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DESCRIPCION
Enantiémeros de 2-hidroxiderivados de acidos grasos
CAMPO DE LA INVENCION

Esta descripcion hace referencia a un método de sintesis de productos racémicos y la separacion de sus isomeros
opticos [-] (que se corresponde con el enantiomero S) y [+] (que se corresponde con el enantiomero R) de
compuestos 2-hidroxiderivados de acidos grasos, a los propios enantiomeros aislados, a composiciones
farmacéuticas que los comprenden, y a sus usos como medicamentos en el tratamiento de enfermedades cuya
etiologia comun esta basada en alteraciones (de cualquier origen) en los lipidos de la membrana celular como, por
ejemplo: alteraciones en el nivel, en la composicidn o en la estructura de dichos lipidos, asi como en el tratamiento
de enfermedades en las que la regulacion de la composicion y estructura lipidica de la membrana puede inducir la
reversion del estado patolégico. El efecto terapéutico se consigue, preferentemente, a través de la regulacion
(activacion o inhibiciéon) de la actividad de la ceramida: fosfocolina colinfosfotransferasa (EC 2.7.8.27, IUBMB
Enzyme Nomenclature), o del nivel de su producto, la esfingomielina (SM). Como resultado de la actividad de esta
enzima y de la produccion de SM y su acumulacién en la membrana, en la célula tumoral, se produce un aumento
(hasta un 600% de incremento) de la proteina fibrilar acida de la glia (PFAG) y una reduccion (de hasta mas del
90%) en los niveles de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR). Tanto PFAG como DHFR pueden, por lo tanto, ser
utilizadas para la deteccién de la eficacia terapéutica de farmacos para el tratamiento de enfermedades mediadas
por la actividad de la esfingomielina sintasa o de la propia SM. La presente descripcién también hace referencia a la
elaboracion de un kit que se base en la deteccién de dichas enfermedades.

Adicionalmente, tanto la enzima EC 2.7.8.27, como la esfingomielina (SM), pueden ser usadas como marcadores
moleculares del efecto de los compuestos descritos en el presente documento sobre las enfermedades
anteriormente descritas. Por lo tanto, esta descripcion también abarca un método in vitro para el
diagndstico/prondstico de dichas enfermedades basado en la actividad de dicha enzima EC 2.7.8.27, y/o del nivel de
SM, PFAG o DHFR; asi como un kit que comprende medios especialmente disefiados para llevar a cabo dichos
diagndsticos/prondsticos. Estos métodos y kits estarian basados en la determinacion de los cambios inducidos por
tratamientos con las moléculas citadas en el presente documento o en la posibilidad de cambiar las entidades
moleculares indicadas anteriormente con dichos tratamientos.

Ademas, la enzima EC 2.7.8.27 y/o el nivel de la SM pueden ser utilizados como dianas terapéuticas a la cuales
dirigir moléculas capaces de revertir su estado alterado y, consecuentemente, tratar aquellos procesos patoldgicos
que se hubieran desarrollado, o se fueran a desarrollar en un futuro, como consecuencia de la actividad anormal de
la enzima EC 2.7.8.27 o del nivel inadecuado de SM. Asi, tanto la enzima EC 2.7.8.27, como la propia SM, pueden
ser la base para el disefio de procedimientos de seleccion (screening, en inglés) de compuestos candidatos con el
objetivo de conseguir moléculas que, como por ejemplo los enantidmeros [-] (también denominado S) y [+]
(correspondiente a la forma R) de compuestos 2-hidroxiderivados de acidos grasos descritos en el presente
documento, que tienen la capacidad de regular la actividad de la enzima EC 2.7.8.27 y/o el nivel de SM, ejerciendo
un efecto terapéutico.

Asi, debido a su amplio espectro de aplicacion, esta invencion es susceptible de ser englobada en el campo de la
medicina y la farmacia de forma general. Cabe destacar que, dado que las agencias reguladoras en materia
farmacéutica exigen la existencia de métodos o kits de seguimiento de la eficacia de un compuesto con una
determinada actividad terapéutica, tanto la descripcion de los compuestos, como su sintesis, su ambito terapéutico y
su deteccién deben considerarse partes de esta divulgacion.

ESTADO DE LA TECNICA

Las membranas celulares son estructuras que definen la entidad de las células y de los organulos en ellas
contenidas. En las membranas, o en sus proximidades, ocurren la mayoria de los procesos biolégicos. Los lipidos no
sélo tienen un papel estructural, sino que también regulan la actividad de importantes procesos. Es mas, la
regulacion de la composicion lipidica de la membrana también influye en la localizacién o la funcion de importantes
proteinas implicadas en el control de la fisiologia celular, como las proteinas G o la PKC (Escrib4 et al., 1995;
Escriba et al., 1997; Yang et al., 2005; Martinez et al., 2005). Estos y otros estudios demuestran la importancia que
tienen los lipidos en el control de importantes funciones celulares. De hecho, numerosas enfermedades en humanos
tales como (entre otras): el cancer, enfermedades cardiovasculares, procesos neurodegenerativos, obesidad,
desordenes metabdlicos, inflamacion, enfermedades infecciosas y enfermedades autoinmunes, se han relacionado
con alteraciones en los niveles o en la composicion de los lipidos presentes en las membranas bioldgicas,
evidenciandose, ademas, los efectos beneficiosos que presentan los tratamientos con otros acidos grasos distintos a
los de la presente invencion y que regulan la composicion y estructura de los lipidos de membrana, pudiendo ser
empleados para revertir dichas enfermedades (Escrib4 et al., 2006).

Los lipidos que se ingieren en la dieta regulan la composicién lipidica de las membranas celulares (Alemany et al.,
2007). Asimismo, diferentes situaciones fisioldégicas y patolégicas pueden cambiar los lipidos presentes en las
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membranas celulares (Buda et al., 1994; Escriba et al., 2006). Los cambios en la composicién lipidica de las
membranas pueden influir sobre la sefalizacion celular, dando lugar al desarrollo de enfermedades o bien revertirlas
(Escriba et al., 2006).

Diferentes estudios realizados durante los ultimos afios indican que los lipidos de membrana desempefian un papel
mucho mas importante del que se les habia asignado hasta ahora (Escriba et al., 2008). Un ejemplo de dicha
importancia lo constituyen los peces que viven en rios con temperatura variable: sus lipidos experimentan
importantes cambios (cambios en abundancia y tipos de lipidos de membrana) cuando la temperatura baja desde
20°C (verano) hasta 4°C (invierno) (Buda et al., 1994). Estos cambios permiten el mantenimiento de sus funciones
en tipos celulares de muy diversa naturaleza. Por ello, se podria decir, que los lipidos de membrana pueden
determinar el buen o mal funcionamiento de multiples mecanismos de sefializacion celular. Dado que un organismo
enfermo lo es porque sus células estan enfermas, las alteraciones en los lipidos de membrana pueden dar lugar a la
aparicion de enfermedades. De forma analoga, formulaciones terapéuticas, nutracéuticas o cosméticas, enfocadas a
regular los niveles de lipidos de membrana, pueden prevenir y revertir (curar) procesos patolégicos. Ademas,
numerosos trabajos indican que el consumo de grasas saturadas y trans-monoinsaturadas esta relacionado con el
deterioro de la salud. Enfermedades vasculares y tumorales, entre otras, se han relacionado directamente con este
tipo de lipidos (Stender et al., 2004). El deterioro de un organismo se manifiesta en la aparicion de éstos y otros tipos
de enfermedades.

Las membranas celulares constituyen la barrera selectiva a través de la cual una célula intercambia metabolitos e
informacion con otras células y con el medio extracelular que la rodea. Sin embargo, las membranas desempefian
otras funciones muy importantes a nivel celular. Por una parte, sirven de soporte a proteinas implicadas en la
recepcion o emisidon de mensajes que controlan importantes parametros organicos. Dichos mensajes, mediados por
numerosas hormonas, neurotransmisores, citoquinas, factores de crecimiento, activan proteinas de membrana, que
propagan la sefial recibida a través de otras proteinas, algunas de las cuales también se ubican en la membrana.
Dado que (1) estos sistemas funcionan como cascadas de amplificacidn y (2) que los lipidos de membrana pueden
regular la localizaciéon y funciéon de dichas proteinas, la composicion lipidica de las membranas puede tener un
impacto importante en la funcionalidad celular. En concreto, la interaccién de ciertas proteinas (denominadas
periféricas, como las proteinas G, la proteina kinasa C, la proteina Ras) con la membrana celular depende de la
composicion lipidica de la misma (Vogler et al., 2004; Vogler et al., 2008). Por otro lado, la composicion lipidica de
las membranas celulares esta influenciada por el tipo y la abundancia de los lipidos ingeridos (Perona et al., 2007).
De esto se deduce que la ingesta de lipidos puede regular la composicion lipidica de las membranas, que a su vez
puede controlar la interaccion (y por ello la actividad) de importantes proteinas de sefializacién celular (Yang et al.,
2005).

El hecho de que los lipidos de membrana puedan controlar la sefalizacién celular, sugiere que también puedan
regular el estado fisiologico de las células. De hecho, se han descrito efectos tanto negativos, como positivos de los
lipidos sobre la salud (Escriba et al., 2006; Escriba et al., 2008). Estudios preliminares han demostrado que el acido
2-hidroxioleico, que es un acido graso monoinsaturado, es capaz de revertir ciertos procesos patoldgicos, como el
sobrepeso, la hipertension o el cancer (Alemany et al., 2004; Martinez et al., 2005; Voégler et al., 2008).
WO02010/106211 A1 describe el acido 2-hidroxi-9,12-octadecanoico (182A1) y su sal de sodio (182B1) para uso en
la prevencién y tratamiento de varias patologias.

Las enfermedades cardiovasculares estan frecuentemente asociadas a la hiperproliferacién de las células que
constituyen los tejidos cardiaco y vascular. Esta hiperproliferacion de células cardiovasculares da lugar a depésitos
en el lumen interno de los vasos y cavidades del sistema cardiovascular que se traducen en una amplia gama de
enfermedades, como la hipertension, la aterosclerosis, la isquemia, infartos, etc. (Schwartz et al., 1985). De hecho,
se ha sugerido el desarrollo de medicamentos que eviten la proliferacion celular para la prevencion y tratamiento de
enfermedades cardiovasculares (Jackson et al., 1992).

La obesidad o el sobrepeso se producen por una alteracion entre el balance de ingesta y gasto energético que se
debe, en parte, a alteraciones en los mecanismos que regulan estos procesos. Por otro lado, esta patologia se
caracteriza por la hiperplasia (aumento en el nimero de células) o hipertrofia (aumento en el tamafo) de las células
del tejido adiposo, los adipocitos. Numerosos estudios demuestran que los acidos grasos, bien libres o como parte
de otras moléculas, pueden influir sobre una serie de parametros relacionados con la homeostasis energética, como
la masa de grasa corporal, el metabolismo lipidico, la termogénesis o la ingesta, entre otros (Végler et al., 2008). En
este sentido, la modificacion de acidos grasos podria ser una estrategia para regular la homeostasis energética v,
por ello, el peso corporal. De hecho, en la presente descripcion, se muestra como los niveles bajos de SM en células
se asocian a proliferacion celular incrementada y que dicha alteracion se relaciona con el estado patolégico de
células humanas. Es mas, la regulacion de la enzima EC 2.7.8.27 mediante las moléculas descritas en el presente
documento puede normalizar los niveles de SM en células patologicas y, por ello, revertir las alteraciones
patofisioldgicas aqui descritas. En el contexto de las patologias metabdlicas, ademas de la obesidad, la ingesta
lipidica también determina la aparicion de otros procesos patoldgicos, como la hipercolesterolemia, la
hipertrigliceridemia, la diabetes o el sindrome metabdlico (Sloan et al., 2008)
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Los procesos neurodegenerativos dan lugar a una serie de enfermedades con diferentes manifestaciones, pero con
la caracteristica comun de estar ocasionadas por degeneracion de las células del sistema nervioso central y/o
periférico. Algunos de estos procesos neurodegenerativos suponen una merma importante de la capacidad cognitiva
de los pacientes, como la enfermedad de Alzheimer o la demencia senil. Otras, dan lugar a alteraciones de tipo
motor, como la enfermedad de Parkinson o diferentes tipos de esclerosis. Finalmente, ciertas enfermedades
neurodegenerativas pueden derivar en procesos que resultan en ceguera, problemas de audicién, desorientacion,
alteraciones en el estado de animo.

Un ejemplo de desorden neurodegenerativo bien caracterizado lo constituye la enfermedad de Alzheimer, en la que
se ha observado la formacién de placas seniles, compuestas por restos de proteinas de membrana (como el péptido
B-amiloide) procesadas erroneamente, que se acumulan en el exterior de las células, y de ovillos de neurofilamentos
de proteina Tau, que aparecen en el interior celular. Este proceso se ha asociado a alteraciones en el metabolismo
del colesterol y la consecuente alteracién de los niveles de colesterol en las membranas (Sagin et al., 2008). De
hecho, el desarrollo de esta enfermedad estd relacionado con otras enfermedades en las que se han descrito
alteraciones del metabolismo lipidico, y mas concretamente del colesterol, como las de tipo cardiovascular.

Por otro lado, la esclerosis y otros procesos neurodegenerativos se relacionan con la “desmielinizaciéon”, cuyo
resultado neto es la pérdida de lipidos en la cubierta de los axones neuronales, resultando en alteraciones en el
proceso de propagacién de sefales eléctricas. La mielina es una capa lipidica que rodea los axones de muchas
neuronas y que esta formada por una sucesion de repliegues en espiral de la membrana plasmatica de células de la
glia (células de Schwann). Por todo ello, esta claro que los lipidos juegan un papel importantisimo en el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas. Es mas, se ha comprobado que los &cidos grasos poliinsaturados naturales no
modificados tienen un moderado efecto preventivo sobre el desarrollo de procesos neurodegenerativos (Lane et al.,
2005).

Las enfermedades metabdlicas forman un conjunto de patologias caracterizadas por la acumulacion o el déficit de
ciertas moléculas. Un ejemplo tipico lo constituye la acumulacién de colesterol y/o de triglicéridos por encima de los
niveles normales. El aumento en los niveles de colesterol y/o triglicéridos, tanto a nivel sistémico (por ejemplo, el
aumento en los niveles plasmaticos) como a nivel celular (por ejemplo, en las membranas celulares) se asocia a
alteraciones en la sefalizacidon celular que desembocan en disfunciones a varios niveles, y que se deben
normalmente a errores en la actividad de ciertos enzimas o el control de dichas proteinas. Entre las patologias
metabodlicas mas importantes se encuentran la hipercolesterolemia (elevados niveles de colesterol) y la
hipertrigliceridemia (elevados niveles de triglicéridos). Estas enfermedades tienen tasas de incidencia, de morbilidad
y mortalidad elevadas, por lo que su tratamiento es una necesidad de primer orden. Asimismo, los lipidos ingeridos
pueden determinar la aparicién de diabetes (Sloan et al., 2008).

El papel protector de ciertos acidos grasos insaturados sobre ciertas enfermedades ya ha sido descrito por
diferentes investigadores. De esta forma, los acidos grasos insaturados ralentizan el desarrollo de cancer y tienen
efectos positivos contra el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, patologias neurodegenerativas,
metabolismo, obesidad, inflamacion (Trombetta et al., 2007; Jung et al., 2008; (Florent et al., 2006). Sin embargo, la
actividad farmacolégica de estos compuestos es muy limitada debido a su rapida metabolizacién y escaso tiempo de
vida media en la sangre. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de acidos grasos insaturados con una
metabolizacion mas lenta, y que como consecuencia de la cual su presencia en la membrana celular se vea
aumentada, en comparacién a la de los acidos grasos insaturados hasta ahora utilizados, y que faciliten la
interaccion entre proteinas periféricas para la sefializacion celular. Las moléculas descritas en el presente
documento reunen las caracteristicas estructurales que determinan un efecto positivo sobre la salud de ciertos
acidos grasos naturales, junto a modificaciones moleculares que potencian el efecto de las moléculas originales y
ademas impiden su rapida hidrdlisis (metabolizaciéon), ambas caracteristicas imprescindibles para determinar su
actividad farmacoldgica.

Ahondando en la importancia de los lipidos de la membrana celular, los esfingolipidos o esfingofosfolipidos son una
clase importante de lipidos de las membranas celulares y son los mas abundantes en los tejidos de los organismos
mas complejos. Las moléculas de esfingolipidos presentan propiedades anfipaticas, es decir, tanto hidréfobas como
hidréfilas, lo que les permite desempefar un papel importante en la formaciéon de membranas bioldgicas. Algunos de
los glucoesfingolipidos se encuentran en la superficie de los gldbulos rojos de la sangre y del resto de células,
actuando como antigenos y constituyendo los grupos sanguineos.

Por lo tanto, los esfingolipidos tienen una gran importancia biolégica por el papel de sefalizacion celular que
desempefian. Concretamente, la SM es un tipo de esfingolipido muy abundante en las membranas celulares de
todos los organismos (Huitema et al., 2004). Se localiza principalmente en la monocapa externa de la membrana
plasmatica donde tiene una funcién esencial en la formacién de microdominios denominados lipid rafts, que son
areas especializadas de la membrana celular con importantes funciones en la sefializacion celular, ya que en estos
dominios se concentran proteinas que interaccionan entre si gracias a la aproximacion que se deriva de su unién a
los lipidos (Simons y Toomre, 2000). La enzima EC 2.7.8.27 es responsable de la sintesis de SM mediante la
transferencia de una fosfocolina al grupo hidroxilo primario de la ceramida para formar la SM y el 1,2-diacilglicerol
(DAG). Esta enzima ocupa una posicidon central en el metabolismo de esfingolipidos y glicerofosfolipidos. La EC
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2.7.8.27 se localiza en la membrana plasmatica, en el aparato de Golgi y también se ha detectado su actividad en la
membrana nuclear y en la cromatina (Albi et al., 1999). La EC 2.7.8.27 también actida como regulador de los niveles
de ceramida y del diacilglicerol (DAG) siendo ambas moléculas a su vez reguladoras de la muerte celular
programada por apoptosis y por autofagia (Jiang et al., 2011; Van Helvoort et al., 1994; Tafesse et al., 2006). La
cabeza polar de la SM es muy voluminosa e impide el anclaje de proteinas, como Ras, que tienen lipidos
ramificados (como los restos isoprenilo, farnesilo o geranilgeranilo), mientras que favorece el anclaje de otras
proteinas que tienen restos de acidos grasos saturados (como los acidos miristico o palmitico).

Por lo tanto, dada la importancia de la enzima EC 2.7.8.27 y de la SM en el correcto funcionamiento y estructura de
la membrana celular, y la sabida relacion existente entre las alteraciones, tanto estructurales, como funcionales de
los lipidos localizados en la membrana celular con el desencadenamiento de varias enfermedades como, por
ejemplo: cancer, enfermedades cardiovasculares, obesidad, enfermedades neurodegenerativas y metabdlicas; es
importante encontrar compuestos capaces de regular la actividad de dicha enzima y, consecuentemente, el nivel de
SM, y con ello poder revertir patologias cuyo origen se deba a una actividad anormal de la enzima y/o a un nivel
alterado de SM. Dado que actualmente las agencias reguladoras de comercializacion de medicamentos, como la
Agencia Espafola del Medicamento, la Agencia Europea de Medicinas (EMA), la Administracion de Alimentos y
Farmacos (Food and Drug Administration), solicitan la existencia de metodologias de seguimiento de la eficacia de
los medicamentos, es aconsejable la identificacion de moléculas cuyos cambios en expresiéon o actividad (entre
otros) puedan predecir la eficacia de un compuesto, para garantizar que un paciente recibe la medicacién adecuada.
Por ello, se pueden considerar como divulgaciones relacionadas aquellas que permiten la correcta aplicacion de los
tratamientos. La presente descripcion hace referencia a la sintesis de una serie de compuestos 2-hidroxiderivados
de acidos grasos, a la separacion de sus formas racémicas y sus aplicaciones terapéuticas. Ademas, la presente
descripcién también comprende la descripcidon de las dianas celulares de su actividad y, ademas, de biomarcadores
que permiten determinar la eficacia de los referidos compuestos, asi como los procesos que se emplean para ello.

Adicionalmente, es importante también encontrar compuestos capaces de regular la actividad de otras enzimas
implicadas en el metabolismo lipidico, por ejemplo, la enzima serin-palmitoil transferasa (EC 2.3.1.50); o la enzima
estearoil-CoA desaturasa (ECD, EC 1.14.19.1) responsable de la sintesis de acido oleico. La ceramida producida
por la actividad de la EC 2.3.1.50 es una molécula lipidica de gran interés bioldgico. Un papel relevante de la
ceramida es su participacion en la induccion de apoptosis, también denominada muerte celular programada (Llado6 et
al., 2010). La apoptosis es un proceso biolégico muy regulado que sirve para eliminar células no utiles o que
comprometen la salud del organismo. En este sentido, es frecuente que las células tumorales desarrollen
mecanismos moleculares para escapar a la apoptosis (Llad6 et al., 2010).

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Breve descripcion de la invencion

De forma preferida, la presente descripcion se focaliza en resolver las alteraciones en los niveles celulares de SM,
para encontrar compuestos capaces de revertir el nivel de expresion alterado de la enzima EC 2.7.8.27 mediante su
activacion (en caso de que la enzima esté infra-expresada o que presente una actividad reducida) o mediante su
inhibicion (en caso de que la enzima esté sobre-expresada o que presente una actividad aumentada), consiguiendo
controlar los niveles de SM sintetizados por dicha enzima y, consecuentemente, revertir los procesos patolégicos
debidos a la desregulacién de la enzima o a niveles anormales de SM.

Asi, para la consecucion de dicho objetivo, se llevo a cabo un procedimiento de y aislamiento de los enantidmeros [-]
y [+] de compuestos 2-hidroxiderivados de acidos grasos, los cuales, como se demuestra mas abajo en los
ejemplos, son capaces de regular la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, y, consecuentemente, el nivel de SM
sintetizada. Estos acidos grasos presentan mayor vida media en sangre que los acidos grasos naturales. De hecho,
la presente descripcidon hace referencia a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos enantiémeros, y a
su uso como medicamentos en el tratamiento de enfermedades cuya etiologia comun esta basada en alteraciones
(de cualquier origen) de los lipidos de la membrana celular como, por ejemplo: alteraciones en el nivel, en la
composicién o en la estructura de dichos lipidos, asi como en el tratamiento de enfermedades en las que la
regulacion de la composicion y estructura lipidica de membrana induzca la reversién del estado patolégico. El efecto
terapéutico se consigue, preferentemente, a través de la regulacion (activacion o inhibicion) de la actividad de la
enzima EC 2.7.8.27, y/o del nivel de su producto, la SM, o incluso del nivel de PFAG y/o de DHFR. Ademas de la
regulacion efectuada sobre la enzima EC 2.7.8.27, la presente descripcion muestra que el compuesto 20HOA regula
la actividad de otros enzimas implicados en el metabolismo lipidico, por ejemplo, en células U118. Por tanto, se
investigd la enzima EC 2.3.1.50. En la presente descripcion, se muestra que el 20HOA estimula la actividad de la
EC 2.3.1.50 (Ejemplo de ref. 8 y Figura 9), provocando la muerte celular programada en células de leucemia
humana. Por otro lado, también se encontré una reduccion importante en los niveles de acido oleico en las
membranas de células U118 tratadas con 20HOA demostrandose que el 20HOA es un potente inhibidor de la EC
1.14.19.1, enzima responsable de la sintesis del acido oleico a partir del 4cido esteérico (Ejemplo de ref. 9 y Figura
10). En este sentido, cabe indicar que, tanto EC 2.7.8.27, como EC 2.3.1.50 son enzimas correspondientes al
metabolismo de los esfingolipidos, que estan relacionados por pertenecer a la via metabdlica de un mismo tipo de
moléculas. Por otro lado, el enzima EC 1.14.19.1 es un modificador de acidos grasos. Su relaciéon con los otros dos
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enzimas es que los esfingolipidos siempre llevan cadenas de acidos grasos en su estructura. Como cada acido
graso dota de propiedades distintas a los esfingolipidos, el hecho de que éstos puedan modificarse repercute en su
actividad biologica. Por ello, se puede afirmar que los tres enzimas citados en la presente descripcion estan
intimamente relacionados y por ello es normal que una misma molécula pueda regular la actividad de los 3 enzimas.

Los enantiomeros [-] (también isdmero S) y [+] (también isomero R) de esta descripcion se diferencian en la
direccion de desvio de la luz polarizada. Si el isobmero Optico desvia la luz polarizada hacia la derecha (en
orientacién con las manecillas del reloj) se representa con el signo [+] (es el isdmero dextrégiro o forma dextro). En
cambio, si el isébmero éptico desvia la luz polarizada hacia la izquierda (en orientaciéon contraria con las manecillas
del reloj) se representa con el signo [-] (es el isémero levdgiro o forma levo).

Concretamente la presente descripcion evidencia que el enantiémero [-] de compuestos 2-hidroxiderivados de
acidos grasos actua como activador de dicha enzima, regulando positivamente la sintesis de SM, un esfingolipido
que, como se explica mas arriba, es mayoritario en las membranas de células humanas y animales, e indispensable
para la correcta estructuracion de la bicapa lipidica y funcionamiento de la célula. Por lo tanto, dicho enantiémero [-]
puede ser usado para la elaboracion de una composicidon farmacéutica para el tratamiento de aquellas patologias
cuya etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o funcionales de los lipidos localizados en la membrana
celular, tales como: cancer, obesidad, diabetes, debidas a una actividad anormalmente baja de referido enzima EC
2.7.8.27. Asimismo, la forma racémica es activadora de este enzima, puesto que predomina la actividad del isémero
[-] (que es el activo) sobre el isémero [+] (que no induce la actividad del enzima). En este sentido, la actividad
positiva de la forma racémica se considera que se debe al hecho que la activaciéon que induce la sintesis de nuevas
moléculas de SM es més importante que la inhibicion que puede silenciar moléculas de enzima que anteriormente
no estaban activas. En todo caso, el poder activador de la forma racémica es inferior a la del enantiémero [-], lo que
explica su menor actividad terapéutica.

Tal y como se muestra en los ejemplos de la presente descripcion, es importante hacer notar que el enantiémero [-]
de compuestos 2-hidroxiderivados de acidos grasos exhibe un efecto terapéutico mejorado respecto al racémico
(que contiene cantidades iguales de los dos enantidmeros). Ademas, también es destacable el hecho de que el
enantiomero [-] de compuestos 2-hidroxiderivados de acidos grasos presenta menor toxicidad y efectos secundarios
que el racémico y que el enantidmero [+] (ver Tabla 3, Ejemplo 7 de referencia).

Ademas, la presente descripcion también muestra que el enantiomero [+] de compuestos 2-hidroxiderivados de
acidos grasos actua como inhibidor de dicha enzima EC 2.7.8.27 regulando negativamente la sintesis de SM,
pudiendo ser utilizado en investigacion basica para el estudio de la regulacion de la propia enzima EC 2.7.8.27, o
para el tratamiento de enfermedades caracterizadas por una actividad anormalmente alta de la enzima EC 2.7.8.27,
y/o un nivel anémalamente alto de SM, como, por ejemplo, la fibrosis quistica (Slomiany et al., 1982). Por otro lado,
los niveles altos de colesterol se han asociado a alteraciones cardiovasculares importantes. En este sentido, el
colesterol se suele asociar con la SM para formar unos dominios de membrana muy ordenados, denominados en la
literatura cientifica “lipid rafts” o “Lo” (liquid ordered es decir, liquido ordenado). El aumento de colesterol favorece el
aumento de estas regiones lipidicas, lo que supone cambios en la sefializacion celular que pueden dar lugar a
diferentes enfermedades o alteraciones cardiovasculares y metabdlicas. Por ello, la reduccion de los niveles de SM
en casos de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia puede ayudar a disminuir los niveles de colesterol y
triglicéridos en plasma y membranas. De esta forma, el enantidmero [+] tendria un papel protector en ciertos tipos de
desérdenes, como la hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia, ya que induce reducciones en los niveles séricos
de estos lipidos y reducciones en los niveles de SM que concurririan en una reduccién de la densidad de lipid rafts
en las células.

Adicionalmente, dado que la enzima EC 2.7.8.27 es responsable de la sintesis de SM vy, por ende, de la correcta
estructura y funcidon de la membrana celular, tanto la enzima como la propia SM podrian considerarse como
marcadores moleculares, utilizables para llevar a cabo un método de diagnéstico y/o pronédstico in vitro de
enfermedades basadas en alteraciones en la membrana celular. Dichos cambios no ocurren de forma natural, sino
que vienen originados por la actividad de los compuestos resefiados en la presente descripcion. Ademas, se ha
podido comprobar que los compuestos de la presente descripcion también regulan los niveles de las proteinas
DHFR y PFAG. Consecuentemente, la presente descripcion también hace referencia a un método / kit para llevar a
cabo el diagnéstico o pronédstico de dichas patologias que comprende reactivos o medios capaces de evaluar la
actividad de la enzima EC2.7.8.27, y/o el nivel de SM, DHFR o PFAG vy, consecuentemente, implementar dicho
diagnostico/pronostico como método para seguir la eficacia del tratamiento de los pacientes.

Por el mismo motivo, dicha enzima EC2.7.8.27 y/o su producto, la SM, pueden ser consideradas como dianas
terapéuticas a las cuales dirigir moléculas capaces de regular la actividad de la enzima, y/o el nivel de SM, v,
consecuentemente, revertir aquellos procesos patoldgicos que se hubieran desarrollado, o se fueran a desarrollar en
un futuro, como consecuencia de la alteracién en la actividad de la enzima o en el nivel de SM, DHFR o PFAG. Asi,
a modo de ejemplo, el enantidmero [-] descrito en el presente documento sirve para ilustrar el posible uso de la
enzima EC 2.7.8.27 como diana terapéutica, al activar su funcion enzimatica en procesos patolégicos en los que
dicha funcion es deficitaria, consiguiendo restablecer el nivel de SM a niveles normales. Por otro lado, la medicion de
la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, y/o los niveles de SM, y/o los niveles de PFAG, y/o los niveles de DHFR,

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2773784 T3

también serian utiles para realizar procedimientos de seleccion (screening, en inglés) de compuestos candidatos con
el objetivo de conseguir otras moléculas que, como los enantiémeros [-] y [+] descritos en el presente documento,
tuvieran la capacidad de regular la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, y/o el nivel de SM, y/o el nivel de PFAG, y/o
el nivel de DHFR, siendo capaces de revertir procesos patoldgicos.

Consecuentemente, la presente descripcion evidencia la particular importancia de seleccionar compuestos con
caracteristicas estructurales exclusivas como son: acidos grasos con al menos un doble enlace, con un total de
atomos de carbono (C) igual o menor a 20, y un carbono sustituido, particularmente con un radical hidroxilo (OH), en
el carbono 2 (o carbono a).

Concretamente, los compuestos a los que hace referencia la presente descripcion son los enantidmeros [-] y [+] de
Férmula I:

HOOC-HOCH-(CH,),-(CH=CH-CH,)-(CH,)-CH3 ()

donde a, b y ¢ toman valores independientes entre 0 y 6, teniendo en cuenta que la suma total de carbonos de la
molécula sea < 20.

Ademas, se establece que la forma terapéutica preferida descrita en el presente documento es el enantiémero [-]
(que corresponde a la configuracion S) de Férmula I, el cual se presenta como la forma mas efectiva en la activacion
de la enzima EC 2.7.8.27, por delante de la forma racémica, y del enantidmero [+] (que corresponde a la
configuracién R) de Férmula | que se presenta como un inhibidor de la enzima EC 2.7.8.27.

En un aspecto preferido, la presente descripcion hace referencia especial a los enantidmeros [-] y [+] de Férmula |
con los siguientes valores de a, by c:

Tabla 1

Foérmula
HOOC-HOCH-(CH2)6-(CH=CH-CHz2)1-(CH2)4CHs
HOOC-HOCH-(CH2)6-(CH=CH-CH2)1-(CH2)s-CH3
HOOC-HOCH-(CH2)6-(CH=CH-CH2)2-(CH2)3-CH3

( )
( )

HOOC-HOCH-(CH2)e-(CH=CH-CHz2)3-(CH2)o-CH3
HOOC-HOCH-(CH2)3-(CH=CH-CH2)3-(CH2)3-CH3

wlo|lo|o|o|w
wlw|N|[= ||
wlo|w|o|~|o

En un aspecto preferido, la presente descripcion hace referencia al enantiémero [-] de Férmula | [[]HOOC-HOCH-
(CH2)6-(CH=CH-CH2)1-(CH2)6-CH3, nombrado, a efectos de la presente descripcion, [-[]20HOA.

En otro aspecto particularmente preferido la presente descripcion hace referencia al enantiomero [+] de férmula
[+]HOOC-HOCH-(CHz)s-(CH=CH-CHz2)+-(CH2)s-CHs, nombrado, a efectos de la presente invencién, [+]20HOA.

A modo de ejemplo, las enfermedades caracterizadas por un déficit en la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, v,
consecuentemente, por un nivel de SM anormalmente bajo en las membranas celulares, y que podrian ser tratadas
o prevenidas con el enantiémero [-] descrito en el presente documento son:

e El cancer: cancer de préstata, cancer de mama, cancer de pancreas, leucemia, cancer de utero, cancer de
colon, cancer de cerebro, cancer de pulmoén (ver Tabla 2).

e Patologias vasculares: hipertension, arterioesclerosis, cardiomiopatias, angiogénesis, hiperplasia cardiaca.
e Patologias metabdlicas: diabetes, sindrome metabdlico u obesidad.
e Otras patologias: lesién medular, enfermedad de Alzheimer, esclerosis, celulitis.

Por lo tanto, mas especificamente, el primer aspecto de la presente descripcidén hace referencia a un enantiomero [-]
o [+] de un compuesto de Féormula |

HOOC-HOCH-(CH,),-(CH=CH-CHy)-(CHy),-CHs (1)

caracterizado porque a, b y ¢ toman valores independientes entre 0 y 6, con la condicién de que el numero total de
carbonos sea < 20. Preferentemente, el compuesto resulta de la seleccién de al menos una de las siguientes
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combinaciones de valores a, by c: a=6, b=1y ¢=6; a=6, b=1y c=4; a=6, b=2 y ¢=3; a=6, b=3 y ¢=0; y a=3, b=3 y
c=3.

Otro aspecto preferido descrito en el presente documento hace referencia a los compuestos de férmula: [+]HOOC-
HOCH-(CH2)6-(CH=CH-CH2)+-(CH2)s-CHs. A modo de ejemplo, las enfermedades caracterizadas por un exceso en la
actividad de la enzima EC 2.7.8.27, y, consecuentemente, por un nivel de SM anormalmente alto en las membranas
celulares, y que podrian ser tratadas o prevenidas con el enantidmero [+] descrito en el presente documento, son la
fibrosis quistica, la hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia.

Otro aspecto particularmente preferido descrito en el presente documento hace referencia a los compuestos de
férmula:

[-JHOOC-HOCH-(CH,) s-(CH=CH-CH,);-(CH,) s-CH.

Sin embargo, la presente invencioén se refiere a un enantiomero de férmula:

[-]HOOC-HOCH-(CH,)g-(CH=CH-CH,) - (CH,)5-CH,
0 sus sales farmaceuticamente aceptables.

Un segundo aspecto descrito en el presente documento, hace referencia al uso de al menos un compuesto de los
anteriormente mencionados para la elaboracion de una composicién farmacéutica destinada al tratamiento y/o
prevencion de patologias cuya etiologia comin sea alteraciones estructurales y/o funcionales de la membrana
celular, debidas a la desregulacién de la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, del nivel o concentracion de SM, del
nivel de PFAG o del nivel de DHFR, en células en general y en membranas, en particular.

Ademas la presente descripcidon cubre al menos un compuesto de los anteriormente mencionados para uso en el
tratamiento y/o prevencion de patologias cuya etiologia comin sea alteraciones estructurales y/o funcionales de la
membrana celular, debidas a la desregulacién de la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, del nivel o concentracion de
SM, del nivel de PFAG o del nivel de DHFR, en células en general y en membranas, en particular.

Incluso la presente descripcidon hace referencia a la propia composicién farmacéutica que comprenda al menos uno
de dichos compuestos y, opcionalmente, vehiculos farmacéuticamente aceptables. Asi, los compuestos descritos en
el presente documento pueden administrarse de forma independiente o formulados en composiciones farmacéuticas
donde se combinan con excipientes como por ejemplo: ligantes, ingredientes de relleno, desintegrantes, lubricantes,
recubridores, edulcorantes, saborizantes, colorantes, transportadores, y combinaciones de los mismos. Asimismo,
los compuestos descritos en el presente documento pueden formar parte de composiciones farmacéuticas en
combinacién con otros principios activos.

Asi, la presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un enantidmero
caracterizado por la formula:

[-IHOOC-HOCH-(CH,)g-(CH=CH-CH,) -(CH,)3-CHj

y/lo al menos una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y opcionalmente, cualquier excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Para usar los compuestos de la invencion como medicamentos, su administracion puede llevarse a cabo por
cualquier via como, por ejemplo: via oral (mediante pildoras, comprimidos o jarabes), mediante el aparato digestivo,
via rectal (mediante supositorios o0 enemas), via tépica (mediante cremas o parches), via inhalatoria, via inyeccion
parenteral, via inyeccion intravenosa, via inyeccion intramuscular o via inyeccién subcutanea, en la forma arriba
indicada o en cualquier tipo de forma farmacéuticamente aceptable, como por ejemplo: metilos, etilos, fosfatos, u
otros radicales de tipo éster, éter, alquilo.

Ademas, la presente invencion también se refiere a un enantimero caracterizado por la férmula:

[[][HOOC-HOCH-(CH>)g-(CH=CH-CH,)o-(CH5)3-CH»
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o sus sales farmacéuticamente aceptables para uso en el tratamiento y/o la prevencién de patologias seleccionadas
entre:

i) cancer; o0
ii) patologias vasculares; o
iii) patologias metabdlicas.

En un aspecto preferido, la descripcién hace referencia al uso del compuesto [-JHOOC-HOCH-(CH2)s-(CH=CH-
CH2)+-(CH2)6-CHs para la elaboracion de una composicion farmacéutica destinada al tratamiento y/o prevencion de
patologias cuya etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o funcionales en la membrana celular debidas a un
déficit en la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, un nivel anormalmente bajo de SM en la membrana celular, un nivel
anormalmente bajo de PFAG o un nivel anormalmente alto de DHFR; seleccionandose las patologias
preferiblemente entre: cancer de préstata, cancer de mama, cancer de pancreas, leucemia, cancer de utero, cancer
de colon, cancer de cerebro, cancer de pulmén, melanoma maligno y cancer hepatico; patologias vasculares:
hipertensioén, arterioesclerosis, cardiomiopatias, angiogénesis, hiperplasia cardiaca; patologias metabdlicas:
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, diabetes, sindrome metabdlico u obesidad.

Ademas, la presente descripcion hace referencia al uso de un compuesto [[]JHOOC-HOCH-(CH2)s-(CH=CH-CH2)-
(CH2)6-CHs en el tratamiento y/o prevenciéon de patologias cuya etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o
funcionales en la membrana celular debidas a un déficit en la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, un nivel
anormalmente bajo de SM en la membrana celular, un nivel anormalmente bajo de PFAG o un nivel anormalmente
alto de DHFR; seleccionandose las patologias preferiblemente entre: cancer preferentemente cancer de proéstata,
cancer de mama, cancer de pancreas, leucemia, cancer de Utero, cancer de colon, cancer de cerebro, cancer de
pulmén, melanoma maligno y cancer hepatico; patologias vasculares preferentemente hipertension,
arterioesclerosis, cardiomiopatias, angiogénesis, hiperplasia cardiaca; o patologias metabdlicas preferentemente:
diabetes, sindrome metabdlico u obesidad.

En otro aspecto preferido, la descripcion hace referencia al uso del compuesto de formula [+]HOOC-HOCH-(CH2)s-
(CH=CH-CH2)+-(CH2)¢-CHs para la elaboracién de una composicion farmacéutica destinada al tratamiento y/o
prevencién de patologias cuya etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o funcionales en la membrana
celular debidas a un exceso en la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, un nivel anormalmente elevado de SM en la
membrana celular, un nivel anormalmente alto de PFAG o un nivel anormalmente bajo de DHFR; siendo la
patologia, por ejemplo, la fibrosis quistica, la hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia.

Igualmente, la descripcion hace referencia al uso del compuesto de féormula [+]HOOC-HOCH-(CH2)s-(CH=CH-
CH2)+-(CH2)6-CHs para la elaboracion de una composicién farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion de
patologias cuya etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o funcionales en la membrana celular debidas a un
exceso en la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, un nivel anormalmente elevado de SM en la membrana celular, un
nivel anormalmente alto de PFAG o un nivel anormalmente bajo de DHFR; por ejemplo, la fibrosis quistica la
hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia.

Un tercer aspecto descrito en el presente documento hace referencia a un método de tratamiento y/o prevencion de
patologias cuya etiologia comin sea alteraciones estructurales y/o funcionales de la membrana celular, debidas a la
desregulacién de la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, del nivel de SM, del nivel de PFAG o del nivel de DHFR;
que comprende la administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto de
los citados anteriormente o composiciones que los comprendan.

En un aspecto preferido, la descripcion hace referencia a un método para el tratamiento y/o prevencion de
patologias cuya etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o funcionales en la membrana celular debidas a un
déficit en la actividad de la enzima EC 2.7.8.27 y/o a un nivel anormalmente bajo de SM en la membrana celular, y
que comprende la administracién al paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto [-]HOOC-
HOCH-(CH2)s-(CH=CH-CH2)+-(CH2)s-CH3 0 de una composicién que lo comprenda. En un aspecto preferido las
patologias se seleccionan preferiblemente entre: cancer preferentemente cancer de prostata, cancer de mama,
cancer de pancreas, leucemia, cancer de utero, cancer de colon, cancer de cerebro, cancer de pulmén; patologias
vasculares: hipertension, arterioesclerosis, cardiomiopatias, angiogénesis, hiperplasia cardiaca; o patologias
metabolicas: hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, diabetes, sindrome metabdlico u obesidad.

Otro aspecto preferido descrito en el presente documento hace referencia a un método de tratamiento y/o
prevencion de patologias cuya etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o funcionales en la membrana
celular debidas a un exceso en la actividad de la enzima EC 2.7.8.27 y/o a un nivel anormalmente elevado de SM en
la membrana celular, que comprende la administracién al paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto [+]HOOC-HOCH-(CH2)s-(CH=CH-CH2)+-(CH2)s-CH3s 0 de una composicién que lo comprenda. En una
realizacion preferida la patologia es, por ejemplo, la fibrosis quistica, la hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia.

A efectos de la presente descripcion una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a aquella cantidad que
revierte la enfermedad o la previene sin mostrar efectos secundarios adversos. Una “cantidad terapéuticamente

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773784 T3

eficaz” también es aquella que, produce un efecto terapéutico significativo con un nivel de toxicidad aceptable
cuando la enfermedad tratada fuera muy grave o mortal.

Un cuarto aspecto descrito hace referencia a un método in vitro para la seleccion de compuestos candidatos utiles
en el tratamiento y/o prevencion de patologias cuya etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o funcionales
de la membrana celular, y que comprende una evaluacién de la actividad de la enzima EC 2.7.8.27, del nivel de SM,
del nivel de PFAG o del nivel de DHFR en presencia de un posible compuesto candidato. Es decir, la presente
descripcién comprende el uso de la enzima EC 2.7.8.27, o de SM, PFAG o DHFR como dianas terapéuticas a las
cuales dirigir compuestos para tratar y/o prevenir las patologias anteriormente descritas, con la finalidad de disefar
herramientas terapéuticas capaces de alterar su actividad (p.ej., Figura 5) o niveles y a las que dirigir compuestos
con el objetivo de prevenir y/o tratar las patologias anteriormente descritas.

Un quinto aspecto descrito hace referencia a un método in vitro para el prondstico/diagndstico de patologias cuya
etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o funcionales de los lipidos localizados en la membrana celular y
que comprende determinar la desregulaciéon de la actividad de la enzima EC 2.7.8.27 y/o la presencia de un nivel
anormal de SM, del PFAG o de DHFR en la membrana celular u otros compartimentos celulares. Esta descripcion,
por tanto, comprende el uso de la enzima EC 2.7.8.27, o de SM, PFAG o DHFR, como marcadores moleculares a
través de los cuales realizar el diagnostico y/o prondstico de las patologias anteriormente descritas. La importancia
de la SM en la estructura y actividad de la membrana celular, y de determinar la desregulacién de la actividad de la
enzima EC 2.7.8.27 para la producciéon de este fosfolipido, hacen de la deteccién de la concentracién/actividad
celular de ambas en tejidos, plasma, liquido cefalorraquideo, orina y/o otros fluidos corporales, una herramienta para
la preparacion de kits de deteccion, diagnéstico y seguimiento de diferentes patologias comprendidas en la presente
invencion, tales como: cancer, hipertension, obesidad y enfermedades metabdlicas. Por este motivo, tanto la SM,
como la enzima EC 2.7.8.27 constituyen biomarcadores para la deteccion de enfermedades humanas, y, como se ha
dicho mas arriba, son dianas terapéuticas para el disefio de nuevas terapias para humanos.

Un aspecto preferido descrito en el presente documento hace referencia a un método in vitro para el
prondstico/diagnostico de patologias cuya etiologia comun sea alteraciones estructurales y/o funcionales de los
lipidos localizados en la membrana celular que comprende la determinacion de un déficit en la actividad de la
enzima EC 2.7.8.27, y/o la presencia de un nivel anormalmente bajo de SM, de un nivel anormalmente bajo de
PFAG o de un nivel anormalmente alto de DHFR en la membrana celular, preferentemente en patologias
seleccionadas entre: cancer preferentemente cancer de prostata, cancer de mama, cancer de pancreas, leucemia,
cancer de utero, cancer de colon, cancer de cerebro, cancer de pulmén, melanoma maligno y cancer hepatico;
patologias vasculares preferentemente hipertension, arterioesclerosis, cardiomiopatias, ictus, angiogénesis,
hiperplasia cardiaca; patologias metabdlicas: hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, diabetes, sindrome
metabdlico u obesidad.

Otro aspecto preferido descrito en el presente documento hace referencia a un método in vitro para el
pronostico/diagnostico de patologias cuya etiologia comin sea alteraciones estructurales y/o funcionales de los
lipidos localizados en la membrana celular que comprende la determinaciéon de un exceso en la actividad de la
enzima EC 2.7.8.27, y/o de la presencia de un nivel anormalmente alto de SM en la membrana celular donde, de
forma preferida, la patologia es fibrosis quistica, la hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia.

El sexto aspecto descrito hace referencia a kits para uso como método de prondstico/diagnéstico definido mas
arriba, que comprenden medios utiles para la determinacion de la actividad de la enzima EC 2.7.8.27 y/o del nivel de
SM, y/o del nivel de PFAG, y/o del nivel de DHFR en la membrana celular. Dichos medios utiles comprenden las
técnicas TLC y HPTLC, cromatografia de gases, analisis de imagen, espectroscopia de absorcion o fluorescencia,
microscopia optica, de fluorescencia, microscopia confocal, immunoblotting, inmunocitoquimica, ELISA o técnicas
similares (RIA, dot/slot blot, EIA, etc.).

En un aspecto preferido el kit se caracteriza porque el pronédstico/diagnéstico se lleva a cabo a través de la
cuantificacion directa de los niveles de esfingomielina, y/o de la cuantificacion indirecta de la misma a través de sus
precursores (por ejemplo, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, ceramida, etc.) o de sus derivados (por ejemplo,
esfingolipidos). De forma preferida el precursor es la ceramida, el derivado es NBD-Cer o NBD-SM y la medicion
indirecta se hace a través de la lisenina.

Otro aspecto descrito hace referencia a un método aislamiento y purificacién de los enantiomeros 20HOA que
comprende los siguientes pasos:

1. Hidroxilaciéon en medio acido del acido graso insaturado para producir el producto racémico.
Purificacion por recristalizacion y precipitacion del 2-hidroxiacido graso racémico en su forma de sal de
sodio.

3. Esterificacion de la mezcla racémica de la sal sddica del 2-hidroxiacido graso con una disolucion de acido
sulfurico en etanol, preferentemente al 10%.

4. Hidrdlisis enantio-selectiva del éster, catalizada por la lipasa de pseudomonas fluorescens (Amane Lipase,
cas #9001-62-1) a 25 °C.
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Control del progreso de la reaccién mediante cromatografia liquida.

Hidrdlisis de la mezcla con HCI diluido hasta pH menor de 2.

Extraccion de los productos en metil-tertbutil-éter (MTBE) y lavado de la fase organica.

Eliminacion del disolvente al vacio para obtener un crudo con la mezcla de &cido y éster.

Separacién de acido y éster mediante cristalizacion del primero.

0. Volver al paso 1) en el caso del acido y paso 2) en el caso del éster para iniciar el reprocesado de cada una
de las fracciones aisladas (acido y éster) hasta obtener la pureza enantiomérica deseada (95% de exceso
enantiomérico, que equivale a un 97,5% del enantidmero deseado y 2.5% del no deseado).

SVoNo O

La separacion y aislamiento de los dos enantiomeros del 20HOA no es conocida hasta la fecha. El aislamiento del
enantidémero [-] no habia podido llevarse a cabo hasta la fecha debido a su dificultad técnica.

La presente descripcion también hace referencia a un método in vitro de seguimiento de las alteraciones celulares
producidas sobre las células enfermas por el efecto de los compuestos descritos en el presente documento, u otros
compuestos que actien sobre el mismo proceso celular o sobre procesos celulares relacionados, produciendo la
curacion o la mejoria de las células afectadas en el paciente. Es decir, la presente descripcion comprende el uso de
la enzima EC 2.7.8.27, o de SM, DHFR o PFAG como marcadores moleculares cuyos cambios inducidos por el
tratamiento con las moléculas descritas en el presente documento permiten saber si el paciente responde al
tratamiento y, por lo tanto, determinar la eficacia del mismo y el tiempo que se debe de mantener. Estos métodos
también pueden permitir predecir si un paciente tiene posibilidades de responder al tratamiento con las moléculas
descritas en el presente documento, por lo que se pueden utilizar para realizar el diagndstico y/o prondstico de las
patologias anteriormente descritas. Dado que la alteracion de la composiciéon de la membrana, y en concreto de los
niveles de SM, da lugar a cambios en los niveles de las proteinas DHFR y PFAG, un aspecto preferido de la
presente descripcion hace referencia a un método que permite seguir los cambios inducidos por las moléculas
descritas en el presente documento u otras moléculas que realicen un efecto similar sobre las células patoldgicas.
Por lo tanto, el uso de la SM, el enzima EC 2.7.8.27, la DHFR y/o la PFAG ofrece la posibilidad de que la terapia
aplicada pueda cambiar sus niveles o actividad. La finalidad de esta determinacion es (1) la prediccion de la eficacia
del tratamiento para evitar que los pacientes potencialmente no respondedores sigan una terapia ineficaz y (2)
conocer la evolucion del paciente para confirmar que responde a la terapia y saber las dosis a suministrar en funcién
de la fase del tratamiento, asi como la duracion de dichas fases y del propio tratamiento en su totalidad. Como estos
aspectos son criticos para evitar gasto farmacéutico innecesario y para poder aplicar la terapia de la forma mas
racional posible, las grandes agencias reguladoras en materia farmacéutica solicitan la existencia de biomarcadores
y sistemas de diagndéstico como los aqui descritos.

De igual forma la presente descripcion hace referencia a un método para el tratamiento de pacientes que padecen
las patologias anteriormente descritas, que comprende la determinacion de la presencia de dicha desregulacion de
la enzima EC 2.7.8.27, del nivel de SM, del nivel de PFAG o del nivel de DHFR, y del tratamiento del paciente que
presenta dicha desregulacion con los compuestos descritos en el presente documento.

Ademas, la presente descripcidon hace referencia a un método para seleccionar la terapia para un paciente con una
patologia descrita en la presente invencion que comprende la determinacién de la presencia de dicha desregulacion
en la enzima EC 2.7.8.27, del nivel de SM, del nivel de PFAG o del nivel de DHFR vy la seleccion, en base a dicha
determinacion, de una terapia basada en los compuestos de la presente descripcion.

Con el propésito de ilustrar la presente descripcion se incluyen las siguientes definiciones:

e Alta/baja actividad de la enzima EC 2.7.8.27: actividad enzimatica que resulta en la aparicion de niveles
altos o bajos, respectivamente, de SM en membranas.

e Nivel alto/bajo de esfingomielina: se consideran niveles bajos de esfingomielina aquellos por debajo de un
15% de los fosfolipidos totales de la membrana. Se consideran niveles altos de esfingomielina aquellos por
encima de un 15% o mas de este fosfolipido, con respecto a los fosfolipidos totales.

e Nivel alto/bajo de PFAG: se considera un nivel alto de PFAG el que supone el doble o mas (= 200%) de los
niveles normales presentes en células de la glia, en referencia al total de miligramos de proteina. Se
considera un nivel bajo de PFAG el que implica la presencia de niveles de la mitad o menos (< 50%)
respecto a los niveles normales presentes en células de la glia, en referencia al total de miligramos de
proteina.

e Nivel alto/bajo de DHFR: se considera un nivel alto de DHFR el que supone el doble 0 mas (= 200%) de los
niveles normales presentes en células quiescentes del tipo que sean, en referencia al total de miligramos
de proteina. Se considera un nivel bajo de DHFR el que implica la presencia de niveles de la mitad o menos
(£ 50%) respecto a los niveles normales presentes en células quiescentes del tipo que sean, en referencia
al total de miligramos de proteina.
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Breve descripcion de las figuras
Figura 1.

A. El compuesto 20HOA induce un aumento significativo en la sintesis de SM en distintas lineas celulares de
cancer de cerebro humano (U118, SF767 y 1321N1), células de cancer de pulmén humano (A549) y células de
leucemia humana (Jurkat), pero no en células no tumorales (células de fibroblastos de pulmén humano MRCS5).
Asimismo, se ha estudiado también el efecto antitumoral sobre éstas y otras lineas tumorales (ver Tabla 2). Las
células fueron tratadas con vehiculo (agua con 5% de etanol, Control) o con el compuesto 20HOA, durante 24 horas
a una concentracion de 200 uM. Los valores del eje de ordenadas representan la media + ESM (error estandar de la
media de un numero de experimentos n = 3-5) de los niveles de SM (porcentaje sobre fosfolipidos totales),
determinados mediante procesos cromatograficos (seguido por espectroscopia y analisis de imagen), como
porcentaje respecto de los lipidos totales comparados con las células sin tratar (control). Los niveles de SM medidos
en células tumorales son significativamente inferiores a los de células normales y el compuesto 20HOA sdlo indujo
cambios significativos en células de cancer. Estos resultados indican que la enzima EC 2.7.8.27 es una diana
terapéutica para el tratamiento del cancer y un biomarcador para el seguimiento de la patologia y su evolucion
durante diferentes fases, y que, por otro lado, el compuesto 20HOA es un activador de esta enzima y revierte los
bajos niveles de SM que presentan las células tumorales. Ademas de las técnicas descritas arriba para medir la
actividad del enzima y los niveles de SM, se han probado otras técnicas que han dado resultados muy similares,
como la cromatografia de gases, la microscopia confocal, la espectroscopia de fluorescencia.

B. Imagenes de microscopia confocal mostrando el marcaje de la SM celular mediante unién de lisenina en
células de glioma humano U118 tratadas con vehiculo (Control) o con 20HOA (200 uM). Se puede apreciar en las
células tumorales que la cantidad de SM en la membrana es escasa y que los tratamientos con 20HOA inducen un
aumento dramatico en la cantidad de SM en la membrana, claro indicador de la activacion de la enzima EC 2.7.8.27.
Este experimento, ademas, muestra claramente que el aumento en el nivel de SM celular se debe principalmente a
una acumulacion en la membrana plasmatica de las células tumorales.

C. Paneles superiores: Marcaje especifico, mediante técnicas inmunocitoquimicas, de la SM (izquierda: lisenina
seguida de anticuerpo marcado con el fluoréforo Alexa 488), del ADN nuclear con Hoechst 33258 (centro: Hoechst),
0 ambos (derecha, merge). Las figuras corresponden a secciones de tumores de cancer de pulmén humano (células
A549) formados en ratones inmunodeprimidos tratados con vehiculo (Control) o con [-[]20HOA a 600 mg/kg-al dia o
a 900 mg/kg al-dia (oral, 50 dias). Estos resultados muestran claramente como los niveles de SM aumentan de
forma significativa tras la induccion del tratamiento con [-]20HOA, pero no aumentan de forma natural en dichos
tumores.

Paneles centrales: Detalle del marcaje de la SM (izquierda), ADN nuclear (centro), o ambos (derecha) en una
célula presente en un corte de tumor desarrollado en un raton infectado con cancer de pulmén humano (A549) y
tratado con [[]20HOA (600 mg/kg al-dia, p.o., 50 dias). La imagen muestra la pérdida de ADN nuclear, claro
indicador del inicio de la muerte celular, en paralelo al incremento de SM.

Panel inferior: El eje de ordenadas representa la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (unidades
arbitrarias) por microscopia confocal en secciones de los tumores mostrados en el panel superior (media + error
estandar de la media), procedentes de animales tratados con vehiculo (Control), o 20HOA a 600 mg/kg al-dia
(T600) o 900 mg/kg al dia (T900) durante 50 dias. *** P < 0.001.

Figura 2. El compuesto 20HOA induce un aumento en la sintesis de SM de manera dependiente de su
concentracion y del tiempo del tratamiento. Los valores del eje de ordenadas representan la media + ESM de los
niveles de SM (porcentaje sobre fosfolipidos totales) respecto al control sin tratamiento (n = 3-5). Los niveles se SM
fueron determinados mediante cromatografia en capa fina (HP-TLC, high performance thin layer chromatography), y
por analisis de imagen o cromatografia de gases:

A: Células cancerosas U118 de glioma humano tratadas a una concentracion de 200 yM de 20HOA a
distintos tiempos (2, 6, 12, 24, 48 y 72 horas). Las barras blancas corresponden a células tratadas con
vehiculo (control).

B: Células U118 tratadas durante 24 horas a distintas concentraciones de 20HOA (25-400 uM).

Figura 3. El compuesto 20HOA induce un aumento de SM nuclear. Células de cancer U118 fueron tratadas durante
24 horas con vehiculo (control) o con 20HOA a una concentracion 200 uM. Los valores del eje de ordenadas
representan la media + ESM (n = 3-5) de los niveles de SM respecto al control (100%) sin tratamiento.

Figura 4. El compuesto 20HOA actua de forma directa sobre la enzima EC 2.7.8.27. En A, B y C, en todos los
casos, se incubaron las células o extractos celulares o medio de incubacién con el sustrato fluorescente de este
enzima NBD-Cer (nitro-benzoxadiazol-il) ceramida], en presencia o ausencia (control, barras blancas) de 20HOA
(barras negras). A continuacion, se extrajeron los lipidos y se determinaron los niveles de formaciéon de NBD-SM por

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773784 T3

HPTLC (High performance Liquid Chromatography). Los valores se presentan en el eje de ordenadas como la media
+ ESM (n = 3-5):

A: Experimento in vitro de la actividad de la enzima EC 2.7.8.27: se incubaron células U118 con NBD-Cer
durante 4 horas y luego se trataron con el compuesto 20HOA (200 uM) a distintos tiempos (5, 15, 60
minutos y 24 horas). Luego las células se homogenizaron y se midi6 la metabolizacion del fluoréforo NBD-
Cer para convertirse en NBD-SM.

B: Experimento in vitro de la actividad de la enzima EC 2.7.8.27 en extractos celulares, en los que se midié
la actividad del enzima tras matar las células. Este experimento demuestra que el compuesto 20HOA es
capaz de activar la enzima EC 2.7.8.27 mediante interaccién directa. Para estos experimentos, los
homogenizados celulares se incubaron con el compuesto 20HOA (200 uM) y NBD-Cer durante 2 horas.

C: Efecto del compuesto 20HOA sobre la actividad de las isoformas 1 y 2 de la enzima EC 2.7.8.27. La
activacion de las isoformas EC 2.7.8.27 (1) y EC 2.7.8.27 (2) se determind mediante el ensayo de su
actividad en la toda la célula o en la superficie celular, respectivamente.

Figura 5. Relacion estructura-funcion en la activacion de la enzima EC 2.7.8.27. Aumento de SM en células U118
inducido por distintos acidos grasos (200 uM, 24 h). Control, vehiculo; 18:1n-9 (acido octadecenoico); 2Me-18:1n-9
(acido 2-metiloctadecenoico); 20H16:1 (acido 2-hidroxihexadecenoico); 20H-18:0 (acido 2-hidroxioctadecanoico);
20HOA (20H-18:1n-9, acido 2-hidroxioctadecenoico); 20H-18:2n-6 (acido 2-hidroxilinoleico); 20H-18:3n-6 (acido 2-
hidroxi-y-linolenico); 20H-18:3n-3 (acido 2-hidroxi-a-linolenico); 20H-20:4n-6 (acido 2-hidroxiaraquidonico); 20H-
20:5n-3 (acido 2-hidroxieicosapentaenoico); 20H-22:6n-3 (acido 2-hidroxidocosahexaenoico). Los valores del eje de
ordenadas representan la media £+ ESM (n = 3-5) de los niveles de SM, determinados mediante cromatografia en
capa fina, respecto al control sin tratamiento (100%). Los acidos grasos de 20 atomos de C o mas no producen
cambios significativos en la actividad de este enzima. La presencia de otros radicales en el carbono 2 (como H o
CHa) y la falta de dobles enlaces en la estructura del acido graso dieron lugar a moléculas inactivas

Figura 6.

A: Se muestran que los cambios en la composicion de la membrana celular inducen la translocacion de la
proteina Ras desde la membrana al citoplasma. Los niveles elevados en membrana del compuesto 20HOA
y SM impiden el anclaje de la proteina Ras en la membrana. La figura muestra imagenes de microscopia
optica de contraste de fases (Ph.C) de células de glioma humano (SF767), y microscopia confocal, usando
un anticuerpo especifico contra Ras marcado fluorescentemente, tras 10 minutos (confocal 1) y 24 horas
(confocal 2) de tratamiento con vehiculo (control) o compuesto 20HOA.

B: La translocacion de la proteina Ras impide la inactivacion de la proteina Raf, asi como la siguiente
activacion en la cascada de sefalizacion de la proteina MEK, tal y como se observa por la reduccion en
estado de la forma fosforilada (activa) de ambas proteinas, determinado por inmunoblot en células U118
cultivadas en ausencia (Control) no presencia de 150, 200 o 250 uM de 20HOA.

C: Finalmente, hay una reduccién dramatica en el estado de actividad de la proteina MAP kinasa (ERK1 y
ERK2), también determinado mediante inmunoblot con anticuerpos especificos, a las concentraciones de
20HOA indicadas en B.

D: Los estados de actividad (niveles de forma fosforilada) de Akt y EGFR también decrecen tras incubacién
con 250 yM de 20HOA.

En los paneles B a D, el eje de ordenadas indica el porcentaje de fosfoproteina respecto a las células
SF767 sin tratar (control). El eje de abscisas indica la concentracion (micromolar) del compuesto 20HOA.

E: Panel superior: Niveles de expresiéon de DHFR en tumores derivados de células de glioma humano
(SF767) implantadas en ratones sin pelo que fueron tratados con 20HOA durante 50 dias (600 mg/kg dia).
La grafica de la izquierda muestra los valores medios (n = 4) de fluorescencia determinada por
inmunocitoquimica usando un anticuerpo especifico marcado con fluorescencia y las fotografias de la
derecha corresponden a una imagen representativa. Panel inferior: Expresién de DHFR en células de
cancer de pulmén humano (A549). Todas las condiciones experimentales y detalles de esta grafica son
similares al panel superior. Estos resultados demuestran que los niveles de DHFR varian en respuesta al
tratamiento con las moléculas de la descripcion, por lo que la actividad o niveles de esta proteina pueden
ser empleados como biomarcadores para monitorizar la eficacia terapéutica de los compuestos descritos
aqui o compuestos que actuen de forma similar. Asimismo, se deduce que los tumores en los que los
niveles de DHFR sean altos pueden responder bien al tratamiento con los compuestos de la presente
descripcién, por lo que esta proteina es un buen biomarcador para pronosticar la posible eficacia de los
enantiomeros de derivados de acidos grasos descritos en el presente documento y posteriormente
evidenciar la eficacia del tratamiento con estos compuestos.

F: Panel izquierdo: Niveles se PAFG en suero de animales con tumores humanos (glioma) determinados
por inmunoblotting. Los ratones sin pelo se infectaron con células SF767 y se trataron con vehiculo
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(Glioma) o con 20HOA (T, 600 mg/kg dia, 28 dias). La inmunoactividad contra el péptido fragmentado de la
PFAG (ver fotografia) en el suero de estos animales, expresada en porcentaje, se compard con la
encontrada en animales sin tumor y no tratados (Control). Panel derecho: Idem, pero determinado por
ELISA en suero de animales tratados durante 7 dias (7d600) o 28 dias (28d600) con 600 mg/kg de 20HOA.
Para todos los experimentos se empled un anticuerpo especifico contra la PFAG. Estos resultados
demuestran que los niveles de PFAG varian en respuesta al tratamiento con las moléculas de la
descripcion, por lo que los niveles de esta proteina pueden ser empleados como biomarcadores para seguir
la eficacia terapéutica de los compuestos descritos aqui o de compuestos que actien de forma similar.
Asimismo, se deduce que los tumores en los que los niveles de PFAG sean bajos pueden responder bien al
tratamiento con los compuestos de la presente descripcion, por lo que esta proteina es un buen
biomarcador para pronosticar la posible eficacia de enantiémeros de derivados de acidos grasos y
posteriormente evidenciar la eficacia del tratamiento con estos compuestos. Para la medicion de DHFR y
PFAG se han utilizado varias técnicas, que incluyen electroforesis, inmunoblot, ELISA y similares, RT-PCR.
Todas estas técnicas y otras similares pueden ser empleadas para la determinacion de los niveles o
actividad de DHFR y PFAG.

Figura 7. A) Especificidad de los enantiémeros [-] y [+], y de la mezcla racémica +/- de 20HOA, en la actividad de la
enzima EC 2.7.8.27. La figura muestra los niveles de SM (porcentaje de SM sobre los lipidos totales) en células de
glioma U118 tras el tratamiento con la mezcla racémica del acido 2-hidroxioleico (+/-), con el compuesto [-]20HOA y
con el compuesto [+]20HOA. Las células se trataron 24 horas a una concentracién de 50 pM (50) y 100 uM (100).
Los valores del eje de ordenadas representan la media + ESM (n= 3-5) de los niveles de SM determinados mediante
cromatografia en capa fina como porcentaje respecto a los lipidos totales, comparados con los niveles de células sin
tratar (control). Como se puede apreciar, el enantiomero [-] produce incrementos de SM, lo que indica que es un
activador de la enzima EC 2.7.8.27, y el enantiomero produce una reduccion de los niveles de SM (obvios sobre
todo a una concentracién de 100 uM [+]20HOA), lo que indica que es un inhibidor de esta enzima. En este contexto,
y sin que afecte a otros niveles, hemos podido comprobar que las mezclas que contengan este enantidmero inducen
la activacion del enzima EC 2.7.8.27, siendo un caso especial de mezcla molecular el racémico, aunque también se
ha comprobado un efecto positivo en mezclas entre el enantidmero [-] y diferentes vehiculos o diferentes
compuestos terapéuticos. B) Efecto de las formas [+] (también enantidmero R: columnas negras), [-] (también
enantiomero S: columnas blancas) y racémico (columnas grises) sobre los niveles de SM en membranas de
células U118 (valores medios tras 24 h de incubacion con 100 uM). Los tratamientos empleados fueron: vehiculo
(Control), acido 2-hidroxipalmitoleico (20H16:1), acido 2-hidroxioleico (20H18:1); acido 2-hidroxilinoleico (20H18:2);
acido 2-hidroxi-y-linolénico (20H18:3a); acido 2-hidroxi-y-linolénico (20H18:39).

Figura 8. Esta figura muestra el efecto del acido 20HOA racémico (+/-) y los isdomeros opticos [-]20HOA y
[+]20HOA sobre diferentes procesos patoldgicos en modelos animales.

A. Efecto sobre el volumen de tumores derivados de células de cancer de pulmén humano (A549): se infectaron
ratones inmunodeprimidos con células de cancer de pulmén humano y 7 dias después (cuando los tumores eran
observables) se comenzaron los tratamientos con vehiculo (control), 20HOA racémico (20HOA), y los isémeros
opticos [-[]20HOA y [+]20HOA (600 mg/kg al dia, 15 dias, oral). Las barras corresponden a valores de media + EEM
(n=3-5) del incremento en volumen (mm?3) de los tumores (n = 6). El tratamiento con 20HOA racémico indujo
reducciones significativas (P<0.01) con respecto al control. El isdmero o6ptico [-]20HOA indujo reducciones
significativas respecto a todos los demas tratamientos (P<0.01).

B. Efecto sobre la presién arterial: se trataron ratas hipertensas (cepa SHR) con vehiculo (Control), 20HOA
racémico (20HOA) y sus isémeros Opticos [-]20HOA y [+]20HOA (600 mg/kg, cada 12 h, 15 dias, oral). Todas las
moléculas indujeron reducciones significativas (P<0.01) en la presion arterial sistdlica (mmHg, eje de ordenadas, y)
de ratas SHR, siendo el isémero [-]20HOA el mas potente en la induccion de efectos hipotensores. Se muestran
valores de media £ EEM de presion sistdlica (n = 6).

C. Efecto sobre el peso corporal: se trataron ratas SHR con vehiculo (Control), 20HOA racémico (20HOA) y sus
isdmeros opticos [-[]20HOA y [+]20HOA (600 mg/kg al dia, 5 dias, oral). Todas las moléculas indujeron reducciones
significativas (P<0.01) en el peso de los animales a partir del tercer dia de tratamiento, siendo el isémero [-[[20HOA
el mas potente en la induccion de reduccién de peso corporal. Se muestran valores de media + EEM del peso
corporal (eje de abcisas, n = 6).

D. Efecto sobre los niveles de colesterol y triglicéridos: se trataron ratas SHR con 20HOA racémico (20HOA) y sus
isdmeros opticos [-]20HOA y [+]20HOA (600 mg/kg, cada 12h, 15 dias, oral). Todas las moléculas indujeron
reducciones significativas (P<0.01) en los niveles de triglicéridos (TG) y colesterol total (CHOt), siendo el isomero
optico [+]20HOA el mas potente en la induccién de reducciones en los niveles de estos lipidos. Se muestran valores
de media + EEM de los niveles séricos de lipidos expresados en mg/dl (eje de ordenadas; n = 6).

E. Efecto sobre la glicemia (niveles plasmaticos de glucosa): se trataron ratas SHR con vehiculo (Control), 20HOA
racémico (20HOA) y sus isémeros opticos [-]20HOA y [+]20HOA (600 mg/kg, 12h, 15 dias, oral). EI compuesto
racémico y el isomero [-]20HOA produjeron reducciones significativas (*P<0.05; **P<0.01) en los niveles de glucosa
en plasma (mg/dL, eje de ordenadas).

Figura 9. Regulacion de la actividad de la enzima 2.3.1.50. El eje de ordenadas (y) muestra los niveles de
incorporaciéon de [*H]palmitato (dpm/mg proteina) en diferentes fracciones lipidicas de células U118 incubadas en
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ausencia (Control, barras blancas) o presencia de 20HOA (barras negras). Sélo se encontré un incremento
significativo de radiactividad en las fracciones de esfingomielina (SM) y ceramida (Cer), lo que claramente indica la
activacion selectiva de las enzimas EC 2.7.8.27 y 2.3.1.50.

Figura 10. Regulacién de la actividad de la enzima 1.14.19.1. El eje de ordenadas (Y) muestra los niveles de
incorporaciéon de [*H]oleato (dpm/mg proteina) en membranas de células U118 incubadas en ausencia (Control,
barra blanca) o presencia de 20HOA (barra negra). La reduccién en incorporacion de oleico tritiado en los lipidos de
membranas de células incubadas en presencia de 20HOA demuestra la inhibicion de la enzima 1.14.19.1.
Descripcion detallada

La presente invencion se describe de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 9.

A continuacién se exponen los ejemplos que ilustran las realizaciones detalladas y preferidas.

Ejemplo 1. Metodologia para la obtencion de los enantiomeros [+] y [-] de los compuestos 2-hidroxiderivados
de acidos grasos.

Sintesis del compuesto racémico.

La metodologia descrita a continuacién detalla la sintesis de sales de sodio de 2-hidroxi-acidos grasos con una
pureza del 99%, mediante generacion del dianion del acido oleico por reaccion con LDA y posterior hidroxilacion con
oxigeno molecular; el crudo obtenido se trata con NaOH para formar la sal de sodio y se purifica mediante dos
recristalizaciones en MeOH/agua (evitandose el uso de columnas cromatograficas).

Con esta metodologia se pueden obtener desde gramos del producto final hasta toneladas del mismo. La pureza del

producto puede tener calidad farmacéutica y realizarse en condiciones “GMP” (Good Manufacturing Practice), que
es la indicada para consumo humano.

Esquema

A continuacion, se muestra el esquema de la reaccion en dos pasos, hidroxilacion y purificacion.

i) LDA, DMPU, 0°C OH OH
ii) 50°C, 30 min NaOH/H,O
PN ’ 2
R CO.H > R)\COOH > RJ\COONa
iii) O, MeOH
iv) HCI

R= 30 T NS

Donde R es: -(CHz)a-(CH=CH-CH2)b-(CH2)-CHs, siempre que la suma de carbonos totales de R sea igual o superior
a 12 o igual o inferior a 18 (para longitudes totales de las moléculas de entre 14 y 20 C).

Descripcion del proceso

Paso 1: Hidroxilacién

En un reactor esmaltado de 100 L inertizado se enfria por debajo de 5°C una disolucion de diisopropilamina (1.7 Kg)
en THF (11 L). Sobre la disolucién se afiade n-BuLi (23% en hexanos) (4.6 Kg) en porciones sin que la temperatura
exceda de 17°C. Al finalizar la adicién se afiade un equivalente de DMPU (1.0 Kg) y una disoluciéon de acido oleico
(2.0 Kg) en THF (2.6 L), sin que la temperatura sobrepase los 20-25°C. La mezcla de reaccién se calienta a 50°C
durante 30 min y luego se vuelve a enfriar a 20°C. En este punto se conecta una bala de Oz y se burbujea durante
unos 45 min con un caudal de 25 L/min. Finalizado el burbujeo, se enfria la disoluciéon a 10°C y se hidroliza con HCI
3 M (20 L) hasta pH 1, controlando que la temperatura no suba de 40°C. El producto crudo se extrae en acetato de
etilo (6 L), se lava con una mezcla de HCI 3 M/salmuera (1:1) y bisulfito de sodio (9 L) y salmuera (hasta dejar el pH
a un valor igual o inferior a 3) y la disolucién se concentra hasta sequedad en rotavapor. Se obtiene 2 Kg
aproximadamente de crudo con una pureza 270%.

Paso 2: Purificacion

El crudo de producto se disuelve en 7.2 L de metanol a 40 °C en un reactor de 10 L y se trata con una disolucion
acuosa de hidréxido de sodio (134 g en 1.4 L de agua), aumentando la temperatura hasta 50 °C para obtener una
disolucion homogénea. Se enfria a 5 °C durante al menos 6 h para precipitar la sal de sodio, que se filtra y lava con
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acetona. El sdlido se recristaliza dos veces en (10%) H20/MeOH (0.5 L H20/5.0 L MeOH) a 50 °C hasta disolucion
total y enfriando durante un minimo de 6 h a 0-5 °C. El producto final se filtra, lava con acetona y se seca a vacio. Se
suspende en metanol y se completa la formacién de la sal adicionando metoxido de sodio. El producto se precipita
completamente con acetona (5 L) enfriando a 0-5 °C durante al menos 10 h. El sélido se filtra, lava con acetona y se
seca a vacio.

Produccion de enantidémeros [+] (R) y [-] (S).

En un reactor de 1 L se introducen 100 g de la sal de sodio de 20HOA vy se adicionan 500 mL de acido sulfurico en
etanol (10% peso). La mezcla se refluye durante 16 h y se comprueba por TLC que la conversion es completa. Al
finalizar la reaccion, se neutraliza con bicarbonato de sodio saturado y se concentra a vacio para eliminar el etanol.
Sobre la emulsién acuosa se afiaden 250 mL de AcOEt (acetato de etilo) para extraer el 2-hidroxioleato de etilo, se
seca sobre sulfato y se concentra a sequedad.

En un reactor de 1 L con agitacion mecanica se disuelven 100 g de 2-hidroxioleato de etilo (mezcla racémica) en 50
mL de MTBE. Sobre la disolucion se afaden 267 mL de tampon fosfato (1 M, pH 7) y 1.3 g de lipasa AK derivada de
pseudomonas. La emulsion se agita a temperatura ambiente (25°C) hasta alcanzar el 50% de conversion (HPLC,
Luna C8, 5um, MeOH/agua/HCOOH). La reaccién se detiene mediante hidrélisis con HCI 3N hasta alcanzar pH
acido (menor de 2), se extrae con MTBE y se lava con salmuera hasta que el pH de las aguas es mayor o igual a 5.
El crudo se purifica por cristalizacién para separar la fraccion de acido hidrolizada (60% de exceso enantiomérico) y
la de éster sin hidrolizar (75% de exceso enantiomérico).

Cada fraccion requiere de dos reprocesados, repitiendo el procedimiento de esterificacion/hidrolisis por separado,
hasta alcanzar un ee 295% para cada enantidmero, que se hidroliza y transforma en la sal de sodio final. El
rendimiento final del proceso es del 40-50% (20-25% de cada enantidomero).

Metodologia empleada

Las condiciones descritas para la resolucion cinética son las mejores obtenidas en el proceso de optimizacion,
después de estudiar dos lipasas (una derivada de Pseudomonas y otra de Candida Antarctica), disolventes
(acuosos, organicos o bifasicos), temperaturas, fuerza iénica, agitacion, pH y dilucién. También se ha determinado la
forma mas adecuada de seguir la reaccion de hidrdlisis y la purificacion de los productos. Por ello, el método para
obtener enantiomeros de derivados hidroxilados de acidos grasos es distinto de cualquiera de los que se puede
encontrar en la bibliografia, la mayoria de los cuales requieren altas diluciones y purificaciones por cromatografia.

Escalado del proceso

El método se ha llevado a cabo a escalas de 1-150 g obteniendo resultados similares y reproducibles. Los
enantidmeros pueden separarse por cristalizacion, lo que facilita el proceso a escala de kilos. La pérdida de
rendimiento se debe a la manipulacion y procesos de workup, sin embargo, no se generan impurezas nuevas y las
aguas de lavado y cristalizacién podrian juntarse y reprocesarse nuevamente.

Ejemplo 2 de referencia. Las células tumorales tienen niveles mas bajos de SM en sus membranas, que
aumentan tras el tratamiento con las moléculas de esta descripcion.

Se midieron los niveles de SM, cultivadas en ausencia (control) o presencia de 200 yM de [-]20HOA, en las
membranas de células normales (MRC-5 e IMR90) y de células tumorales de varias clases (ver Tabla 2). En todos
los casos, se detectd que las membranas de células tumorales contienen niveles de SM en torno a la mitad o un
tercio de los niveles que presentan las células normales (Figura 1). Por ello, se puede asegurar que la
concentracion de SM es un biomarcador que indica la tumorigenicidad de células humanas. Por otro lado, los
tratamientos con las moléculas de la presente descripcion inducen un incremento de SM en las células tumorales
que no se produce de forma natural. De esta manera, la deteccion de SM mediante lisenina y posterior acoplamiento
de un anticuerpo fluorescente y deteccidén por microscopia de fluorescencia confocal, muestra un mayor marcaje (es
decir, una mayor cantidad de SM) en los tumores de animales tratados con las moléculas de la presente descripcion
(Figura 1c). De forma analoga, otros métodos de deteccion basados en la unién de lisenina a la SM de membrana y
deteccion mediante ensayos espectroscépicos en solucién o mediante ELISA muestran como las membranas de
células tumorales presentan un mayor nivel de SM sélo cuando son incubadas en presencia de las moléculas de la
presente descripcion (Figura 1). Por ejemplo, la determinacion por espectrofotometria de fluorescencia en solucion
de los niveles de SM resulta un tipo de analisis muy sencillo, rapido y eficaz (Figura 1D). Asi, en la presente
invencion se ha generado un método de diagnoéstico para la deteccidon de los procesos patoldgicos descritos y
patologias en las que se alteren los niveles de SM, asi como para el seguimiento de la eficacia de la terapia aplicada
empleando las moléculas de la presente descripcion y otras de similar actividad. A partir de este conocimiento, la
presente invencion también incluye kits de diagnostico de estas enfermedades.
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Tabla 2. Efecto del [[]20HOA en los niveles de esfingomielina.

Linea Celular Tipo de Cancer % SM antes del % SM tras el Efecto’ Técn?
tratamiento tratamiento
T98G Glioma (humano) 5 19 + 4
A172 Glioma (humano) 8 23 + 4
U118 Glioma (humano) 10 28 + 1,2,3,4,5
SF767 Glioma (humano) 5 24 + 1,2,3
us7 Glioma (humano) 11 21 + 5
SF268 Glioma (humano) 12 26 + 5
1321N1 Glioma (humano) 12 27 + 1
C-6 Glioma (rata) 10 20 + 5
SH-SY5Y Neuroblastoma 14 22 + 5
(humano)
A549 Cancer pulmén 12 33 + 1,2,3
(humano)
Jurkat Leucemia (humano) 12 27 + 1
U937 Linfoma (humano) 12 24 + 5
HepG2 Cancer higado 14 35 + 4
(humano)
MDA-MB-231 Cancer de mama 13 31 + 1
(humano)
PC3 Cancer prostata 12 27 + 1
(humano)
BXPC3 Cancer de pancreas 13 26 + 4
(humano)
Hela Cancer de utero 9 21 + 4
(humano)
HT29 Cancer de colon 11 21 + 5
(humano)
A375 Melanoma maligno 6 24 + 1,3
(humano)
IMR90 Fibroblasto no tumoral 21 23 - 1
(humano)
MRC-5 Fibroblasto no tumoral 20 24 - 1
(humano)

(1) Efecto antiproliferativo: + inhibicién crecimiento celular,- ausencia de efecto.
(2) Técnica utilizada para el analisis: 1) TLC 6 HTPLC, 2) cromatografia de gases, 3) analisis de imagen, 4)
espectroscopia de fluorescencia, 5) microscopio confocal o de fluorescencia.

Ejemplo de referencia 3. El 20HOA eleva los niveles de SM mediante la activacion de la enzima EC 2.7.8.27.

El 20HOA eleva los niveles de SM en células tumorales tratadas como se indicé anteriormente. Los incrementos de
SM en las células tumorales tratadas con 20HOA fueron dependientes del tiempo de tratamiento y la concentracion
empleada en los mismos (Figura 2), lo cual demuestra la especificidad de esta molécula. La SM es un lipido de
membrana que impide la unién de ciertas moléculas implicadas en la proliferacion celular, como la proteina Ras. En
este sentido, se midieron los niveles de Ras mediante microscopia confocal, empleando un anticuerpo marcado con
fluorescencia, y se pudo detectar que el marcaje pasaba de la membrana (Figura 6: 95-99% de la fluorescencia total
detectada en membranas antes del tratamiento) al citoplasma (94-97% de la fluorescencia detectada en el interior
celular tras tratamiento con 20HOA) en células de glioma humano, de cancer de pulmén y de leucemia. La
translocacién de Ras de la membrana al citoplasma supone la ausencia de interacciones productivas entre Ras y los
Receptor-Tirosina-Kinasa (RTK) o entre Ras y Raf, por lo que las proteinas de la via de las MAP kinasa no reciben
activacion y las células tumorales dejan de proliferar y comienzan los programas de muerte celular. Los cambios
inducidos por las moléculas de la presente descripcion tienen como efectos intermedios (anteriores a la muerte de
células cancerosas o la regulacion de la actividad en otras células) la induccién de reducciones dramaticas en los
niveles de DHFR y el aumento dramatico de los niveles de PFAG (Figura 6).

Otro efecto asociado a la reduccion de proliferacion celular es el aumento de los niveles de SM nuclear. Los

tratamientos con 20HOA dieron lugar aumentos en los niveles de SM nuclear (Figura 3), lo que demuestra que se
induce la inhibicion de la proliferacién celular.
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Ejemplo 4 de referencia. La regulacion de la enzima EC 2.7.8.27 depende de la estructura molecular del acido
graso.

Los estudios in vitro, usando el sustrato especifico fluorescente de la enzima EC 2.7.8.27, NBD-Cer, indican que
20HOA interacciona directamente con éste, viéndose la activacion enzimatica desde los primeros minutos de
incubacién en los cultivos de células (Figura 4A). La rapidez de este fendmeno indica claramente la interaccion
directa y eficaz entre el enantiomero 20HOA vy la enzima EC 2.7.8.27. Por ello, la presente descripcion hace
referencia al uso de los compuestos anteriormente citados como activadores (enantidmero [-]), o inhibidores
(enantiomero [+]) especificos de la enzima EC 2.7.8.27.

Por otro lado, la activacién de la enzima EC 2.7.8.27 depende del niumero de atomos de carbono que tiene el acido
graso, de forma que los acidos grasos de mas de 20 atomos de C no producen cambios significativos en la actividad
de este enzima (Figura 5). Ademas, otros requisitos para la activacion de la enzima EC 2.7.8.27 son la presencia de
un grupo OH en el carbono 2 y uno o mas dobles enlaces, ya que la presencia de otros radicales (como H o CHs) y
la falta de dobles enlaces en la estructura del acido graso dieron lugar a moléculas inactivas (Figura 5). La SM tiene
una estructura molecular que determina los efectos producidos sobre la fisiologia celular y que justifica la reversion
de diferentes procesos patolégicos. Su cabeza polar voluminosa impide el anclaje de Ras a la membrana mediante
su resto isoprenilo (que prefiere regiones de membrana con fosfolipidos de cabeza polar pequefia, como la
fosfatidiletanolamina), lo que a su vez impide la sefializacion posterior a través de las proteinas de la cadena de las
MAP kinasas. La inactivacién de esta via induce, entre otros fendmenos, la inhibicion del crecimiento de tumores
(Figura 8A y Tabla 2). Los compuestos descritos en el presente documento han demostrado poder regular de forma
positiva (incrementos) o negativa (reducciones) los niveles de SM en las células. Dado que la composicion de la
membrana es critica para el correcto funcionamiento de la misma, tanto los activadores (enantiomeros S 6 -) de la
enzima EC 2.7.8.27, como sus inhibidores (enantiomeros R 6 +) tienen actividad terapéutica, tal y como aqui se ha
demostrado. Esta activacion esta basada en principios estructurales y sigue los parametros de estructura-funcion de
cualquier otra molécula con actividad terapéutica.

Ejemplo 5. Los isémeros [-] de acidos grasos C18, como [-]20HOA, son activadores especificos de la enzima
EC 2.7.8.27.

La conformacién estructural relativa de los grupos hidroxilo de los carbonos 1y 2 (C1 y C2) da lugar a dos
enantiomeros o isdmeros opticos que se denominan [-] (que corresponde a la conformacion estructural S) y [+] (que
corresponde a la conformacién estructural R). Mediante el proceso descrito en la presente invencion (Ejemplo 1), se
han sintetizado y aislado el compuesto racémico, cuya actividad para regular tanto positiva como negativamente la
enzima EC 2.7.8.27 ha quedado patente, y los enantidmeros o isémeros 6pticos han mostrado y se ha medido su
capacidad para activar la enzima EC 2.7.8.27. La Figura 7A muestra la activacién de dicho enzima, medida a través
de los niveles de SM en membranas de células de glioma humano U118, tras 24 horas de incubacion en presencia
de 50 y 100 mM de cada uno de los isébmeros, asi como de la mezcla racémica (que contiene aproximadamente la
misma cantidad de cada uno de ellos). La Figura 7A muestra cémo el 20HOA racémico produce incrementos
significativos en los niveles de SM en membranas de células U118. Asimismo, el isémero optico [-]20HOA
(correspondiente al enantidmero S) es capaz de producir incrementos aun mayores en los niveles de SM. Por eso, y
en el caso concreto de este enzima, la presencia de mezclas con un cierto porcentaje de [-[J20HOA (siendo el
compuesto racémico un caso especial) se comporta como activador especifico de EC 2.7.8.27. Por el contrario, el
isémero optico [+]20HOA no sélo no induce aumentos de SM, sino que produce una reduccién en los niveles de SM
en membranas. Estos datos indican que el isomero optico [-]20HOA es un activador especifico de la enzima EC
2.7.8.27 y que el isomero optico [+]20HOA es un inhibidor especifico de este enzima. Por ello, se describe en el
presente documento el uso para aplicaciones terapéuticas del isémero 6ptico [-]20HOA (S) como activador de la
enzima EC 2.7.8.27 y del isémero optico [+]20HOA (R) como inhibidor especifico de este enzima. Estos resultados
se pueden extender a todos los acidos grasos insaturados comprendidos entre 14 atomos y 20 atomos de carbono,
que presenten uno o mas dobles enlaces y un radical hidroxilo en el carbono C2 (carbono alfa: Figura 7B).

Ejemplo 6 de referencia. Los isémeros [-] y [+] de acidos grasos C18, tales como [-]20HOA y [+]20HOA,
usados como agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades humanas.

El enantiomero [-]20HOA y sus derivados mostrados en este documento tienen aplicaciones terapéuticas en
diferentes ambitos, como el tratamiento del cancer, la obesidad, las patologias cardiovasculares, la diabetes, el
sindrome metabdlico, la lesion medular, la enfermedad de Alzheimer y otros procesos (Figuras 6 y 8; Tablas 2-5).
Por otra parte, el enantiomero [+]20HOA tuvo un efecto positivo sobre los niveles de colesterol y de triglicéridos, ya
que indujo reducciones significativas en los niveles plasmaticos de estos lipidos, cuyos niveles elevados se
consideran negativos de cara a la salud humana (Figura 8). Por ello, se estudiaron los efectos terapéuticos de cada
uno de los isémeros, asi como de la mezcla racémica, en diferentes modelos patoldgicos.

La Figura 8A muestra el efecto de tratamientos orales (15 dias, 600 mg/kg diarios, n = 6) con el 20HOA racémico, y
de los enantiomeros [-]20HOA y [+]20HOA, sobre el volumen de tumores derivados de cancer de pulmén humano
(células A549) en ratones desnudos. Como se puede apreciar, el efecto del isdmero 6ptico [-]20HOA es superior al
del racémico. Por otro lado, tras tratamientos de 15 dias con el isémero éptico [+]20HOA no se produjeron cambios
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significativos en el volumen de los tumores. Este resultado demuestra que el isémero [-]20HOA es el que activa la
enzima EC 2.7.8.27 y el que tiene actividad terapéutica antitumoral. Por otro lado, se investigd la actividad
antitumoral de estos compuestos en diferentes lineas de cancer humano (ver Tablas 2, 4 y 5). En este sentido,
todos los enantiomeros [-] descritos en el presente documento demostraron mayor potencia que el racémico y el
enantiomero [+] para el tratamiento del cancer, lo que se corresponde con valores significativamente menores en los
IC50 para inhibir el crecimiento de cancer de pulmén humano (linea A549). Es mas, la actividad de estos
enantiomeros se evidencié frente a una amplia variedad de canceres humanos de diferente indole, por lo que se
puede asegurar que los enantidmeros [-] de acidos grasos 2-hidroxilados tienen una elevada potencia para el
tratamiento de cualquier tipo de cancer. Esta potencia resulté ser algo superior para las sales (principalmente la sal
de sodio de estas moléculas) que para el acido graso libre (resultados no mostrados). En cualquier caso, los
enantiomeros [-] tanto en forma acida como en sal, siempre presentaron una mayor potencia que cualquiera de las
formas moleculares alternativas para inhibir el crecimiento de tumores.

Ademas, se estudio el efecto de los isomeros arriba indicados sobre la presion arterial, el peso corporal, los niveles
de ftriglicéridos y colesterol y la glicemia (glucosa en plasma) en ratas SHR (Figura 8B, 8C y 8D y 8E). De forma
analoga a lo indicado anteriormente, se produjo un efecto terapéutico mayor cuando se utilizé el isémero [-]20HOA
en el control de la presion arterial, el peso corporal y la glicemia, mientras que el enantiomero [+]20HOA tuvo un
mayor efecto terapéutico para el tratamiento de la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. Asi, los animales
tratados con el isémero [-]20HOA mostraron reducciones en su presion sistélica superiores a 7998 Pa (60 mm Hg),
mientras que los tratados con el isémero [+]20HOA y con el producto racémico tuvieron un notable efecto
terapéutico, pero de menor amplitud. De forma similar, entre los dias 1 y 5 de tratamiento, las ratas tratadas con el
racémico perdieron 11 gramos de peso (aproximadamente un 3% del peso corporal), en tanto que los animales del
grupo tratado con el enantiémero [-]20HOA perdieron 21 gramos y los animales del grupo tratado con el
enantiomero [+]20HOA sélo perdieron 7 gramos de peso. Por otro lado, se observd un efecto superior del
enantiomero [+]20HOA en la reduccion de los niveles de triglicéridos (TG) y colesterol total (CHOt) (Figura 8D). En
este sentido, los niveles basales plasmaticos de TG en ratas SHR son de 108 mg/dl, y se redujeron hasta 56 mg/dl
tras tratamientos de 2 semanas con enantiémero [+]20HOA. Por otro lado, el tratamiento con el enantidmero
[+]20HOA indujo una reduccién de los niveles de TG plasmaticos hasta 47 mg/dl, mientras que el enantiémero [-
J20HOA sdlo produjo una disminucién modesta hasta 81 mg/dl. De forma paralela, los niveles de CHOt se redujeron
desde 73 mg/dl hasta 43 mg/dl (racémico), 36 mg/dl (enantiémero [+]20HOA) y 59 mg/ml (enantidmero [-]20HOA),
respectivamente. Finalmente, el tratamiento con los enantidmeros descritos en el presente documento también
produjo reducciones significativas en los niveles de glucosa en plasma (Figura 8E). En este caso, tanto el producto
racémico (20HOA) como el enantidémero [-]20HOA indujeron bajadas significativas de la glicemia en ratas (P<0.05 y
P<0.01, respectivamente: Figura 8E). Sin embargo, el enantiomero R ([+]20HOA) indujo una bajada modesta que
no alcanz¢ significancia estadistica.

Por todo ello, se ha evidenciado que los isémeros 6pticos [-] [+] de hidroxiacidos grasos insaturados de 18 atomos
de C son moléculas eficaces y con actividad terapéutica para el tratamiento de las patologias arriba indicadas. En
todos los casos estudiados, uno y sélo uno de los enantiomeros mostré tener una actividad superior a la de las otras
formas moleculares (significancia estadistica siempre P<0.05). De esta forma, el enantiémero [-] mostré ser mas
eficaz para curar el cancer, la obesidad, la diabetes, la hipertension, mientras que el enantiémero [+] mostré ser mas
eficaz para controlar la hipercolesterolemia o la hipertrigliceridemia. En estos casos, el compuesto racémico se
mostré como una situacién intermedia, capaz de emular los efectos positivos de cualquiera de los isémeros épticos,
pero con una menor potencia, debida a la menor concentracion del enantiémero activo en cada caso. Ademas, el
uso del enantidmero no adecuado indujo unos efectos secundarios no deseados que se evitaron a dosis
terapéuticas con el enantiomero mas activo (Tabla 3).

Ejemplo 7 de referencia. Eficacia, toxicidad y efectos secundarios de los enantiomeros descritos en el
presente documento.

Este ejemplo de referencia refleja el estudio realizado en ratones inmunodeprimidos infectados con células de
glioma humano (SF767) y tratados durante 15 dias (oral) con las dosis indicadas (Tabla 3). Dicha tabla muestra el
volumen de los tumores al final del tratamiento y los sintomas observados durante los dias que durd el mismo.
Nétese, una vez mas, que la eficacia del enantidmero [-]20HOA es superior a la del compuesto racémico 20HOA, y
que el enantidmero [+]20HOA no mostré actividad tras 15 dias de tratamiento a las dosis indicadas.

Por otro lado, la dosis que indujo reducciones de aproximadamente un tercio del volumen de los tumores, no indujo
ningun efecto secundario en animales tratados con [-]20HOA (50 mg/kg), mientras que los animales tratados con el
compuesto racémico 20HOA a una dosis que indujo reducciones similares en el volumen de los tumores (600
mg/kg) mostraron importantes efectos secundarios (Tabla 3). Ademas, a 200 mg/kg, el enantiémero [-]20HOA
indujo reducciones del volumen del tumor de un 89% sin efectos adversos observables, mientras que, a la misma
dosis, el compuesto racémico solo indujo reducciones del 23% en el volumen de los tumores y algunos de los
animales presentaron efectos adversos en respuesta al tratamiento.

De estos resultados se deduce que el enantidmero [-[J20HOA tiene una mayor potencia y que a las dosis
terapéuticas maximas no produce efectos adversos, mientras que el compuesto racémico tiene un efecto mas
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modesto e induce ciertos efectos no deseados a dosis terapéuticas. En el tratamiento de procesos tumorales, las
diferencias en eficacia entre el enantiomero [-]20HOA vy el racémico pueden suponer diferencias de meses o afios
en la esperanza de vida de los pacientes. Es mas, las diferencias en eficacia se pueden traducir en la curacién o no
de un determinado cancer en un paciente. Por otro lado, las diferencias en toxicidad a dosis terapéuticas se pueden
traducir en una mayor calidad de vida en los pacientes que reciben la forma enantiomérica [-[]20HOA. Dado que el
mecanismo de accion del compuesto esta relacionado con la actividad sobre el enzima EC 2.7.8.27 y que los
enantiomeros [-] y [+] tienen un efecto contrapuesto sobre dicha enzima (Figura 7), la administracion del
enantiomero ([-]20HOA) es mucho mas eficaz que la del compuesto racémico, revirtiendo parte del efecto
terapéutico que tiene el ultimo.

Tabla 3
20HOA [[]20HOA [+]20HOA
Dosis Efecto’ Toxicidad? Efecto! Toxicidad? Efecto’ Toxicidad?
mg/kg
50 +2% No -35% No -2% No
75 -7% No -54% No +7% No
100 -8% No -65% No -3% No
150 -17% No -78% No +1% No
200 -23% Diarrea 16% -89% No -4% Diarrea 16%
Comportamiento 16% Comportamiento 16%
400 -39% Diarrea 32% -91% Diarrea 16% 2% Diarrea 16%
Comportamiento 16% Comportamiento 16% Comportamiento 32%
600 -37% Diarrea 50% -86% Diarrea 32% +3% Diarrea 66%
Comportamiento 50% Comportamiento 50% Comportamiento 50%

Variacion del tamafo del tumor tras 15 dias de tratamiento (oral) a la dosis indicada respecto a los animales no
tratados (n = 6 en todos los grupos). En este caso, se asigné el valor de 100% al volumen del tumor de los
animales control (tratados con vehiculo) al finalizar el tratamiento de 15 dias.

Sintomas registrados y porcentaje de animales en los que se ha observado. Los sintomas en comportamiento
incluyen reduccién de la movilidad durante al menos 30 minutos, pelo erizado, saltos (jumping), o confinamiento en
una esquina de la jaula.

Los estudios realizados con los compuestos racémicos y con los enantiomeros descritos en el presente documento
demuestran que en todos los casos el enantiomero [-] tiene una mayor potencia antitumoral que las otras formas
moleculares para inhibir el crecimiento de células de cancer humano (A549, Tabla 4). En este sentido, las
concentraciones que inhiben el crecimiento de células tumorales (ICso) son inferiores para el enantiomero S ([-]) en
todas las lineas tumorales estudiadas (Tabla 5). Por el contrario, estos compuestos no indujeron la muerte de
células normales (MRC-5, IMR90). En todos los casos, las moléculas empleadas fueron la sal de sodio.

Tabla 4. Efecto de los compuestos descritos en el presente documento sobre el crecimiento de células de cancer de
pulmén humano, A549

ICs0 (UM)

Racémico [-] [+]
20H16:1 192.749.3 110.2£14.0*$88 299.0+34.2*
20H18:1 94.1+8.8 52.6+9.5**8§§ 133.3+9.8*
20H18:2 105.014.1 69.9+11.2*858 186.3+21.9*
20H18:3a 219.2+15.4 146.1£10.9*S§§ 351.4+22.7**
20H18:3g 206.5+21.7 155+7.5*S§§ 341.8+31.5**

*P<0.05; **P<0.01: significativamente diferente respecto al racémico; $§$P<0.001 respecto al enantidmero [+].

Ejemplo de referencia. 8. Regulacion de los compuestos descritos en el presente documento sobre la
actividad de la enzima EC 2.3.1.50.

Se incubaron células de glioma humano U118 en presencia o ausencia (control) de 20HOA (200 pM, 24 h) y luego
se incubaron con [*H]palmitato durante 5 minutos. Tras dichos periodos de incubacion, los lipidos celulares se
extrajeron y se separaron mediante TLC. Las bandas correspondientes a cada especie lipidica se extrajeron y la
cantidad de palmitato radiactivo incorporado se midié mediante centelleo liquido. Como se puede apreciar, no sélo
hubo una incorporacién importante en la fracciéon de SM (indicador de la activacion de la EC 2.7.8.27), sino también
en la fraccion de ceramida, lo que demuestra la activacion de la enzima EC 2.3.1.50 (serin-palmitoil transferasa). Por
todo ello, se puede concluir que el 20HOA es un activador especifico de la enzima EC 2.3.1.50 (Figura 9).
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Tabla 5. Efecto del 20HOA racémico y sus enantidmeros sobre el crecimiento de varias lineas de diferentes tipos de
cancer humano. Valores de ICso (UM).

Linea Celular Tipo de Cancer 20HOA Racémico [-]20HOA [+]20HOA
U118 Glioma (humano) 142.3 97.8 211.6
SF767 Glioma (humano) 214.8 102.1 304.1
us7 Glioma (humano) 81.6 53.5 148.3
SH-SY5Y Neuroblastoma (humano) 119.1 64.4 193.4
A549 Céncer pulmoén (humano) 94.1 52.6 133.3
Jurkat Leucemia (humano) 62.9 35.7 97.2
U937 Linfoma (humano) 183.2 136.3 213.5
HepG2 Cancer higado (humano) 41.4 32.9 76.7
MDA-MB-231 Cancer de mama 243.7 145.2 328.0
(humano)
PC3 Cancer prostata (humano) 137.5 87.0 232.8
BXPC3 Cancer de pancreas 98.3 61.8 1541
(humano)
HelLa Cancer de utero 126.8 74.5 205.7
(humano)
HT29 Cancer de colon (humano) 224.6 159.4 341.6
A375 Melanoma maligno 272.9 163.1 407.3
(humano)
IMR90 Fibroblasto no tumoral >5,000 >5,000 >5,000
(humano)
MRC-5 Fibroblasto no tumoral >5,000 >5,000 >5,000
(humano)

Ejemplo de referencia. 9. Regulacion de los compuestos descritos en el presente documento sobre la
actividad de la enzima EC 1.14.19.1.

El &cido oleico es sintetizado a partir del acido estearico mediante la actividad del enzima estearoil-CoA desaturasa
(EC 1.14.19.1). Este enzima es crucial en el metabolismo lipidico, ya que es limitante en la sintesis de acidos
grasos. Para estudiar si esta reduccién se debia a la regulacion de la EC 1.14.19.1, se incubaron células U118 en
presencia o ausencia de 20HOA (200 uM, 24 h) y, posteriormente, en presencia de [*H]oleato (5 minutos). Se pudo
constatar que la incorporacién de acido oleico radiactivo en membranas de células U118 incubadas en presencia de
20HOA era significativamente menor que en las células control (Figura 10). Este resultado indica que el 20HOA es
un potente inhibidor de la EC 1.14.19.1, cuya regulacion se ha sugerido que puede ser importante en el tratamiento
de diferentes patologias humanas.
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REIVINDICACIONES

Enantiémero [-] de férmula:

[[][HOOC-HOCH-(CH,)4s-(CH=CH-CH,),-(CH,)5-CH4

o sus sales farmacéuticamente aceptables.

El enantidmero, de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la sal farmacéuticamente aceptable es una sal de
sodio.

. Composicion farmacéutica que comprende al menos un enantiémero de férmula:

[[]JHOOC-HOCH-(CH,)-(CH=CH-CH,) ,-(CH,)5-CH,
y/lo al menos una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y opcionalmente, cualquier excipiente

farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la sal farmacéuticamente aceptable
es una sal de sodio.

Enantiomero de férmula:
[-IHOOC-HOCH-(CH,)s-(CH=CH-CH.,) ,-(CH,)5-CH,
o0 sus sales farmacéuticamente aceptables para uso en el tratamiento y/o prevencion de patologias
seleccionadas entre:
i) cancer; 0
i) patologias vasculares; o
iii) patologias metabdlicas.
El enantiomero para uso, de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el cancer se selecciona entre: cancer de
higado, melanoma, céancer de préstata, cancer de mama, cancer de pancreas, leucemia, cancer de cérvix,

cancer de colon, cancer de cerebro o cancer de pulmoén.

El enantiomero para uso, de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la patologia vascular se selecciona entre:
hipertensién, aterosclerosis, cardiomiopatias, angiogénesis, hiperplasia cardiaca.

El enantidmero para uso, de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la patologia metabdlica se selecciona
entre: diabetes, sindrome metabdlico u obesidad.

El enantiomero para uso, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde la sal
farmacéuticamente aceptable es una sal de sodio.
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FIGURA 1 (cont.)
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FIGURA 1 (cont.)
C)

Paneles inferiores

200
tf*
150 §
10’:' LT
I
) ;
Control TEQD Tapa
D)
50
40 }
30 | -/i
20 |
10 }
0 [] 1 1 1 []
0,0 0,4 0,8 1,2 1,6

26



ES 2773784 T3

FIGURA 2

400 - % 3% %
] Control %k sk

Il 20HOA S % %

300+

200

100

4001

% % ”

%k
200+

100+

0 25 50 100 200 400

27



ES 2773784 T3

FIGURA 3

250+

k%

200+

150+

100-

50+

control 20HOA

28



ES 2773784 T3

FIGURA 4
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FIGURA 4 (cont.)
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FIGURA 6 (cont.)

100 - B pERK1
] _pERKZ2
80 - *
| T
60 -
40 -
1 ek
20 R LT
’ i ww wRE
0-

Control 150 200 250

T . pAkt

100 4 [ 1pEGFR/IEGFR

80-
60-
40-

20 -

Control 20HOA

32



ES 2773784 T3

FIGURA 6 (cont.)
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