, los andlogos de resolvina son bioactivos como alcoholes. La acciéon enzimatica o las especies de
oxigeno reactivo atacan el sitio de inflamacion o de metabolismo de degradacion. Dichas interacciones con el
hidroxilo o hidroxilos de la molécula de resolvina pueden reducir finalmente la actividad fisiologica, tal como se
ilustra a continuacion:

OH o OH

) ) T~

COOH COOCH COOH

Bioactivo “metabolito inactivo” “grupo protector” R,
sirve para incrementar

la bioactividad

La utilizacion de grupos "R" con alcoholes bioactivos secundarios, en particular, sirve para incrementar la
biodisponibilidad y bioactividad del analogo de resolvina mediante la inhibicion o reduccién del potencial para la
oxidacion del alcohol en una acetona, produciendo un metabolito inactivo. Entre los "grupos protectores" R se
incluyen, por ejemplo, grupos alquilo lineales y ramificados, sustituidos y no sustituidos, grupos arilo, grupos
alquilarilo, grupos fenoxi y halégenos.

Generalmente, la utilizacion de "quimica de proteccién de R" no resulta necesaria con dioles vecinos dentro del
analogo de resolvina. Tipicamente, los dioles vecinos no resultan facilmente oxidados y, por lo tanto,
generalmente no requieren dicha proteccion mediante sustitucion del atomo de hidrégeno contiguo al atomo de
oxigeno del grupo hidroxilo. Aunque se considera generalmente que dicha proteccion no resulta necesaria,
resulta posible preparar dichos compuestos en donde cada uno de los grupos hidroxilo de diol vecino,
independientemente podria "protegerse" mediante la sustitucion del atomo de hidrogeno contiguo al atomo de
oxigeno del grupo hidroxilo con un "grupo protector R", tal como se ha indicado anteriormente.

El término "tejido" pretende incluir células intactas, sangre, preparaciones de sangre, tales como plasma y suero,
huesos, articulaciones, musculos, musculos lisos y 6rganos.

El término "sujeto" pretende incluir organismos vivos susceptibles de sufrir condiciones o enfermedades
causadas o contribuidas por bacterias, patégenos, estados o condiciones patoldgicas, tal como se da a conocer
de manera general, aunque sin limitacion, durante toda la presente memoria. Entre los ejemplos de sujetos se
incluyen seres humanos, perros, gatos, vacas, cabras y ratones. El término sujeto pretende ademas incluir las
especies transgénicas.

En el caso de que los compuestos de la presente invenciéon se administren como farmacéuticos en el ser humano
y en mamiferos, pueden administrarse de por si o0 como composicion farmacéutica que contiene, por ejemplo,
0,1% a 99,5% (mas preferentemente 0,5% a 90%) de principio activo, es decir, por lo menos un analogo EPA o
DHA, en combinacién con un "portador farmacéuticamente aceptable".
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La expresion "portador farmacéuticamente aceptable” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un
material, composicion o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un relleno liquido o sdlido, diluyente,
excipiente, solvente o material de encapsulado, que participa en llevar o transportar uno o mas compuestos de la
presente invencion dentro o al sujeto de manera que puede llevarse a cabo su funcién pretendida. Tipicamente,
dichos compuestos se llevan o transportan de un 6rgano, o parte del cuerpo, a otro érgano, o parte del cuerpo.
Cada portador debe resultar "aceptable" en el sentido de ser compatible con los demas ingredientes de la
formulacién y no perjudicial para el paciente. Entre algunos ejemplos de materiales que pueden servir de
portadores farmacéuticamente aceptables se incluyen: azlcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa;
almidones, tales como almidéon de maiz y almidén de patata; celulosa, y sus derivados, tales como
carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco;
excipientes, tales como manteca de cacao y ceras de supositorio; aceites, tales como aceite de cacahuete,
aceite de semilla de algoddn, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de
soja; glicoles, tales como propilenglicol; polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres,
tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes de amortiguacion, tales como hidroxido de magnesio e
hidréxido de aluminio; acido alginico; agua libre de pirégenos; solucion salina isotonica; solucion de Ringer;
alcohol etilico; soluciones tampén de fosfato, y otras sustancias compatibles no tdéxicas utilizadas en las
formulaciones farmacéuticas.

En determinadas formas de realizacién, los compuestos de la presente invencién pueden contener uno o mas
grupos funcionales acidos y, de esta manera, son capaces de formar sales farmacéuticamente aceptables: con
bases farmacéuticamente aceptables. La expresion "sales, ésteres, amidas y profarmacos farmacéuticamente
aceptables" se refiere a aquellas sales carboxilato, sales de adicion de aminoacido, ésteres, amidas y
profarmacos de los compuestos de la presente invencion que resulta dentro del alcance del criterio médico
razonable, adecuados para la utilizacién en contacto con los tejidos de los pacientes sin toxicidad, irritacion o
respuesta alérgica indebida y similares, proporcionales a una relacion beneficio/riesgo razonable y eficaces para
el uso pretendido de los compuestos de la invencion. El término "sales" se refiere a sales de adicién de acido
inorganico y organico no téxicas de compuestos de la presente invencion. Estas sales pueden prepararse in situ
durante el aislamiento final y purificacion de los compuestos o haciendo reaccionar separadamente el compuesto
purificado en su forma de base libre con un acido organico o inorganico adecuado y aislando la sal formada de
esta manera. Entre ellos pueden incluirse cationes a base de metales alcalinos y alcalino-térreos, tales como
sodio, litio, potasio, calcio, magnesio y similares, asi como cationes no toxicos de amonio, amonio cuaternario y
amina, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, amonio, tetrametil-amonio, tetraetil-amonio, metilamina,
dimetilamina, trimetilamina, trietilamina, etilamina y similares (ver, por ejemplo, Berge S.M. et al., "Pharmaceutical
Salts", J. Pharm. Sci. 66:1-19, 1977, que se incorpora en la presente memoria como referencia).

La expresion "ésteres farmacéuticamente aceptables” se refiere a los productos esterificados relativamente no
toxicos de los compuestos de la presente invencion. Estos ésteres pueden prepararse in situ durante el
aislamiento final y purificacion de los compuestos o mediante la reaccion separada del compuesto purificado en
su forma de acido libre o de hidroxilo con un agente esterificante adecuado. Los acidos carboxilicos pueden
convertirse en ésteres mediante el tratamiento con un alcohol en presencia de un catalizador. La expresion
pretende incluir ademas grupos de hidrocarburo inferior capaces de solvatarse bajo condiciones fisiologicas,
p.ej., ésteres de alquilo, y ésteres de metilo, etilo y propilo.

También pueden encontrarse presentes en las composiciones, agentes humectantes, emulsionantes y
lubricantes, tales como laurilsulfato sédico y estearato de magnesio, asi como agentes colorantes, agentes
desmoldantes, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, saborizantes y perfumantes, conservantes y
antioxidantes.

Entre los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables se incluyen: antioxidantes solubles en agua,
tales como acido ascorbico, hidrocloruro de cisteina, bisulfato sédico, metabisulfato sddico, sulfito sédico y
similares; antioxidantes solubles en aceites, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y similares, y agentes quelantes de
metales, tales como acido citrico, acido etilén-diamina-tetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido
fosforico y similares.

Entre las formulaciones de la presente invencion se incluyen las adecuadas para la administracion intravenosa,
oral, nasal, topica, transdérmica, bucal, sublingual, rectal, vaginal y/o parenteral. Las formulaciones pueden
presentarse convenientemente en forma de dosis unitaria y pueden prepararse mediante cualesquiera métodos
bien conocidos de la técnica farmacéutica. La cantidad de principio activo que puede combinarse con un material
portador para producir una forma de administracion individual generalmente sera aquella cantidad de un
compuesto que produce un efecto terapéutico. Generalmente, en una escala de porcentaje, esta cantidad se
encontrara comprendida entre aproximadamente 1 por ciento y aproximadamente noventa y nueve por ciento de
principio activo, preferentemente entre aproximadamente 5 por ciento y aproximadamente 70 por ciento, lo mas
preferentemente entre aproximadamente 10 por ciento y aproximadamente 30 por ciento.
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Entre los métodos para preparar dichas formulaciones o composiciones se incluye la etapa de asociar un
compuesto de la presente invencion con el portador y, opcionalmente, uno o mas ingredientes accesorios. En
general, las formulaciones se preparan asociando de manera uniforme e intima un compuesto de la presente
invencion y portadores liquidos, o portadores solidos finamente divididos, o ambos, y después, en caso
necesario, conformando el producto.

Las formulaciones de la invencidon adecuadas para la administracién oral pueden encontrarse en forma de
capsulas, sellos, pildoras, comprimidos, pastillas (utilizando una base saborizada, habitualmente sacarosa y
acacia o tragacanto), polvos, granulos o en forma de una solucién o suspensién en un liquido acuoso o no
acuoso, o en forma de una emulsion de aceite en agua o de agua en aceite, 0 como elixir o jarabe, o en forma de
pastillas (utilizando una base inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia) y/o en forma de colutorio y
similares, en donde cada uno contiene una cantidad predeterminada de un compuesto de la presente invencion
como principio activo. Un compuesto de la presente invencion también puede administrarse en forma de un bolo,
electuario o pasta.

En las formas de administracion sélidas de la invencion para la administracion oral (capsulas, comprimidos,
pildoras, grageas, polvos, granulos y similares), el principio activo se mezcla con uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables, tales como citrato sédico o fosfato dicalcico, y/o cualquiera de los siguientes:
materiales de relleno o de carga, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico;
ligantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o
acacia; humectantes, tales como glicerol; agentes desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio,
almidoén de patata o tapioca; acido alginico, determinados silicatos, y carbonato sédico; agentes de retardo de la
solucién, tales como parafina; aceleradores de la absorcién, tales como compuestos de amonio cuaternario;
agentes humectantes, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; absorbentes, tales
como caolin y arcilla bentonita; lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato soédico y mezclas de los mismos, y agentes colorantes. En el caso de las
capsulas, comprimidos y pildoras, las composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas agentes de
amortiguacion. Las composiciones solidas de un tipo similar también pueden utilizarse como rellenos en capsulas
rellenas de gelatina blanda y dura utilizando excipientes tales como lactosa o azucar de la leche, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Un comprimido puede prepararse mediante prensado o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes
accesorios. Los comprimidos prensados pueden prepararse utilizando ligante (por ejemplo, gelatina o
hidroxipropilmetil-celulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, desintegrante (por ejemplo, glicolato de
almidon sédico o carboximetilcelulosa sédica entrecruzada), agente activo en superficie o dispersante. Pueden
prepararse comprimidos moldeados mediante el moldeo en un aparato adecuado de una mezcla del compuesto
en polvo humectado con un diluyente liquido inerte.

Los comprimidos y otras formas de administracion sélidas de las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion, tales como grageas, capsulas, pildoras y granulos, pueden ranurarse opcionalmente o prepararse con
recubrimientos y cubiertas, tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien conocidos en la
técnica de la formulacion farmacéutica. También pueden formularse de manera que proporcionen una liberacion
lenta o controlada del principio activo en el mismo utilizando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en
proporciones variables para proporcionar el perfil de liberaciéon deseado, otras matrices de polimero, liposomas
y/o microesferas. Pueden esterilizarse mediante, por ejemplo, filtracion a través de un filtro de retencion
bacteriana o mediante la incorporacion de agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles
que pueden disolverse en agua estéril, o algin otro medio inyectable estéril inmediatamente antes de la
utilizacion. Estas composiciones también pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y pueden ser de
una composiciéon con la que liberan el principio o principios activos sélo, o preferentemente, en una determinada
parte del tracto intestinal, opcionalmente de manera retardada. Entre los ejemplos de composiciones de inclusion
que pueden utilizarse se incluyen sustancias poliméricas y ceras. El agente activo también puede encontrarse en
forma microencapsulada, en caso apropiado, con uno o mas de los excipientes anteriormente indicados. En un
aspecto, puede administrarse una solucion de un analogo EPA o DHA en forma de gotas 6ticas para tratar la
otitis.

Entre las formas de administraciéon liquidas para la administracion oral de los compuestos de la invencién se
incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes vy elixires farmacéuticamente
aceptables. Ademas del principio activo, las formas de administracion liquidas pueden comprender diluyentes
inertes utilizados comunmente en la técnica, tales como, por ejemplo, agua u otros solventes, agentes
solubilizadores y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de
etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (por ejemplo aceites de
semilla de algoddn, de cacahuete, de maiz, de germen, de oliva, de ricino y de sésamo), glicerol, alcohol
tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acido graso de sorbitan y mezclas de los mismos.

Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes, tales como
agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, saborizantes, colorantes,
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perfumantes y conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspension tales como, por
ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilén-sorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina,
metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas de la invencion para la administracion rectal o vaginal
pueden presentarse en forma de supositorio, que puede prepararse mediante la mezcla de uno o mas
compuestos de la invencién con uno o mas excipientes o portadores no irritantes adecuados que comprenden,
por ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol, una cera de supositorio o un salicilato y que es solido a
temperatura ambiente pero liquido a la temperatura corporal y, por lo tanto, que se fundira en el recto o cavidad
vaginal y liberara el compuesto activo.

Las formulaciones de la presente invencion que resultan adecuadas para la administracion vaginal incluyen
ademas pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones de espray que contienen dichos
portadores, tal como es conocido en la técnica que resulta apropiado.

Entre las formas de administracion para la administracion tépica o transdérmica de un compuesto de la presente
invencion se incluyen polvos, esprays, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches e
inhalantes. El compuesto activo puede mezclarse bajo condiciones estériles con un portador farmacéuticamente
aceptable y con cualesquiera conservantes, tampones o propelentes que puedan resultar necesarios.

Las pomadas, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas de un compuesto activo de la presente
invencion, excipientes, tales como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto,
derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, talco y éxido de cinc, o mezclas de
los mismos.

Los polvos y esprays pueden contener, ademas de un compuesto de la presente invencion, excipientes, tales
como lactosa, talco, acido silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio y poliamida en polvo, o mezclas de
estas sustancias. Los esprays pueden contener adicionalmente propelentes habituales, tales como
clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos no sustituidos volatiles, tales como butano y propano.

Los parches transdérmicos presentan la ventaja afiadida de proporcionar una administracion controlada de un
compuesto de la presente invencién en el cuerpo. Dichas formas de administracién pueden prepararse mediante
la disolucién o dispersién del compuesto en el medio apropiado. Los intensificadores de absorcién también
pueden incrementarse para incrementar el flujo del compuesto a través de la piel. La velocidad de dicho flujo
puede controlarse proporcionando una membrana de control de la velocidad o mediante la dispersion del
compuesto en una matriz o gel de polimero.

Las formulaciones oftalmicas, pomadas oculares, polvos, soluciones y similares, también se encuentran
contempladas como comprendidas dentro del alcance de la presente invencién. Dichas soluciones resultan utiles
para el tratamiento de la conjuntivitis.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidon adecuadas para la administracién parenteral
comprenden uno o mas compuestos de la invencién en combinacién con una o mas soluciones, dispersiones,
suspensiones o emulsiones isotonicas estériles farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que pueden
reconstituirse en soluciones o dispersiones inyectables estériles inmediatamente antes de la utilizacion, que
pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solutos que convierten la formulacién en isoténica
con la sangre del receptor deseado o agentes de suspension o espesantes.

Entre los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que pueden utilizarse en las composiciones
farmacéuticas de la invencion se incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol
y similares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres
organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Puede mantenerse la fluidez correcta, por ejemplo mediante la
utilizaciéon de materiales de recubrimiento tales como lecitina, mediante el mantenimiento de un tamano de
particula requerido en el caso de dispersiones, y mediante la utilizacion de tensioactivos.

Dichas composiciones pueden contener ademas adyuvantes, tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. El bloqueo de la accidon de los microorganismos puede
garantizarse mediante la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo parabeno,
clorobutanol, acido fenol-sérbico y similares. También puede resultar deseable incluir agentes isoténicos, tales
como azucares, cloruro sodico y similares en las composiciones. Ademas, puede conseguirse la absorcion
prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la inclusion de agentes que retrasan la absorcion, tales
como monoestearato de aluminio y gelatina.

En algunos casos, con el fin de prolongar el efecto de un farmaco, resulta deseable enlentecer la absorcion del
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farmaco a partir de la inyeccién subcutanea o intramuscular. Lo anterior puede llevarse a cabo mediante la
utilizacion de una suspension liquida de material cristalino o amorfo de baja solubilidad en agua. La velocidad de
absorcion del farmaco depende entonces de su tasa de disolucién que, a su vez, puede depender del tamario del
cristal y de la forma cristalina. Alternativamente, la absorcion retardada de una forma de farmaco administrada
por via parenteral se consigue mediante la disolucion o suspension del farmaco en un vehiculo aceite.

Las formas de deposito inyectable se preparan mediante la formacion de matrices de microcapsulas de los
compuestos de la invencion en polimeros biodegradables, tales como polilactido-poliglicolido. Dependiendo de la
proporcion de farmaco a polimero y de la naturaleza del polimero particular utilizado, puede controlarse la tasa
de liberacion de farmaco. Entre los ejemplos de otros polimeros biodegradables se incluyen (poli(ortoésteres) y
poli(anhidridos). Las formulaciones de depésito inyectable también se preparan atrapando el compuesto en
liposomas o microemulsiones que son compatibles con los tejidos corporales.

Las preparaciones de la presente invencién pueden administrarse por via oral, parenteral, tépica o rectal.
Evidentemente se administran mediante formas adecuadas a cada via de administracion. Por ejemplo, se
administran en forma de comprimidos o capsulas, mediante inyeccién, inhalado, locién oftalmica, pomada,
supositorio, etc., la administracion mediante inyeccion, infusidon o inhalacién; por via tépica mediante locion o
pomada, y por via rectal mediante supositorios. Resulta preferente la administracion mediante inyeccion
intravenosa.

Las expresiones “administracion parenteral” y “administrado parenteralmente” tal como se utilizan en la presente
memoria se refieren a modos de administracion diferentes de la administracion entérica y topica, habitualmente
mediante inyeccidon, e incluyen, sin limitarse a las mismas, las inyecciones e infusiones intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal, y
la infusion.

Las expresiones "administracion sistémica", "administrado sistémicamente”, "administracion periférica" vy
"administrado periféricamente”, tal como se utilizan en la presente memoria, se refieren a la administracién de un
compuesto, farmaco u otro material no directamente en el sistema nervioso central, de manera que entra en el
sistema del paciente y, de esta manera, se somete al metabolismo y otros procesos similares, por ejemplo la
administracion subcutanea.

Estos compuestos pueden administrarse en el ser humano y otros animales para la terapia mediante cualquier
via de administracién, incluyendo la oral, la nasal, tal como mediante, por ejemplo, un espray, via rectal,
intravaginal, parenteral, intracisternal y topica, tal como mediante polvos, pomadas o gotas, incluyendo por via
bucal y sublingual.

Con independencia de la via de administracion seleccionada, los compuestos de la presente invencion, que
pueden utilizarse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion, se formulan en formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables mediante métodos
convencionales conocidos por el experto ordinario en la materia.

Los niveles reales de las dosis de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden modificarse de manera que se obtenga una cantidad del principio activo que resulte eficaz para
conseguir la respuesta terapéutica deseada para un paciente, composicion y modo de administracion
particulares, sin resultar toxicos para el paciente.

El nivel de dosis seleccionado dependera de una diversidad de factores, incluyendo la actividad de las
composiciones particulares de la presente invencion utilizadas, o el éster, sal o amida de las mismas, la via de
administraciéon, el momento de la administracién, la tasa de excrecién del compuesto particular utilizado, la
duracion del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacion con el compuesto
particular utilizado, la edad, el sexo, el peso, la condicion, el estado general de salud y la historia médica anterior
del paciente bajo tratamiento, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

Un médico o veterinario con conocimientos ordinarios en la materia podra determinar y prescribir facilmente la
cantidad eficaz de la composicion farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podria iniciar las
dosis de los compuestos de la invencion utilizados en la composicion farmacéutica a niveles mas bajos que los
requeridos con el fin de conseguir el efecto terapéutico deseado y gradualmente incrementar las dosis hasta
conseguir el efecto deseado.

En general, una dosis diaria adecuada de un compuesto de la invencién sera aquella cantidad del compuesto
que sea la dosis mas baja eficaz para producir un efecto terapéutico. Dicha dosis eficaz generalmente dependera
de los factores indicados anteriormente. Generalmente, las dosis intravenosas y subcutaneas de los compuestos
de la presente invencion para un paciente, al utilizar para los efectos analgésicos indicados, se encontraran
comprendidas entre aproximadamente 0,0001 y aproximadamente 100 mg por kilogramo de peso corporal por
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dia, mas preferentemente entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 50 mg por kg por dia, y todavia mas
preferentemente entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 40 mg por kg por dia. Por ejemplo, entre
aproximadamente 0,01 microgramos y 20 microgramos; entre aproximadamente 20 microgramos y 100
microgramos Yy entre aproximadamente 10 microgramos y 200 microgramos de los compuestos de la invencion
se administran por cada 20 gramos de peso del sujeto.

Si se desea, la dosis diaria eficaz del compuesto activo puede administrarse como dos, tres, cuatro, cinco, seis o
mas subdosis administradas por separado a intervalos apropiados durante el dia, opcionalmente en formas de
administracion unitarias.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen una "cantidad terapéuticamente eficaz" o una
"cantidad profilacticamente eficaz" de uno o mas analogos EPA o DHA de la invencién. Una "cantidad
terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a las dosis y durante los periodos de tiempo
necesarios, para conseguir el resultado terapéutico deseado, p.ej., una reduccién o bloqueo de los efectos
asociados a diversos estados o condiciones patolégicos. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" del analogo
EPA o DAH puede variar segun factores tales como el estado de enfermedad, la edad, el sexo y el peso del
individuo, y la capacidad del compuesto terapéutico de inducir una respuesta deseada en el individuo. Una
cantidad terapéuticamente eficaz también es una cantidad en la que cualesquiera efectos téxicos o perjudiciales
del agente terapéutico se ven superados por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una “cantidad
profilacticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a las dosis y durante los periodos de tiempo
necesarios, para conseguir el resultado profilactico deseado. Tipicamente, debido a que se utiliza una dosis
profilactica en sujetos antes o durante un estadio mas temprano de la enfermedad, la cantidad profilacticamente
eficaz sera inferior a la cantidad terapéuticamente eficaz.

Los regimenes de administracion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta deseada 6ptima (por ejemplo,
una respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, puede administrarse un solo bolo, pueden administrarse
varias dosis divididas durante el tiempo o la dosis puede reducirse o incrementarse proporcionalmente segun
indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. Resulta especialmente ventajoso formular composiciones
parenterales en una forma de dosis unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosis. La forma
de dosis unitaria, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosis unitarias para los sujetos mamiferos que deben tratarse; cada unidad que contiene una
cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacién con el portador farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de dosis unitaria de la
invencion esta dictada y es directamente dependiente de: (a) las caracteristicas unicas del analogo EPA o DHA 'y
el efecto terapéutico o profilactico particular que debe conseguirse, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica
de composicién de dicho compuesto activo para el tratamiento de la sensibilidad en individuos.

Un intervalo ejemplificativo para una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de un analogo EPA o DHA
es de 0,1 a 20 mg/kg, mas preferentemente de 1 a 10 mg/kg. Debe indicarse que los valores de dosis pueden
variar con el tipo y gravedad de la condicidon que debe aliviarse. Debe entenderse ademas que, para cualquier
sujeto particular, los regimenes de dosis especificos deberian ajustarse durante el tiempo segun la necesidad
individual y el criterio profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las
composiciones, y los intervalos de dosis indicados en la presente memoria son meramente ejemplares.

La administracion de los analogos EPA o DHA en el pulmén mediante inhalacién es un método importante de
tratamiento de una diversidad de condiciones respiratorias (inflamacion de las vias respiratorias) indicada
durante toda la especificacion, incluyendo condiciones locales comunes tales como el asma bronquial y la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica. Los analogos EPA o DHA pueden administrarse en el pulmoén en
forma de un aerosol de particulas de tamafio respirable (menos de aproximadamente 10 um de diametro). La
formulacién de aerosol puede presentarse en forma de un liquido o de unos polvos secos. Con el fin de
garantizar el tamafio de particula apropiado en un aerosol liquido, como suspension, pueden prepararse
particulas de tamafo respirable y después incorporarse en la formulacion de suspensién que contiene un
propelente. Alternativamente, pueden prepararse formulaciones en forma de soluciéon con el fin de evitar la
preocupacion por un tamafo de particula apropiado en la formulacién. Las formulaciones en solucion deben
dispensarse de una manera que produzca particulas o gotas de tamafio respirable.

Una vez preparada, la formulacién de aerosol se utiliza para llenar un cartucho de aerosol dotado de una valvula
de dosis medida. La formulacion se dispensa mediante un actuador adaptado para dirigir la dosis desde la
valvula hasta el sujeto.

Las formulaciones de la invencién pueden prepararse mediante la combinacién de: (i) por lo menos un analogo
EPA o DHA en una cantidad suficiente para proporcionar una pluralidad de dosis terapéuticamente eficaces, (ii)
la adicion de agua en una cantidad eficaz para estabilizar cada una de las formulaciones, (iii) el propelente en
una cantidad suficiente para propeler una pluralidad de dosis a partir de un cartucho de aerosol, y (iv)
cualesquiera componentes opcionales adicionales, por ejemplo etanol como cosolvente, y la dispersion de los
componentes. Los componentes pueden dispersarse utilizando un mezclador u homogeneizador convencional,
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mediante agitacion o mediante energia ultrasénica. La formulaciéon en volumen puede transferirse a viales de
aerosol individuales mas pequefios mediante la utilizacion de métodos de transferencia valvula a valvula,
rellenado bajo presion o mediante la utilizacion de métodos de llenado en frio convencionales. No resulta
necesario que el estabilizador en utilizado en una formulacién de aerosol en suspension sea soluble en el
propelente. Aquellos que no sean suficientemente solubles pueden utilizarse para recubrir particulas de farmaco
en una cantidad apropiada y seguidamente las particulas recubiertas pueden incorporarse en una formulacion tal
como se ha indicado anteriormente.

Los cartuchos de aerosol dotados de valvulas convencionales, preferentemente valvulas de dosis medida,
pueden utilizarse para administrar las formulaciones de la invencién. Los cauchos de valvula convencionales de
neopreno y buna utilizados en las valvulas de dosis medida para la administracion de formulaciones de CFC
convencionales pueden utilizarse con formulaciones que contienen HFC-134a o HFC-227. Entre otros materiales
adecuados se incluyen el caucho de nitrilo, tal como DB-218 (American Gasket and Rubber, Schiller Park, 1ll.) o
un caucho de EPDM, tal como Vistalon™ (Exxon), Royalene™ (UniRoyal) y bunaEP (Bayer). También resultan
adecuados los diafragmas moldeados mediante extrusion, moldeo por inyeccion o moldeo por compresion a
partir de un material elastomérico termoplastico, tal como la poliolefina FLEXOMER™ GERS 1085 NT (Union
Carbide).

Las formulaciones de la invencién pueden estar contenidas en cartuchos de aerosol convencionales, recubiertos
0 no recubiertos, anodizados o no anodizados, p.ej., los realizados en aluminio, vidrio, acero inoxidable y
tereftalato de polietileno.

La formulacion o formulaciones de la invencién pueden administrarse en el tracto respiratorio y/o pulmones
mediante inhalacién oral con el fin de producir la broncodilatacién o con el fin de tratar una condicién susceptible
de tratamiento mediante inhalacion, por ejemplo, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, etc., tal como
se indica en la presente la memoria.

Las formulaciones de la invenciéon también pueden administrarse mediante inhalaciéon nasal, tal como es
conocido en la técnica, con el fin de tratar o prevenir las condiciones respiratorias mencionadas en toda la
memoria.

Aunque resulta posible que un compuesto de la presente invencidon se administre solo, resulta preferente
administrar el compuesto en forma de una composiciéon farmacéutica.

La presente descripcion da a conocer un articulo fabricado que contiene material de envasado y una formulacion
de analogo EPA o DHA contenido dentro del material de envasado. Esta formulacion contiene por lo menos un
analogo EPA o DHA y el material de envasado contiene una etiqueta o impreso en el paquete que indica que la
formulaciéon puede administrarse en el sujeto para tratar una o mas condiciones tales como las indicadas en la
presente memoria, en una cantidad, a una frecuencia y durante un periodo eficaz para tratar o prevenir dichas
condiciones. Dichas condiciones se mencionan durante toda la memoria y se incorporan en la presente memoria
como referencia. Los analogos EPA y analogos DHA adecuados se indican en la presente memoria.

Mas especificamente, la invencion proporciona un articulo fabricado que contiene material de envasado y por lo
menos un analogo EPA o DHA contenido dentro del material de envasado. El material de envasado contiene una
etiqueta o impreso en el paquete que indica que la formulacion puede administrarse en el sujeto para el asma en
una cantidad, a una frecuencia y durante un periodo eficaces para tratar o prevenir sintomas asociados a dichos
estados o condiciones de enfermedad comentados a lo largo de toda la presente memoria.

Materiales y métodos:

Zymosan-A, hematina, NADPH, 15-lipooxigenasa, ASA y otros AINE eran de Sigma. La 5-lipooxigenasa (LO) de
patata, DHA y EPA era de Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MIl) y otros estandares sintéticos, acidos grasos
hidroxi e intermediarios utilizados para la identificacion mediante EM vy las referencias de fragmentos iones se
obtuvieron de Cascade Biochem Ltd. (Reading, Reino Unido). Se obtuvieron estandares auténticos para acido
4S-hidroxi-5E, 7Z, 10Z, 13Z, 16Z, 19Z-docosahexaenoico (4S-HDHA), acido 17S-hidroxi-4Z, 7Z, 10Z, 13Z, 15E,
19Z-docosahexaenoico (17S-HDHA) y el racemato de acidos 17R/S-hidroxi-4Z, 7Z, 10Z, 13Z, 15E, 19Z-
docosahexaenoico (indicado como 17R/S-HDHA) de Penn Bio-Organics (Bellefonte, PA), y los analisis de RMN
establecieron las configuraciones respectivas de los dobles enlaces. Los materiales adicionales utilizados en los
analisis de CL-EM-EM se obtuvieron de los proveedores informados en las refs. (2, 33).

Incubaciones
Las PMN humanas se aislaron frescas a partir de sangre venosa de voluntarios sanos (que declinaron el tomar
medicacion durante ~2 semanas antes de la donacién; protocolo BHW n° 88-02642) en gradiente de Ficoll y se

realizaron los recuentos. Las células se dividieron en 50x10 6 células, 1 ml de DPBS con Ca® y M92+, indicados
como +/-, y se llevaron a cabo incubaciones (40 min, 37°C) con 17-R/S-HDHA (Penn Bio-Organics) o 17R-HDHA
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con Zymosan-A (100 ng/ml, Sigma). Se cultivaron células de vena umbilical humana (HUVEC) o endoteliales
microvasculares (HMVEC, Cascade Biologies, Portland, OR) para la mlgraC|on transendotellal (34) y las
incubaciones con monocapas de HMVEC (1, 2 o 3 pases) se sembraron (a ~2 x 10° células/cm?) sobre soportes
permeables de policarbonato prerrecubiertos con gelatina al 0,1% para ASA y DHA. Para los experimentos de
hipoxia, las placas de HUVEC tratadas con TNFa e IL-1B (ambos 1 ng/ml) se introdujeron en una camara
hipoxica (3 h, 37°C) y se devolvieron a normoxia (21 h, 37°C). A continuacion, se afadié ASA (500 ym, 30 min)
seguido de DHA (~5uM) y A23187 (2 uM, 60 min, 37°C). Los cerebros completos individuales se aislaron
rapidamente a partlr de ratones sacrificados inmediatamente antes de las incubaciones (cada mitad/2 ml), s
lavaron con DPBS™" frio y se incubaron con ASA (45 min, 37°C, 500 uM). Las incubaciones se detuvieron con 5
ml de metanol frio y se mantuvieron a -20°C para los analisis.

Analisis de ciclooxigenasa-2 (cox-2) recombinante y del producto

Se sobreexpres6 COX-2 recombinante humana en células de insecto Sf9 (ATCC). Se suspendieron las
fracciones microsémicas (~ 8 ul) en Tris (100 mM, pH 8,0) tal como en (35). Se incubd ASA (~ 2 mM, 37°C 30
min) con COX-2 antes de afiadir DHA (10 pm) o, en algunos experimentos, DHA marcado con [1-'*C] (de
American Radlolabeled Chemicals, Inc.) y se monitorizaron las conversiones en paralelo utilizando C20:4
marcado con [1-"*C] (con ASA) (tal como en la figura 2; ver también el texto).

Las incubaciones se extrajeron con estandares internos marcados con deuterio (15-HETE y C20:4) para el
analisis de CL-EM-EM tal como en (33) utilizando una cromatografia liquida LCQ de Finnigan con trampa de
iones en tandem con espectrometro de masas (San Jose, CA) dotado de una columna LUNA C18-2 (150 x 2 mm
x5 pum o 100 x 2 mm x 5 ym) y un detector de matriz de diodos de UV de escaneo rapido de espectros que
monitorizaba la absorbancia de UV -0,2 min antes de entrar las muestras en el EM-EM. Todas las incubaciones
de células intactas y exudados in vivo se detuvieron con 2 ml de metanol frio y se mantuvieron a -80°C durante
>30 minutos. Se extrajeron las muestras utilizando una extraccién en fase solida en C18 y se analizaron
utilizando CG-EM (ver la Tabla 2) (Hewlett-Packard), cromatografia de capa fina o cromatografia liquida en
tandem-espectrometria de masas (CL-EM-EM). Ademas, se utilizé una columna Chiralcel OB-H (4,6 x 250 mm,
J.T. Baker) para determinar las configuraciones R y S del alcohol de monohidroxi-PUFA utilizando una fase maovil
isocratica (hexano:isopropanol, 97,5:2,5 v:v con un caudal de 0,6 ml/min). Se han informado recientemente (36)
procedimientos detallados para el aislamiento, cuantificacion y determinacion estructural de los mediadores
derivados de lipidos y se utilizaron en la presente invencién esencialmente tal como se informa para la
identificacion de nuevos productos. Se llevd a cabo la sintesis biogénica de los nuevos docosanoides utilizando
enzimas aislados, es decir, 5-LO de patata, rhCOX-2 o rhCOX-2 tratado con ASA y 15-LO incubados cada uno
en reacciones secuenciales en tandem con DHA o 17R-HDHA para producir los nuevos compuestos en
cantidades ampliadas para el aislamiento y confirmacién de las propiedades fisicas y biolégicas.

Migracién de PMN, exudados de bolsas de aire murinas y peritonitis

Se cuantificé la migracion transendotelial de PMN humanas mediante monitorizacion de la mieloperoxidasa
(MPO), un marcador de granulos azurdfilos tal como en (34, 37). Se iniciaron exudados inflamatorios con la
inyeccion en la bolsa de TNFa recombinante de raton (100 ng/bolsa; R&D Systems) en las bolsas de aire
dorsales (10) de ratones FVB macho de 6 a 8 semanas alimentados con dieta de roedores de laboratorio 5001
(Lab Diet, Purina Mills) que contenia menos de 0,25% de acido araquidénico, 1,49% de EPA y 1,86% de DHA,
seguido de ASA (500 ug) a las 3,5 h y 300 pg de DHA/bolsa 4 h después de la inyeccion de TNFa. A las 6 h
(dentro de la etapa de resolucion), se lavaron las bolsas (3 ml de solucion salina) y se realizé un recuento de las
células en el exudado. Se determiné la infiltracion de PMN estimulada por la inhibicion de TNFa (100 ng/bolsa)
con la inyeccion i.v. en la cola de 17R-HDHA (preparado con COX-2, ver después), 5S 12,18-R-HEPE o un
analogo de 15-epi-LXA4 con lavados de las bolsas realizados a las 4 h. Se provocé peritonitis en ratones FVB
macho de 6 a 8 semanas de edad (Charles River Laboratories) alimentados con dieta de laboratorio Rodent Diet
5001 (Purina Mills) que se anestesiaron con isoflurano y los compuestos que debian someterse a ensayo (125 pl)
se administraron por via intravenosa. Se inyecté Zymosan-A en 1 ml (1 mg/ml) -1-1,5 min después en el
peritoneo. Cada compuesto de ensayo (100 ng/incubacion, es decir, 17R-HDHA en etanol) o vehiculo solo se
suspendié en ~5 yl y se mezclé en solucion salina estéril (120 pl). Dos horas después de las inyecciones
intraperitoneales, y de acuerdo con el protocolo n°® 02570 del Harvard Medical Area Standing Committee on
Animals, los ratones fueron eutanizados y se recogieron rapidamente los lavados peritoneales para los
recuentos.

Cultivos celulares

Se cultivaron células de glioma humano DBTRG-05MG (ATCC) segun las recomendaciones de la ATCC. Para
los andlisis, se estimularon 10x10° células por pocillo en placas de 6 pocillos (Falcon) durante 16 h con 50 ng/ml
de TNFa recombinante humano (Gibco) en presencia de concentraciones especificadas de compuestos de
ensayo (es decir, 17R-HDHA) o vehiculo (etanol al 0,04%). Las células se lavaron en DPBS™* y se recolectaron
en 1 ml de Trizol (Gibco). Para la RT-PCR, se llevé a cabo Ia purificacion del ARN y la RT-PCR tal como en (38).

Los cebadores utilizados en las amplificaciones fueron: *GGAAGATGCTGGTTCCCTGC® (SEC ID n° 1) y
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YCAACACGCAGGACAGGTACA® (SEC ID n° 2) para IL-1B; *TCCACCACCGTGTTGCTGTAG® (SEC ID n° 3) y
®*GACCACAGTCCATGACATCACT?® (SEC ID n° 4) para GAPDH. Los productos de PCR obtenidos con estos
cebadores se confirmaron mediante secuenciacion. Los analisis se llevaron a cabo para ambos genes (es decir,
GAPDH e IL-1B) en el intervalo lineal de la reaccion. Los resultados se analizaron utilizando el programa NIH
Image (http://rsb.info.nih.gov/nih-image).

Sintesis biogénica de resolvinas naturales y analogos

Sintesis biogénica de productos HDHA que contienen 17R:

para la produccion a mayor escala de productos diHDHA, se expreso ciclooxigenasa-2 (COX-2) recombinante
humana en células de insecto Sf9 y las fracciones microsémicas aisladas se prepararon y se suspendieron en
tampoén Tris (100 mM, pH 8,0). Se afiadi6 aspirina (2 mM) (30 min, TA) para evaluar la formacién de 17R
HDHA a partir de DHA (10 pM) antes de las preparaciones a gran escala, que se confirmaron mediante
analisis de CL-EM-EM, tal como en la figura 2 (ver especificacion). A continuacion, se suspendié DHA (100
mg, de Sigma D-2534) en EtOH y se afadi6 a 1% v/v a tampon de borato (Hs3BO3 0,1 mM, pH 8,5) y se agito
con vortex en un matraz de fondo redondo (5 a 10 min bajo un flujo de nitrégeno) para formar suspensiones
de micelas (densidad optica >650 nm) para la reaccion en primer lugar con COX-2 acetilado (60 min, TA) a fin
de generar la oxigenacion de 17R (ver una ilustracion en el Esquema A).

Estas mezclas de reaccion se transfirieron inmediatamente y se centrifugaron a través de una columna de
centrifuga Millipore YM-30 durante 20 min a TA. A continuacion, la 5-lipooxigenasa de patata aislada que se
habia obtenido de Cayman Chemical se afiadié en un volumen de 400 pl (de acuerdo con la actividad enzimatica
especifica de cada preparacion) a reacciones de 10 ml durante 30 min a 4°C en un matraz de fondo redondo
enjuagado con O; que giraba en un bafio de hielo-agua. A intervalos de tiempo, se extrajeron muestras de las
reacciones con el fin de monitorizar la formaciéon de producto mediante CL-EM-EM con espectros de UV en
tandem registrados en linea con un detector de PDA con una fase mévil de MeOH:H,O y un gradiente lineal.

A continuacion, los aductos de hidroperoxi de posicién 4 y posicion 7, respectivamente, introducidos al sustrato
de 17RHDHA por las actividades de la 5-lipooxigenasa se redujeron como mezcla con la adicién de granos
solidos de borohidruro sédico (5 min, TA) y se detuvieron las incubaciones con la adicion de 2 vol. de MeOH frio.
Se realizé una extraccion liquido-liquido de los productos de diHDHA utilizando éter acido (pH 3,5) y se lavaron
hasta pH aproximadamente neutro con agua. Se establecieron las estructuras de los isémeros posiciones
4S,17R y 7S,17R-diHDHA mediante CL-EM-EM (utilizando las condiciones citadas en la memoria). Estos
compuestos se resolvieron bien en rp-HPLC utilizando MeOH:H,O (65:35 v/v) para su aislamiento y acciones
bioldgicas.
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Esquema A
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Sintesis biogénica de productos de HDHA que contienen 17S:

la preparacion de los productos 17S se llevd a cabo utilizando 15-lipooxigenasa secuencial (lipooxigenasa de
soja; Sigma) seguido de la adicion de 5-lipooxigenasa de patata (Cayman Chemical) para la ampliacion de las
reacciones para producir 4S, 17S-diHDHA y 7S, 17S-diHDHA mostrados en el Esquema B. Ambas
lipooxigenasas insertan oxigeno molecular predominantemente en la configuracion S con la abstraccion
antarafacial de hidrogeno en posiciones especificas de DHA (ver la especificacion). Para estas
preparaciones, se suspendié DHA (100 mg) en 10 ml de tampdn de borato (0,1 M, pH 9,2), se agit6 con
vortex en un matraz de fondo redondo (250 ml) para formar micelas y se afadio la 15-lipooxigenasa de soja a
la suspension de micelas a 4°C en un bafio de hielo-agua utilizando la rotacion para la mezcla continua
durante 30 a 40 min a fin de convertir DHA en 17S-H(p) DHA. Este hidroperoxi DHA se redujo con la adicion
de unos cuantos granos de NaBH. al matraz para producir el 17S hidroxi-DHA correspondiente (ver el
Esquema B). A continuacion, se afiadio la 5-lipooxigenasa de pata aislada al matraz mantenido a 4°C, pH 9,0,
bajo rotacion y oxigeno para insertar el 4S hidroperoxi (y 7S hidroperoxi) en 17S-HDHA seguido de la
reduccion con NaBHs. Las reacciones se monitorizaron mediante CL-EM-EM (ver anteriormente), se
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detuvieron con 2 vol. de MeOH y se extrajeron con éter acido y se aislaron los isdmeros posicionales
mediante RP-HPLC. Estos productos que contienen 17S presentaban propiedades biolégicas en la
inflamacién murina y propiedades fisicas similares (es decir, croméforos de UV) a las correspondientes en los
productos 17R (ver la Tabla 2), aunque mostraron tiempos de retencion diferentes en la CG-EM.

Esquema B

SERIE 175-HDHA
Sintesis biogénica 4,5-dehldro 178-H(p)DHA

——

15-Lipooxigenasa
de soja l

COOH NaBH,

m 4,5-dehldro 17S-HDHA .

OH

S-lipooxigenasa
de patata

75-hidro(peroxi) 4,56-dehidro 17§-HDHA

reducclén con
NaBH,

4,5-dehidro 75,17S-diHDHA

Sintesis biogénica de 5S, 18R/S diHEPA y 5,1218tri-EPE:

se obtuvo (+/-) 18-HEPE de Cayman Chemical (n° de cat. 32840; registro CAS n° 141110-17-0) y se utilizd
para producir los nuevos compuestos derivados de EPA (ver el Esquema C) mediante las reacciones y
procedimientos descritos (ver anteriormente) utilizando la 5-lipooxigenasa de patata para las reacciones
ampliadas. El racemato 18+/-HEPE (alicuotas de 100 pyg en EtOH) se suspendié en tampén de borato (pH
9,2) en matraces de fondo redondo (250 ml) en EtOH al 0,1% v/v, se agitd con vortex durante 5 a 10 min para
formar micelas y se sometio a rotacion a 4°C tal como se ha indicado anteriormente, en un bafio de hielo-
agua. Se afadio la 5-lipooxigenasa en alicuotas de 25 pl en dos adiciones de bolo consecutivas para el
enzima aislado. El primer bolo inicid reacciones que condujeron a la produccién de 5S-18R/S-diHEPE tras la
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reducciéon con NaBH,s como producto principal (ver el Esquema C) generado tras reacciones de 30 a 40 min,
segun monitorizacion mediante CL-EM-EM. La segunda adicién de bolo de 5-lipooxigenasa a la mezcla dio
lugar a 5,12,18R/S-triHEPA mediante la produccion de un intermediario 5(6)-epoxido formado mediante la
reaccion de LTA sintasa de la 5-lipooxigenasa de patata a este pH y concentracion de sustrato. El epoxido se
abre en una reaccion de tipo SN2 en presencia de agua, con adicién en el carbono menos impedido del
catién carbonio generado en el extremo (carbono 12) del sistema trieno conjugado (ver a continuacion el
Esquema C). Las estructuras se confirmaron mediante CL-EM-EM y se aislaron mediante HPLC para la
evaluacion de las acciones bioldgicas.

Esquema C
Sintesis biogénica de 58S, 18+/- diHEPA
, 4
(+/-) 18HEPE ™ OH
cn 32840
HOOC
5-Lipooxigenasa
de patata
5S-hidroperoxi 18 R/S-hidroxi-EPE
cf COOH
O(OH
. OH
OH
4 COOH
HO 58,6R-epoxi,18R-hidroxi-EPE
Vi
55,18RdiHEPE 1
HQ OH
/
) H COOH

55,12R,18 R-trihidroxi-EPE

Ejemplos de analogos mediante sintesis biogénica:

sintesis de 4,5-dehidro 7S,17S-diHDHA. El acido 4,5-dehidro docosahexaenoico (nimero de cat. 90312) se
obtuvo de Cayman Chemical (MI) y se utilizé sin purificacion adicional para producir analogos para el analisis
biolégico de ampliacion de escala. El 4,5-dehidro DHA en suspensiones alicuotas de 100 ug se prepar6 en
tampon de borato 0,1 M (pH 9,2) en un matraz de fondo redondo de 25 ml para la agitacion con vortex y la
formacion de micelas antes de la adicion de la 15-lipooxigenasa en alicuotas de 25 pl. Tras la reduccion con
NaBH, del hidroperoxi afiadido en la configuracion S en la posicién 17, el alcohol correspondiente se convirtid
a continuacion mediante adicion de 5-lipooxigenasa de patata, seguido de reduccién, proporcionando 4,5-
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dehidro 7S,17S-diHDHA (ver el Esquema D). Este esquema también puede utilizarse para generar los
analogos que contienen 17R correspondientes mediante la sustitucion de COX-2 recombinante tratado con
ASA como enzima de posicion 1 por 15-lipooxigenasa.

ESQ uemaD
SERIE 17S-HDHA
Sintesis biogénica 4,5-dohldro 175 H{p)DHA
O0H
— e
15-Lipooxigenasa
de soja
/ beow
reduccion con
COOH NaBH,
m 4,5-dehidro 17S-HDHA
OH

5-lipooxigenasa
de patata

7S-hidro(peroxi) 4,5-dehidro 17S-HDHA

reducclén con
NaBH,

4,5-dehidro 75,175-diHDHA

CO0H

Otro ejemplo de esta ruta para la ampliacion se proporciona en el Esquema E para la sintesis biogénica de un
nuevo analogo: 4,5-dehidro 10,17S-dihidroxi-DHA (ver también la figura 17). Brevemente, tras la adicion de 15-
LO que se convirtié en el aducto 17S, una segunda adicion de 15-LO de soja proporciond la reaccién de sintasa
similar a LTA4, rindiendo el epoxido 16(17) del precursor 4,5-dehidro, que sometido a hidrdlisis proporcioné 4,5-
dehidro 10,17S-dihidroxi-DHA. Este producto a una dosis de 100 ng en una peritonitis inducida por Zymosan-A
murina produjo una inhibicion de 40% de la infiltracion de PMN, indicando que este analogo de resolvina es un
potente agente antiinflamatorio in vivo.

La figura 18 demuestra que 4,17S-diHDHA es aproximadamente la mitad de potente que el 10,17-docosatrieno.
Mediante el incremento de la dosis administrada mediante bolo intravenoso a 200 ng, los dos compuestos
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resultaron esencialmente igual de eficaces. Estos resultados indican que 4,17S-diHDHA, aunque menos potente
a igual cantidad, es esencialmente igual de eficaz tanto en la regulacién como la inhibicién de la infiltracion de los
leucocitos y la inflamacién en el modelo de peritonitis murina.

5 Para la figura 18, 4,17S-diHDHA causé una inhibicién dependiente de dosis de la infiltracion de los leucocitos
PMN. 100 ng de 10,17S-docosatrienos causaron una inhibicién potente. Se indujo peritonitis en ratones FVB de 6
a 8 semanas mediante inyeccion peritoneal de 1 mg de Zymosan-A. Los compuestos 4,17S y 10,17S-diHDHA se
inyectaron mediante la inyeccién de un bolo intravenoso 1,5 minutos antes del tratamiento con Zymosan-A. Dos
horas después de la induccién de peritonitis, se recolectaron lavados peritoneales rapidos y se llevé a cabo el

10 recuento de tipos celulares.

Esquema E

ejemplo SERIE 17S -HDHA
Sintesis biogénica

4,5-dehidro-DHA n°® 90312

4,5-dehidro-175-H(p)DHA
OCH

15-Lipooxigenasa
de soja

BoM
CooH

15-lipooxigenasa

reacclén de LTA, /
sintasa

4,6-dehidro 16(17)epoxi-DHA

Hidrdlisis

4,5-dehidro 10,17S-dihidroxi-DHA
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Sintesis organicas de los andlogos de resolvina

Las rutas sintéticas siguientes ejemplifican métodos para preparar las familias de analogos de resolvina de
interés. Las preparaciones no pretenden ser limitativas, sino que sirven como otro medio para preparar dichos
analogos junto con practicas mas tradicionales y deben considerarse complementarios de las sintesis biogénicas
indicadas anteriormente. Entre los métodos de aislamiento se incluyen la cromatografia de columna, HPLC, CG,
cristalizacion y destilacion, en caso necesario. La caracterizacion puede llevarse a cabo mediante UV, EM,
EM/EM, CG/EM, RMN, etc. El experto en la materia puede apreciar los diversos métodos para preparar, aislar y
caracterizar dichos nuevos compuestos basandose en las ensefianzas en la presente memoria.

Los esquemas sintéticos generales proporcionados posteriormente ilustran métodos para preparar las diversas
"clases" o familias de resolvinas.

Durante todas las sintesis de estas familias, se utilizan grupos R para indicar que pueden unirse diversos grupos
a la cadena de carbono de las resolvinas. Cada grupo R se selecciona independientemente, puede ser igual o
diferente y puede contemplarse que cada grupo R no se encuentre necesariamente presente. En estos casos, el
sitio de unién puede incluir un atomo de hidrégeno. Tal como se ha indicado anteriormente, el grupo R se
considera un "grupo R protector" y puede un grupo alquilo sustituido o no sustituido, ramificado o no ramificado,
un grupo arilalquilo, un grupo alquilarilo o un atomo de halégeno.

Durante todos los esquemas sintéticos, se ilustran diversos grupos protectores de hidroxilo. Estos no deben
considerarse limitativos; estos son grupos protectores ejemplares que pueden utilizarse y se seleccionaron como
ilustrativos.

La fraccion denominada "U" tal como se utiliza durante la totalidad de los esquemas sintéticos se describe en
toda la solicitud y se incorpora como referencia en la presente memoria. "U" tal como se utiliza en la totalidad de
los esquemas sintéticos en la presente memoria pretende incluir un atomo de carbono terminal. El grupo terminal
puede ser un grupo mono-, di- o trisustituido, un metileno (sustituido o no sustituido) unido a un grupo fenoxi
(sustituido o no sustituido), un grupo arilo sustituido o no sustituido, grupos arilalquilo, etc.

Se pretende que "Q" en toda la memoria incluya uno o mas sustituyentes situados en torno a una estructura de
anillo. Entre los sustituyentes adecuados se incluyen atomos de hidrégeno, atomos de halégeno, grupos alquilo
(sustituidos y no sustituidos, ramificados y no ramificados), grupos alquilarilo, grupos arilalquilo, ésteres,
hidroxilos, etc.

La fraccion denominada "X" tal como se utiliza durante la totalidad de los esquemas sintéticos se describe en
toda la solicitud y se incorpora como referencia en la presente memoria. "X" tal como se utiliza a lo largo de los
esquemas sintéticos pretende incluir un atomo de oxigeno, un metileno, un atomo de nitrégeno o de azufre
sustituido o no sustituido.

Tal como se ha indicado anteriormente, la hidrogenacién de partes acetilénicas de la resolvina puede llevarse a
cabo para proporcionar uno o mas productos. La hidrogenacion selectiva puede proporcionar multiples productos
de reaccién dependiendo del grado de hidrogenacion que se desee. El producto o productos resultantes pueden
proporcionar uno o mas isémeros geomeétricos (cis o trans) en torno al doble enlace resultante en donde ha
tenido lugar la hidrogenacion. Adicionalmente, la hidrogenacion selectiva puede proporcionar analogos de
resolvina que conservan una o mas partes acetilénicas, proporcionando de esta manera todavia mas analogos
adicionales. La separacion e identificacion de los compuestos puede llevarse a cabo mediante métodos
conocidos en la técnica (CCF, HPLC, CG, etc.).

La conservacion de partes acetilénicas dentro del analogo de resolvina se considera ventajosa. La sintesis puede
acortarse (la etapa o etapas de hidrogenacion pueden eliminarse o monitorizarse para que solo se produzca la
hidrogenacion selectiva). Los compuestos resultantes de resolvina que contienen acetileno conservan
bioactividades similares a las de las resolvinas que contienen olefinas totalmente hidrogenadas. Ademas, se cree
que resulta ventajoso evitar la hidrogenacion de los enlaces olefinicos que se generan a partir de partes
acetilénicas que corresponden a los isdmeros configuracionales "cis" con respecto a los compuestos DHA y EPA
naturales. Es decir, retrosintéticamente, resulta ventajoso preparar compuestos DHA y EPA que presentan partes
acetilénicas en donde existian previamente dobles enlaces cis en la molécula.

Por ejemplo, el Esquema | proporciona la preparacion general de una clase de resolvinas.
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Esquema |
R OSitBuMe,
Br/\x/_\/\COOMe
Pd(PPh;),/Cul, nPtNH,
| + -
Me,BuSitO OSitBuMe,
R OSitBuMe,
I/\}Jﬁ\/_\/\cowe
Me,BuSito OSitBuMe,
Lindlar/H,
R OSitBuMe,
MA/\COOW
MeRBOSHS OSitBlMe, y mono- y di-acetilénicos adicionales
‘R OSitBuM *
/M i
\ COOMe analogos de
' hidroxilo desprotegido
Z N\F = LiOH/THF
Me,BuSitO OSitBuMe,

acidos carboxilicos
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Esquema ll

HO
\/\\—% 1. Pd(PPhy),/Cul, Et;NH

2. CBr,/PPh
@ [y 3

OSi-tBuMe 3. (MeO),P, 130C

F o QSiBuMe

o]

—0

P{OMe),

1. LDA COOMe
2.5 —

3.F

4. Ac,O/DMAP

desproteccion
mas productos monoacetilénicos -

Debe indicarse, por ejemplo, que los grupos "R" se utilizan como inhibidores para bloquear la oxidacion de 7-OH
y/o 17-OH, formando cetonas en la posicién o posiciones C-7 o C-17.

En el esquema sintético Il, la sintesis del analogo 7(8)-metano se basa en el modelo bioldgico del intermediario
epoxido en la biosintesis de los productos bioactivos generados por exudados y células a partir de DHA como
precursor. En el presente ejemplo, el acoplamiento catalizado por Pd%Cu’ del bromuro de vinilo acetileno con el
alcohol alquinilico se produce después de la bromacion y produccion de fosfato, proporcionando un fosfonato
como intermediario. El fosfonato se somete a condensacion del derivado litio con el aldehido, rindiendo una
mezcla de isémeros A 9-10 cis (E)(Z) trans. Estos pueden convertirse mediante tratamiento con cantidades
cataliticas de yodo. Para proteger los triples enlaces, el grupo protector sililo en el carbono 17 se sustituye por
acetato. Se utiliza la reduccién catalitica de Lindlar para reducir los triples enlaces en la quinolina. El producto o
productos se desacetilan, proporcionando el analogo ciclopropil 7(8) metano estable del analogo epdxido Iabil
equivalente que participa en la biosintesis de resolvina en los exudados in vivo y/o en las células, tales como las
células microgliales en el cerebro o los leucocitos humanos.

Estos analogos son importantes terapéuticos debido a que ademas de actuar en el sitio/receptor para la resolvina
7,8,17R-triHDHA como mimético para detener la produccion de leucocitos como agonista,

30



ES 2700 133 T3

estimulando/fomentando la resoluciéon y de inhibir farmacolégicamente la inflamacion, también sirve como
inhibidor de enzimas in vivo. De esta manera, los compuestos inhiben los mediadores lipidicos proinflamatorios,
tales como los leucotrienos, y también conducen a una acumulacion in situ de resolvinas anteriores en la ruta
biosintética (ver la figura 8). De esta manera, esta clase de compuestos sirve a un doble propdsito: mimético de

la resolvina 7,8,17-tri-HDHA y como inhibidor a nivel de sustrato.

Esquema Il
_/W\/\
= X AN COOMe
R 0SiBuMe, +

F

ar 1. Pd(PPh,), Cul, nPrNH,

X

OSiBuMe,

Lindlar/H,
Me,BuSitO 0SitBuMe,

OSiBuMe;

COOMe
+ mono- y di-acetilenos adicionales

NS Me,BuSitO OSitBuMe,

productos disililados =——————p- carboxilicos
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Esquema IV

AN

MGSSi\
H\\\\\ \ COOMe
OSitBuMe

1. nBu;SnH
2. Br2

1. (-)-pinanilo-BBN
2.F

\/\ P I 3. tBuPh,SiCl/imidazol

Br -
0OSitBuMe S
E— . osi
1. PA(PPh;),/Cul —— SiMe, SitBuPh,
nPrNH,
SAENOSKEN — 1. base fuerte, RX
2. tBU3Sl’LH
3. BI'Z
Br.
/
COQOMe
PhyButSiO

Pd(PPh;)/Cul, nPrNH,

OSitBuMs,
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Esquema IV (continuacion)

COOMe

productos mono-, di- y tri-acetilénicos,
incluyendo hexadienos, por ejemplo

Lindlar/H,

Ph,BUtSIO

MEQBUTSIO

productos desprotegidos

LiOH/THF

acidos carboxilicos
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Esquema V
1. RLi

(o}
2. Pinamilo/BBN

= 3.F.MeOH
COOMe 4 \BuPh,SiClimidazol

Ph,BuSitO R
1. tBu;SNH, AIBN
2. Bl'-z

Py
o=

COOMe

Lindlar/H,

Y

mas mone-, di-, -tri y
tetra-acetilénicos, y productos
de hexeno, resolucién mediante

HPLC

productos_de grupo hidroxilo productos de
desprotegido acido carboxilico
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Esquema V (alternativa)

Me,BuSitO R
COOMe Pd(PPh,),/Cul
+ nPrNH, _

Br Ph,BuSitO
Me,BuSitO R

COOMe

COOMe
Lindlar/H, + isémero(s)
——

separaciéon mediante RP-HPLC

PhQBUSﬁO
Ph;BuSitO

Y

LiOH/THF
productos de acido carboxilico productos hidroxilados
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Esquema VI
R

OSitBuPh,
B’\/A{/\/

Pd(PPhs),/Cul
Et,NH

Lindlar/H,
_—

productos mono-, di- y
OSitBuMe; tri-acetilénicos y pentenos,
por ejemplo

andlogos desprotegidos oo _

LiOH/THF

acidos carboxilicos

El Esquema VI representa otra clase de compuestos, en la que nuevamente "protege" a los hidroxilos 5 y/o 18
potencialmente oxidables en cetonas. La utilizacion de grupos "R", tal como se indica en la presente memoria,
5 proporciona la capacidad de evitar la oxidacion y, por lo tanto, la biodisponibilidad del compuesto bioactivo.

Los analogos en el esquema sintético VI pueden prepararse mediante acoplamiento del bromuro de vinilo tal
como se prepara en K.C. Nicolaou et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 30:1100-1116, 1991, y acoplarse utilizando
quimica de acoplamiento de Pd/Cu. El intermediario resultante puede hidrogenarse selectivamente con el
10 catalizador de Lindlar e hidrogeno para producir diversos productos acetilénicos, asi como productos que
contienen penteno. La desproteccion de los alcoholes y la conversion en acidos carboxilicos, ésteres, etc. puede

llevarse a cabo mediante métodos conocidos.
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Esquema VII
OH
S oxidacion
poxidacién de Sharpless >
e

OH
E

| o)

o COOMe

r
o
° |
COOMe
oP

A |

1. Pd(Ph;),4/Cul

2. Desproteccion alcohol primario op
3. CBry/PPh,

4, (MBO)3P

A+B ek

oP

hidrolisis

desproteccion

i

HO

HO
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Esquema VII (continuacion)

Lindlar/H,

—» productos de penteno

LiOH/THF

Y

acidos carboxilicos
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Esquema VIII
QSitBuMe,
COOMe
5 = / /
CrCl,, CH,l OSitBuMe,
0OSitBuMe;,
| / / / COOMe +
OSitBuMe, —_—

Pd(PPh,),/Cul, nPrNH,

R 0SitBuMe,
OSitBuMes

OSitBuMe,

1. Lindlar/H,
R OSitBuMe, 2 F
OH 3. LiOH/THF
/ / / CQOQOMe
—_— OH
R OH -

y otros analogos acetilénicos y que
contienen hexeno
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Esquema para los analogos 10,17 diHDHA

+

OSiBuPh,

COOMe
Pd(PPh,)/Cul
nPeNH,

OSiBuPh,

1. Linlar/H,
2.F
3. LiOH

acidos carboxilicos

LiOH/THF
R 0SitBuMe,
+ analogos de hidroxilo
OSiBuPh,
COOMe F

+ acetilénicos y hexenos adicionales

A OSitBuMe,

Los 10,17-diHDHA se ilustran en la figura 8 y resultan de interés porque la biosintesis de 10,17-di-HDHA difiere
de los demas compuestos de la figura 8. Se produce mediante la accién de la 15-lipooxigenasa sobre DHA (pH
de aproximadamente 8,5) bajo condiciones que favorecen la hidroperoxidacion en la posicion 17 de DHA, que a
continuacion se convierte en el epdxido 16,17. El epéxido 16(17) porta el cromoforo de trieno conjugado y se
abre mediante un intermediario catiéon carbonio con ataque de OH en la posiciéon 10, proporcionando 10,17-
diHDHA. Los tejidos humanos y células aisladas producen mediante esta via la 15-lipooxigenasa, asi como
enzimas adicionales. Este compuesto ha sido preparado mediante la utilizacion de 15-lipooxigenasa de soja con
DHA como el sustrato a un pH de aproximadamente 8,5, presentando en configuracion de micelas. Se aislo el
10,17-diHDHA utilizando RP-HPLC tal como se indica en la presente memoria. Se encontré que 10,17-di-HDHA
inhibia tanto la migracion de PMN hacia el interior del peritoneo (peritonitis inducida por cimosano) de ratones en
los que se habia administrado cimosano, como la inflamacién. Por lo tanto, la proteccién en la posicién hidroxilo
de C-10 con un "grupo protector R" deberia evitar la conversidon metabdlica e incrementar la estabilidad y
activacion, bloqueando la infiltracion de PMN vy la inflamacién aguda.
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Esquema para 4,11,17-triHDHA

R OSitBuMe,
Me,BuSitO,
AN X AN COOMe
R
+
Br \
N OSitBuMe,
acoplamiento con Pd°/Cu’
R OSitBuMe;

p

Me,BuSitO
\ \ COOMe

‘;.LLOSHBUMBZ

Lindlar/H,

o)

A 0OSitBuMe,

Me,BuSitO
Mcowo
e N NN

51‘7, + hexenos adicionales
OSitBuMe,
R

+ R

R —_—-
acidos

—_— carboxilicos

+ . . F

A OSitBuMe, R 0OSitBuMe,
Me,BuSitO

TR X COOMe analogos

R \ hidroxilados
;LLL 0SitBuMe,
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Esquema para 5,18 di-HEPA
PO R

— A COOMe  CpZiHCI

—_ -
PO R

Zrcp — N COOMe

o 1. Ni(AcAc),
2. DIBAL

COOEt

La preparacion de analogos 5,18-diHEPA se consigue utilizando una adiciéon conjugada de un reactivo vinil-
circonio 3-(1-octén-1-il)ciclohexanona, tal como en Sun R.C., M. Okabe, D.L. Coffen y J. Schwartz , 1992.
Conjugate addition of a vinyl zirconium reagent: 3-(1-octen-1-yl)cyclopentanone (cyclopentanone, 3-(1-octenyl)-,
(E)-). En: Organic Syntheses, vol. 71. L.E. Overman, editor. Organic Syntheses, Inc., Notre Dame, IN. 83-88
utilizando reactivo de Schwartz tal como se prepara en Buchwald, S.L., S.J. LaMaire, R.B. Nielsen, B.T. Watson y
S.M. King. 1992. Schwartz's reagent (zirconium, chlorobis(h5-2,4-cyclopentadien-1-yl)hydro-). En: Organic
Synthesis, vol. 71. L.E. Overman, editor. Organic Syntheses, Inc., Notre Dame, IN. Para construir el intermediario
circoniato. El tratamiento con DIBAL tal como en Ishiyama, T., N. Miyaura, y A. Suzuki. 1992. Palladium(0)-
catalyzed reaction of 9-alkyl-9-borabicyclo[3.3.1]Jnonane with 1-bromo-1-phenylthioethene: 4-(3-cyclohexenyl)-2-
phenylthio-1-butene, en: Organic Syntheses, vol. 71. L.E. Overman, editor. Organic Syntheses, Inc., Notre Dame,
IN, proporciona el analogo que contiene el anillo di-HEPA. Debe apreciarse que el reactivo ciclohexanona puede
sustituirse por cualquier de entre varios sustituyentes, proporcionando de esta manera el anillo aromatico
sustituido o no sustituido resultante en el analogo di-HEPA.
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Nuevamente, debe indicarse que la inclusion de un "grupo protector R" en las posiciones C-5 y/o C-18 ayuda a
inhibir la oxidacion del grupo hidroxilo para formar una cetona. Adicionalmente, se cree que la utilizaciéon de un
anillo dentro de la estructura ayuda a restringir la conformacion en torno a la molécula y afecta a la interaccién o

interacciones de los ligandos de receptor.

Esquema para analogos que contienen anillo 7,17-resolvina

PhoButSiO R
/\;«i/w ¥
——— +
Br \ acoplamiento de tipo Suzuki
d B(OH),
Br .
ng(}ngnard COOMe
—_— 4+ Br —
Ph,ButSiO R
/
Q
Ph,ButSio R
COOMe
Lindlar/H,

+ productos acetilénicos/dieno adicionla;l_les

oy

COOMe
productos
hidroxilados

separacién de producto
acido carboxilico en cualquier
etapa mediante RP-HPLC
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Esquema para 7,8,17-trihidroxi-HDHA con estructura anular

B PhyP
o = 4

" reaccién de Wittig a partir de la epoxidacion

(o} de Sharpless del alcohol
alilico y la oxidacién

del alcohol
oP

= COOMe

HO,
1. Proteccién del

diol
2. Desproteccion de C
OH 3. Oxidacion gel
alcohol bencilico

+

OH

S
N

XMgR =

OoP R

HO

Lindlar/H,
——— productos de trieno

desproteccién de diol

P
—

LiOH/THF

\

OH acidos carboxilicos
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Esquema para analogos anulares de 7,16,17-tri-HDHA

(o]
Epoxidacion de Sharpless
X oy ———> OH
7

a Q

1. Generacion de diol oP PPh

2. Proteccién de diol 3

3. Conversion ajcohol primario =

en grupoe saliente x reaccion de Wittig

COOMe oP
Ql
l oP
/ —_—f
(0] COOMe
[ \
QP
desproteccion de
alcoholes
OP / —i
oP
O/
Resultados

Lipoddmica de la fase de resolucién del exudado

Es bien apreciado que la resolucién ordenada en individuos sanos se ve influida por factores tanto sistémicos
como locales en el huésped, incluyendo la nutricion, el estado metabdlico (es decir, la diabetes se asocia a una
cicatrizacion lenta) y el estado circulatorio, asi como algunos de los determinantes clave en la duracién de la
resolucion (39). En el desafio inflamatorio agudo experimental que experimenta una resolucién espontanea, es
decir, en el modelo de bolsa de aire murino de formacion de exudados y resolucion, se encontré una disociacion
temporal entre la formacién y las acciones de los mediadores quimicos locales (10). Los leucotrienos y
prostaglandinas se generan rapidamente y aparecen con la infiltracion de leucocitos en el exudado de bolsas de
aire de acuerdo con sus acciones conocidas como mediadores proinflamatorios. La biosintesis de lipoxina
coincide con la resolucién espontanea y pérdida de PMN del exudado de bolsas de aire murinas, proporcionando
evidencia de que los perfiles de mediadores lipidicos funcionalmente diferentes cambian de mediadores
proinflamatorios a antiinflamatorios, tales como lipoxinas durante la resolucion (10).

Recientemente se ha encontrado que EPA se transforma en exudados murinos tratados con ASA en productos
nuevos que presentan propiedades antiinflamatorias, proporcionando un mecanismo potencial para las acciones
beneficiosas de omega-3 en muchas enfermedades (2). Debido a que DHA es cardioprotector (22), abundante
en el cerebro y la retina y muestra un impacto en muchos procesos fisiolégicos (28-32), se llevaron a cabo
analisis lipidémicos para determinar si los exudados inflamatorios utilizan DHA en la fase de resoluciéon con el
tratamiento de ASA.

La figura 9 ilustra el enfoque desarrollado para aislar, examinar, caracterizar y separar los diversos componentes
de los exudados. Hasta ahora, no se habia apreciado cémo se generan muchos compuestos diferentes a través
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de la ruta bioquimica. Cada compuesto es Unico y se requirieron separaciones y caracterizacion unicas y
precisas para aislar cada componente. En general, se extrajo una muestra de los exudados y después se separd
en componentes mediante extraccion en fase solida seguido de cromatografia y analisis espectral de masas.
También puede utilizarse la CG-EM para ayudar a identificar los componentes separados. El analisis de UV con
frecuencia también resulta util. Las propiedades fisicas de los compuestos seguidamente se identifican y se
introducen en una biblioteca para determinar qué compuestos son Unicos y previamente desconocidos. Se lleva
a cabo una identificacion estructural adicional (RMN, EM/EM, IR, etc.) antes de la ampliacion de escala. La
produccion de los compuestos puede llevarse a cabo mediante biosintesis biogénica y/o sintesis organica
tradicional, tal como se proporciona en la presente memoria.

Los exudados inflamatorios obtenidos en la fase de resolucién dentro de las bolsas de aire en la piel dorsal tras
la inyeccién de TNFa, DHA y el tratamiento con aspirina contenian varios nuevos compuestos previamente no
conocidos que se encontraron mediante analisis de LC-EM-EM (figura 1). Es resefiable que la dieta Lab Diet
5001 utilizado para alimentar dichos ratones contenia 1,86% de DHA y 1,49% de EPA con <0,25% de acido
araquidoénico (Purina Mills). El analisis espectral de masas adicional mediante CG-EM (con producto
derivatizados) y analisis basados en CL-UV-EM-EM (que no requieren derivatizacion) indicé que los materiales
derivados del exudado inflamatorio contenian nuevos hidroxiacidos producidos a partir de tanto DHA como EPA,
es decir, estos productos no se conocian como mediadores lipidicos publicados. Los productos derivados de
EPA han sido determinados recientemente (2). Los cromatogramas ionicos seleccionados y EM-EM de los
resultados adquiridos en m/z 343 eran consistentes con la produccion de 17-HDHA (figura 1, paneles A 'y B) con
cantidades mas bajas de 7S- y 4S-HDHA (figura 1, panel A) dentro de los exudados. Estos productos coeluyeron
con 17(R/S racémico)-HDHA auténtico y 4S-HDHA (identificado mediante RMN; ver métodos) en 3 sistemas
cromatograficos diferentes (no mostrados) y sus propiedades estructurales basicas eran consistentes con las
relacionadas con productos derivados de DHA (ver 28, 29 y 30). El tratamiento de ASA también proporcioné
nuevos productos di- y trihidroxi que llevaban el esqueleto DHA dentro de los exudados inflamatorios; a esta
dosis, ASA inhibié por completo la produccion in vivo de tromboxano y prostanoides. Resulta importante que el
tratamiento de ASA in vivo y COX-2 proporcionasen productos anteriormente no conocidos a partir de DHA que
poseen propiedades bioactivas (ver posteriormente).

Los resultados en la figura 1, panel C, muestran que los espectros de EM-EM de un DHA que contiene dihidroxi
con fragmentos idnicos consistentes con la estructura mostrada en el grafico interior, es decir, 7,17-diHDHA; m/z
359 [M-H], m/z 341 [M-H-H;0], m/z 323 [M-H-2H,0], m/z 315 [M-H-CO,] y m/z 297 [M-H-CO,-H;0]. Los iones
diagndsticos adicionales consistentes con las posiciones que contienen 7- y 17-hidroxi se encontraban presentes
en m/z 261, 247 y 217. Un representante de los varios nuevos compuestos derivados de DHA que contienen
trihidroxi también presentes en los exudados inflamatorios se muestra en la figura 1, panel D. Los iones
presentes eran consistentes con su [M-H]=m/z 375, 357 [M-H-H,O], 339 [M-H-2H,0], 331 [M-H-CO,], 313 [M-H-
CO,-H20], 306, 303, 276, 273, 255 [273-H20], 210, 195 y 180. Estas propiedades fisicas (es decir, EM-EM, UV,
tiempo de retencion en la CL) se utilizaron en todos los casos para identificar estos compuestos y compuestos
relacionados y para evaluar su impacto biolégico. Estos compuestos se consideran de interés debido a que la
transferencia de materiales extraidos de exudados inflamatorios en bolsas con DHA mas ASA a ratones no
expuestos (i.v. 0 mediante administracion i.p.) redujo drasticamente la infiltracion de PMN inducida por cimosano,
en ~60%, indicando que la utilizacion in vivo de DHA y la produccion de productos bioactivos dentro de los
exudados (ver posteriormente).

Funcion de COX-2 y ASA en la biosintesis de HDHA que contiene R

Se determind la quiralidad del grupo alcohol en el carbono-17 (figura 1B) para el producto que correspondia a 17-
HDHA derivado de exudado utilizando una columna de HPLC quiral. El alcohol en la posicién del carbono-17
demostré que se encontraba predominantemente en la configuracion R (>95%, n=4), indicando que éste en
efecto era un nuevo producto de origen enzimatico formado in vivo que no se conocia anteriormente. Por
ejemplo, se gener6 17S-HDHA mediante 15-lipooxigenacion o mediante autooxidacion en una proporcion
racémica ~50:50 de mezclas R/S, ver (40, 41). Por lo tanto, la presencia del grupo alcohol en la configuracion R
como 17R-HDHA de exudados (figura 1) era indicativa de un origen enzimatico. El canal de sustrato de COX-2
es mas grande que el de COX-1 (26), lo que sugiere la posibilidad de sustratos mas grandes que el acido
araquiddnico. Consistentemente con ello, se transformé DHA mediante rhCOX-2 en 13-HDHA (figura 2, panel
izquierdo). EI EM-EM obtenido era consistente con la adicion de oxigeno en la posicion 13 (es decir, m/z 193 y
m/z 221) y, al tratar COX-2 con aspirina para acetilar la serina dentro del sitio catalitico (1, 26, 42), se convirtié
enzimaticamente DHA en 17R-HDHA (figura 2, panel derecho). La EM-EM vy los iones diagnosticos en m/z 343
[M-H], 325 [M-H-H20], 299 [M-H-CO,], 281 [M-H-H.O-CO], 245 y 274 consistentes con el grupo alcohol en el
carbono 17 y el andlisis quiral mediante HPLC quiral con materiales de referencia (ver Métodos) indico que la
conversion de DHA por COX-2 acetilado por aspirina rendia predominantemente (>98%) 17R-HDHA. El producto
de COX-2 correspondia con las propiedades fisicas del compuesto dominante derivado de DHA que contenia 17-
hidroxi identificado en los exudados inflamatorios (figura 1) in vivo con el tratamiento de aspirina. Al contrario que
la ciclooxigenasa-1, que se habia mostrado anteriormente que no convertia la DHA (43), los resultados con COX-
2 recombinante en la Tabla 1 y figura 2 indicaban que el tratamiento de aspirina de este enzima generaba
predominantemente 17R-HDHA. Otros farmacos antiinflamatorios no esteroideos utilizados cominmente, es
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decir, indometacina, acetaminofeno o el inhibidor de COX-2 (p.ej., NS-398) no proporcionaron cantidades
apreciables de 17R-HDHA. El tratamiento de aspirina proporciond una relacion reciproca entre las oxigenaciones
en las posiciones 17 y 13. También en estas incubaciones, la indometacina, el acetaminofeno y NS-398
redujeron cada uno la oxigenacion global de DHA [a 13- asi como a 17-HDHA (ver la Tabla 1)] pero no
compartian la capacidad de ASA de producir 17R-HDHA. Para una comparacion directa, se realizé un
seguimiento de la conversion de C20:4 por COX-2 acetilado por ASA en 15R-HETE (67% % 5% de conversion de
sustrato; n=3) en paralelo con la conversion de DHA en 17R-HDHA (52 + 3%; media + S.E.M.; n=3).

Biosintesis cerebral y vascular de los nuevos compuestos

En el cerebro, COX-2 esta presente en un pool tanto constitutivo como también inducible (28, 44). Los resultados
en la figura 3 (A y B) indican que el cerebro tratado con aspirina contenia 17R-HDHA producido a partir de las
fuentes endégenas de DHA. Para tratar los posibles tipos celulares que participan en la generacion de 17R-
HDHA en el cerebro, se expusieron células microgliales humanas a TNFa, que regula positivamente la expresion
de COX-2, seguido del tratamiento con ASA y el ion6foro agonista A23187. Las células microgliales humanas
generaron 17R-HDHA de una manera dependiente de ASA (figura 3C). La hipoxia también es conocido que
induce COX-2 (45) y las células endoteliales hipdxicas expuestas a citoquina IL-18, que pueden encontrarse en
focos inflamatorios o en sucesos isquémicos (23), tratadas con aspirina eran una fuente de 17R-HDHA (figura 4).

Resulta de interés que, en ausencia de tratamiento con ASA, 17S-HDHA y diHDHA y triHDHA que contiene 17S-
hidroxi correspondientes eran productos observados en los exudados murinos y en las células humanas. Su
formacioén difiere de la presente biosintesis en que, en lugar de COX-2-ASA, la 15-lipooxigenasa inicia la
biosintesis en reacciones de lipooxigenacion secuenciales para producir di- y trihidroxi-DHA (es decir, 7S,17S-
diHDHA, 10,17S-diHDHA, 4S,17S-diHDHA, 4S,11,17S-triHDHA y 7S,8,17S-triHDHA; ver la Tabla 2) mediante
intermediarios epodxido.

Acciones bioldgicas de los nuevos compuestos

Debido a que las células microgliales participan en las defensas del huésped y en la inflamacién en tejidos
neurolégicos, se incubaron células microgliales humanas con los productos de COX-2 13- y 17R-HDHA (cada
uno a 100 nM) para determinar si presentaban un impacto sobre la generacién de mediadores inflamatorios
(grafico interior en figura 5A). A concentraciones nM, estos nuevos productos de la ciclooxigenasa-2 inhibian la
produccion de citoquinas inducida por TNFa con una ICsy aparente ~ 50 pM, al igual que los compuestos di- y
trihidroxi-HDHA que contenian 17 (figura 5A). A continuacion, se sometié a ensayo HDHA para su capacidad de
regular la migracion transendotelial de las PMN humanas. En el intervalo de nM, ninguno de los productos
monohidroxi-DHA derivados de COX-2 presentd un impacto directo sobre la transmigracion de PMN a través de
las monocapas de células endoteliales (figura 5B). Este resultado contrasta con los resultados obtenidos con
productos eicosanoides derivados tanto de EPA como de acido araquidonico que regulan negativamente de
manera directa la transmigracion de PMN in vitro (2, 3). Con fines de comparacion directa, los resultados con un
producto de la ruta de EPA inducida por ASA, 18R,5,12-triHEPE (P<0,01 segun ANOVA) (ver la ref. 2) se
compararon con los obtenidos con 15-epi-16-para(fluoro)-fenoxi-lipoxina A4 (P<0,01, segin ANOVA), un analogo
estable de 15R-lipoxina A4 inducida por aspirina producida con el tratamiento de aspirina a partir de acido
araquidodnico (10, 37).

Biosintesis de nuevos docosanoides por PMN humanas: productos de interaccion célula-célula identificados en
exudados

A continuacion, debido a que las PMN interactian con células vasculares durante la inflamacion (7), se evalué la
contribucidon de los leucocitos en la produccion de los nuevos compuestos di- y trihidroxi presentes en los
exudados inflamatorios (figura 1 A-D). Con este fin, se expusieron las PMN humanas a cimosano y 17R-HDHA
producido por COX-2 tratado con ASA o células endoteliales. Las PMN en fagocitosis transforman 17R-HDHA en
tanto di- como ftri-hidroxi-DHA (figura 6). Las conversiones principales fueron a productos de dioxigenacion,
incluyendo 7S,17R-diHDHA y 10,17R-diHDHA con cantidades mas bajas de 4S,17R-diHDHA como productos
que contienen dihidroxi principales presentes al monitorizar en m/z 359 (ver la figura 6). Ademas, se encontraban
presentes nuevos productos que contenian 17R-trihidroxi monitorizados en m/z 375, incluyendo 4S,11,17R-
triHDHA, asi como un juego trihidroxitetraenos que contienen 7,8,17R-triHDHA (ver la Tabla 2). Estos
compuestos formados por las PMN humanas se corresponden con los producidos dentro de los exudados
generados in vivo tanto en su comportamiento cromatografico como iones prominentes presentes en sus
espectros de masas respectivos. Los perfiles de CL-EM y matriz de diodos de UV en linea mostrados en la figura
7 de exudados de ratones tratados con ASA indican la produccion in vivo de ambos juegos de productos de la
serie 17R que contienen di- y trihidroxi que portan cromdforos trieno y tetraeno (ver la Tabla 2). Entre las fuentes
de estos productos trihidroxi-DHA tal como se ilustra esquematicamente se incluyen la hidroxilacion de omega-1
en el carbono 22 de 7S,17R-diHDHA o 4S,17R-diHDHA mediante una reaccion similar a p450 (ver laref. 6y la
figura 8) que probablemente representa los productos de la ruta de inactivacion y también leucotrienos, tal como
la formacién de 20-OH-LTBg4, un producto de omega oxidacion de LTB4 (2, 3, 6).
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La transformacion de 17R-HDHA por PMN humanas activadas implicaba una 5-lipooxigenasa y una reaccion de
LTA4 sintasa que proporcioné productos tri-HDHA mediante la formacién de los intermediarios respectivos que
contenian 4S-hidro(peroxi)-17 R-hidroxi- y 7S-hidro(peroxi)-17R-hidroxi. Se convirtié cada uno en intermediarios
que contenian epoxi (es decir, 4(5) epdxidos o 7(8) intermediarios epdxido) que se abren mediante hidrolisis
dando lugar a 4S,11,17R-triHDHA o, en una ruta paralela, a dioles, tales como el juego de trihidroxitetraenos
78,8,17R-triHDHA (ver las figuras 4, 7 y 8). El mecanismo utilizado por las PMN para convertir el precursor 17R-
HDHA aparentemente era similar al establecido e identificado para la capacidad generadora de epdxidos de la 5-
lipooxigenasa de las PMN humanas, que lleva a cabo tanto una etapa de lipooxigenaciéon como de epoxidacion
(2, 4) tal como se demuestra con la 5-lipooxigenasa de patata (46). La conversion de 17R-HDHA en las PMN
humanas mostraba caracteristicas similares a las establecidas para la conversion del acido araquidénico en
leucotrieno B4 o lipoxinas, asi como la recientemente encontrada serie 18R de productos EPA (4, 9). Estos eran
secuencias biosintéticas modeladas in vivo de sucesos que utilizan enzimas tanto vegetales (5-LO de patata o
15-LO de soja) como enzimas humanos afiadidos en incubaciones "en un solo pote" en tandem que producen
estos compuestos y se corresponden con los de las PMN humanas y exudados murinos (ver métodos y Tabla 2).
Estos resultados con 17R-HDHA resultan de interés debido a que el isémero S, 17S-HDHA, un producto de la
15-lipooxigenasa, puede inhibir la produccion por la 5-lipooxigenasa de neutrofilos humanos de leucotrienos a
partir de sustrato endégeno (47). En esta linea, se encontré que 17R-HDHA era convertido por 5-LO de patata
aislado en productos tanto 4S-hidro-(peroxi)-17 R-hidroxi- como 7 S-hidro-(peroxi)-17 R-hidroxi- que se redujeron a
4S,17R-diHDHA y 7S,17R-diHDHA, respectivamente. Estos, asi como trihidroxi-DHA (ver la Tabla 2), son nuevos
productos e indican que 17R-HDHA es un sustrato para la 5-lipooxigenasa y su actividad de epoxidasa. La
sintesis biogénica y propiedades fisicas de los compuestos producidos (es decir, los iones principales de los
derivados metil éster de trimetilsililo) mediante anadlisis de CG-EM eran consistentes con los fragmentos
obtenidos sin derivatizacion utilizando CL-EM-EM (ver la Tabla 2) y confirman las estructuras propuestas, al igual
que la biosintesis tanto en el exudado murino como en las PMN humanas a partir de DHA (ver 29 para los
productos monohidroxi). Resulta de interés que, al afiadir a las PMN humanas, 17R-HDHA bloque¢ la formacion
de leucotrienos tanto in vitro como en PMN humanas y en exudados murinos (n=4, no mostrado).

Inhibicion de la produccién de PMN en la peritonitis y bolsas de aire: propiedades antiinflamatorias (i.v. y tdpicas)
de las resolvinas

Aunque 17R-HDHA no inhibid directamente la transmigracién de neutrdfilos in vitro (figura 5B), 17R-HDHA reguld
el numero de células PMN in vivo en la peritonitis, asi como en la bolsa de aire dérmica (figura 5C). Ademas,
17R-HDHA era un potente inhibidor de la peritonitis inducida por cimosano, al igual que tanto los compuestos
que contienen dihidroxi y que contienen trihidroxi (es decir, 7S,17R-diHDHA y 4S,11,17R-triHDHA). Ademas de
su capacidad de inhibir la produccion de PMN al inyectar i.v. En la peritonitis inducida por cimosano, los
productos que contenian dihidroxi y trihidroxi derivados de 17R-hidroxi-HDHA demostraron ser potentes
reguladores de la produccion de leucocitos en la bolsa de aire al administrarlo i.v., asi como tépicamente con
administracion local (figura 5C). De esta manera, los presentes resultados indican que los leucocitos humanos y
murinos convierten 17R-HDHA en una nueva serie de diHDHA y triHDHA que contienen 17 R-hidroxi; es decir, un
circuito inducido por ASA para utilizar DHA para producir una serie 17R de docosanoides (figura 8).

Los presentes resultados indican que las células que expresan ciclooxigenasa-2 en los exudados y en cerebros
tratados con aspirina transforman enzimaticamente DHA omega-3 en compuestos anteriormente no conocidos
con propiedades bioactivas en la resolucién de la inflamacion, es decir, una nueva serie 17R de acidos di-hidroxi-
y tri-hidroxi-docosahexanoicos. La COX-2 acetilada por ASA presente en estos tejidos genera
predominantemente 17R-HDHA que se convierte adicionalmente de manera enzimatica en una potente serie
17R bioactiva mediante lipooxigenaciéon y epoxidacion en leucocitos en nuevos docosanoides tanto que
contienen dihidroxi como que contienen trihidroxi (ver la figura 8). DHA es el mas insaturado de los acidos grasos
de la familia de omega-3 polieno en los tejidos de mamifero y de pescado. En el ser humano, el DHA es
abundante en el cerebro, retina y testiculos (28, 48). Los niveles de DHA en el cerebro humano adulto se
incrementan con la edad, lo que resulta necesario para un desarrollo neurolégico optimo (49) y DHA es
rapidamente esterificado en los fotorreceptores del epitelio retiniano, asi como en los fosfolipidos de los
neutréfilos humanos quiescentes (28, 50). A valores micromolares elevados, se cree que DHA posee funciones
tanto fisiolégicas como de accién directa sobre los canales neurales de K™ activados por voltaje (51), se une a
RXR en los tejidos neurales (52) y se cree que es el compuesto activo de los suplementos de aceite de pescado
que es cardioprotector (21). Ademas, la adicion de DHA puede corregir y revertir la patologia asociada a la
fibrosis quistica en ratones cftr-I- (53). Sin embargo, no resulta claro a partir de los resultados de estos estudios
(21, 51, 52) o de muchos de los ensayos clinicos publicados si DHA es precursor de potentes estructuras
bioactivas que son responsables para las muchas propiedades informadas que se atribuyen a DHA mismo en la
regulacion de los sistemas bioldgicos de interés.

Las tres lipooxigenasas principales (es decir, 5-LO, 12-LO y 15-LO) que actian sobre el araquidonato pueden
convertir, cada una, DHA en productos que contienen S aunque su funcién en el sistema inmunoldgico o en otros
sitios no esta clara. En el cerebro, la 12-lipooxigenasa del cuerpo pineal convierte DHA en 14S-HDHA y la 15-
lipooxigenasa, en 17S-HDHA (40). DHA también puede ser convertido por los neutréfilos humanos en 7S-HDHA
que no estimula la quimiotaxis (31) y la retina convierte DHA en productos tanto mono- como di-hidroxi mediante
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una o mas lipooxigenasas (28). Aunque no es un sustrato para COX-1 (43), también pueden producirse
compuestos similares a isoprostano oxidado a partir de DHA que aparentemente reflejan sucesos oxidativos
catalizados por radicales libres (54). Por lo tanto, la nueva serie 17R-hidroxi de docosanoides generados por
tejidos neurales, leucocitos y exudados inflamatorios encontrada en los presentes experimentos y su funcion o
funciones resultan de interés en la resolucion de la inflamacién, un proceso que ahora se considera que esta
asociado a muchas enfermedades humanas.

Aunque los aceites de pescado omega-3 que comprenden tanto EPA como DHA podrian presentar un impacto
beneficioso en el tratamiento de muchas enfermedades cronicas (tales como las enfermedades cardiovasculares,
la aterosclerosis y el asma, asi como propiedades antitumorales y antiproliferativas (15, 55)), el argumento
molecular para su utilizacion sigue siendo de interés. La mayoria de los primeros estudios se centraba en la
incorporacion de PUFA omega-3 (es decir, EPA y DHA), es decir, su esterificacion en fosfolipidos y otras
reservas lipidicas de muchos tejidos humanos que en algunas células reduce la disponibilidad del acido
araquidoénico endogeno para el procesamiento a prostaglandinas proinflamatorias (55). Los resultados ahora
disponibles indican que, ademas de las funciones proinflamatorias, la 15-lipooxigenasa especifica, 5-LO y/o los
productos de interaccion LO-LO formados durante las interacciones célula-célula, tales como las lipoxinas, sirven
de mediadores antiinflamatorios endégenos que estimulan la resolucion (9, 10, 12). Al igual que otros
eicosanoides derivados de lipooxigenasa, las lipoxinas son potentes en su accidon local a niveles
subnanomolares, con requisitos estereoquimicos precisos para inducir su accion (4, 9). Por lo tanto, la
produccion de productos de las series 18Ry 15R de EPA que inhiben la transmigracion de PMN vy la inflamacion
dentro del rango nanomolar bajo enfatiza las redundancias funcionales dentro de los mediadores quimicos
producidos a partir de la familia omega-3 de acidos grasos polieno, es decir, los compuestos recién identificados
a partir de compuestos derivados de COX-2 EPA (2) o DHA, tal como indican los presentes resultados (figuras 6
a 8). Es importante indicar que, con estos mediadores de bajo peso molecular, cambios sutiles en la quiralidad
del alcohol, es decir, S a R, pueden modificar un compuesto de activo a inactivo o viceversa (3, 4, 9). A este
respecto, los compuestos que contienen 15R-hidroxi generados a partir de acido araquidénico o EPA y la serie
18R a partir de EPA, asi como la serie 17R-hidroxi a partir de DHA, muestran cada uno redundancias funcionales
similares en la resolucién de la inflamacién. Por lo tanto, la identificacion de la serie 17R de productos tanto de
mono-oxigenacion como di-oxigenacion en exudados inflamatorios y una funcidon para COX-2 en la generacion
de la configuracion 17R-hidroxilo en HDHA descrita en la presente memoria por primera vez abre nuevos
caminos para considerar las redundancias funcionales globales de los mediadores que atentan y/o contrarrestan
las muchas sefiales proinflamatorias, fomentando la resolucion.

La ciclooxigenasa-2 resulta inducida en la mayoria de tipos celulares inflamatorios, aunque también puede ser
constitutiva en el tejido neurolégico y vascular (44, 56). La importancia del tinel de sustrato agrandado en la
ciclooxigenasa-2 resulta de interés al considerar posibles funciones fisioldgicas de este ensima en estos sitios in
vivo. Ahora resulta evidente a partir de numerosos estudios que la aspira presenta efectos beneficiosos aparte de
otros farmacos antiinflamatorios no esteroideos (57, 58). A este respecto, la aspirina presenta una capacidad
Unica de acetilar ambas isoformas de ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2). También cabe destacar que DHA es
cardioprotector en el corazon isquémico (22) y que COX-2 participa en el preacondicionamiento (19), asi como
en la resolucion (12). DHA es un precursor y es convertido en 17R-HDHA mediante COX-2 acetilado por aspirina
en los sitios de inflamacién in vivo (figura 1), el cerebro murino (figura 3) y por COX-2 recombinante acetilado in
vitro (figura 2). Tanto 13- como 17R-HDHA inhiben la generacién de citoquinas por las células microgliales al
nivel de la transcripcion en el rango picomolar (figura 5A). Las células microgliales humanas generan esta serie
17R-HDHA de productos al recibir aspirina y TNFa, los cuales regulan positivamente la expresion de COX-2
(figura 3C). Ademas, los exudados inflamatorios murinos producen una familia de nuevos productos dihidroxi y
trihidroxi que también son producidos por las PMN humanas mediante procesamiento transcelular de 17R-
HDHA. Las rutas propuestas para el procesamiento transcelular de COX-2 acetilado derivan 17R-HDHA que
subrayan la generacion de intermediarios dioxigenados y la epoxidacion, formando nuevo diHDHA durante los
sucesos asociados a la inflamacioén vascular se ilustran en la figura 8.

Debe indicarse que estas estructuras y estructuras relacionadas pueden generarse mediante interacciones
célula-célula o tipos celulares individuales tal como se ilustra en la figura 8, aunque en teoria también pueden ser
producidos mediante varias rutas secuenciales de oxigenacion por un solo enzima también (ver la leyenda de la
figura 8). Al preparar estos productos mediante sintesis total biogénica y afiadirse de vuelta mediante
administracion topica en la bolsa de aire, inhibieron la infiltracién de leucocitos inducida por TNFa. Ademas, con
la administracion i.v., estos compuestos inhibieron la produccién de leucocitos tanto en bolsas de aire murinas
como en peritonitis inducida por cimosano (figura 5). Juntos estos resultados indican que los productos derivados
de COX-2 acetilado con aspirina pueden regular negativamente la generacién de citoquinas y el transporte de
leucocitos (es decir, neutrdfilos) a los sitios de inflamacion. El producto de la serie 5,12,18R derivada de EPA
demostré ser tan eficaz como un potente analogo estable de 15-epi-lipoxina A4 en la prevencion de la diapédesis
de leucocitos y la formacion de exudados (ver la figura 5C). Debido a que 17R-HDHA no present6 un impacto
directo sobre la transmigracion de las PMN humanas bajo estas condiciones, sino que redujo el niumero de PMN
en exudados in vivo asi como regulaba la expresion génica en células microgliales humanas, es altamente
probable que un mecanismo multinivel de accién explique las propiedades in vivo de esta ruta inducida por ASA.
Ademas, existen aparentemente redundancias funcionales entre las rutas en que la serie de compuestos 18R
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derivados de EPA y la serie 17R derivados de DHA que contienen hidroxi comparten su capacidad de regular el
numero de PMN en exudados (figura 5).

La aparicion del resultado de que las lipoxinas derivadas de acido araquiddnico inhiben el trafico de PMN vy
actian como mediadores antiinflamatorios endégenos, activando simultaneamente activadores de manera no
flogistica (11, 59), asi como acelerando la incorporacion de PMN apoptéticas por macréfagos en los sitios de
inflamacion (28), indica que no todos los productos de ruta de lipooxigenasa derivados de precursor acido
araquiddnico son "pro"-inflamatorios. Dada su semivida y biodisponibilidad mas prolongadas, los analogos mas
estables metabdlicamente de estos mediadores lipidicos de accién local derivados de araquidonato in vivo y
preparados mediante sintesis organica total proporcionan pruebas adicionales de su funcion en el fomento de la
resolucion (37). Ademas, estos resultados sugieren que las nuevas propiedades resolutivas pertenecen a una
clase mas grande de compuestos enddgenos con mecanismos dirigidos a potenciar la resolucion. Ademas, la
asociacion entre las actividades antiinflamacién y antimicrobiana endégena potenciada (13) por las lipoxinas y las
lipoxinas inducidas por aspirina establece un precedente Unico de la importancia de la comunicacién intercelular
y de la biosintesis transcelular en la defensa del huésped y en el lavado y resolucién de las secuelas
inflamatorias.

Los presentes resultados en los que se da a conocer la serie 17R de productos de DHA oxigenados y con las
series 15R y 18R del acido eicosapentaenoico como prototipos (2), juntos sugieren que la generaciéon de
mediadores lipidicos de accion local con actividades beneficiosas relevantes en enfermedades humanos podria
no estar restringida al acido araquidénico solo como precursor importante. Ademas, indican que la biosintesis
transcelular revela rutas previamente no identificadas que son inducidas por el tratamiento con aspirina con DHA.
COX-2 acetilado actua en un mecanismo de "R-oxigenacion" para iniciar la conversion de DHA en una serie 17R
de docosanoides dihidroxi y trihidroxi que muestra acciones reguladoras negativas in vivo en la inflamacion, al
igual que los productos de la serie 18R derivada del omega-3 EPA. Por lo tanto, la consecuencia es que, una vez
se ha iniciado la inflamacion, tras el tratamiento con aspirina con suplementacion de omega-3, estas rutas
pueden ser operativas en tejidos vasculares para generar productos que aparentemente presentan propiedades
como mediadores lipidicos inducidos por aspirina similares a los de las 15-epi-lipoxinas o los productos de la
serie 18R y 15R de EPA. Estos compuestos se generan mediante lipooxigenacion seguido de epoxidacion y
etapas posteriores (figura 8 y ver la ref. 2). También resultan de interés los resultados de que, en ausencia de
aspirina, COX-2 convierte DHA en 13-HDHA, una ruta previamente no conocida que también podria resultar
relevante en tejidos que expresan constitutivamente COX-2, que también se convierte en productos DHA
dihidroxi (4,13-diHDHA, 7,13-diHDHA y 13,20-diHDHA) y durante la resolucion, induccién y conversion por la 15-
lipooxigenasa (10) en 10,17S-diHDHA y 7S,17S-diHDHA (ver las figuras 10, 11, 12y 14).

Debido a las propiedades de los productos derivados de omega-3 de COX-2 acetilado mediante biosintesis
transcelular aparentemente atentdan sucesos en la inflamacién, aparentemente de una manera funcionalmente
redundante (es decir, la serie 17R-HDHA, las series 18R-HEPA y 15R-HEPA), se crea el término "resolvinas"
para esta familia de nuevos compuestos y acciones bioldgicas. Las resolvinas, por definicion, se generan
endégenamente dentro de la etapa de resolucion inflamatoria y regulan negativamente el nimero de células
leucociticas en el exudado para preparar una resolucién ordenada y a tiempo. Los presentes resultados indican
que la serie 17R de rutas de DHA dihidroxi y trihidroxi es potente en modelos relevantes de inflamacion. Es
probable que estos compuestos también presentaran acciones en otros tejidos, en vista de los muchos informes
de las acciones clinicas de EPA y DHA, en los que las concentraciones elevadas de estos PUFA se utilizan y se
requieren para inducir respuestas in vitro. Los presentes resultados indican que las interacciones célula-célula en
sitios de resolucion de la inflamacion utilizan acidos grasos omega-3 para generar nuevos productos derivados
de omega-3, incluyendo la serie 17R-HDHA y la serie 18R-HEPE de productos bioactivos oxigenados
denominados resolvinas (figuras 8 y 13). Dadas sus potentes acciones, la produccion de resolvinas puede
proporcionar, en parte, una argumentacién que subyace a las acciones beneficiosas de los acidos grasos
omega-3 (15-22) en las enfermedades inmunolégicas y vasculares cronicas, asi como servir como nuevos
modelos biolégicos para el desarrollo terapéutico.

Tabla 1: impacto de los AINE sobre la conversion por COX-2 de DHA

% de inhibiciéon de % de incremento de

AINE 13-HDHA 17-HDHA
ASA 85,7 + 5,6% 97,8 + 2,0%
Indometacina 89,8 £ 0,5% 0,0%
Acetaminofeno 87,7 +4,3% 0,0%
NS398 (inhibidor de COX-2) 97,3+ 1,0% 0,0%

Los resultados son de medias + SEM, n=3. Se extrajeron los productos, se identificaron y se cuantificaron
utilizando estandares internos de deuterio y CL-EM-EM (ver Métodos). Los AINE se incubaron durante 30 min
con COX-2 recombinante humano (ver Métodos), ASA [2 mM], indometacina [200 uM], acetaminofeno (500 uM)
y NS398 (100 pM).
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto que presenta una estructura de la formula:

en el que

P1y P2 cada uno individualmente es un atomo de hidrégeno o un grupo protector de hidroxilo seleccionado
de entre un grupo acilo, un grupo alquilo, un grupo tetrahidropiranilo, un grupo trialquilsililo, un grupo glicol y
un grupo alilo;

Zis -C(O)OR’, -C(O)NR°R®, -C(O)H, -C(NH)NR°R®, -C(S)H, -C(S)ORY, -C(S)NR°R® 0 -CN;

cada R?® se selecciona independientemente de entre hidrégeno, alquilo (C4-Cs), cicloalquilo (Cs-Cs),
ciclohexilo, cicloalquilalquilo (C4-C+41), arilo (Cs-C1o), fenilo, arilalquilo (Ce-C16), bencilo, heteroalquilo de 2 a
6 miembros, cicloheteroalquilo de 3 a 8 miembros, morfolinilo, piperacinilo, homopiperacinilo, piperidinilo,
cicloheteroalquilalquilo de 4 a 11 miembros, heteroarilo de 5 a 10 miembros y heteroarilalquilo de 6 a 16
miembros;

cada R® es un grupo adecuado seleccionado independientemente de entre =0, -ORY, haloalquiloxi (C1-
Cs), -OCF3, =S, -SR?, =NR?, =NOR?, -NR°R", halégeno, -CF3, -CN, -NC, -OCN, -SCN, -NO, -NO2, =Nj,-Ns,
-S(O)R?, -S(O):R?, -S(0):0R?, -S(O)NR°R°, -S(0)NR°R°, -OS(O)R?, -OS(0):R’, -OS(O).,0R",
-OS(0):NR°R°,  -C(O)R?,  -C(O)OR?, -C(O)NR°R°, -C(NH)NRR®, -C(NR)NR°R’, -C(NOH)R?,
-C(NOH)NR°R®, -OC(O)R?, -OC(O)R?, -OC(O)NR°R’, -OC(NH)NR°R®, -OC(NR?)NR°R®, -[NHC(O)],R®,
-INR*C(O).R?,  -[NHC(O)l,OR?,  -[NR’C(O)].OR’,  -INR*C(O)l.NR°R®°,  -[NR°C(O)],NR°R",
-[NHC(NH)],.NR°R® y -INR*C(NR?)],.NR°R";

cada R’ es independientemente un grupo protector o R?, o, alternativamente, cada R°® es tomado junto con
el atomo de nitrogeno al que se encuentra unido para formar un cicloheteroalquilo o heteroarilo de 5 a 8
miembros que puede incluir opcionalmente uno o mas de los heteroatomos adicionales iguales o
diferentes y que puede sustituirse opcionalmente con uno o mas de los grupos R? iguales o diferentes o
RP adecuados;

cada R% es independientemente un grupo protector o R%; y

cada n es independientemente un nimero entero de 0 a 3,

en el que cualquier doble enlace carbono-carbono puede ser cis o trans,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el grupo protector representado por R° y R? se
selecciona independientemente de entre un grupo formilo, acetilo, trifluoroacetilo, bencilo, benciloxicarbonilo,
terc-butoxicarbonilo, trimetilsililo, 2-trimetilsilil-etanosulfonilo, ftritilo y tritilo sustituido, aliloxicarbonilo, 9-

fluorenilmetiloxicarbonilo, nitro-veratriloxicarbonilo, tetrahidropiranilo, glicol y alilo.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, que presenta la férmula:
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en el que
Z es -C(O)ORY,
R% es un grupo protector o R?,
R® es hidrogeno, alquilo (C4-Cs), cicloalquilo (Cs-Cs), ciclohexilo, cicloalquilalquilo (C4-C14), arilo (Cs-Cro),
fenilo, arilalquilo (Ce-C16), bencilo, heteroalquilo de 2 a 6 miembros, cicloheteroalquilo de 3 a 8 miembros,
morfolinilo, piperacinilo, homopiperacinilo, piperidinilo, cicloheteroalquilalquilo de 4 a 11 miembros, heteroarilo

de 5 a 10 miembros o heteroarilalquilo de 6 a 16 miembros, y

P1y P2 cada uno individualmente son un atomo de hidrégeno o un grupo protector de hidroxilo, y en el que
cualquier doble enlace carbono-carbono puede ser cis o trans,

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
3. Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que el atomo de carbono en C-17 presenta una configuracion R.

4. Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que el atomo de carbono C-10 presenta una configuracion S y el
atomo de carbono en C-17 presenta una configuracion S.

5. Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que el atomo de carbono C-10 presenta una configuracion R y el
atomo de carbono en C-17 presenta una configuracion S.

6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada Py y P, son atomos de
hidrégeno, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que Z es un acido carboxilico o un éster
carboxilico, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que Z es COOR?, en el que R* es hidrégeno, alquilo (C4-Ce),
cicloalquilo (C3-Cs), cicloalquilalquilo (C4-C11) o arilalquilo (Ce-C16) 0 sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Compuesto segun la reivindicacion 7, en el que Z es una sal de acido carboxilico.

10. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto presenta la estructura:

o una sal o éster farmacéuticamente aceptable del mismo.

11. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores
o una sal o éster farmacéuticamente aceptable del mismo.

12. Compuesto o composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la utilizacion en el
tratamiento o la prevencion de la inflamacién en un sujeto.
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7.17R di: 4,11, 17R-tri-HDHA
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5,12, 18R-triHEPE
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17R-HDHA

Transferencia de exudado §g
(ASA+DHA)

ATL
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Fig. 5C
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Fig. 16

Comparacion directa de nuevo 5S,18(+/-)-diHEPE y resolvina E1:

reducen la infiltracién de neutréfilos en la peritonitis inducida por cimosano

Inhibicion de PMN (%)

60 1 #

[
50 - ol
40 il
30 4
20 1
10 4

0 - T
Resoclvina E1 5S,18(+/-)-diHEPE
100 ng 100 ng

# p>0,05 - diferencia estadisticamente no significativa entre compuestos

p<0,05- estadisticamente significativo en comparacién con el control de
peritonitis

Se inyectaron los compuestos (100 ng en 100 ul de solucién salina estéril)
mediante inyeccién intravenosa de bolo en la vena de la cola de ratones
FVB macho, seguido de 1 ml de cimosano A (1 mg/ml) en el peritoneo. Se
recolectaron los lavados peritoneales (2 h) y se realizaron recuentos de los
tipos celulares

78



ES 2700 133 T3

euuidse uis
SBUIA|OSSJ 8p UQIOBIBUSL)

Z22-D ua ugioepixo-ebawo

H

VHAHIP-SLL'SY

OuSaLI}ES020p 9p BNy

[eigaJad uols?| el .IN3I13d.

‘NINd 8p ugioonpoud e| ejiwi

ouaueso020qg-sziolL

HO

\ /)

HOOO
OH

!

opixgda-(Z1)9| ouelpawIalu|

Ll 614

79



ES 2700 133 T3

Fig. 18

Nuevo 4,17S-diHDHA y 10,17S-Docosatrieno:
reducen la infiltracién de leucocitos en peritonitis inducida
por cimosano

W o 2]
o o o

Porcentaje de inhibicion (%)
N
o

101
0- - St e N
100ng 200ng 10,17S-Docosatrieno
100ng

4,17S-dHDHA

Se inyectaron los compuestos (100 ng o 200 ng en 100 pl de solucion
§ salina estéril) mediante inyeccién intravenosa de bolo en |la vena de

la cola de ratones FVB macho seguido de 1 ml de cimosano A (1 mg/ml)

en el peritoneo. Se recolectaron los lavados peritoneales (2 h) y se

realizaron recuentos de los tipos celulares.
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