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DESCRIPCION
Compuestos moduladores de sirtuina.
Antecedentes

La familia de genes Reguladores de Informacién Silenciosos (SIR) representa un grupo de genes altamente
conservados en los genomas de organismos que oscilan entre arqueobacterias y una diversidad de eucariotas (Frye,
2000). Las proteinas SIR codificadas estan implicadas en diversos procesos que van desde regulacion de
silenciamiento de genes hasta reparacién de DNA. Las proteinas codificadas por miembros de la familia del gen SIR
exhiben alta conservacion de secuencias en un dominio de nucleo de 250 aminoacidos. Un gen bien caracterizado
en esta familia es S. cerevisiae SIR2, implicado en la silenciacion de los locus HM que contienen informacion que
especifica el tipo sexual de levadura, los efectos de la posicidon del telémero y el envejecimiento celular (Guarente,
1999; Kaeberlein et al., 1999; Shore, 2000). La proteina Sir2 de levadura pertenece a la familia de histona
desacetilasas (revisado en Guarente, 2000; Shore, 2000). EI homélogo de Sir2, CobB, en Salmonella typhimurium,
funciona como una ADP-ribosil transferasa dependiente de NAD (nicotinamida adenina dinucleétido) (Tsang y
Escalante-Semerena, 1998).

La proteina Sir2 es una desacetilasa de clase Il que utiliza NAD como co-sustrato (Imai et al., 2000; Moazed, 2001;
Smith et al., 2000; Tanner et al., 2000; Tanny y Moazed, 2001). A diferencia de otras desacetilasas, muchas de las
cuales estan implicadas en la silenciacién de genes, Sir2 es insensible a los inhibidores de histona desacetilasa de
clases | y Il como tricostatina A (TSA) (Imai et al., 2000; Landry et al., 2000a; Smith et al., 2000).

La desacetilacion de acetil-lisina por Sir2 esta firmemente unida a la hidrélisis de NAD, produciendo nicotinamida y el
nuevo compuesto acetil-ADP ribosa (Tanner et al., 2000; Landry et al., 2000b; Tanny y Moazed, 2001). La actividad
de la desacetilasa dependiente de NAD de Sir2 es esencial, ya que sus funciones pueden conectar su rol biolégico
con el metabolismo celular en levadura (Guarente, 2000; Imai et al., 2000; Lin et al., 2000; Smith et al., 2000). Los
homdlogos de Sir2 mamiferos tienen actividad de histona desacetilasa dependiente de NAD (Imai et al., 2000; Smith
et al., 2000). La mayoria de la informacion sobre las funciones mediadas por Sir2 proviene de estudios en levadura
(Gartenberg, 2000; Gottschling, 2000).

Los estudios bioquimicos han demostrado que Sir2 puede desacetilar facilmente los extremos aminoterminales de
las histonas H3 y H4, dando como resultado la formacion de 1-O-acetil-ADP-ribosa y nicotinamida. Las cepas con
copias adicionales de SIR2 exhiben mayor silenciacién de rDNA y una vida 30% mas prolongada. Se ha demostrado
recientemente que las copias adicionales del homoélogo de SIR2 C. elegans, sir-2.1 y el gen D. melanogaster dSir2
extienden en gran medida la vida en esos organismos. Esto implica que la via reguladora dependiente de SIR2 para
el envejecimiento surgi6é temprano en la evolucion y se ha conservado bien. Hoy en dia, se cree que los genes Sir2
han evolucionado para potenciar la salud y la resistencia al estrés de un organismo para aumentar sus
probabilidades de sobrevivir a la adversidad.

SIRT3 es un homologo de SIRT1 conservado en procariotas y eucariotas (P. Onyango et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE. UU. 99: 13653-13658 (2002)). La proteina SIRT3 esta dirigida a las crestas mitocondriales mediante un dominio
Unico situado en el término N. SIRT3 posee actividad de desacetilasa dependiente de NAD+ y se expresa de manera
ubicua, particularmente en los tejidos metabdlicamente activos. Tras la transferencia a las mitocondrias, se cree que
SIRT3 es escindida en una forma activa mas pequefia por peptidasa de procesamiento de matriz mitocondrial (MPP)
(B. Schwer et al., J. Cell Biol. 158: 647-657 (2002)).

Se sabe desde hace mas de 70 afios que la restriccion caldrica mejora la salud y extiende la vida de los mamiferos
(Masoro, 2000). La vida de la levadura, al igual que la de los metazoos, se extiende con las intervenciones que se
asemejan a la restriccion caldrica, tal como reduccion de glucosa. El descubrimiento de que tanto la levadura como
las moscas que carecen del gen SIR2 no viven mas cuando se las restringe de calorias aporta el dato de que los
genes SIR2 median efectos de salud beneficiosos de esta dieta (Anderson et al., 2003; Helfand y Rogina, 2004).
Asimismo, las mutaciones que reducen la actividad de la via dependiente de (PKA) dependiente de cAMP
(adenosina 3',5'-monofosfato) sensible a glucosa de levadura extienden la vida en células de tipo salvaje en cepas
sir2 mutantes, demostrando que SIR2 probablemente sea un componente en direcciéon 3' clave de la via de
restriccion caldrica (Lin et al., 2001).

Porcu et al (Trends in Pharmacological Sciences, Elsevier, Haywarth, GB, vol 26, num.. 2, 2005, pag. 94-103)
describen una serie de compuestos que se describen como moduladores de sirtuina.

El documento JP07291976 describe una serie de derivados de imidazo[2,1-bltiazol. EI documento
WO02006122011 describe inhibidores de HCV basados en tiazol.

Sumario
En la presente invencién se proveen nuevos compuestos moduladores de sirtuina,

En un aspecto, la invencién proporciona compuestos moduladores de sirtuina A) de Férmula Estructural (XVIII):
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o su sal farmacéuticamente aceptable, en la que

R' se selecciona entre:

Zyo
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en la que:
cada Z1o, Z11, Z12 Y Z13 Se selecciona independientemente entre N, CR® o CR;y
cada Z14, Z15 y Z16 Se selecciona independientemente entre N, NR¢', S, O, CR® o CR¢',
en la que:
10 cero a dos de Z19, Z11, Z12 0 Z13 son N;
por lo menos uno de Z14, Z1sy Z1g €s N, NR¢', S 0 O;
ceroauno de Z4, Z15y Z1s €s S 0 O;
cero a dos de Z14, Z15y Z1e sSon N 0 NR1';
cero aun R? es un grupo solubilizante; y
15 cero a un R¢' es alquilo C+-C;3 lineal o ramificado opcionalmente sustituido;
cada R? se selecciona independientemente entre H o un grupo solubilizante;
R?" se selecciona entre -NR1-C(O)-, -NR{'-S(0)2-, -NR+'-C(0O)-NR1'-, -NR1-C(S)-NR+'-, -NR{'-C(S)-NR-CR{'R¢'-, -
NR1-C(O)-CR1'R1'-NR'-, -NR{-C(=NR{')-NR+'-, -C(O)-NR{'-, -C(O)-NR¢-S(0)2-, -NR{'-, -CR{'R¢'-, -NR4-C(O)-
CR{'=CR1-, -NR{-S(0)2-NR¢'-, -NR{'-C(O)-NR{-S(0)2-, -NR{-CR{'R{-C(O)-NR'-, -CR{'R{'-C(O)-NR¢'-, -NR¢'-
20 C(0)-CR{'=CR{-CR{'R1"-, -NR{-C(=N-CN)-NR{'-, -NR{-C(0)-CR{'R{-O-, -NR{-C(0)-CR{'R{-CR{'R1-O-, -NR¢'-
S(0)2-CR1'R1'-, -NR¢'-S(0)2-CR'R1'- CR1'R1'-, -NR{'-C(O)-CR+'R1'-; -NR4-C(0O)-CR1'R{'-CR1'R+"-, -NR{'-C(S)-NR'-
CR1'R{-CR+{'R1'+, -NR+'-C(0O)-O-,

0O
O

N
/k )\ >~N N
—NR{’ o —NRy

3 4

donde cada R+ se selecciona independientemente entre H o alquilo C4-Cj3 lineal o ramificado opcionalmente
25 sustituido; y

R*' se selecciona entre un arilo monociclico o biciclico opmonalmente sustituido, o un heteroarllo monociclico o
biciclico opcionalmente sustituido, con la salvedad que cuando R*' es -NR1-C(O)-, R*' no es 4-cianofenilo o
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y cuando R*" es -NR+-S(0)z-, R*' no es 4-metoxifenilo o 4-t-butilfenilo.

En otro aspecto, la invencién proporciona compuestos moduladores de sirtuina B) de Férmula Estructural (XX):

R31
5
R
S N
§ \ﬁ |
19
XS
NN
R2% (XX),
o su sal farmacéuticamente aceptable, en la que
R se selecciona entre:
g‘; Zyg ‘57; :‘,!’
l AN Zyy
Z13 /211 O; %
Zig
12 o =274 i

en la que:
cada Z1o, Z11, Z12 Y Z13 se selecciona independientemente entre N, CR® 0 CRy} y
cada Z14, Z15 y Z16 se selecciona independientemente entre N, NR¢', S, O, CR?® 0 CR{,
en la que:
cero a dos de Z19, Z11, Z12 0 Z13 son N;
por lo menos uno de Z14, Z1sy Zises N, NR¢, O 0 S;
cero a uno de Z, Z1sy Z1s €s S o O;
cero a dos de Zi4, Z15 y Z16 son N o NR¢';
cero a un R® es un grupo solubilizante; y
cero a un R+" es alquilo C4-Cj3 lineal o ramificado opcionalmente sustituido;
cada R? se selecciona independientemente entre H o un grupo solubilizante;
R? se selecciona independientemente entre H o un grupo solubilizante;
R?' se selecciona entre -NR+-C(O)-, -NR+'-S(0)2-, -NR{'-C(O)-NR+'-, -NR1-C(S)-NR{'-, -NR+-C(S)-NR{'-CR{'R1'-, -
NR;'-C(0)-CR1'R1-NR¢"-, -NR{'-C(=NR1')-NR1'-, -C(O)-NR1'-, -C(0)-NR1'-S(O)2-, -CR1'R1'-, -NR1-C(0)-CR1'=CR1"-,
-NR1-§(0)2-NR1'-, -NR1'-C(0)-NR1'-S(0)2-, -NR1'-CR1'R1-C(0O)-NR1'-, -CR1'R1-C(O)-NR1'-, -NR1-C(0O)-CR1'=CR'-
CR{'R¢"-, -NR{'-C(=N-CN)-NR1'-, -NR+-C(0O)-CR{'R+"-O-, -NR{-C(0)-CR1'R{-CR{'R1'-O-, -NR'-S(0),-CR{'R+'-, -

NR{-S(0),-CR{'R1"- CR{'R1", -NR{-C(O)-CR{'R{~; -NR{-C(0)-CR{R{-CR'Ry"-, -NR{-C(S)-NR{-CR{R{-CR{R1"-,
-NR{-C(0)-O-,
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0]

Ry O —NRy O o —NRy

donde
cada R1' se selecciona independientemente entre H o alquilo C4-C3 lineal o ramificado opcionalmente sustituido; y

R* se selecciona entre arilo monociclico o bICIC|ICO opcionalmente sustituido, o un heteroarilo monociclico o
biciclico opcionalmente sustituido, donde cuando R'® es

YT/

Z12

Y Z10, Z11, Z12 'y Z13 son cada CH, R?® es un grupo solubilizante.

Incluso en otro aspecto, la invencién proporciona compuestos moduladores de sirtuina B) de Férmula Estructural
(XXI):

R21_R32

S N
e
(XXD),

o su sal farmacéuticamente aceptable, en la que

R?' se selecciona entre -NR+-C(O)-, -NR+'-S(0)2-, -NR{'-C(O)-NR+'-, -NR1-C(S)-NR{'-, -NR+-C(S)-NR{'-CR+{'R1'-, -
NR1-C(O)-CR1'R1'-NR1'-, -NR{'-C(=NR{")-NR1'-, -C(O)-NR'-, -C(0)-NR{'-S(O)2-, -NR{'-, -CR{'R1'-, -NR{'-C(O)-
CR{'=CR1'-, -NR{-S(0)2-NR1'-, -NR1'-C(0)-NR+-S(0)2-, -NR{'-CR{'R1-C(0)-NR¢'-, -CR{'R{-C(O)-NR1'-, -NR'-
C(0O)-CR1'=CR{-CR1{'R1"-, -NR{'-C(=N-CN)-NR1'-, -NR{-C(0)-CR{'R+"-O-, -NR{'-C(0)-CR{'R1'-CR{'R+"-O-, -NR{'-
S(0)2-CR1'R1'-, -NR¢'-§(0)2-CR1'R1'- CR1'R1'-, -NR{-C(0)-CR+'R1'-; -NR'-C(0O)-CR1'R{'-CR1'R1'-, -NR1-C(S)-NR+'-
CR1{'R1'-CR{'R¢'-, -NR'-C(O)-O-,

o}
Sl . b

, —NRy o —NRy

s

donde cada R1' se selecciona independientemente entre H o alquilo C+-C3 lineal o ramificado opcionalmente
sustituido; y

R*? es un heteroarilo monociclico o biciclico opcionalmente sustituido, o un arilo biciclico opcionalmente
sustituido, donde:

cuando R?' es -NH-C(O)-CHa-, R* no es tien-2-ilo no sustituido;
cuando R?' es -NH-C(0)-, R* no es furan-2-ilo, 5-bromofuran-2-ilo o 2-fenil-4-metiltiazol-5-ilo;
cuando R*" es -NH-S(0)-, R*2 no es naftilo no sustituido o 5-clorotien-2-ilo.

5
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En otro aspecto, la invencion proporciona compuestos moduladores de sirtuina D) de Férmula Estructural (XXII):

R33
\

e

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, donde:

(XX1),

R*" se selecciona entre -NR{-C(O)-, -NR{-S(O)z-, -NR{-C(0)-NR{"-, -NR{-C(S)-NR1'-, -NR{-C(S)-NR{-CR{'Ry"-, -
NR{-C(O)-CR{'R¢-NR1"-, -NR{-C(=NR1')-NR", -C(O)-NR'-, -C(0)-NR{-S(O)-, -NR{", -CR{R1", -NR-C(O)-
CR{'=CR1"-, -NR{-S(0)2-NR1"-, -NR{-C(0)-NR{-S(0),-, -NR{'-CR{'R1-C(O)-NRy"-, -CR{'R{-C(0)-NR{"-, -NR -
C(O)-CR{'=CR{-CR{'R1", -NR{'-C(=N-CN)-NR{", -NR{-C(0)-CR{'R{"-O-, -NR{-C(0)-CR{'R{'-CR{'R{-O-, -NR-
8(0)2-CR{'R1*, -NR{-S(0)-CR{'R1"- CR{'Ry"-, -NR{-C(0)-CR{'R1'~; -NR{'-C(0O)-CR{'R{-CR{'Ry"-, -NR{-C(S)-NR -
CR{R{-CR{R1-, -NR{-C(0)-0-,

O
N—N N ° N%
N /Q »\ >\’N >\"N

—NR»]' o _NR1'

b

donde cada R+ se selecciona independientemente entre H o alquilo C4-C; lineal o ramificado opcionalmente
sustituido; y

R es un fenilo opcionalmente sustituido, donde:

cuando R?' es -NR1-C(O)-, R1' no es H;

cuando R?' es -NH-C(0)-CH 0 -NH-C(0)-CH.-O-, R* no es fenilo no sustituido o 4-halofenilo; y

cuando R?*' es -NH-S(0O).-, R® es fenilo no sustituido, 2,4- o 3,4-dimetilfenilo, 2,4-dimetil-5-metoxifenilo, 2-metoxi-

3,4-diclorofenilo, 2-metoxi-5-bromofenil-3,4-dioxietilenofenilo, 3,4-dimetoxifenilo, 3,4-diclorofenilo, 3,4-
dimetilfenilo, 3- o 4-metilfenilo, 4-alcoxifenilo, 4-fenoxifenilo, 4-halofenilo, 4-bifenilo o 4-acetilaminofenilo.

En un aspecto, la invencion proporciona compuestos moduladores de sirtuina E) de Férmula Estructural (XXII):

R33
\R21
<S/\‘4N
N (XXII),
o su sal farmacéuticamente aceptable, donde:
R?" se selecciona entre -NH-C(O)- 0 -NH-C(O)-CH>-; y
R* es fenilo sustituido con
a) un grupo -N(CHa)2 ;
b) un grupo CN en la posicién 3;
c) un grupo -S(CHs); o
N
Q o/\?
d >=o »=
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uniendo en puente las posiciones 3 y 4.

En cualquiera de las opciones A), B), C) o D), donde R+’ esta sustituido, R1' esta sustituido con uno o mas de -OH,
halégeno, -OR?, -O-COR?, -COR?, -C(O)R?, -CN, -NO;, - COOH, -COOR?, -OCO,R?, -C(O)NR°R®, -OC(O)NR°R®, -
SOzH, -NHz, -NHR?, - N(R?R®), -COOR?, -CHO, -CONH,, -CONHR?, -CON(R?R®), -NHCOR?, -NRCOR?, - NHCONH;,
-NHCONR®H, -NHCON(R?R®), -NR°CONH,, -NR°CONR®H, -NR°CON(R’R®), -C(=NH)-NHa, -C(=NH)-NHR?, -C(=NH)-
N(R?R), -C(=NR°)-NHa, -C(=NR°)-NHR?, -C(=NR°)-N(R?R"®), -NH-C(=NH)-NH,, -NH-C(=NH)-NHR?, -NH-C(=NH)-
N(R?R®), -NH-C(=NR®)-NH,, -NH-C(=NR°)-NHR?, -NH-C(=NR%)-N(R°R®), -NR°H-C(=NH)-NH,, -NR%C(=NH)-NHR?, -
NR®-C(=NH)-N(R?R®), -NR*-C(=NR°)-NH,, -NR*-C(=NR°)-NHR?, -NR*-C(=NR°)-N(R°R"), -NHNH,, -NHNHR?, -
NHR?R®, -SO2NH,, -SO,NHR,, -SO:NR?R®, -CH=CHR?, -CH=CR°R®, -CR°*=CR°R", CR°=CHR?, -CR°=CR°R", -CCR?,
-SH, -SOkR?, -S(O)xOR? y -NH-C(=NH)-NH,, donde

kes0,102

R?-R" son cada uno independientemente un grupo alifatico, alifatico sustituido, bencilo, bencilo sustituido, aromatico
0 aromatico sustituido; y

-NR"’Rb, tomados juntos, pueden tener también la forma de un grupo heterociclico no aromatico, sustituido o no
sustituido;

donde un grupo heterociclico no aromatico, grupo bencilo o grupo arilo puede también tener un grupo alifatico o
alifatico sustituido como sustituyente; un grupo alifatico sustituido puede también tener un anillo heterociclico no
aromatico, un anillo heterociclico no aromatico sustituido, bencilo, bencilo sustituido, arilo o arilo sustituido como
sustituyente; y un grupo heterociclico no aromatico, alifatico, sustituido, arilo sustituido o bencilo sustituido puede
tener mas de un sustituyente.

También se proveen composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas compuestos de Férmulas XVIII -
XXIl, o sus sales.

En otro aspecto, la solicitud considera métodos para usar compuestos moduladores de sirtuina, o composiciones
que comprenden compuestos moduladores de sirtuina. En ciertas realizaciones, los compuestos moduladores de
sirtuina que pueden aumentar el nivel y/o la actividad de una proteina de sirtuina se pueden usar para una
diversidad de aplicaciones terapéuticas que incluyen, por ejemplo, aumentar la vida de una célula, y tratar y/o
prevenir una amplia variedad de enfermedades y trastornos que incluyen, por ejemplo, enfermedades o trastornos
relacionados con el envejecimiento o el estrés, diabetes, obesidad, enfermedades neurodegenerativas, neuropatia
inducida por sustancias quimioterapéuticas, neuropatia asociada con un episodio isquémico, enfermedades y/o
trastornos oculares, enfermedad cardiovascular, trastornos de coagulacion de la sangre, inflamacién y/o calores, etc.
Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina también se
pueden utilizar para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto que se beneficiaria con el aumento de la
actividad mitocondrial, para potenciar el rendimiento muscular, para incrementar los niveles de ATP en los musculos
0 para tratar o prevenir el dafio a los tejidos y a los musculos asociado con hipoxia o isquemia. En otras
realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina que disminuyen el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina se pueden usar para una diversidad de aplicaciones terapéuticas que incluyen, por ejemplo, aumentar la
sensibilidad celular al estrés, aumentar la apoptosis, tratar el cancer, estimular el apetito y/o estimular el aumento de
peso, etc. Como se describira en mas detalle a continuacion, los métodos comprenden administrar a un sujeto que lo
necesita una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto modulador de sirtuina.

En ciertos aspectos, los compuestos moduladores de sirtuina pueden administrarse solos o combinados con otros
compuestos, incluidos otros compuestos moduladores de sirtuina u otros agentes terapéuticos.

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra una vista esquematica del Ensayo de ATP Celular descrito en el Ejemplo 5.

La Figura 2 muestra una curva de dosis y respuesta para niveles de ATP en células después del tratamiento con
resveratrol.

Descripcion detallada
1. Definiciones

Tal como se emplean en la presente memoria, los siguientes términos y expresiones tendran los significados
expuestos a continuacién. A menos que se defina otra cosa, todos los términos cientificos y tecnolégicos usados en
la presente memoria tienen el mismo significado que se comprende comunmente por un experto en la materia.

Las formas singulares "un", "una" y "el/la" incluyen la referencia a los plurales salvo que el contexto indique
claramente lo contrario.
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El término "agente" se utiliza en la presente memoria para indicar un compuesto quimico, una mezcla de
compuestos quimicos, una macromolécula biolégica (como un acido nucleico, un anticuerpo, una proteina o su
porcién, p. €j., un péptido), o un extracto hecho a partir de materiales biolégicos tales como bacterias, plantas,
hongos o tejidos o células animales (particularmente de mamiferos). La actividad de dichos agentes puede tornarlos
adecuados como ‘"agentes terapéuticos”, es decir, sustancias bioldgicamente, fisiolégicamente o
farmacolégicamente activas que actuan local o sistémicamente en un sujeto.

El término "biodisponible" cuando se refiere a un compuesto se reconoce en la técnica y se refiere a una forma de un
compuesto que le permite al mismo, 0 a una porcion o cantidad del mismo, administrarse, ser absorbida por,
incorporada a o estar fisiolégicamente disponible para un sujeto o paciente al que se administra.

"Porcién de una sirtuina biolégicamente activa" se refiere a una porcidon de una proteina sirtuina que tiene una
actividad bioldgica, tal como la capacidad de desacetilarse. Las porciones bioldgicamente activas de una sirtuina
pueden comprender el dominio central de sirtuinas. Las porciones biolégicamente activas de SIRT1 que tienen num.
de acceso en GenBank NP_036370 que abarcan el dominio de unién NAD+ y el dominio de unién al sustrato, por
ejemplo, pueden incluir sin limitacién, aminoacidos 62-293 de nim. de acceso en GenBank NP_036370, codificados
por los nucledtidos 237 a 932 de num. de acceso en GenBank NM_012238. En consecuencia, esta regiéon algunas
veces se denomina dominio central. Otras porciones biolégicamente activas de SIRT1, también algunas veces
denominadas dominios centrales, incluyen los aminoacidos 261 a 447 de nim. de acceso en GenBank NP_036370,
codificados por los nucleétidos 834 a 1394 con num. de acceso en GenBank NM_012238; los aminoacidos 242 a
493 con num. de acceso en GenBank NP_036370, codificados por los nucleétidos 777 a 1532 con num. de acceso
en GenBank NM_012238; o los aminoacidos 254 a 495 con num. de acceso en GenBank NP_036370, codificados
por los nucleétidos 813 a 1538 con nim. de acceso en GenBank NM_012238.

La expresion "animales de compafia” se refiere a perros y gatos. Tal como se emplea en la presente memoria, el
término "perro(s)" indica cualquier miembro de la especie Canis familiaris, de la cual existe un gran nimero de razas
distintas. El término "gato(s)" se refiere a un animal felino, incluyendo gatos domeésticos y otros miembros de la
familia Felidae, genus Felis.

La expresion "que comprende" y el término "comprende/n" se utilizan en el sentido abierto e inclusivo que indica que
pueden incluirse elementos adicionales.

La expresién "residuo conservado" se refiere a un aminoacido que es miembro de un grupo de aminoacidos que
tienen ciertas propiedades en comun. La expresion "sustitucion de aminoacidos conservadores" se refiere a la
sustitucion (conceptualmente o de otro modo) de un aminoacido de dicho grupo con un aminoacido distinto del
mismo grupo. Un modo funcional de definir propiedades comunes entre aminoacidos individuales es analizar las
frecuencias normalizadas de cambios de aminoacidos entre las correspondientes proteinas de organismos
homdlogos (Schulz, G. E. y R. H. Schirmer., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag). De acuerdo con dichos
analisis, pueden definirse los grupos de aminoacidos en los que los aminoacidos dentro de un grupo se intercambian
preferencialmente unos con otros, y por lo tanto se asemejan unos a otros, principalmente en su impacto sobre la
estructura de la proteina en general (Schulz, G. E. y R. H. Schirmer, Principles of Protein Structure, Springer-Verlag).
Un ejemplo de un conjunto de aminoacidos definido en este modo incluye: (i) un grupo cargado, que consiste en Glu
y Asp, Lys, Arg y His, (ii) un grupo positivamente cargado, que consiste en Lys, Arg y His, (iii) un grupo
negativamente cargado, que consiste en Glu y Asp, (iv) un grupo aromatico, que consiste en Phe, Tyry Trp, (v) un
grupo con anillo de nitrégeno, que consiste en His y Trp, (vi) un gran grupo alifatico no polar, que consiste en Val,
Leu y lle, (vii) un grupo ligeramente polar, que consiste en Met y Cys, (viii) un grupo de residuos pequefios, que
consiste en Ser, Thr, Asp, Asn, Gly, Ala, Glu, GIn y Pro, (ix) un grupo alifatico, que consiste en Val, Leu, lle, Met y
Cys, y (x) un pequefo grupo hidroxilo, que consiste en Sery Thr.

"Diabetes" se refiere a hiperglucemia o cetoacidosis, como también a anomalias metabdlicas generales y cronicas
que surgen de un estado de hiperglucemia prolongado o de una reduccion en la tolerancia a la glucosa. "Diabetes"
abarca tanto las formas de tipo | y de tipo Il (Diabetes mellitus no insulino dependiente o NIDDM) de la enfermedad.
Los factores de riesgo de diabetes incluyen los siguientes: cintura de mas de 40 pulgadas en los hombres o 35
pulgadas en las mujeres, presion arterial de 130/85 mmHg o mayor, triglicéridos encima de 150 mg/dl, glucosa en
ayunas superior a 100 mg/dl o lipoproteina de alta densidad de menos de 40 mg/dl en hombres o 50 mg/dl en
mujeres.

Un "activador directo" de una sirtuina es una molécula que activa una sirtuina uniéndose a ella. Un "inhibidor" de una
sirtuina es una molécula que inhibe una sirtuina uniéndose a ella.

El término "EDsp" se conoce en la técnica. En determinadas realizaciones, EDsg significa la dosis de un farmaco que
produce 50% de su respuesta o efecto maximo, o alternativamente, la dosis que produce una respuesta pre-
determinada en 50% de los sujetos o preparaciones de ensayo. El término "LDso" se conoce en la técnica. En
determinadas realizaciones, LDsq significa la dosis de un firmaco que es mortal en 50% de los sujetos de ensayo. La
expresion "indice terapéutico" es una expresion reconocida en la técnica que se refiere al indice terapéutico de un
farmaco, definido como LDso/EDsg.
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El término "hiperinsulinemia" se refiere a un estado en un individuo en el que el nivel de insulina en la sangre es
mayor que el normal.

La expresidn "que incluye" se utiliza para expresar "que incluye, aunque sin limitarse a ello". "que incluye" y "que
incluye, aunque sin limitarse a ello" se utilizan de manera intercambiable.

La expresion "resistencia a insulina" se refiere a un estado en el que una cantidad normal de insulina produce una
respuesta bioldgica subnormal en relacion a la respuesta bioldgica en un sujeto que no experimenta resistencia a
insulina.

Un "trastorno de resistencia a insulina," como se analiza en la presente memoria, se refiere a cualquier enfermedad
o afeccién que es causada por la resistencia a la insulina o donde la resistencia a insulina contribuye a dicho
trastorno. Los ejemplos incluyen: diabetes, obesidad, sindrome metabdlico, sindromes de resistencia a insulina,
sindrome X, resistencia a insulina, hipertension arterial, hipertension, colesterol, dislipidemia, hiperlipidemia,
dislipidemia, enfermedad aterosclerética que incluye accidentes cerebrovasculares, enfermedad de las arterias
coronarias o infarto de miocardio, hiperglucemia, hiperinsulinemia y/o hiperproinsulinemia, intolerancia a la glucosa,
liberacion demorada de insulina, complicaciones diabéticas que incluyen cardiopatias coronarias, angina de pecho,
insuficiencia cardiaca congestiva, apoplejia, funciones cognitivas en demencia, retinopatia, neuropatia periférica,
nefropatia, glomerulonefritis, glomerulosclerosis, sindrome nefrético, nefrosclerosis hipertensiva, algunos tipos de
cancer (como de endometrio, mama, préstata y colon), complicaciones del embarazo, mala salud reproductiva
femenina (como irregularidades menstruales, esterilidad, ovulacion irregular, sindrome del ovario poliquistico
(PCOS)), lipodistrofia, trastornos relacionados con el colesterol, como calculos biliares, colecistitis y colelitiasis, gota,
apnea del suefio obstructiva y problemas respiratorios, artrosis, y prevencion y tratamiento de pérdida 6sea, p. €j.,
osteoporosis.

El término "ganado" se refiere a cuadripedos domesticados, lo que incluye aquellos criados para carne y diversos
derivados, p €j., un animal bovino, incluyendo vacas y otros miembros del género Bos, un animal porcino que incluye
porcinos domeésticos y otros miembros del género Sus, un animal ovino que incluye ovejas y otros miembros del
género Ovis, cabras domésticas y otros miembros del género Capra; cuadrupedos domesticados criados para tareas
especializadas tales como uso como bestia de carga, p. €j., un equino, incluyendo caballos domésticos y otros
miembros de la familia Equidae, género Equus.

El término "mamifero" se conoce en la técnica, y los ejemplos de mamiferos incluyen seres humanos, primates,
ganado (incluidos bovinos, porcinos, etc.), animales de compafiia (p. €j., caninos, felinos, etc.) y roedores (p. €j.,
ratones y ratas).

La expresion "forma natural" cuando se refiere a un compuesto significa un compuesto que esta en una forma, p. €j.,
una composicion, en la que puede hallarse naturalmente. Por ejemplo, ya que el resveratrol puede hallarse en el
vino tinto, esta presente en el vino tinto en una forma natural. Un compuesto no se encuentra en una forma natural
si, p. €j., el compuesto ha sido purificado y separado de por lo menos algunas de las otras moléculas que se hallan
con el compuesto por naturaleza. Un "compuesto natural" se refiere a un compuesto que puede hallarse en la
naturaleza, es decir, un compuesto que no ha sido disefiado por el hombre. Un compuesto natural puede haber sido
hecho por el hombre o por la naturaleza.

Un "compuesto natural" se refiere a un compuesto que puede hallarse en la naturaleza, es decir, un compuesto que
no ha sido disefado por el hombre. Un compuesto natural puede haber sido hecho por el hombre o por la
naturaleza. Por ejemplo, el resveratrol es un compuesto natural. Un "compuesto no natural" es un compuesto que no
se sabe que existe en la naturaleza o que no ocurre de la naturaleza.

Individuos "obesos" o individuos que padecen obesidad son en general individuos que tienen un indice de masa
corporal (IMC) de por lo menos 25 o0 mas. La obesidad puede o no asociarse con la resistencia a la insulina.

Las expresiones "administracion parenteral" y "administrado parenteralmente" se conocen en la técnica y se refieren
a modos de administracion distintos de la administracion enteral y topica, usualmente por inyeccion, e incluyen sin
limitacion la inyecciéon e infusién intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intra-articular, subcapsular,
subaracnoidea, intraespinal e intraesternal.

"Paciente", "sujeto”, "individuo" u "hospedante" se refiere o bien a un ser humano o a un animal no humano.

La expresion "porcentaje idéntico" se refiere a una identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos o
entre dos secuencias de nucledtidos. La identidad puede determinarse comparando una posicién en cada secuencia
que puede alinearse para fines comparativos. Cuando una posicidén equivalente en las secuencias comparadas es
ocupada por la misma base o aminoacido, entonces las moléculas son idénticas en esa posicidn; cuando el sitio
equivalente ocupado por el mismo residuo de aminoacidos o por uno similar (p. ej., de naturaleza estérica y/o
electronica similar), entonces las moléculas pueden considerarse homodlogas (similares) en esa posicion. La
expresion como porcentaje de homologia, similitud o identidad se refiere a una funcién del nimero de aminoacidos
idénticos o similares en las posiciones compartidas por las secuencias comparadas. La expresion como porcentaje
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de homologia, similitud o identidad se refiere a una funcién del nUmero de aminoacidos idénticos o similares en las
posiciones compartidas por las secuencias comparadas. Se pueden usar diversos algoritmos y/o programas de
alineacion, incluidos FASTA, BLAST o ENTREZ. FASTA y BLAST, disponibles como parte del paquete de analisis
de secuencias GCG (University of Wisconsin, Madison, Wis.), y se pueden emplear con, p. €j., configuraciones
predeterminadas. ENTREZ esta disponible a través de National Center for Biotechnology Information, National
Library of Medicine, National Institutes of Health, Bethesda, MD. En una realizacién, el porcentaje de identidad de
dos secuencias puede determinarse con el programa GCG con un peso del hueco de 1, p. ej., cada hueco de
aminoacido se pesa como si fuese un solo aminoéacido o nucledtido desigual entre las dos secuencias.

Otras técnicas para alineacion se describen en Methods in Enzymology, vol. 266: Computer Methods for
Macromolecular Sequence Analysis (1996), ed. Doolittle, Academic Press, Inc., una divisién de Harcourt Brace &
Co., San Diego, California, EE. UU. Preferiblemente, se utiliza un programa de alineaciéon que permite huecos en la
secuencia para alinear las secuencias. Smith-Waterman es un tipo de algoritmo que permite huecos en las
alineaciones de secuencias. Véase Meth. Mol. Biol. 70: 173-187 (1997). También puede emplearse el programa
GAP que usa el método de alineacion de Needleman y Wunsch para alinear secuencias. Una estrategia de
blusqueda alternativa utiliza el software MPSRCH, que se ejecuta en un ordenador MASPAR. MPSRCH utiliza un
algoritmo Smith-Waterman para calificar secuencias en un ordenador masivamente paralelo. Este planteamiento
mejora la capacidad de escoger parejas distantemente relacionadas, y tolera especialmente pequefios huecos y
errores en las secuencias de nucledtidos. Se pueden usar secuencias de aminoacidos codificadas con acido
nucleico para buscar tanto las bases de datos de proteinas como de DNA.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se conoce en la técnica y se refiere a un material, composicion
o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una carga liquida o sdélida, diluyente, excipiente, disolvente o
material encapsulante, implicado en llevar o transportar cualquier composiciéon o sus componentes. Cada vehiculo
debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con la composicién en cuestién y sus componentes, y no debe
ser perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales
como almidon de maiz y almidén de patata; (3) celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sédica,
etilcelulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales
como manteca de cacao y supositorios de cera; (9) aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de
algodon, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles, tales
como propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como
oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes tampon, tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de
aluminio; (15) acido alginico; (16) agua libre de pirégenos; (17) disolucién salina isotdnica; (18) disolucion de Ringer;
(19) alcohol etilico; (20) disoluciones tampén de fosfato; y (21) otras sustancias compatibles no toxicas empleadas
en formulaciones farmacéuticas.

El término "polinucledtido” y la expresion "acido nucleico" se utilizan intercambiablemente. Se refieren a una forma
polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, o bien desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos, o sus analogos. Los
polinucledtidos pueden tener cualquier estructura tridimensional y pueden realizar cualquier funcién, conocida o
desconocida. Los siguientes son ejemplos no limitativos de polinucleétidos: regiones codificantes o no codificantes
de un gen o fragmento de gen, locus definidos a partir de andlisis de unién, exones, intrones, RNA mensajero
(mRNA), RNA de transferencia, RNA ribosémico, ribozimas, cDNA, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos
ramificados, plasmidos, vectores, DNA aislado de cualquier secuencia, RNA aislado de cualquier secuencia, sondas
de acido nucleico y cebadores. Un polinucledtido puede comprender nucledtidos modificados, tales como
nucledtidos metilados y andlogos de nucledtidos. Si estan presentes, se pueden impartir modificaciones a la
estructura del polinucleétido antes o después del ensamblaje polimérico. La secuencia de nucledtidos puede ser
interrumpida por componentes no nucleétidos. Un polinucleétido puede ademas modificarse, tal como por
conjugacién con un componente de etiquetado. La expresion polinucledtido "recombinante” significa un
polinucledtido de origen genémico, de cDNA, semisintético o sintético, que o bien no ocurre en la naturaleza o esta
unido a otro polinucleétido en una disposicidon no natural.

La expresion tratamiento "profilactico” o "terapéutico” se conoce en la técnica y se refiere a la administracion de un
farmaco a un hospedante. Si se administra antes de la manifestacion clinica de la condicion indeseada (p. €j.,
enfermedad o estado no deseado del animal hospedante), entonces el tratamiento es profilactico, es decir, protege
al hospedante contra el desarrollo de la condicion no deseada, mientras que si se administra después de la
manifestacion de la condicién no deseada, el tratamiento es terapéutico (es decir, tiene como fin disminuir, aliviar o
mantener la condicién indeseada existente o los efectos colaterales derivados de ella).

La expresion "grupo protector" se conoce en la técnica y se refiere a sustituyentes temporales que protegen un
grupo funcional potencialmente reactivo de las transformaciones quimicas no deseadas. Los ejemplos de dichos
grupos protectores incluyen ésteres de acidos carboxilicos, silil éteres de alcoholes y acetales y cetales de aldehidos
y cetonas, respectivamente. El campo de la quimica de grupos protectores ha sido revisado por Greene y Wuts en
Protective Groups in Organic Synthesis (22 ed., Wiley: Nueva York, 1991).

La expresion "libre de pirdgenos”, con referencia a una composicion, se refiere a una composicién que no contiene
un pirégeno en una cantidad que conduciria a un efecto adverso (p. €j., irritacion, fiebre, inflamacion, diarrea,
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problemas respiratorios, choque endotdxico, etc.) en un sujeto al cual se le ha administrado la composicién. Por
ejemplo, la expresién pretende abarcar composiciones que estan libres, o practicamente libres, de una endotoxina
tal como, por ejemplo, un lipopolisacarido (LPS).

"Vida replicativa" de una célula se refiere al nimero de células hijas producidas por una "célula madre" individual.
"Edad cronolégica" o "vida cronolégica," por otra parte, se refiere a la longitud de tiempo que una poblacién de
células no divididas permanece viable cuando se le agotan los nutrientes. "Aumento de la vida de una célula" o
"extension de la vida de una célula," aplicado a células u organismos, se refiere a aumentar el nimero de células
hijas producidas por una célula; Aumentar la capacidad de las células u organismos para lidiar con el estrés y
combatir el dafio, p. ej., a DNA, proteinas; y/o aumentar la capacidad de las células u organismos de sobrevivir y
existir en estado vivo por mas tiempo bajo una condicién particular, p. €j., estrés (por ejemplo, choque térmico,
estrés osmotico, radiacion de alta energia, estrés inducido quimicamente, dafio al DNA, nivel de sal inadecuado,
nivel de nitrégeno inadecuado o nivel de nutrientes inadecuado). La vida puede aumentarse en por lo menos 20%,
30%, 40%, 50%, 60% o entre 20% y 70%, 30% y 60%, 40% y 60% o mas, usando los métodos descritos en la
presente memoria.

"Compuesto activador de sirtuina" se refiere a un compuesto que aumenta el nivel de una proteina sirtuina y/o
aumenta por lo menos una actividad de una proteina sirtuina. En una realizacion ilustrativa, un compuesto activador
de sirtuina puede incrementar por o menos una actividad bioldgica de una proteina sirtuina en por lo menos
aproximadamente 10%, 25%, 50%, 75%, 100% o mas. Las actividades bioldgicas ilustrativas de las proteinas
sirtuina incluyen desacetilacion, p. ej., de histonas y p53; extension de la vida; aumento de la estabilidad gendémica;
silenciacion de la transcripcion; y control de la segregacion de proteinas oxidadas entre células madre e hija.

"Compuesto inhibidor de sirtuina" se refiere a un compuesto que reduce el nivel de una proteina sirtuina y/o reduce
por lo menos una actividad de una proteina sirtuina. En una realizacion ilustrativa, un compuesto inhibidor de sirtuina
puede reducir por lo menos una actividad biolégica de una proteina sirtuina en por lo menos aproximadamente 10%,
25%, 50%, 75%, 100% o mas. Las actividades bioldgicas ilustrativas de las proteinas sirtuina incluyen
desacetilacion, p. ej., de histonas y p53; extensién de la vida; aumento de la estabilidad gendmica; silenciacion de la
transcripcion; y control de la segregacion de proteinas oxidadas entre células madre e hija.

"Compuesto modulador de sirtuina" se refiere a un compuesto de Férmulas XVIII - XXII tal como se describe en la
presente memoria. En realizaciones ilustrativas, un compuesto modulador de sirtuina puede o bien incrementar (p.
ej., activar o estimular), reducir (p. €j., inhibir o suprimir) o de algun otro modo cambiar la propiedad funcional o la
actividad biologica de una proteina sirtuina. Los compuestos moduladores de sirtuina pueden actuar para modular
una proteina sirtuina o bien directa o indirectamente. En determinadas realizaciones, un compuesto modulador de
sirtuina puede ser un compuesto activador de sirtuina 0 un compuesto inhibidor de sirtuina.

"Proteina sirtuina" se refiere a un miembro de la familia de proteinas sirtuina desacetilasa, o preferiblemente a la
familia sir2, que incluyen las proteinas de levadura Sir2 (NUm. de acceso en GenBank P53685), C.elegans Sir-2.1
(Ndm. de acceso en GenBank NP_501912) y SIRT1 humana (Num. de acceso en GenBank NM_012238 vy
NP_036370 (o AF083106)) y SIRT2 (Num. de acceso en GenBank NM_012237, NM_030593, NP_036369,
NP_085096 y AF083107). Otros miembros de la familia incluyen genes adicionales de tipo levadura Sir2
denominados "genes HST" (homdlogos de Sir dos) HST1, HST2, HST3 y HST4, y los cinco homdélgos humanos
hSIRT3, hSIRT4, hSIRT5, hSIRT6 y hSIRT7 (Brachmann et al. (1995) Genes Dev. 9:2888 y Frye et al. (1999) BBRC
260:273). Las sirtuinas preferidas son aquellas con mayores similitudes con SIRT1, es decir, hSIRT1, y/o Sir2 que
con SIRT2, como aquellos miembros que tienen por lo menos parte de la secuencia N-terminal presente en SIRT1 y
ausente en SIRT2, tal como SIRT3.

"Proteina SIRT1" se refiere a un miembro de la familia sir2 de sirtuina desacetilasas. En una realizacién, una
proteina SIRT1 incluye las proteinas de levadura Sir2 (Num. de acceso en GenBank P53685), C. elegans Sir-2.1
(Ndm. de acceso en GenBank NP_501912), SIRT1 humana (Num. de acceso en GenBank NM_012238 o
NP_036370 (o AF083106)) y SIRT2 humana (Num. de acceso en GenBank NM_012237, NM_030593, NP_036369,
NP_085096 o AF083107) y sus equivalentes y fragmentos. En otra realizaciéon, una proteina SIRT1 incluye un
polipéptido que comprende una secuencia que consiste en, o que consiste esencialmente en, la secuencia de
aminoacidos expuesta en los num. de acceso en GenBank NP_036370, NP_501912, NP_085096, NP_036369 o
P53685. Las proteinas SIRT1 incluyen polipéptidos que comprenden toda o una porcion de la secuencia de
aminoacidos expuesta en los num. de acceso en GenBank NP_036370, NP_501912, NP_085096, NP_036369 o
P53685; la secuencia de aminoacidos expuesta en los nim. de acceso en GenBank NP_036370, NP_501912,
NP_085096, NP_036369 o P53685 con 1 a aproximadamente 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 50, 75 o mas sustituciones
de aminoacidos conservadoras; una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% o 99% idéntica a los num. de acceso en GenBank NP_036370, NP_501912, NP_085096,
NP_036369 o P53685, y sus fragmentos funcionales. Los polipéptidos de la invencién también incluyen homdlogos
(p- €j., ortélogos y paralogos), variantes o fragmentos, de nium. de acceso en GenBank NP_036370, NP_501912,
NP_085096, NP_036369 o P53685.

"Proteina SIRT3" se refiere a un miembro de la familia de proteinas sirtuina desacetilasa y/o a un homélogo de una
proteina SIRT1. En una realizacién, una proteina SIRT3 incluye las proteinas SIRT3 humana (nim. de acceso en
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GenBank AAH01042, NP_036371 o NP_001017524) y SIRT3 de ratén (nim. de acceso en GenBank NP_071878), y
sus equivalentes y fragmentos. En otra realizacion, una proteina SIRT3 incluye un polipéptido que comprende una
secuencia que consiste en, o que consiste esencialmente en, la secuencia de aminoacidos expuesta en los num. de
acceso en GenBank AAH01042, NP_036371, NP_001017524 o NP_071878. Las proteinas SIRT3 incluyen los
polipéptidos que comprenden toda o una porcidén de la secuencia de aminoacidos expuesta en los num. de acceso
en GenBank AAH01042, NP_036371, NP_001017524 o NP_071878; la secuencia de aminoacidos expuesta en los
num. de acceso en GenBank AAH01042, NP_036371, NP_001017524 o NP_071878 con 1 a aproximadamente 2, 3,
5,7, 10, 15, 20, 30, 50, 75 o mas sustituciones de aminoacidos conservadoras; una secuencia de aminoacidos que
es por lo menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a los num. de acceso en GenBank
AAH01042, NP_036371, NP_001017524 o NP_071878, y sus fragmentos funcionales. Los polipéptidos de la
invencién también incluyen homologos (p. ej., ortélogos y paralogos), variantes o fragmentos, de nim. de acceso en
GenBank AAH01042, NP_036371, NP_001017524 o NP_071878. En una realizacion, una proteina SIRT3 incluye un
fragmento de la proteina SIRT3 que es producido por escision con una peptidasa de procesamiento de matriz
mitocondrial (MPP) y/o una peptidasa intermedia a mitocondrial (MIP).

La expresion "sustancialmente homdloga" cuando se usa en relacién con secuencias de aminoacidos, se refiere a
secuencias que son sustancialmente idénticas o similares en secuencia unas con otras, dando origen a una
homologia de conformacion y por lo tanto a la retencion, hasta un grado util, de una o mas actividades bioldgicas
(incluidas inmunolodgicas). La expresion no tiene como fin implicar una evolucion comun de las secuencias.

El término "sintético" se conoce en la técnica y se refiere a la produccion por sintesis quimica o enzimatica in vitro .

Las expresiones "administracion sistémica," "administrado sistémicamente," "administraciéon periférica" y
"administrado periféricamente” se conocen en la técnica y se refieren a la administracion de una composicién,
sustancia terapéutica u otro material que no sea directamente al sistema nervioso central, de modo tal que ingrese
en el sistema del paciente y, por ende, esté sujeto a metabolismo y otros procesos similares.

La expresion "agente terapéutico" se conoce en la técnica y se refiere a cualquier resto quimico que es una
sustancia bioldgica, fisioldgica o farmacolégicamente activa que actua local o sistémicamente en un sujeto. La
expresion también significa cualquier sustancia para uso en el diagndstico, la cura, mitigacién, tratamiento o
prevenciéon de enfermedad o en la mejoria del desarrollo fisico o mental y/o de afecciones en un animal o un ser
humano.

La expresion "efecto terapéutico” se conoce en la técnica y se refiere a un efecto local o sistémico en animales,
particularmente mamiferos, y mas particularmente seres humanos, causado por una sustancia farmacoldgicamente
activa. La frase "cantidad terapéuticamente eficaz" significa que la cantidad de dicha sustancia produce cierto efecto
deseado local o sistémico con una relacién razonable beneficio/riesgo aplicable a cualquier tratamiento. La cantidad
terapéuticamente eficaz de dicha sustancia variara dependiendo del sujeto y de la enfermedad que se esté tratando,
el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la enfermedad, el modo de administracion y similares, que el experto en
la técnica puede determinar facilmente. Por ejemplo, ciertas composiciones descritas en esta memoria pueden
administrarse en una cantidad suficiente para producir un efecto deseado con una relacidon razonable
beneficio/riesgo aplicable a dicho tratamiento.

"Secuencia reguladora transcripcional" es una expresion genérica utilizada en toda la memoria para hacer referencia
a secuencias de DNA, tales como sefales de iniciacion, potenciadores y promotores, que inducen o controlan la
transcripcion de las secuencias que codifican la proteina con la que estadn operativamente unidas. En las
realizaciones preferidas, la transcripcién de uno de los genes recombinantes esta bajo el control de una secuencia
promotora (u otra secuencia reguladora transcripcional) que controla la expresion del gen recombinante en un tipo
de célula cuya expresion se tiene como intencion. También se ha de entender que el gen recombinante puede estar
bajo el control de secuencias reguladoras transcripcionales que son iguales o distintas de aquellas secuencias que
controlan la transcripcién de las formas naturales de los genes descritos en la presente invencion.

"Tratar" una afeccién o enfermedad se refiere a curar como también a aliviar por lo menos un sintoma de la afeccion
o enfermedad.

Un "vector" es una molécula de acido nucleico de autorreplicacion que transfiere una molécula de acido nucleico
insertada en y/o entre células hospedantes. El término incluye vectores que funcionan principalmente para insercion
de una molécula de acido nucleico en una célula, replicacion de vectores que funcionan principalmente para la
replicaciéon de acido nucleico, y vectores de expresion que funcionan para la transcripcion y/o traduccion del DNA o
RNA. También se incluyen vectores que proporcionan mas de una de las funciones anteriormente mencionadas. Tal
como se emplea en la presente memoria, "vectores de expresion" se definen como polinucleétidos que, cuando se
introducen en una célula hospedante apropiada, pueden transcribirse y traducirse en polipéptido(s). Un "sistema de
expresion" usualmente connota una célula hospedante adecuada comprendida por un vector de expresion que
puede funcionar para producir un producto de expresion deseado.

La expresion "deterioro de la vision" se refiere a disminucion de la visién, que con frecuencia se revierte solo
parcialmente o es irreversible tras el tratamiento (p. €j., cirugia). El deterioro de la visién particularmente intenso se
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denomina "ceguera" o "pérdida de la vision", lo cual se refiere a una pérdida de la vision total, a la vision peor que
20/200 y que no puede mejorarse con lentes correctoras, 0 a un campo visual de menos de 20 grados de diametro
(radio de 10 grados).

2. Moduladores de sirtuina

En un aspecto, la invencion proporciona nuevos compuestos moduladores de sirtuina para tratar y/o prevenir una
amplia variedad de enfermedades y trastornos, lo que incluye, por ejemplo, enfermedades o trastornos relacionados
con el envejecimiento o el estrés, diabetes, obesidad, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades y
trastornos oculares, enfermedad cardiovascular, trastornos de coagulacién de la sangre, inflamacién, cancer y/o
calores, etc. Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina
pueden también utilizarse para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto que se beneficiaria con un aumento
de la actividad mitocondrial, para potenciar el rendimiento muscular, para aumentar los niveles de ATP musculares o
para tratar o prevenir el dafio al tejido muscular asociado con hipoxia e isquemia. Otros compuestos descritos en la
presente memoria pueden ser adecuados para uso en una composicion farmacéutica y/o uno o mas métodos
descritos en la presente memoria.

En determinadas realizaciones, los compuestos de Férmula Estructural (XVIII) tienen la féormula:

R31

S
RZO \f‘
\_N_//
(X1X),

o su sal farmacéuticamente aceptable, donde
R? se selecciona entre H o un grupo solubilizante;
R?" se selecciona entre -NH-C(O)- o -NH-C(O)-CHa-; y

R%! se selecciona entre un arilo monociclico o biciclico opcionalmente sustituido, o un heteroarilo monociclico o
biciclico opcionalmente sustituido.

Tipicamente, R"en los compuestos de la Férmula Estructural (XVIIl) se selecciona entre fenilo, piridilo, tienilo o
furilo, particularmente fenilo opcionalmente sustituido.

Tipicamente, R? se selecciona entre H, -CH2-N(CHs)z,

H
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benzofurilo, quinolinilo, quinoxalinilo o benzotienilo y donde R*' esta opcionalmente sustituido.

Tipicamente, R?" se selecciona entre -NH-C(O)- o -NH-C(O)-CHa-;

Tipicamente, R en los compuestos de la Férmula Estructural gXX) se selecciona entre fenilo, piridilo, tienilo o furilo,
particularmente fenilo opcionalmente sustituido. Tipicamente, R % se selecciona entre H, -CH2-N(CHs)a,
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Tipicamente, R*' se selecciona entre fenilo, pirazolilo, funlo piridilo, pirimidinilo, tienilo, naftilo, benzopirazolilo,
benzofurilo, quinolinilo, quinoxalinilo o benzotienilo y donde R*' esta opcionalmente sustituido.

Tipicamente, R?' se selecciona entre -NH-C(O)- o -NH-C(O)-CHa-;

En determinadas realizaciones de los compuestos de Formula Estructural (XXI), R* se selecciona entre pirrolilo,
pirazolilo, pirazinilo, furilo, piridilo, pirimidinilo o tienilo, y R* esta opcionalmente sustituido y estd opcionamente
benzocondensado.

En determinadas realizaciones de los compuestos de Formula Estructural (XXI), R se selecciona entre benzofurilo,
metilfurilo, benzotienilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirazolilo, donde dicho metilfurilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo
o pirazolilo esta opcionalmente benzocondensado y donde R* esta opcionalmente sustituido o adicionalmente
sustituido.

En los compuestos de Formula Estructural (XXII), preferiblemente R?' se selecciona entre -NH-C(O)- o -NH-C(0)-
CHy-.

Los compuestos de la invencion, incluyendo los nuevos compuestos de la invencién, pueden también utilizarse en
los métodos descritos en esta memoria.

Los compuestos y sus sales descritos en la presente invencidon también incluyen sus correspondientes hidratos (p.
ej., hemihidrato, monohidrato, dihidrato, trihidrato, tetrahidrato) y solvatos. Los disolventes adecuados para la
preparacion de solvatos e hidratos pueden en general ser seleccionados por el experto en la materia.

Los compuestos y sus sales pueden estar presentes en formas amorfas o cristalinas (incluidas las formas co-
cristalina y polimorfica).

En los compuestos anteriormente descritos, los grupos bivalentes descritos como posibles valores para variables
pueden tener cualquier orientacion, siempre que dicha orientacion resulte en una molécula estable. Preferiblemente,
no obstante, el lado izquierdo de un grupo bivalente (p. ej., -NR{-C(O)-) estd unido a un grupo arileno o
heteroarileno bivalente (p. €j.,

R19) y el lado derecho de un grupo bivalente esta unido a un grupo arilo monovalente (p. €;j., R31).

Los compuestos moduladores de sirtuina de la invencion que tienen sustituyentes de hidroxilo, a menos que se
indique lo contrario, pueden también formar los metabolitos secundarios relacionados, tales como fosfato, sulfato,
derivados de acilo (p. €j., acetilo, acilo de acido graso) y azucar (p. €j., glucurondato, glucosa) (p. €j., de grupos
hidroxilo), particularmente los derivados de sulfato, acilo y azucar. En otros términos, los grupos sustituyentes -OH
también incluyen -OSOs” M*, donde M* es un catién adecuado (preferiblemente H*, NH;" 0 un ién de metal alcalino
tal como Na* o K*) y azlicares tales como

Estos grupos son en general escindibles a -OH por hidrdlisis o por escision metabdlica (p. €j., enzimatica).

En determinadas realizaciones, los compuestos de la invencion excluyen una o mas de las especies descritas en la
Tabla 4.
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Los compuestos moduladores de sirtuina de la invencion ventajosamente modulan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina, particularmente la actividad de desacetilasa de la proteina sirtuina.

Separadamente o ademas de las propiedades recién mencionadas, ciertos compuestos moduladores de sirtuina de
la invencién no tienen sustancialmente una o mas de las siguientes actividades: La inhibicion de PI3-cinasa, la
inhibicion de aldorreductasa, inhibicion de tirosina cinasa, transactivacion de EGFR tirosina cinasa, dilatacion
coronaria o actividad espasmolitica, a concentraciones del compuesto que son eficaces para modular la actividad de
desacetilaciéon de una proteina sirtuina (p. €j., tal como una proteina SIRT1 y/o SIRT3).

Un grupo alquilo es un hidrocarburo de cadena lineal, ramificado o ciclico, no aromatico que estda completamente
saturado. Tipicamente, un grupo alquilo de cadena lineal o ramificado tiene entre 1 y aproximadamente 20 atomos
de carbono, preferiblemente entre 1 y aproximadamente 10, y un grupo alquilo ciclico tiene entre 3 y
aproximadamente 10 atomos de carbono, preferiblemente entre 3 y aproximadamente 8. Los ejemplos de grupos
alquilo de cadena lineal y ramificados incluyen metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butil, sec-butilo, terc-butilo,
pentilo, hexilo, pentilo y octilo. Un grupo alquilo de cadena lineal o ramificado C1-C4 también se denomina grupo
"alquilo inferior".

Un grupo alquenilo es un hidrocarburo no aromatico de cadena lineal, ramificado o ciclico que contiene un o mas
dobles enlaces. Tipicamente, los dobles enlaces no estan situados en el extremo del grupo alquenilo, de modo tal
que el doble enlace no es adyacente a otro grupo funcional.

Un grupo alquinilo es un hidrocarburo no aromatico de cadena lineal, ramificado o ciclico, que contiene un o mas
triples enlaces. Tipicamente, los triples enlaces no estan situados en el extremo del grupo alquinilo, de modo tal que
el triple enlace no es adyacente a otro grupo funcional.

Un anillo (p. €j., un anillo de 5 a 7 miembros) o un grupo ciclico incluye anillos carbociclicos y heterociclicos. Dichos
anillos pueden estar saturados o insaturados, incluidos los aromaticos. Los anillos heterociclicos tipicamente
contienen 1 a 4 heteroatomos, aunque los atomos de oxigeno y azufre no pueden estar adyacentes unos de otros.

Los grupos aromaticos (arilo) incluyen grupos aromaticos carbociclicos tales como fenilo, naftilo y antracilo, y grupos
heteroarilo tales como imidazolilo, tienilo, furilo, piridilo, pirimidilo, piranilo, pirazolilo, pirrolilo, pirazinilo, tiazolilo,
oxazolilo y tetrazolilo.

Los grupos aromaticos también incluyen sistemas de anillos aromaticos policiclicos, condensados en los que un
anillo aromatico carbociclico o un anillo heteroarilo estda condensado a uno o mas anillos heteroarilo. Los ejemplos
incluyen benzotienilo, benzofurilo, indolilo, quinolinilo, benzotiazol, benzoxazol, bencimidazol, quinolinilo,
isoquinolinilo e isoindolilo.

Los anillos heterociclicos no aromaticos son anillos carbociclicos no aromaticos que incluyen uno o mas
heteroatomos tales como nitrégeno, oxigeno o azufre en el anillo. El anillo puede tener cinco, seis, siete u ocho
miembros. Los ejemplos incluyen tetrahidrofurilo, tetrahidrotiofenilo, morfolino, tiomorfolino, pirrolidinilo, piperazinilo,
piperidinilo y tiazolidinilo, junto con la forma ciclica de azucares.

Un anillo condensado a un segundo anillo comparte por lo menos un enlace en comun.

Los sustituyentes adecuados en un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o arilo no aromatico heterociclico
(carbociclico y heteroarilo) son aquellos que no interfieren sustancialmente con la capacidad de los compuestos
descritos de tener una o mas de las propiedades descritas en la presente memoria. Un sustituyente interfiere
sustancialmente con las propiedades de un compuesto cuando la magnitud de la propiedad se reduce en mas de
aproximadamente 50% en un compuesto con el sustituyente comparado con un compuesto sin el sustituyente. Los
ejemplos de sustituyentes adecuados incluyen -OH, halégeno (-Br, -Cl, - y - F), -OR? -O-COR?, -COR?, -C(O)R?, -
CN, -NO?, -COOH, -COOR?, -OCO,R?, - C(O)NR°R®, -OC(O)NR?R®, -SO3H, -NH,, -NHR?, -N(R°R"), -COOR?, -CHO,
- CONH,, -CONHR?, -CON(R?R®), -NHCOR?, -NRCOR?, -NHCONH;, -NHCONR®H, - NHCON(R®R"), -NR°CONHS, -
NR°CONR®H, -NR°CON(R?R"), -C(=NH)-NH,, - C(=NH)-NHR?, -C(=NH)-N(R°R®), -C(=NR°)-NH;, -C(=NR°)-NHR?, -
C(=NR°)—N(R"‘Rb), -NH-C(=NH)-NH,, -NH-C(=NH)-NHR?, -NH-C(=NH)—N(RaRb), -NH-C(=NR°)-NH;, -NH-C(=NR°)-
NHR?, -NH-C(=NR°)-N(R?R®), -NR?H-C(=NH)-NH>, - NR%-C(=NH)-NHR?, -NR®-C(=NH)-N(R?R"), -NR%C(=NR°)-NHj,
-NRC(=NR%-NHR? -NR®C(=NR°)-N(R°R"), -NHNH,, -NHNHR? -NHR®R®, -SO,NH,, -SO;NHR,, -SO,NR°R®, -
CH=CHR?, -CH=CR?R®, -CR°=CR°R", CR°=CHR?, -CR°=CR°R", -CCR?, -SH, -SOR® (kes 0, 102), -S(O)OR? (k es
0, 1 0 2) y -NH-C(=NH)-NHa. R®-R? son cada uno independientemente un grupo alifatico, alifatico sustituido, bencilo,
bencilo sustituido, aromatico o aromatico sustituido, preferiblemente un grupo alquilo, bencilico o arilo. Ademas, -
NR?R®, tomados juntos, pueden tener también la forma de un grupo heterociclico no aromatico, sustituido o no
sustituido. Un grupo heterociclico no aromatico, grupo bencilo o grupo arilo puede también tener un grupo alifatico o
alifatico sustituido como sustituyente. Un grupo alifatico sustituido puede también tener un anillo heterociclico no
aromatico, un anillo heterociclico no aromatico sustituido, bencilo, bencilo sustituido, arilo o arilo sustituido como
sustituyente. Un grupo heterociclico no aromatico, alifatico, sustituido, arilo sustituido o bencilo sustituido puede
tener mas de un sustituyente.
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Las combinaciones de sustituyentes y variables contempladas por la presente invencion son solamente aquellas que
producen la formacion de compuestos estables. Tal como se emplea en la presente memoria, el término "estable" se
refiere a compuestos que poseen la estabilidad suficiente para permitir la fabricacidn, y que mantienen la integridad
del compuesto por un periodo de tiempo suficiente para ser Utiles a los fines que se detallan en la presente memoria.

Un grupo donante de enlaces de hidrégeno es un grupo funcional que tiene un atomo de hidrogeno positivamente
cargado (p. €j., -OH, -NH2, -SH) o un grupo (p. €j., un éster) que se metaboliza en un grupo capaz de donar un
enlace de hidrégeno.

Tal como se emplea en la presente memoria, un "grupo solubilizante" es un resto que tiene caracter hidrofilo
suficiente para mejorar o aumentar la solubilidad en agua del compuesto en el que se incluye, en comparacion con
un compuesto analogo que no incluye el grupo. El caracter hidréfilo puede lograrse por cualquier medio, tal como la
inclusion de grupos funcionales que se ionizan bajo las condiciones de uso para formar restos cargados (p. €j.,
acidos carboxilicos, acidos sulfénicos, acidos fosféricos, aminas, etc.); grupos que incluyen cargas permanentes (p.
€j., grupos amonio cuaternario); y/o heteroatomos o grupos heteroatomicos (p. €j., O, S, N, NH, N-(CHy)y-R?, N-
(CH2),-C(O)R?, N-(CH2)y-C(O)OR?, N-(CH,),-S(0)2R?- , N-(CH2),-S(0).0R?, N-(CH,),-C(O)NR®R?, etc., donde R® se
selecciona entre hidrogeno, alquilo inferior, cicloalquilo inferior, (C6-C14) arilo, fenilo, naftilo, arilalquilo (C7-C20) y
bencilo, donde R? esta opcionalmente sustituido; y y es un entero entre 0 y 6), grupos heterociclicos opcionalmente
sustituidos (p. €j., -(CH2)n-R®, ~(CH2)n-C(O)-R®, ~(CH2),-O-(CH2)r-Rs, donde R® se selecciona entre un heterociclo
monociclico saturado opcionalmente sustituido, un heterociclo condensado biciclico saturado opcionalmente
sustituido, un heterociclo espiro biciclico saturado opcionalmente sustituido, un heteroarilo opcionalmente sustituido
y un heterociclo no arilo parcialmente sustituido y opcionalmente sustituido; y n es un entero entre 0 y 2). Se ha de
entender que los sustituyentes presentes en R%o R® no deben mejorar o aumentar la solubilidad en agua en
comparacién con sus contrapartes no sustituidas para estar dentro del alcance de la presente definicion. Se requiere
que dichos sustituyentes no reviertan significativamente el avance en solubilidad en agua provisto por el resto R% o
R® no sustituido.

En una realizacion, el grupo solubilizante aumenta la solubilidad en agua del correspondiente compuesto que carece
del grupo solubilizante por lo menos 5 veces, preferiblemente por lo menos 10 veces, mas preferiblemente por lo
menos 20 veces y lo mas preferiblemente por lo menos 50 veces.

En una realizacion preferida, el grupo solubilizante es un resto de la férmula: -(CHz)n-R1OO-N(R1O1)(R101), en la que:
n se selecciona entre 0, 1 0 2;
R'% se selecciona entre un enlace, -C(O)- 0 -O(CHz)n; y
cada R'" se selecciona independientemente entre:
a. hidrégeno;

b. alquilo C4-C4 lineal o ramificado, donde dicho alquilo esta opcionalmente sustituido con halo, CN, OH, O-
(alquilo C4-C4 lineal o ramificado), N(R1')(R+') 0 =0;

C.
Z
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f. ambos restos R'" se toman junto con el &tomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo de la

estructura
PN /E"‘ —Z30
Z3s N Z57 \
] |z | /N_—g
36 P 232
Z3 , T Zs3
(0]
-4
N/
R1'/N
>
(0]

g. ambos restos R'"" se toman junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos para formar un anillo

heteroarilo de 5 miembros que contiene 1 a 3 atomos N adicionales, donde dicho anillo heteroarilo esta
opcionalmente sustituido con R1";

en la que:
cada Z se selecciona independientemente entre -O-, -S-, -NR+'- o -C(Rso)(RSO)-, donde:

por lo menos tres de Zxo, Z21, Z2 Y Z23 son -C(R*)(R*)

por lo menos tres de Zo4, Zs, Zas, Zo7 Y Zas son -C(RP)(R*)-;
por lo menos cuatro de Zso, Z31, Zaz2 Y Zss son -C(R*)(R*)-; y
por lo menos cuatro de Zas, Zss, Zzs, Za7 Y Zas son -C(R*°)(R*)-;

cada R se selecciona independientemente entre hidrégeno o un alquilo C4-Cs lineal o ramificado
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados entre halo, -CN, -OH, -OCHjs, -NHy, -
NH(CH3), -N(CH3)2 (o] =O;

cada R se selecciona independientemente entre R+', halo, CN, OH, O-(alquilo C+4-C4 lineal o ramificado),
N(R1")(R1"), =CR{, SR¢, =NR{', =NOR' 0 =0;

dos R*® cualesquiera no ciclicos adecuados estan opcionalmente unidos entre si directamente o mediante

un puente alquileno, alquenileno o alcanodilideno C4 a C, para producir un anillo biciclico condensado o
espiro; y
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cualquier 27

la estructura de anillo esta opcionalmente benzocondensada o condensada a un heteroarilo monociclico para
producir un anillo biciclico.

5 Para fines de claridad, la expresion "puente alquileno, alquenileno o alcanodilideno C1 a Cz significa las estructuras
multivalentes -CHy-, -CH2-CHy-, -CH=, =CH-, -CH=CH- 0 =CH-CH=. Los dos restos R* que estan opcionalmente
unidos entre si pueden o bien estar en el mismo atomo de carbono o en atomos de carbono distintos. La primera
opcién produce un anillo biciclico espiro, mientras que la segunda produce un anillo biciclico condensado. Sera
obvio para los expertos en la materia que cuando dos R* estén unidos entre si para formar un anillo (o bien

10 directamente o a través de uno de los puentes menmonados) se perderan uno o mas atomos de hidrégeno
termlnales en cada R* . Por consiguiente, un resto "R* no ciclico adecuado” disponible para formar un anillo es un
resto R® no ciclico que comprende por o menos un atomo de hidrégeno terminal.

En otra realizacion preferida, el grupo solubilizante es un resto de la férmula: -(CHz)n-O-R1O1, donde ny R son
como se definié anteriormente.

15 En otra realizacion preferida, el grupo solubilizante es un resto de la férmula: -(CH2),-C(O)-R+', donde n y R+' son
como se definié anteriormente.

102 102

En una realizacion preferida, un grupo solubilizante se selecciona entre -(CH2),-R ™, donde nes 0, 1 0 2; y R se
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donde R4' son como se definié anteriormente.

En una realizacion incluso mas preferida, un grupo solubilizante se selecciona entre 2-dimetilaminoetilcarbamoilo,
piperazin-1-ilcarbonilo, piperazinilmetilo, dimetilaminometilo, 4-metilpiperazin-1-ilmetilo, 4-aminopiperidin-1-il-metilo,
4-fluoropiperidin-1-il-metilo, morfolinometilo, pirrolidin-1-ilmetilo, 2-oxo-4-bencilpiperazin-1-ilmetilo, 4-bencilpiperazin-
1-ilmetilo, 3-oxopiperazin-1-ilmetilo, piperidin-1-ilmetilo, piperazin-1-iletilo, 2,3-dioxopropilaminometilo, tiazolidin-3-
ilmetilo, 4-acetilpiperazin-1-ilmetilo, 4-acetilpiperazin-1-ilo, morfolino, 3,3-difluoroazetidin-1-ilmetilo, 2H-tetrazol-5-
ilmetilo, tiomorfolin-4-ilmetilo, 1-oxotiomorfolin-4-ilmetilo, 1,1-dioxotiomorfolin-4-iimetilo, 1H-imidazol-1-iimetilo, 3,5-
dimetilpiperazin-1ilmetilo, 4-hidroxipiperidin-1-iimetilo, N-metil(1-acetilpiperidin-4-il)-aminometilo, N-metilquinuclidin-3-
ilaminometilo, 1H-1,2,4-triazol-1-ilmetilo, 1-metilpiperidin-3-il-oximetilo o 4-fluoropiperidin-1-ilo.

En la medida en que no se incluya dentro de alguna de las definiciones expuestas anteriormente, la expresion
"grupo solubilizante" también incluye restos descritos como unidos a la posicién 7 de acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-
dihidro-4-oxoquinolina-3-carboxilico (ciprofloxacin) y sus derivados, como se describe en las publicaciones PCT WO
2005026165, WO 2005049602 y WO 2005033108, y en las publicaciones de patentes europeas EP 0343524, EP
0688772, EP 0153163, EP 0159174; como también "grupos solubilizantes en agua" descritos en la publicacién de
patente estadounidense 2006/0035891. La descripcién de cada una de estas publicaciones de patentes se incorpora
a la presente memoria por referencia.

Los dobles enlaces indicados en una estructura como:

AN

tienen como fin incluir tanto la configuraciéon (E) como (Z). Preferiblemente, los dobles enlaces estan en la
configuracion (E).

Un azucar es un derivado de aldehido o cetona de un alcohol polihidroxi de cadena lineal, que contiene por lo menos
tres atomos de carbono. Un azlcar puede existir como una molécula lineal o, preferiblemente, como una molécula
ciclica (p. €j., en la forma de piranosa o furanosa). Preferiblemente, un aztcar es un monosacarido tal como glucosa
o acido glucuronico. En realizaciones de la invencion en las que, por ejemplo, se desea la residencia prolongada de
un compuesto derivado con un azucar, el azucar es preferiblemente un azicar no natural. Por ejemplo, uno o mas
grupos hidroxilo son sustituidos con otro grupo, tal como un halégeno (p. €j., cloro). La configuracion estereoquimica
en uno o mas atomos de carbono puede también alterarse, en comparacion con un azucar natural. Un ejemplo de un
azucar no natural adecuado es sucralosa.

Un acido graso es un acido carboxilico que tiene un resto hidrocarbonado de cadena larga. Tipicamente, un acido
graso tiene un ndmero par de atomos de carbono en el intervalo de 12 a 24, a menudo de 14 a 20. Los acidos
grasos pueden ser saturados o insaturados y sustituidos o no sustituidos, pero tipicamente son no sustituidos. Los
acidos grasos pueden ser naturales o no naturales. En realizaciones de la invencién en las que, por ejemplo, se
desea la residencia prolongada de un compuesto que tiene un resto de acido graso, el acido graso es
preferiblemente un azucar no natural. El grupo acilo de un acido graso consiste en el resto hidrocarbonado y en el
resto carbonilo de la funcionalidad de acido carboxilico, pero excluye el resto -OH asociado con la funcionalidad de
acido carboxilico.

También se incluyen en la presente invencién sales, particularmente las sales farmacéuticamente aceptables, de los
compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria. Los compuestos de la presente invencion
que poseen suficiente caracter acido, suficiente caracter de base, o ambos grupos funcionales, pueden reaccionar
con cualquiera de un ndmero de bases inorganicas, y acidos inorganicos y organicos para formar una sal.
Alternativamente, los compuestos que estan inherentemente cargados, tales como aquellos con un nitrégeno
cuaternario, pueden formar una sal con un contraién apropiado (p. €j., un haluro tal como bromuro, cloruro o fluoruro,
particularmente bromuro).

Los acidos comunmente empleados para formar sales de adicion de acidos son acidos inorganicos tales como acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido hidroyédico, acido sulfurico, acido fosférico y similares, y los acidos organicos
tales como acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico, acido oxalico, acido p-bromofenil-sulfénico, acido
carbédnico, acido succinico, acido citrico, acido benzoico, acido acético y similares. Los ejemplos de dichas sales
incluyen sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfito, fosfato, monohidrogenfosfato, dihidrogenfosfato, metafosfato,
pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato, propionato, decanoato, caprilato, acrilato, formato, isobutirato,
caproato, heptanoato, propiolato, oxalato, malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato, butino-1,4-
dioato, hexino-1,6-dioato, benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato,
metoxibenzoato, ftalato, sulfonato, xilenosulfonato, fenilacetato, fenilpropionato, fenilbutirato, citrato, lactato, gamma-
hidroxibutirato, glicolato, tartrato, metanosulfonato, propanosulfonato, naftaleno-1-sulfonato, naftaleno-2-sulfonato,
mandelato y similares.
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Las sales de adicién de bases incluyen aquellas derivadas de bases inorganicas, tales como amonio o hidréxidos
alcalinos o de metal alcalino térreo, carbonatos, bicarbonatos y similares. Dichas bases Utiles para preparar las sales
de la presente invencion incluyen por lo tanto hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, hidroxido de amonio,
carbonato de potasio y similares.

De acuerdo con otra realizacion, la presente invencion proporciona métodos para producir los compuestos
moduladores de sirtuina anteriormente definidos. Los compuestos pueden sintetizarse usando técnicas
convencionales. Ventajosamente, estos compuestos se sintetizan convenientemente a partir de materiales de
partida facilmente disponibles.

Las transformaciones y metodologias de quimica sintética utiles para sintetizar los compuestos moduladores de
sirtuina descritos en la presente invencion se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, aquellas descritas en R.
Larock, Comprehensive Organic Transformations (1989); T. W. Greene y P. G. M. Wuts, Protective Groups in
Organic Synthesis, 22 Ed. (1991); L. Fieser y M. Fieser, Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis (1994);
y L. Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis (1995).

En una realizacion ilustrativa, un compuesto modulador de sirtuina puede atravesar la membrana citoplasmica de
una célula. Por ejemplo, un compuesto puede tener una permeabilidad celular de por lo menos aproximadamente
20%, 50%, 75%, 80%, 90% 0 95%.

Los compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria también tienen una o mas de las
siguientes caracteristicas: el compuesto puede ser esencialmente no toxico para una célula o sujeto; el compuesto
modulador de sirtuina puede ser una molécula organica o una molécula pequefia de 2000 amu o menos, 1000 amu
0 menos; un compuesto puede tener una semivida bajo condiciones atmosféricas normales de por lo menos
aproximadamente 30 dias, 60 dias, 120 dias, 6 meses o 1 afio; el compuesto puede tener una semivida en
disolucion de por lo menos aproximadamente 30 dias, 60 dias, 120 dias, 6 meses o 1 afo; un compuesto modulador
de sirtuina puede ser mas estable en disolucidon que resveratrol por al menos un factor de aproximadamente 50%, 2
veces, 5 veces, 10 veces, 30 veces, 50 veces o 100 veces; un compuesto modulador de sirtuina puede promover la
desacetilacion del factor de reparacion de DNA Ku70; un compuesto modulador de sirtuina puede promover la
desacetilacion de Rc1A/p65; un compuesto puede incrementar la velocidad de recambio y potenciar la sensibilidad
de las células a la apoptosis inducida por TNF.

En determinadas realizaciones, un compuesto modulador de sirtuina no tiene ninguna capacidad sustancial de
inhibir una histona desacetilasa (HDAC) de clase |, una HDAC de clase Il o HDAC | y II, a concentraciones (p. €j., in
vivo) eficaces para modular la actividad de la desacetilasa de la sirtuina. Por ejemplo, en realizaciones preferidas, el
compuesto modulador de sirtuina es un compuesto activador de sirtuina y se elige que tenga un valor ECsg para
activar la actividad de la sirtuina desacetilasa de por lo menos 5 veces menos que el valor ECsp para inhibicién de un
HDAC | y/o HDAC I, e incluso mas preferiblemente por lo menos 10 veces, 100 veces o incluso 1000 veces menos.
Los métodos para ensayar la actividad de HDAC | y/o HDAC Il se conocen en la técnica, y los kits para realizar
dichos ensayos pueden adquirirse en el mercado. Véanse p. €j., BioVision, Inc. (Mountain View, CA; world wide web
at biovision.com) y Thomas Scientific (Swedesboro, NJ; world wide web tomassci.com).

En determinadas realizaciones, un compuesto modulador de sirtuina no tiene ninguna capacidad sustancial de
modular los homdlogos de sirtuina. En una realizacién, un activador de la proteina sirtuina humana puede no tener
ninguna capacidad sustancial de activar una proteina sirtuina proveniente de eucariotas inferiores, particularmente
de levadura o patégenos humanos, a concentraciones (p. €j., in vivo) eficaces para activar la actividad de la
desacetilasa de sirtuina humana. Por ejemplo, se puede elegir un compuesto activador de sirtuina que tenga un
valor ECsp para activar una sirtuina humana, como SIRT1 y/o SIRT3, la actividad de desacetilasa que es por lo
menos 5 veces menor que el valor ECsg para activar una sirtuina de levadura, tal como Sir2 (como Candida, S.
cerevisiae, etc.), e incluso mas preferiblemente por lo menos 10 veces, 100 veces o incluso 1000 veces menos. En
otra realizacién, un inhibidor de una proteina sirtuina proveniente de eucariotas inferiores, particularmente de
patégenos humanos o de levadura, no tiene ninguna capacidad sustancial de inhibir una proteina sirtuina de seres
humanos a concentraciones (p. €j., in vivo) eficaces para inhibir la actividad de la desacetilasa de una proteina
sirtuina de una eucariota inferior. Por ejemplo, se puede elegir un compuesto inhibidor de sirtuina que tenga un valor
Clso para inhibir una sirtuina humana, como SIRT1 y/o SIRT3, la actividad de desactilasa que es por lo menos 5
veces menor que el valor Clsp para inhibir una sirtuina de levadura, tal como Sir2 (como Candida, S. cerevisiae, etc.),
e incluso mas preferiblemente por lo menos 10 veces, 100 veces o incluso 1000 veces menos.

En determinadas realizaciones, un compuesto modulador de sirtuina puede tener la capacidad de modular uno o
mas homoélogos de la proteina sirtuina, tales como por ejemplo, una o o mas SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5,
SIRT6 o SIRT7 humanas. En una realizacion, un compuesto modulador de sirtuina tiene la capacidad de modular
tanto una proteina SIRT1 como SIRT3.

En otras realizaciones, un modulador de SIRT1 no tiene ninguna capacidad sustancial de modular otros homdélogos
de la proteina sirtuina, tales como por ejemplo, una o mas de SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 o SIRT7
humanas, a concentraciones (p. €j., in vivo) eficaces para modular la actividad de la desacetilasa de SIRT1 humana.
Por ejemplo, se puede elegir un compuesto modulador de sirtuina que tenga un valor EDsg para modular la actividad
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de desacetilasa de SIRT1 humana que sea por lo menos 5 veces inferior al valor EDsy para modular una o mas
SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 o SIRT7 humanas, e incluso mas preferiblemente por lo menos 10 veces, 100
veces 0 incluso 1000 veces inferior. En una realizaciéon, un modulador de SIRT1 no tiene ninguna capacidad
sustancial de modular una proteina SIRT3.

En otras realizaciones, un modulador de SIRT1 no tiene ninguna capacidad sustancial de modular otros homélgos
de la proteina sirtuina, tales como por ejemplo, una o mas de SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 o SIRT7
humanas, a concentraciones (p. €j., in vivo) eficaces para modular la actividad de la desacetilasa de SIRT3 humana.
Por ejemplo, se puede elegir un compuesto modulador de sirtuina que tenga un valor EDsp para modular la actividad
de desacetilasa de SIRT3 humana que sea por lo menos 5 veces inferior al valor EDsy para modular una o mas
SIRT1, SIRT2, SIRT4, SIRT5, SIRT6 o SIRT7 humanas, e incluso mas preferiblemente por lo menos 10 veces, 100
veces 0 incluso 1000 veces inferior. En una realizaciéon, un modulador de SIRT3 no tiene ninguna capacidad
sustancial de modular una proteina SIRT1.

En determinadas realizaciones, un compuesto modulador de sirtuina puede tener una afinidad de unién hacia una
proteina sirtuina de aproximadamente 10'9M, 10'1°M, 10'”M, 10"?M o0 menos. Un compuesto modulador de sirtuina
puede reducir (activador) o incrementar (inhibidor) el valor Km aparente de una proteina sirtuina para su sustrato o
NAD+ (u otro cofactor) por un factor de por lo menos aproximadamente 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 50 o 100. En
determinadas realizaciones, los valores Km se determinan usando el ensayo de espectrometria de masas descrito
en la presente memoria. Los compuestos activadores preferidos reducen el valor Km de una sirtuina para su sustrato
o cofactor hasta un grado mayor que el causado por resveratrol en una concentracion similar, o reducen el valor Km
de una sirtuina para su sustrato o cofactor similar a aquel causado por resveratrol en una concentracion inferior. Un
compuesto modulador de sirtuina puede incrementar el valor Vmax de una proteina sirtuina por un factor de por lo
menos aproximadamente 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 50 o 100. Un compuesto modulador de sirtuina puede tener un valor
ED50 para modular la actividad de desacetilasa de una proteina SIRT1 y/o SIRT3 de menos de aproximadamente 1
nM, menos de aproximadamente 10 nM, menos de aproximadamente 100 nM, menos de aproximadamente 1 uM,
menos de aproximadamente 10 uM, menos de aproximadamente 100 uM, o entre aproximadamente 1-10 nM, entre
aproximadamente 10-100 nM, entre aproximadamente 0,1-1 pM, entre aproximadamente 1-10 uM o entre
aproximadamente 10-100 uM. Un compuesto modulador de sirtuina puede modular la actividad de la desacetilasa de
una proteina SIRT1 y/o SIRT3 por un factor de por lo menos aproximadamente 5, 10, 20, 30, 50 o 100, segun lo
medido en un ensayo celular o en un ensayo basado en células. Un compuesto activador de sirtuina puede causar
por lo menos aproximadamente 10%, 30%, 50%, 80%, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 50 veces o 100 veces mayor
induccién de la actividad de desacetilasa de una proteina sirtuina en relacion con la misma concentracion de
resveratrol. Un compuesto modulador de sirtuina puede tener un valor ED50 para modular SIRT5 por lo menos
aproximadamente 10 veces, 20 veces, 30 veces, 50 veces mayor que aquel para modular SIRT1 y/o SIRT3.

3. Usos ilustrativos

En ciertos aspectos, la aplicacion considera métodos para modular el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina y
métodos para su uso.

En determinadas realizaciones, la invencién considera métodos para uso de compuestos moduladores de sirtuina en
los que los compuestos moduladores de sirtuina activan una proteina sirtuina, p. ej., aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina. Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina pueden ser Utiles para una diversidad de aplicaciones terapéuticas que incluyen, por ejemplo,
aumentar la vida de una célula y tratar y/o prevenir una amplia gama de enfermedades y trastornos que incluyen, por
ejemplo, enfermedades o trastornos relacionados con el envejecimiento o el estrés, diabetes, obesidad,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedad cardiovascular, trastornos de coagulacién de la sangre, inflamacion,
cancer ylo sofocos, etc. Los métodos comprenden administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un compuesto modulador de sirtuina, p. ej., un compuesto activador de sirtuina.

En otras realizaciones, la solicitud considera métodos para uso de compuestos moduladores de sirtuina en los que
los compuestos moduladores de sirtuina reducen la actividad de la sirtuina, p. €j., reducen el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina. Los compuestos moduladores de sirtuina que reducen el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden ser Utiles para una variedad de aplicaciones terapéuticas que incluyen, por ejemplo, aumentar la
sensibilidad celular al estrés (incluyendo aumentar la radiosensibilidad y/o la quimiosensibilidad), aumentar la
cantidad y/o el indice de apoptosis, tratamiento de cancer (opcionalmente en combinaciéon con otro agente
quimioterapéutico), estimulacion del apetito y/o estimulacion del aumento de peso, etc. Los métodos comprenden
administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto modulador de
sirtuina, p. ej., un compuesto inhibidor de sirtuina.

Si bien los solicitantes no desean estar influenciados por la teoria, se cree que los activadores e inhibidores de la
presente invencion pueden interactuar con una sirtuina en el mismo sitio dentro de la proteina sirtuina (p. ej., sitio
activo o sitio que afecta el valor Km o Vmax del sitio activo). Se cree que ésta es la razén por la cual ciertas clases
de activadores e inhibidores de sirtuina pueden tener similitud estructural sustancial.
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En determinadas realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria pueden
tomarse solos o combinados con otros compuestos. En una realizacién, una mezcla de dos o mas compuestos
moduladores de sirtuina puede administrarse a un sujeto que lo necesita. En otra realizacién, un compuesto
modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede administrarse con uno o
mas de los siguientes compuestos: resveratrol, butein, fisetin, piceatannol o quercetin. En una realizacion ilustrativa,
un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede
administrarse en combinacion con acido nicotinico. En otra realizacién, un compuesto modulador de sirtuina que
reduce el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede administrarse con uno o mas de los siguientes
compuestos: nicotinamida (NAM), suranim; NF023 (un antagonista de proteina G); NF279 (un antagonista del
receptor purinérgico); Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8,tetrametilcroman-2-carboxiilico); (-)-epigalocatequina (hidroxi en
los sitios 3,5,7,3',4", 5'); (-)-epigalocatequina galato (sitios Hidroxi 5,7,3',4',5' y galato éster en 3); cloruro de cianidin
(cloruro de 3,5,7,3'4'-pentahidroxiflavilium); cloruro de delfinidin (cloruro de 3,5,7,3',4',5'-hexahidroxiflavilium);
miricetin (cannabiscetin; 3,5,7,3',4',5'-hexahidroxiflavona); 3,7,3',4',5'-pentahidroxiflavona; gossypetin (3,5,7,8,3',4'-
hexahidroxiflavona), sirtinol; y esplitomicina (véanse p. €j., Howitz et al. (2003) Nature 425:191; Grozinger et al.
(2001) J. Biol. Chem. 276:38837; Dedalov et al. (2001) PNAS 98:15113; y Hirao et al. (2003) J. Biol. Chem
278:52773). Incluso en otra realizacion, uno o mas compuestos moduladores de sirtuina pueden administrarse con
uno 0 mas agentes terapéuticos para el tratamiento o la prevencion de diversas enfermedades, incluyendo por
ejemplo, cancer, diabetes, enfermedades neurodegenerativas, enfermedad cardiovascular, coagulacién de la
sangre, inflamacion, sofocos, obesidad, envejecimiento, estrés, etc. En diversas realizaciones, las terapias
combinadas que comprenden un compuesto modulador de sirtuina pueden referirse a (1) composiciones
farmacéuticas que comprenden uno o mas compuestos moduladores de sirtuina combinados con uno o mas agentes
terapéuticos (p. €j., uno o mas agentes terapéuticos descritos en la presente memoria); y (2) co-administracion de
uno o mas compuestos moduladores de sirtuina con uno o mas agentes terapéuticos donde el compuesto
modulador de sirtuina y el agente terapéutico no han sido formulados en las mismas composiciones (pero pueden
estar presentes dentro del mismo kit o paquete, tal como un envase blister u otro paquete de multiples camaras;
recipientes conectados, sellados separadamente (p. €j., bolsas de aluminio) que pueden ser separados por el
usuario; o un kit en el que el compuesto(s) modulador de sirtuina y el otro agente(s) terapéutico estén en recipientes
separados). Cuando se usan formulaciones separadas, el compuesto modulador de sirtuina puede administrarse
simultaneamente, de manera intermitente, escalonada, anterior, posterior 0 sus combinaciones, a la administracion
de otro agente terapéutico.

En determinadas realizaciones, los métodos para reducir, prevenir o tratar enfermedades o trastornos usando un
compuesto modulador de sirtuina pueden también comprender aumentar el nivel de una proteina sirtuina, tal como
SIRT1, SIRT2 y/o SIRT3 humana, o sus homdlogos. Aumentar los niveles de proteina puede lograrse introduciendo
en una célula una o mas copias de un acido nucleico que codifica una sirtuina. Por ejemplo, el nivel de una sirtuina
puede aumentarse en una célula mamifera, introduciendo en la célula mamifera un acido nucleico que codifica la
sirtuina, p. €j., aumentar el nivel de SIRT1 introduciendo un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos
expuesta en el nim. de acceso en GenBank NP_036370 y/o aumentar el nivel de SIRT3 introduciendo un acido
nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta en el nim. de acceso en GenBank AAH01042. El acido
nucleico puede estar bajo el control de un promotor que regula la expresién del acido nucleico de SIRT1 y/o SIRTS3.
Alternativamente, el acido nucleico puede introducirse en la célula en un sitio en el genoma que esté en direccién 3'
de un promotor. Los métodos para incrementar el nivel de una proteina usando estos métodos se conocen en la
técnica.

Un acido nucleico que se introduce en una célula para aumentar el nivel de proteina de una sirtuina puede codificar
una proteina que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
una sirtuina, p. ej., proteina SIRT1 (num. de acceso en GenBank NP_036370) y/o SIRT3 (num. de acceso en
GenBank AAHO01042). Por ejemplo, el acido nucleico que codifica la proteina puede ser por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntico a un acido nucleico que codifica una proteina SIRT1
(p- €j., num. de acceso en GenBank NM_012238) y/o SIRT3 (p. ej., num. de acceso en GenBank BC001042). El
acido nucleico puede también ser un acido nucleico que se hibrida, preferiblemente bajo condiciones de hibridacion
rigurosas, a un acido nucleico que codifica una sirtuina de tipo salvaje, p. €j., la proteina SIRT1 (nim. de acceso en
GenBank NMM_012238) y/o SIRT3 (p. €j., num. de acceso en GenBank BC001042). Las condiciones de hibridacion
rigurosas pueden incluir hibridacién y un lavado en 0,2 x SSC a 65 °C. Cuando se usa un acido nucleico que codifica
una proteina que es diferente de una proteina sirtuina de tipo salvaje, tal como una proteina que es un fragmento de
una sirtuina de tipo salvaje, la proteina es preferiblemente bioldgicamente activa, p. €j., es capaz de desacetilacion.
Solamente es necesario expresar en una célula una porcion de la sirtuina que es biolégicamente activa. Por ejemplo,
una proteina que difiere de SIRT1 de tipo salvaje, que tiene num. de acceso en GenBank NP_036370,
preferiblemente su estructura de nucleo. La estructura de nucleo algunas veces se refiere a los aminoacidos 62-293
de num. de acceso en GenBank NP_036370, que estan codificados por los nucleétidos 237 a 932 de num. de
acceso en GenBank NM_012238, que abarca la union NAD como también los dominios de unién al sustrato. El
dominio de nucleo de SIRT1, también puede referirse a aproximadamente los aminoacidos 261 a 447 de num. de
acceso en GenBank NP_036370, codificados por los nucledtidos 834 a 1394 con num. de acceso en GenBank
NM_012238; a aproximadamente los aminoacidos 242 a 493 con num. de acceso en GenBank NP_036370,
codificados por los nucleétidos 777 a 1532 con num. de acceso en GenBank NM_012238; o hasta aproximadamente
los aminoacidos 254 a 495 con num. de acceso en GenBank NP_036370, codificados por los nucleétidos 813 a
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1538 con num. de acceso en GenBank NM_012238. Si una proteina retiene o no una funcion bioldgica, p. €.,
capacidad de desacetilacion, puede determinarse de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

En determinadas realizaciones, los métodos para reducir, prevenir o tratar enfermedades o trastornos usando un
compuesto modulador de sirtuina pueden también comprender reducir el nivel de una proteina sirtuina, tal como
SIRT1, SIRT2 y/o SIRT3 humana, o sus homdlogos. Reducir el nivel de una proteina sirtuina puede lograrse de
acuerdo con los métodos conocidos en la materia. Por ejemplo, un siRNA, un acido nucleico antisentido o una
ribozima dirigida a la sirtuina pueden expresarse en la célula. También se puede usar un mutante de sirtuina
negativo dominante, p. ej., un mutante que no es capaz de desacetilacion. Por ejemplo, se puede usar el mutante
H363Y de SIRT1, descrito, p. €j., en Luo et al. (2001) Cell 107:137 . Alternativamente, pueden usarse agentes que
inhiben la transcripcion.

Los métodos para modular los niveles de la proteina sirtuina también incluyen métodos para modular la transcripcion
de genes que codifican sirtuinas, métodos para estabilizar/desestabilizar los correspondientes mRNA y otros
métodos conocidos en la técnica.

Envejecimiento/Estrés

En una realizacién, la solicitud considera un método que extiende la vida de una célula, extiende la capacidad
proliferativa de una célula, demora el envejecimiento de una célula, promueve la supervivencia de una célula,
demora la senescencia celular en una célula, imita los efectos de la restriccion caldrica, aumenta la resistencia de
una célula al estrés o previene la apoptosis de una célula, contactando la célula con un compuesto modulador de
sirtuina de la invencién que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. En una realizacion ilustrativa,
los métodos comprenden contactar la célula con un compuesto activador de sirtuina.

Los métodos descritos en la presente memoria pueden utilizarse para incrementar la cantidad de tiempo en que las
células, particularmente las células primarias (es decir, células obtenidas de un organismo, p. €j., un ser humano),
pueden mantenerse vivas en un cultivo celular. Las células madre embrionarias (ES) y las células pluripotentes,
como también las células diferenciadas provenientes de éstas, pueden también tratarse con un compuesto
modulador de sirtuina que incrementa el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para mantener las células, o
su descendencia, en cultivo por periodos de tiempo mas prolongados. Dichas células pueden también utilizarse para
trasplante en un sujeto, p. €j., después de modificacion ex vivo .

En una realizacion, las células que tienen como fin ser conservadas por largos periodos de tiempo pueden ser
tratadas con un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. Las
células pueden estar en suspension (p. €j., células sanguineas, suero, medios de crecimiento biolégico, etc.) o en
tejidos u dérganos. Por ejemplo, la sangre extraida de un individuo para fines de transfusion puede tratarse con un
compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para conservar las
células sanguineas por periodos de tiempo mas prolongados. Ademas, la sangre que se usara para fines forenses
puede también conservarse empleando un compuesto modulador de sirtuina que aumente el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina. Otras células que pueden tratarse para extender su vida o para proteger contra apoptosis
incluyen células para consumo, p. €j., células de mamiferos no humanos (como carne) o células vegetales (como
verduras).

Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
también aplicarse durante fases de desarrollo y crecimiento en mamiferos, plantas, insectos o microorganismos, con
el fin de, p. €j., alterar, retardar o acelerar los procesos de desarrollo y/o crecimiento.

En otra realizacion, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse para tratar células utiles para trasplante o terapia celular, incluyendo por ejemplo injertos de
tejido solido, trasplantes de érganos, suspensiones celulares, células madre, células de médula dsea, etc. Las
células o el tejido pueden consistir en un autoinjerto, un aloinjerto, un isoinjerto o un xenoinjerto. Las células o el
tejido pueden tratarse con el compuesto modulador de sirtuina antes de la administracion/implante,
concurrentemente con la administracion/implante y/o post-administracién/implante en un sujeto. Las células o el
tejido pueden tratarse antes de la extraccion de las células del donante, ex vivo después de la extraccion de las
células o el tejido del donante post-implante en el receptor. Por ejemplo, el donante o receptor puede tratarse
sistémicamente con un compuesto modulador de sirtuina o puede tener un subconjunto de células/tejido tratado
localmente con un compuesto modulador de sirtuina que incremente el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina.
En determinadas realizaciones, las células o el tejido (o los donantes/receptores) pueden ademas tratarse con otro
agente terapéutico util para prolongar la supervivencia del injerto, tal como, por ejemplo, un agente inmunosupresor,
una citocina, un factor angiogénico, etc.

Incluso en otras realizaciones, las células pueden tratarse con un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina in vivo, p. €j., para aumentar su vida o prevenir la apoptosis. Por
ejemplo, la piel puede protegerse del envejecimiento (p. ej., desarrollo de arrugas, pérdida de elasticidad, etc.)
tratando la piel o las células epiteliales con un compuesto modulador de sirtuina que incremente el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina. En una realizacion ilustrativa, la piel se pone en contacto con una composicion
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farmacéutica o cosmética que comprende un compuesto modulador de sirtuina que incrementa el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina. Las dolencias de la piel o afecciones cutaneas ilustrativas que pueden tratarse de
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria incluyen trastornos o enfermedades asociadas con o
causadas por inflamacion, dafio solar o envejecimiento natural. Por ejemplo, las composiciones encuentran utilidad
en la prevencion o el tratamiento de dermatitis de contacto (incluida la dermatitis de contacto irritante y la dermatitis
de contacto alérgica), dermatitis atdpica (también conocida como eccema alérgico), queratosis actinica, trastornos
de queratinizaciéon (incluido eccema), enfermedades de epidermodlisis bullosa (incluido el pénfigo), dermatitis
exfoliativa, dermatitis seborreica, eritemas (incluidos eritema multiforme y eritema nodoso), dafio causado por el sol
u otras fuentes de luz, lupus eritematoso discoide, dermatomiositis, psoriasis, cancer de piel y los efectos del
envejecimiento natural. En otra realizacion, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina pueden usarse para el tratamiento de heridas y/o quemaduras para promover la
cicatrizacion, incluyendo por ejemplo quemaduras de primero, segundo o tercer grado y/o quemaduras térmicas,
quimicas o eléctricas. Las formulaciones pueden administrarse tdpicamente, a la piel o al tejido mucoso, como un
unguento, locién, crema, microemulsion, gel, disoluciéon o similar, como se describird mas detalladamente en esta
memoria, dentro del contexto de un régimen de administracién eficaz para lograr el resultado deseado.

Las formulaciones topicas que comprenden uno o mas compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel
y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden también utilizarse como composiciones preventivas, p. ej.,
quimiopreventivas. Cuando se usan en un método quimiopreventivo, la piel susceptible se trata antes de cualquier
condicion visible en un individuo particular.

Los compuestos moduladores de sirtuina pueden administrarse local o sistémicamente a un sujeto. En una
realizaciéon, un compuesto modulador de sirtuina se administra localmente al tejido u érgano de un sujeto por
inyeccion, formulacion tépica, etc.

En otra realizacion, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina puede usarse para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién inducida por senescencia celular en un
sujeto; métodos para reducir el indice de senescencia de un sujeto, p. €j., después del inicio de la senescencia;
métodos para extender la vida de un sujeto; métodos para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién relacionada
con la vida; métodos para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién relacionada con la capacidad proliferativa de
las células; y métodos para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién proveniente de dafio o muerte celular. En
determinadas realizaciones, el método no actia reduciendo el indice de aparicién de enfermedades que acortan la
vida de un sujeto. En determinadas realizaciones, un método no actua reduciendo la mortalidad causada por una
enfermedad, tal como cancer.

Incluso en otra realizaciéon, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina puede administrarse a un sujeto con el fin de aumentar en general la vida de sus células y de
proteger sus células contra estrés y/o contra apoptosis. Se cree que tratar a un sujeto con un compuesto descrito en
la presente memoria es similar a someter al sujeto a hormesis, es decir, estrés leve que es beneficioso para los
organismos y puede extender su vida.

Los compuestos moduladores de sirtuina que incrementan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
administrarse a un sujeto para prevenir el envejecimiento y las consecuencias relacionadas con el envejecimiento,
como accidentes cerebrovasculares, cardiopatias, insuficiencia cardiaca, artritis, hipertension arterial y enfermedad
de Alzheimer. Otras afecciones que pueden ftratarse incluyen trastornos oculares, p. ej., asociados con el
envejecimiento del ojo, como cataratas, glaucoma y degeneracién macular. Los compuestos moduladores de sirtuina
que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden también administrarse a sujetos para el
tratamiento de enfermedades, p. €j., enfermedades crénicas, asociadas con la muerte celular, con el fin de proteger
a las células de muerte celular. Las enfermedades ilustrativas incluyen aquellas asociadas con muerte celular
neuronal, disfuncién neuronal o muerte o disfuncién celular muscular, tal como enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, esclerosis lateral amniotropica y disftrofia muscular; sida; hepatitis
fulminante; enfermedades asociadas con degeneracion del cerebro, tal como enfermedad de Creutzfeld-Jakob,
retinitis pigmentosa y degeneracion cerebelar; mielodisplasia tal como anemia aplasica; enfermedades isquémicas
tales como infarto de miocardio y apoplejia; enfermedades hepaticas tales como hepatitis alcohdlica, hepatitis B y
hepatitis C; enfermedades de las articulaciones tales como artrosis; aterosclerosis; alopecia; dafio a la piel
provocado por la luz UV; liquen plano; atrofia de la piel; cataratas; y rechazo de injertos. La muerte celular también
puede ser causada por cirugia, farmacoterapia, exposicién quimica o exposicién a radiacion.

Los compuestos moduladores de sirtuina que incrementan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
también administrarse a un sujeto que padece una enfermedad aguda, p. €j., dafio a un érgano o tejido, p. €j., un
sujeto que padece apoplejia o infarto de miocardio o un sujeto que padece una lesion en la médula espinal. Los
compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden también
emplearse para reparar un higado alcohdlico.

Enfermedad cardiovascular
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En otra realizacion, la solicitud considera un método para tratar y/o prevenir una enfermedad cardiovascular,
administrando a un sujeto que lo necesita un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina.

Las enfermedades cardiovasculares que pueden tratarse o prevenirse usando los compuestos moduladores de
sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina incluyen cardiomiopatia o miocarditis; tales
como cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia metabdlica, cardiomiopatia alcohdlica, cardiomiopatia inducida por
drogas, cardiomiopatia isquémica y cardiomiopatia hipertensiva. Ademas, tratables o prevenibles con el uso de los
compuestos y métodos descritos en esta memoria son los trastornos ateromatosos de los vasos sanguineos
principales (enfermedad macrovascular) tales como la aorta, las arterias coronarias, las arterias cardtidas, las
arterias cerebrovasculares, las arterias renales, las arterias iliacas, las arterias femorales y las arterias popliteas.
Otras vasculopatias que pueden tratarse o prevenirse incluyen aquellas relacionadas con la agregacion de
plaquetas, las arteriolas retinianas, las arteriolas glomerulares, los vasos de los nervios, arteriolas cardiacas y lechos
capilares asociados del ojo, el rifién, el corazén y los sistemas nerviosos central y periférico. Los compuestos
moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden también utilizarse
para aumentar los niveles de HDL en plasma de un individuo.

Incluso otros trastornos que pueden tratarse con los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o
la actividad de una proteina sirtuina incluyen restenosis, p. €j., que le sigue a una intervencion coronaria, y trastornos
relacionados con un nivel anormal de colesterol de alta densidad o baja densidad.

En una realizacién, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina puede administrarse como parte de una terapia combinada con agente cardiovascular incluyendo, por
ejemplo, un agente antiarritmico, un agente antihipertensivo, un bloqueante de los canales de calcio, una disolucion
a cardioplégica, un agente cardioténico, un agente fibrinolitico, una disolucién esclerosante, un vasoconstrictor, un
vasodilatador, un donante de 6xido nitrico, un bloqueante de los canales de potasio, un bloqueante de los canales
de sodio, estatinas o un agente naturiurético.

En una realizacién, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina puede administrarse como parte de una terapia combinada con un agente anti-arritmia. Los agentes anti-
arritmia con frecuencia se organizan en cuatro grupos principales de acuerdo con su mecanismo de accion: tipo |,
bloqueo de los canales de sodio; tipo Il, bloqueo beta-adrenérgico; tipo Ill, prolongacion de repolarizacion; y tipo IV,
bloqueo de los canales de calcio. Los agentes anti-arritmicos de tipo | incluyen lidocaina, moricizina, mexiletina,
tocainida, procainamida, encainida, flecanida, tocainida, fenitoina, propafenona, quinidina, disopiramida y flecainida.
Los agentes anti-arritmicos de tipo Il incluyen propranolol y esmolol. Los agentes de tipo Il incluyen agentes que
actuan prolongando la duracion del potencial de accidon, como amiodarona, artilide, bretilio, clofilio, isobutilida,
sotalol, azimilida, dofetilida, dronedarona, ersentilida, ibutilida, tedisamil y trecetilida. Los agentes anti-arritmicos de
tipo IV incluyen verapamil, diltaizem, digitalis, adenosina, cloruro de niquel y iones de magnesio.

En ofra realizacion, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina puede administrarse como parte de una terapia combinada con otro agente cardiovascular. Los ejemplos de
agentes cardiovasculares incluyen vasodilatadores, por ejemplo, hidralazina; inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina, por ejemplo, captopril; agentes anti-angina, por ejemplo nitrato de isosorbida, gliceril trinitrato y
pentaeritritol tetranitrato; agentes anti-arritmicos, por ejemplo, quinidina, procainaltida t lignocaina; cardioglucésidos,
por ejemplo, digoxina y digitoxina; antagonistas de calcio, por ejemplo, verapamil y nifedipina; diuréticos, tales como
tiazidas y compuestos relacionados, por ejemplo, bendrofluazida, clorotiazida, clorotalidona, hidroclorotiazida y otros
diuréticos, por ejemplo, fursemida y triamtereno, y sedantes, por ejemplo, nitrazepam, flurazepam y diazepam.

Otros agentes cardiovasculares ilustrativos incluyen, por ejemplo, un inhibidor de ciclooxigenasa tal como aspirina o
indometacina, un inhibidor de agregacién de plaquetas tal como clopidogrel, ticlopideno o aspirina, antagonistas de
fibrindgeno o un diurético tal como clorotiazida, hidroclorotiazida, flumetiazida, hidroflumetiazida, bendroflumetiazida,
metilclortiazida, triclorometiazida, politiazida o benztiazida como también acido etacrinico tricrinafen, clortalidona,
furosemida, musolimina, bumetanida, triamtereno, amilorida y espironolactona y sales de dichos compuestos,
inihbidores de la enzima convertidora de angiotensina tales como captopril, zofenopril, fosinopril, enalapril,
ceranopril, cilazopril, delapril, pentopril, quinapril, ramipril, lisinopril y sales de dichos compuestos, antagonistas de
angiotensina |l tales como losartan, irbesartan o valsartan, agentes tromboliticos tales como activador de
plasminogeno de tejidos (tPA), tPA recombinante, estreptocinasa, urocinasa, prourocinasa y complejo activado de
plasminégeno estreptocinasa anisoilado (APSAC, Eminase, Beecham Laboratories), o activadores del plasminégeno
de la glandula salival animal, bloqueantes de los canales de calcio tales como verapamil, nifedipina o diltiazem,
antagonistas de los receptores de tromboxano tales como ifetroban, miméticos de prostaciclina o inhibidores de
fosfodiesterasa. Dichos productos de combinacién, si se formulan como una dosis fija, emplean los compuestos de
la presente invencion dentro del intervalo de dosificacion descrito anteriormente y el otro agente farmacéuticamente
activo dentro de su intervalo de dosificacion aprobado.

Incluso otros agentes cardiovasculares ilustrativos incluyen, por ejemplo, vasodilatadores, p. ej., benciclano,
cinnarizina, citicolina, ciclandelato, ciclonicato, ebumamonina, fenoxezil, flunarizina, ibudilast, ifenprodil, lomerizina,
naflole, nikamato, nosergolina, nimodipina, papaverina, pentifilina, nofedolina, vincamin, vinpocetina, vichizil,
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pentoxifilina, derivados de prostaciclina (tales como prostaglandina E1 y prostaglandina 12), un farmaco bloqueante
de los receptores de endotelina (como bosentan), diltiazem, nicorandil y nitroglicerina. Los ejemplos del farmaco
protector del cerebro incluyen depuradores de radicales (como edaravone, vitamina E y vitamina C), antagonistas de
glutamato, antagonistas de AMPA, antagonistas de kainato, antagonistas de NMDA, agonistas de GABA, factores de
crecimiento, antagonistas de opioides, precursores de fosfatidilcolina, agonistas de serotonina, inhibidores de los
canales de Na'/Ca®* y farmacos de apertura de los canales de K*. Los ejemplos de estimulantes metabdlicos
cerebrales incluyen amantadina, tiapride y acido gamma-aminobutirico. Los ejemplos del anticoagulante incluyen
heparinas (tales como heparina sédica, heparina de potasio, dalteparina de sodio, dalteparina de calcio, heparina de
calcio, parnaparina de sodio sodium y danaparoid de sodio), warfarina, enoxaparina, argatroban, batroxobin y citrato
de sodio. Los ejemplos de farmacos antiplaquetarios incluyen hidrocloruro de ticlopidina, dipiridamol, cilostazol,
icosapentato de etilo, hidrocloruro de sarpogrelato, hidrocloruro de dilazep, trapidil, un agente antinflamatorio no
esteroideo (como aspirina), beraprostsodio, iloprost e indobufeno. Los ejemplos de farmacos tromboliticos incluyen
urocinasa, activadores del plasminégeno de tipo tejido (como alteplasa, tisocinasa, nateplasa, pamiteplasa,
monteplasa y rateplasa), y nasaruplasa. Los ejemplos del farmaco antihipertensivo incluyen inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (como captopril, alacepril, lisinopril, imidapril, quinapril, temocapril, delapril, benazepril,
cilazapril, trandolapril, enalapril, ceronapril, fosinopril, imadapril, mobertpril, perindopril, ramipril, spirapril y
randolapril), antagonistas de angiotensina Il (como losartan, candesartan, valsartan, eprosartan e irbesartan),
bloqueantes de los canales de calcio (como aranidipina, efonidipina, nicardipina, bamidipina, benidipina, manidipina,
cilnidipina, nisoldipina, nitrendipina, nifedipina, nilvadipina, felodipina, amlodipina, diltiazem, bepridil, clentiazem,
fendilin, galopamil, mibefradil, prenilamina, semotiadil, terodilina, verapamil, cilnidipina, elgodipina, isradipina,
lacidipina, lercanidipina, nimodipina, cinnarizina, flunarizina, lidoflazina, lomerizina, benciclano, etafenona vy
perhexilina), bloqueantes de los receptores de B-adrenalina (propranolol, pindolol, indenolol, carteolol, bunitrolol,
atenolol, acebutolol, metoprolol, timolol, nipradilol, penbutolol, nadolol, tilisolol, carvedilol, bisoprolol, betaxolol,
celiprolol, bopindolol, bevantolol, labetalol, alprenolol, amosulalol, arotinolol, befunolol, bucumolol, bufetolol,
buferalol, buprandolol, butilidina, butofilolol, carazolol, cetamolol, cloranolol, dilevalol, epanolol, levobunolol,
mepindolol, metipranolol, moprolol, nadoxolol, nevibolol, oxprenolol, practol, pronetalol, sotalol, sufinalol, talindolol,
tertalol, toliprolol, xybenolol y esmolol), bloqueantes del a-receptor (como amosulalol, prazosin, terazosin, doxazosin,
bunazosin, urapidil, fentolamina, arotinolol, dapiprazol, fenspirida, indoramin, labetalol, naftopidil, nicergolina,
tamsulosin, tolazolina, trimazosin y yohimbina), inhibidores de los nervios simpaticos (como clonidina, guanfacina,
guanabenz, metildopa y reserpina), hidralazina, todralazina, budralazina y cadralazina. Los ejemplos del farmaco
antiangina incluyen farmacos de nitrato (como amil nitrato, nitroglicerina e isosorbida), bloqueantes del receptor 3-
adrenalina (como propranolol, pindolol, indenolol, carteolol, bunitrolol, atenolol, acebutolol, metoprolol, timolol,
nipradilol, penbutolol, nadolol, tilisolol, carvedilol, bisoprolol, betaxolol, celiprolol, bopindolol, bevantolol, labetalol,
alprenolol, amosulalol, arotinolol, befunolol, bucumolol, bufetolol, buferalol, buprandolol, butilidina, butofilolol,
carazolol, cetamolol, cloranolol, dilevalol, epanolol, levobunolol, mepindolol, metipranolol, moprolol, nadoxolol,
nevibolol, oxprenolol, practol, pronetalol, sotalol, sufinalol, talindolol, tertalol, toliprolol, andxibenolol), bloqueantes de
los canales de calcio (como aranidipina, efonidipina, nicardipina, bamidipina, benidipina, manidipina, cilnidipina,
nisoldipina, nitrendipina, nifedipina, nilvadipina, felodipina, amlodipina, diltiazem, bepridil, clentiazem, fendilina,
galopamil, mibefradil, prenilamina, semotiadil, terodilina, verapamil, cilnidipina, elgodipina, isradipina, lacidipina,
lercanidipina, nimodipina, cinnarizina, flunarizina, lidoflazina, lomerizina, benciclano, etafenona y perhexilina)
trimetazidina, dipiridamol, etafenona, dilazep, trapidil, nicorandil, enoxaparin y aspirina. Los ejemplos de diuréticos
incluyen diuréticos de tiazida (como hidroclorotiazida, meticlotiazida, triclormetiazida, bencilhidroclorotiazida y
penflutizida), diuréticos de asa (como furosemida, acido etacrinico, bumetanida, piretanida, azosemida y
torasemida), diuréticos ahorradores de K" (espironolactona, triamtereno y canrenoato de potasio), diuréticos
osméticos (como isosorbida, D-mannitol y glicerina), diuréticos de nontiazida (como meticrano, tripamida,
clortalidona y mefrusida) y acetazolamida. Los ejemplos del cardioténico incluyen formulaciones digitalicas (como
digitoxina, digoxina, metildigoxina, deslanosida, vesnarinona, lanatosida C y proscilaridina), formulaciones de xantina
(como aminofilina, colina teofilina, diprofilina y proxifilina), formulaciones de catecolamina (como dopamina,
dobutamina y docarpamina), inhibidores de PDE Il (como amrinona, olprinona y milrinona), denopamina,
ubidecarenona, pimobendan, levosimendan, acido aminoetilsulfonico, vesnarinona, carperitida y colforsin daropato.
Los ejemplos de farmacos antiarritmicos incluyen ajmalina, pirmenol, procainamida, cibenzolina, disopiramida,
quinidina, aprindina, mexiletino, lidocaina, feniloina, pilsicainida, propafenona, flecainida, atenolol, acebutolol, sotalol,
propranolol, metoprolol, pindolol, amiodarona, nifekalant, diltiazem, bepridil y verapamil. Los ejemplos del farmaco
antihiperlipidémico incluyen atorvastatina, simvastatina, pravastatina sodica, fluvastatina sddica, clinofibrato,
clofibrato, simfibrato, fenofibrato, bezafibrato, colestimidc y colestiramina. Los ejemlos del inmunosupresor incluyen
azatioprina, mizoribina, ciclosporina, tacrolimus, gusperimus y metotrexato.

Muerte celular/Céancer

Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
administrarse a sujetos que han recibido recientemente o probablemente recibiran una dosis de radiaciéon o toxina.
En una realizacion, la dosis de radiacion o toxina se recibe como parte de un procedimiento médico o relacionado
con el trabajo, p. €j., trabajo en una planta de energia nuclear, volar en un avién, rayos X, tomografias, o la
administracion de un tinte radiactivo para imagenes médicas; En dicha realizacion, el compuesto se administra como
medida profilactica. En otra realizacion, la radiacion o toxina se recibe no intencionalmente, p. ej., como
consecuencia de un accidente industrial, habitar un sitio de radiacién natural, acto terrorista o acto de guerra que
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implica material radiactivo o téxico. En tal caso, el compuesto preferiblemente se administra lo antes posible
después de la exposicion para inhibir la apoptosis y el subsiguiente desarrollo de sindrome de radiacién agudo.

Los compuestos moduladores de sirtuina pueden también utilizarse para tratar y/o prevenir cancer. En determinadas
realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden utilizarse para tratar y/o prevenir el cancer. La restriccion caldrica se ha asociado a una reduccion en
la incidencia de trastornos relacionados con la edad, incluido el cancer (véanse p. ej., Bordone y Guarente, Nat. Rev.
Mol. Cell Biol. (2005 epub); Guarente y Picard, Cell 120: 473-82 (2005); Berrigan, et al., Carcinogenesis 23: 817-822
(2002); y Heilbronn y Ravussin, Am. J. Clin. Nutr. 78: 361-369 (2003)). Ademas, se ha demostrado que la proteina
Sir2 de levadura se requiere para la extension de la vida por restriccion de glucosa (véanse p. €j., Lin et al., Science
289: 2126-2128 (2000); Anderson et al., Nature 423: 181-185 (2003)), un modelo de levadura para restriccion
caldrica. Por consiguiente, un incremento en el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede ser util para
tratar y/o prevenir la incidencia de trastornos relacionados con la edad, como por ejemplo cancer. En otras
realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina que reducen el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina
pueden utilizarse para tratar y/o prevenir el cancer. Por ejemplo, los compuestos inhibidores se pueden utilizar para
estimular la acetilacién de sustratos tales como p53 y por lo tanto aumentar la apoptosis, como también reducir la
vida de células y organismos, tornarlos mas sensibles al estrés, y/o aumentar la radiosensibilidad y/o
quimiosensibilidad de una célula u organismo. Por lo tanto, los compuestos inhibidores se pueden utilizar, p. €j., para
tratar cancer. Los tipos de cancer ilustrativos que se pueden tratar usando un compuesto modulador de sirtuina son
los de cerebro y rifidn; cancer dependiente de hormonas, lo cual incluye cancer de mama, proéstata, testiculo y
ovario; linfomas y leucemias. En cancer asociado con tumores sélidos, un compuesto modulador puede
administrarse directamente al tumor. El cancer de las células sanguineas, p. ej., leucemia, puede tratarse
administrando un compuesto modulador al torrente circulatorio o a la médula 6ésea. También se puede tratar el
desarrollo de células benignas, p. €j., verrugas. Otras enfermedades que pueden tratarse incluyen enfermedades
autoinmunitarias, p. e€j., lupus eritematoso sistémico, esclerodermia y artritis, donde las células autoinmunitarias
deberian eliminarse. Las infecciones viricas tales como herpes, VIH, adenovirus y los trastornos malignos y
benignos asociados con HTLV-1 pueden también tratarse con la administracion de un compuesto modulador de
sirtuina. Alternativamente, las células pueden obtenerse de un sujeto, tratarse ex vivo para eliminar ciertas células
indeseables, p. €j., células de cancer, y administrarse nuevamente al mismo sujeto o a un sujeto diferente.

Otros agentes quimioterapéuticos que pueden coadministrarse con los compuestos moduladores descritos en la
presente memoria por tener actividad anti-cancerosa (p. €j., los compuestos que inducen apoptosis, compuestos que
reducen la vida o compuestos que tornan las células sensibles al estrés) incluyen: aminoglutetimida, amsacrina,
anastrozol, asparaginasa, bcg, bicalutamida, bleomicina, buserelina, busulfan, campotecina, capecitabina,
carboplatino, carmustina, clorambucil, cisplatino, cladribina, clodronato, colquicina, ciclofosfamida, ciproterona,
citarabina, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubicina, dienestrol, dietilstilbestrol, docetaxel, doxorrubicina,
epirrubicina, estradiol, estramustina, etopdsido, exemestano, filgrastim, fludarabina, fludrocortisona, fluorouracil,
fluoximesterona, flutamida, gemcitabina, genisteina, goserelin, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, imatinib,
interferén, irinotecan, ironotecan, letrozol, leucovorin, leuprolida, levamisol, lomustina, mecloretamina,
medroxiprogesterona, megestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato, mitomicina, mitotano,
mitoxantrona, nilutamida, nocodazol, octreotida, oxaliplatino, paclitaxel, pamidronato, pentostatina, plicamicina,
porfimero, procarbazina, raltitrexed, rituximab, estreptozocina, suramin, tamoxifeno, temozolomida, tenipédsido,
testosterona, tioguanina, tiotepa, dicloruro de titanoceno, topotecan, trastuzumab, tretinoina, vinblastina, vincristiae,
vindesina y vinorelbina.

Estos agentes quimioterapéuticos pueden categorizarse por su mecanismo de accién en, por ejemplo, los siguientes
grupos: agentes anti-metabolito/anti-cancer, como analogos de pirimidina (5-fluorouracilo, floxuridina, capecitabina,
gemcitabina y citarabiae) y analogos de purina, antagonistas de folato e inhibidores relacionados (mercaptopurina,
tioguanina, pentostatina y 2-clorodesoxiadenosina (cladribina)); agentes antiproliferativos/antimitéticos, incluyendo
productos naturales tales como vinca alcaloides (vinblastina, vincristina y vinorelbina), disruptores de microtibulos
tales como taxano (paclitaxel, docetaxel), vincristina, vinblastina, nocodazol, epotilonas y navelbina,
epidipodofilotoxinas (tenipdsido), agentes que dafian el DNA (actinomicina, amsacrina, antraciclinas, bleomicina,
busulfan, camptotecina, carboplatino, clorambucil, cisplatino, ciclofosfamida, citoxan, dactinomicina, daunorrubicina,
docetaxel, doxorrubicina, epirrubicina, hexametilmelaminoxaliplatino, ifosfamida, melfalan, mercloretamina,
mitomicina, mitoxantrona, nitrosourea, paclitaxel, plicamicina, procarbazina, tenipésido, trietilenotiofosforamida y
etopdsido (VP16)); antibidticos tales como dactinomicina (actinomicina D), daunorrubicina, doxorrubicina
(adriamicina), idarrubicina, antraciclinas, mitoxantrona, bleomicinas, plicamicina (mitramicina) y mitomicina; enzimas
(L-asparaginasa que metaboliza sistémicamente L-asparagina y bloquea las células que no tienen la capacidad de
sintetizar su propia asparagina); agentes antiplaquetarios; agentes alquilizantes antiproliferativos/antimitéticos tales
como mostazas de nitrdgeno (mecloretamina, ciclofosfamida y analogos, melfalan, clorambucil), etileniminas y
metilmelaminas (hexametilmelamina y tiotepa), alquil sulfonatos-busulfan, nitrosoureas (carmustina (BCNU) y
analogos, estreptozocina), trazenos - dacarbazinina (DTIC); antimetabolitos antiproliferativos/antimitoticos tales
como analogos de acido folico (metotrexato); complejos de coordinacion de platino (cisplatino, carboplatino),
procarbazina, hidroxiurea, mitotano, aminoglutetimida; hormonas, analogos de inhibidores de hormonas (estrégeno,
tamoxifeno, goserrelina, bicalutamida, nilutamida) y aromatasa (letrozol, anastrozol); anticoagulantes (heparina,
sales de heparina sintéticas y otros inhibidores de trombina); agentes fibrindticos (tales como activador del

29



10

15

ES 2396913 T3

plasminégeno de tejido, estreptocinasa y urocinasa), aspirina, inhibidores de COX-2, dipiridamol, ticlopidina,
clopidogrel, abciximab; agentes antimigratorios; agentes antisegregantes (breveldin); inmunosupresores
(ciclosporina, tacrolimus (FK-506), sirolimus (rapamicina), azatioprina, micofenolato mofetil); compuestos anti-
angiogénicos (TNP-470, genisteina) e inhibidores de factores de crecimiento (factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), inhibidor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) , inhibidores del factor de crecimiento
epidérmico (EGF)); bloqueante de los receptores de angiotensina; donantes de &xido nitrico; oligonucledtidos
antisentido; anticuerpos (trastuzumab); inhibidores del ciclo celular e inductores de diferenciaciéon (tretinoina);
inhibidores de mTOR, inhibidores de topoisomerasa (doxorrubicina (adriamicina), amsacrina, camptotecina,
daunorrubicina, dactinomicina, enipdsido, epirrubicina, etopdsido, idarrubicina, irinotecan (CPT-11) y mitoxantrona,
topotecan, irinotecan), corticosteroides (cortisona, dexametasona, hidrocortisona, metilpednisolona, prednisona y
prenisolona); inhibidores de cinasa de transduccion de sefales del factor de crecimiento; inductores de disfuncion
mitocondrial y activadores de caspasa; disruptores de cromatina.

Estos agentes quimioterapéuticos se pueden usar por si mismos con un compuesto modulador de sirtuina descrito
en la presente memoria por inducir la muerte celular o reducir la vida o aumentar la sensibilidad al estrés y/o en
combinacién con otros agentes quimioterapéuticos. Se han creado muchas terapias combinatorias, incluidas, sin
limitarse a ello, aquellas enumeradas en la Tabla 1.

Tabla 1: Terapias combinatorias ilustrativas para el tratamiento del cancer.

Denominacion Agentes terapéuticos

ABV Doxorrubicina, Bleomicina, Vinblastina

ABVD Doxorrubicina, Bleomicina, Vinblastina, Dacarbazina

AC (Mama) Doxorrubicina, Ciclofosfamida

AC (Sarcoma) Doxorrubicina, Cisplatino

AC (Neuroblastoma) Ciclofosfamida, Doxorrubicina

ACE Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Etopésido

ACE Ciclofosfamida, Doxorrubicina

AD Doxorrubicina, Dacarbazina

AP Doxorrubicina, Cisplatino

ARAC-DNR Citarabina, Daunorrubicina

B-CAVe Bleomicina, Lomustina, Doxorrubicina, Vinblastina

BCVPP Carmustina, Ciclofosfamida, Vinblastina, Procarbazina, Prednisona

BEACOPP Bleomicina, Etopésido, Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Vincristina, Procarbazina,
Prednisona, Filgrastim

BEP Bleomicina, Etopdsido, Cisplatino

BIP Bleomicina, Cisplatino, Ifosfamida, Mesna

BOMP Bleomicina, Vincristina, Cisplatino, Mitomicina

CA Citarabina, Asparaginasa

CABO Cisplatino, Metotrexato, Bleomicina, Vincristina

CAF Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Fluorouracil

CAL-G Ciclofosfamida, Daunorrubicina, Vincristina, Prednisona, Asparaginasa
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Denominacién

Agentes terapéuticos

CAMP Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Metotrexato, Procarbazina

CAP Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Cisplatino

CaT Carboplatino, Paclitaxel

CAV Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Vincristina

CAVE ADD CAV y Etopdsido

CA-VP16 Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Etopésido

cC Ciclofosfamida, Carboplatino

CDDP/VP-16 Cisplatino, Etopdsido

CEF Ciclofosfamida, Epirrubicina, Fluorouracil

CEPP(B) Ciclofosfamida, Etopdsido, Prednisona, con o sin/ Bleomicina
CEV Ciclofosfamida, Etopdsido, Vincristina

CF Cisplatino, Fluorouracil o Carboplatino Fluorouracil

CHAP Ciclofosfamida o Ciclofosfamida, Altretamina, Doxorrubicina, Cisplatino
Ch1VPP Clorambucil, Vinblastina, Procarbazina, Prednisona

CHOP Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Vincristina, Prednisona
CHOP-BLEO Anadir Bleomicina a CHOP

CISCA Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Cisplatino

CLD-BOMP Bleomicina, Cisplatino, Vincristina, Mitomicina

CMF Metotrexato, Fluorouracil, Ciclofosfamida

CMFP Ciclofosfamida, Metotrexato, Fluorouracil, Prednisona

CMFVP Ciclofosfamida, Metotrexato, Fluorouracil, Vincristina, Prednisona
CMmvV Cisplatino, Metotrexato, Vinblastina

CNF Ciclofosfamida, Mitoxantrona, Fluorouracil

CNOP Ciclofosfamida, Mitoxantrona, Vincristina, Prednisona

COB Cisplatino, Vincristina, Bleomicina

CODE Cisplatino, Vincristina, Doxorrubicina, Etopdsido

COMLA Ciclofosfamida, Vincristina, Metotrexato, Leucovorin, Citarabina
COMP Ciclofosfamida, Vincristina, Metotrexato, Prednisona

Régimen de cobre

Ciclofosfamida, Metotrexato, Fluorouracil, Vincristina, Prednisona

COP

Ciclofosfamida, Vincristina, Prednisona
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Denominacién

Agentes terapéuticos

COPE Ciclofosfamida, Vincristina, Cisplatino, Etoposido
COPP Ciclofosfamida, Vincristina, Procarbazina, Prednisona
CP(leucemia linfocitica | Clorambucil, Prednisona

cronica)

CP (cancer de ovario)

Ciclofosfamida, Cisplatino

CT Cisplatino, Paclitaxel

CVD Cisplatino, Vinblastina, Dacarbazina

CcViI Carboplatino, Etopdsido, Ifosfamida, Mesna
CVP Ciclofosfamida, Vincristina, Prednisona
CVPP Lomustina, Procarbazina, Prednisona
CYVADIC Ciclofosfamida, Vincristina, Doxorrubicina, Dacarbazina
DA Daunorrubicina, citarabina

DAT Daunorrubicina, Citarabina, Tioguanina
DAV Daunorrubicina, Citarabina, Etopésido
DCT Daunorrubicina, Citarabina, Tioguanina
DHAP Cisplatino, Citarabina, Dexametasona

DI Doxorrubicina, Ifosfamida
DTIC/Tamoxifeno Dacarbazina, Tamoxifeno

DVP Daunorrubicina, Vincristina, Prednisona
EAP Etopdsido, Doxorrubicina, Cisplatino

EC Etopdsido, Carboplatino

EFP Etopdsido, Fluorouracil, Cisplatino

ELF Etopdsido, Leucovorin, Fluorouracil

EMA 86 Mitoxantrona, Etopésido, Citarabina

EP Etopdsido, Cisplatino

EVA Etopdsido, Vinblastina

FAC Fluorouracil, Doxorrubicina, Ciclofosfamida
FAM Fluorouracil, Doxorrubicina, Mitomicina
FAMTX Metotrexato, Leucovorin, Doxorrubicina
FAP Fluorouracil, Doxorrubicina, Cisplatino
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Denominacién

Agentes terapéuticos

F-CL Fluorouracil, Leucovorin

FEC Fluorouracil, Ciclofosfamida, Epirrubicina

FED Fluorouracil, Etoposido, Cisplatino

FL Flutamida, Leuprolida

FzZ Flutamida, implante de acetato de goserelina

HDMTX Metotrexato, Leucovorin

Hexa-CAF Altretamina, Ciclofosfamida, Metotrexato, Fluorouracil

ICE-T Ifosfamida, Carboplatino, Etopdsido, Paclitaxel, Mesna

IDMTX/6-MP Metotrexato, Mercaptopurina, Leucovorin

IE Ifosfamide, Etopdsido, Mesna

IfoVP Ifosfamida, Etopdsido, Mesna

IPA Ifosfamida, Cisplatino, Doxorrubicina

M-2 Vincristina, Carmustina, Ciclofosfamida, Prednisona, Melfalan

MAC-III Metotrexato, Leucovorin, Dactinomicina, Ciclofosfamida

MACC Metotrexato, Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Lomustina

MACOP-B Metotrexato, Leucovorin, Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Vincristina, Bleomicina,
Prednisona

MAID Mesna, Doxorrubicina, Ifosfamida, Dacarbazina

m-BACOD Bleomicina, Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Vincristina, Dexametasona, Metotrexato,
Leucovorin

MBC Metotrexato, Bleomicina, Cisplatino

MC Mitoxantrona, Citarabina

MF Metotrexato, Fluorouracil, Leucovorin

MICE Ifosfamida, Carboplatino, Etopdsido, Mesna

MINE Mesna, Ifosfamida, Mitoxantrona, Etopdsido

mini-BEAM Carmustina, Etopdsido, Citarabina, Melfalan

MOBP Bleomicina, Vincristina, Cisplatino, Mitomicina

MOP Mecloretamina, Vincristina, Procarbazina

MOPP Mecloretamina, Vincristina, Procarbazina, Prednisona

MOPP/ABV Mecloretamina, Vincristina, Procarbazina, Prednisona, Doxorrubicina, Bleomicina,

Vinblastina
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Denominacién
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MP (mieloma multiple)

Melfalan, Prednisona

MP (cancer de prostata)

Mitoxantrona, Prednisona

MTX/6-MO

Metotrexato, Mercaptopurina

MTX/6-MP/VP

Metotrexato, Mercaptopurina, Vincristina, Prednisona

MTX-CDDPAdr

Metotrexato, Leucovorin, Cisplatino, Doxorrubicina

MV (cancer de mama)

Mitomicina, Vinblastina

MV (leucemia mielocitica
aguda)

Mitoxantrona, Etopdsido

M-VAC Metotrexato

Vinblastina, Doxorrubicina, Cisplatino

MVP Mitomicina

Vinblastina, Cisplatino

MVPP Mecloretamina, Vinblastina, Procarbazina, Prednisona

NFL Mitoxantrona, Fluorouracil, Leucovorin

NOVP Mitoxantrona, Vinblastina, Vincristina

OPA Vincristina, Prednisona, Doxorrubicina

OPPA Anadir Procarbazina a OPA.

PAC Cisplatino, Doxorrubicina

PAC-I Cisplatino, Doxorrubicina, Ciclofosfamida

PA-CI Cisplatino, Doxorrubicina

PC Paclitaxel, Carboplatino o Paclitaxel, Cisplatino

PCV Lomustina, Procarbazina, Vincristina

PE Paclitaxel, Estramustina

PFL Cisplatino, Fluorouracil, Leucovorin

POC Prednisona, Vincristina, Lomustina

ProMACE Prednisona, Metotrexato, Leucovorin, Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Etopdsido

ProMACE/cytaBOM Prednisona, Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Etopodsido, Citarabina, Bleomicina,
Vincristina, Metotrexato, Leucovorin, Cotrimoxazol

PRoMACE/MOPP Prednisona, Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Etopdsido, Mecloretamina, Vincristina,
Procarbazina, Metotrexato, Leucovorin

Pt/VM Cisplatino, Teniposido

PVA Prednisona, Vincristina, Asparaginasa

PVB Cisplatino, Vinblastina, Bleomicina
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Denominaciéon Agentes terapéuticos

PVDA Prednisona, Vincristina, Daunorrubicina, Asparaginasa

SMF Estreptozocina, Mitomicina, Fluorouracil

TAD Mecloretamina, Doxorrubicina, Vinblastina, Vincristina, Bleomicina, Etopdsido,
Prednisona

TCF Paclitaxel, Cisplatino, Fluorouracil

TIP Paclitaxel, Ifosfamida, Mesna, Cisplatino

TTT Metotrexato, Citarabina, Hidrocortisona

Topo/CTX Ciclofosfamida, Topotecan, Mesna

VAB-6 Ciclofosfamida, Dactinomicina, Vinblastina, Cisplatino, Bleomicina

VAC Vincristina, Dactinomicina, Ciclofosfamida

VACAdr Vincristina, Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Dactinomicina, Vincristina

VAD Vincristina, Doxorrubicina, Dexametasona

VATH Vinblastina, Doxorrubicina, Tiotepa, Flouximesterona

VBAP Vincristina, Carmustina, Doxorrubicina, Prednisona

VBCMP Vincristina, Carmustina, Melfalan, Ciclofosfamida, Prednisona

VC Vitiorcibina, Cisplatino

VCAP Vincristina, Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Prednisona

VD Viilorcibiae, Doxorrubicina

VelP Vinblastina, Cisplatino, Ifosfamida, Mesna

VIP Etopdsido, Cisplatino, Ifosfamida, Mesna

VM Mitomicina, Vinblastina

VMCP Vincristina, Melfalan, Ciclofosfamida, Prednisona

VP Etopdsido, Cisplatino

V-TAD Etopodsido, Tioguanina, Daunorrubicina, Citarabina

5+2 Citarabina, Daunorrubicina, Mitoxantrona

7+3 Citarabina con/, Daunorrubicina o Idarrubicina o Mitoxantrona

"8en 1" Metilprednisolona, Vincristina, Lomustina, Procarbazina, Hidroxiurea, Cisplatino,
Citarabina, Dacarbazina

Ademas de los agentes quimioterapéuticos convencionales, los compuestos moduladores de sirtuina descritos en
esta memoria, como capaces de inducir la muerte celular o de reducir la vida, también pueden utilizarse con RNAi o
RNA antisentido, o con otros polinucleétidos para inhibir la expresion de los componentes celulares que contribuyen
a la proliferacion celular indeseada que son blanco de quimioterapia convencional. Dichos blancos son,
exclusivamente a modo ilustrativo, factores de crecimiento, receptores de los factores de crecimiento, proteinas
reguladoras del ciclo celular, factores de transcripcion o cinasas de transduccion de senales.
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Las terapias de combinacidn que comprenden los compuestos moduladores de sirtuina y un agente
quimioterapéutico convencional pueden ser ventajosas frente a las terapias de combinacién conocidas en la técnica,
ya que la combinacién permite que el agente quimioterapéutico convencional ejerza un mayor efecto en una dosis
inferior. En una realizacién preferida, la dosis eficaz (EDsp) para un agente quimioterapéutico, o la combinacion de
agentes quimioterapéuticos convencionales, cuando se usa en combinacion con un compuesto modulador de
sirtuina, es por lo menos 2 veces menor que la EDsy del agente quimioterapéutico solo, e incluso mas
preferiblemente 5 veces, 10 veces o incluso 25 veces. De modo inverso, el indice terapéutico (TI) para dicho agente
quimioterapéutico o combinacion de dicho agente quimioterapéutico utilizado en combinaciéon con el compuesto
modulador de sirtuina descrito en la presente memoria puede ser por lo menos 2 veces mayor que el Tl de un
régimen quimioterapéutico convencional solo, e incluso mas preferiblemente 5 veces, 10 veces o incluso 25 veces
mayor

Trastornos/enfermedades neuronales

En ciertos aspectos, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden utilizarse para tratar a pacientes que padecen enfermedades neurodegenerativas, y lesion
traumatica o mecanica al sistema nervioso central (SNC), a la médula espinal o al sistema nervioso periférico (SNP).
La enfermedad neurodegenerativa tipicamente implica reducciones en la masa y el volumen del cerebro humano,
que pueden deberse a la atrofia y/o muerte de las células cerebrales, que son mucho mas profundas que aquellas
en una persona sana en donde se atribuyen al envejecimiento. Las enfermedades neurodegenerativas pueden
evolucionar gradualmente, después de un periodo prolongado de funcionamiento normal del cerebro, debido a la
degeneracion progresiva (p. €j., disfuncién y muerte de las células nerviosas) de regiones del cerebro especificas.
Alternativamente, las enfermedades neurodegenerativas pueden tener un inicio rapido, tal como aquellos asociados
con traumatismo o toxinas. El inicio real de degeneracion del cerebro puede preceder a la expresién clinica por
muchos afios. Los ejemplos de enfermedades neurodegenerativas incluyen, aunque sin limitarse a ello, enfermedad
de Alzheimer (AD), enfermedad de Parkinson (PD), enfermedad de Huntington (HD), esclerosis lateral amiotréfica
(ALS; enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad de cuerpos de Lewy difusos, corea-acantocitosis, esclerosis lateral
primaria, enfermedades oculares (neuritis ocular), neuropatias inducidas por quimioterapia (p. €j., por vincristina,
paclitaxel, bortezomib), neuropatias inducidas por diabetes y ataxia de Friedreich. Los compuestos moduladores de
sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden utilizarse para tratar estos trastornos y
otros que se describiran a continuacion.

AD es un trastorno del SNC cronico, incurable y que no se puede detener. Ocurre gradualmente, produce amnesia,
conducta inusual, cambios de personalidad y un declive en las habilidades de razonamiento. Estas pérdidas se
asocian con la muerte de tipos especificos de células cerebrales, y la descomposicion de conexiones y sus redes de
soporte (p. €j., células gliales) entre ellas. La AD se ha descrito en el desarrollo de la infancia de manera inversa. En
la mayoria de las personas con AD, los sintomas aparecen a los 60 afios de edad. Los sintomas mas tempranos
incluyen pérdida de la memoria reciente, falta de juicio y cambios de personalidad. Mas adelante durante la
enfermedad, las personas con AD pueden olvidarse cémo realizar tareas sencillas, como lavarse las manos.
Eventualmente, las personas con AD pierden toda la capacidad de razonamiento y se vuelven dependientes de otra
gente para su cuidado diario. Finalmente, la enfermedad se torna tan debilitante que los pacientes quedan
confinados a una cama y tipicamente desarrollan enfermedades coexistentes.

PD es un trastorno del SNC cronico, incurable y que no se puede detener. Ocurre gradualmente y produce
movimientos corporales descontrolados, rigidez, temblores y discinesia. Estos problemas del sistema motor se
relacionan con la muerte de las células cerebrales en un area del cerebro que produce dopamina, una sustancia
quimica que ayuda a controlar la actividad muscular. En la mayoria de las personas con PD, los sintomas aparecen
a los 50 afios de edad. Los sintomas iniciales de PD consisten en un temblor pronunciado que afecta las
extremidades, notablemente en las manos o los labios. Los sintomas caracteristicos subsiguientes de PD son rigidez
o retardo del movimiento, una marcha arrastrada, postura encorvada y deterioro del equilibrio. Existe una amplia
gama de sintomas secundarios tales como amnesia, demencia, depresién, cambios emocionales, dificultades para
deglutir, discurso anormal, disfunciéon sexual y problemas de vejiga e intestino. Estos sintomas comenzaran a
interferir con las actividades de rutina, tales como sostener un tenedor o leer un periédico. Finalmente, las personas
con PD se vuelven tan incapacitadas que por lo general quedan confinadas a una cama.

La ALS (enfermedad neuronal motora) es un trastorno del SNC cronico, incurable que no se puede detener. Ataca
las neuronas motoras, los componentes del SNC que conectan el cerebro con los musculos esqueléticos. En ALS,
las neuronas motoras se deterioran y eventualmente mueren, y si bien el cerebro de una persona normalmente
permanece totalmente en funcionamiento y alerta, el comando para mover el nervio alcanza los musculos. La
mayoria de la gente que padece ALS tiene entre 40 y 70 afios de edad. Las primeras neuronas motoras que se
debilitan son aquellas que controlan los brazos y las piernas. Las personas con ALS pueden tener problemas para
caminar, pueden dejar caer las cosas, caerse, tener un discurso confuso y reirse o llorar descontroladamente.
Eventualmente, los musculos de las extremidades comienzan a atrofiarse por el desuso. Esta debilidad muscular se
torna debilitante y la persona necesita una silla de ruedas o incluso no puede funcionar fuera de una cama.

Las causas de estas enfermedades neurolégicas se han desconocido por largo tiempo. Convencionalmente se
definen como enfermedades distintas, incluso presentan claramente similitudes en los procesos basicos y
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comunmente demuestran sintomas superpuestos mucho mayores que los que se esperarian por casualidad solos.
Las definiciones de la enfermedad actuales no pueden tratarse adecuadamente con el problema de superposicién y
se ha generado una nueva clasificacion de los trastornos neurodegenerativos.

HD es otra enfermedad neurodegenerativa que proviene de la degeneracién genéticamente programada de las
neuronas en ciertas areas del cerebro. Esta degeneracién causa movimientos descontrolados, pérdida de las
facultadas intelectuales y alteraciones emocionales. HD es una enfermedad familiar, que se pasa de padre a hijo a
través de una mutacion dominante en el gen de tipo salvaje. Algunos sintomas tempranos de HD son cambios de
animo, depresion, irritabilidad o dificultad para conducir, aprender cosas nuevas, recordar un hecho o tomar una
decision. A medida que la enfermedad avanza, la concentracion en las tareas intelectuales se vuelve cada vez mas
dificil y el paciente tienen dificultad para alimentarse a si mismo y para deglutir.

La enfermedad de Tay-Sachs y la enfermedad de Sandhoff son enfermedades de almacenamiento de glucolipidos
causadas por la falta de B-hexosaminidasa liosomal (Gravel et al., en The Metabolic Basis of Inherited Disease, eds.
Scriver et al., McGraw-Hill, Nueva York, pag. 2839-2879, 1995). En ambos trastornos, el gangliésido GM2 y
glucolipido-sustratos relacionados para B-hexosaminidasa se acumulan en el sistema nervioso y desencadenan
neurodegeneracion aguda. En las formas mas severas, el inicio de los sintomas tiene lugar en la primera infancia.
Tiene lugar luego un curso neurodegenerativo precipitoso, con nifios afectados que presentan disfuncién motora,
convulsiones, pérdida visual y sordera. La muerte por lo general se produce entre los 2-5 afios de edad. Se ha
demostrado la pérdida neuronal a través de un mecanismo apoptético (Huang et al., Hum. Mol. Genet. 6: 1879-1885,
1997).

Se sabe que la apoptosis cumple una funcién en la patogénesis del sida en el sistema inmunitario. No obstante, el
VIH-1 también induce enfermedad neuroldgica. Shi et al. (J. Clin. Invest. 98: 1979-1990, 1996) examinaron la
apoptosis inducida por la infeccién del VIH-1 en el SNC en un modelo in vitro y en tejido cerebral de pacientes con
sida, y descubrieron la infeccion por el VIH-1 de apoptosis inducida en cultivos de cerebro primarios en neuronas y
astrocitos in vitro. La apoptosis de neuronas y astrocitos también se detectd en tejido de cerebro de 10/11 pacientes
con sida, incluidos 5/5 pacientes con VIH-1 con demencia y 4/5 sin demencia.

Existen cuatro neuropatias periféricas principales asociadas con el VIH, a saber, neuropatia sensorial, AIDP/CIPD,
neuropatia inducida por farmacos y neuropatia relacionada con CMV.

El tipo mas frecuente de neuropatia asociada con el sida es la polineuropatia simétrica distal (DSPN). Este sindrome
es consecuencia de una degeneracion nerviosa y se caracteriza por entumecimiento y una sensacion de pinchazos
y agujas. La DSPN causa algunas anomalias graves y principalmente produce entumecimiento u hormigueo en los
pies y reflejos mas lentos en los tobillos. En general ocurre con inmuodepresion mas intensa y es gradualmente
progresiva. El tratamiento con antidepresivos ftriciclicos alivia los sintomas pero no afecta el dafio nervioso
subyacente.

Un tipo de neuropatia menos frecuente pero mas severo se conoce como polineuropatia desmielinante inflamatoria
aguda o crénica (AIDP/CIDP). En AIDP/CIDP, se produce un dafio en la membrana grasa que cubre los impulsos
nerviosos. Esta clase de neuropatia implica inflamaciéon y se asemeja al deterioro muscular a menudo identificado
con el uso a largo plazo de AZT. Puede ser la primera manifestacion de la infeccién por el VIH, donde el paciente
puede no referir dolor, pero no puede responder a las pruebas de reflejos convencionales. Esta clase de neuropatia
puede estar asociada con seroconversion, en cuyo caso puede a veces resolverse espontaneamente. Puede servir
como signo de infeccién por el VIH e indicar que podria ser momento de considerar una terapia antivirica. La
AIDP/CIDP puede ser de origen autoinmunitario.

Las neuropatias inducidas por farmacos o toxicas pueden ser muy dolorosas. Los farmacos antiviricos cominmente
causan neuropatia periférica, como lo hacen otros farmacos, p. ej., vincristina, dilantin (un medicamento
anticonvulsionante), altas dosis de vitaminas, isoniazid y antagonistas del acido félico. La neuropatia periférica con
frecuencia se usa en ensayos clinicos para antiviricos como efecto colateral limitante de la dosis, lo que significa que
mas farmacos deberian no administrarse. Ademas, el uso de dichos farmacos puede exacerbar neuropatias que de
otro modo serian leves. Usualmente, esta neuropatias inducidas por farmacos son reversibles con la discontinuacién
del farmaco.

CMV causa varios sindromes neuroldgicos en sida, incluyendo encefalitis, mielitis y polirradiculopatia.

La pérdida neuronal es también un rasgo saliente de enfermedades anteriores, como la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob en seres humanos, BSE en ganado (enfermedad de la vaca loca), enfermedad de Scrapie en ovejas y cabras,
y encefalopatia espongiforme felina (FSE) en gatos. Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel
y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden ser Utiles para tratar o prevenir pérdida neuronal debido estas
enfermedades anteriores.

En otra realizaciéon, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina

sirtuina puede usarse para tratar o prevenir cualquier enfermedad o trastorno que implique axonopatia. La

axonopatia distal es un tipo de neuropatia periférica que proviene de alguna alteracién metabdlica o téxica de las

neuronas del sistema nervioso periférico (SNP). Es la respuesta mas frecuente de los nervios a alteraciones
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metabolicas o toxicas, y como tal puede ser causada por enfermedades metabdlicas tales como la diabetes,
insuficiencia renal, sindromes de deficiencia como desnutricién y alcoholismo, o los efectos de toxinas o farmacos.
La causa mas comun de axonopatia distal es la diabetes, y la causa mas comun de axonopatia distal es la
neuropatia diabética. Las porciones mas distales de los axones son por lo general las primeras en degenerarse, y la
atropia axonal avanza lentamente hacia el cuerpo celular del nervio. Si el estimulo nocivo es eliminado, es posible la
regeneracion, aunque el prondstico se reduce dependiendo de la duracion y la intensidad del estimulo. Las personas
con axonopatias distales usualmente experimentan alteraciones motoras y sensoriales en guante y en calcetin. Las
funciones de los tendones profundos y del sistema nervioso auténomo (SNA) también se pierden o disminuyen en
areas afectadas.

Las neuropatias diabéticas son trastornos neuropaticos asociados con diabetes mellitus. Estas afecciones por lo
general resultan de lesiones microvasculares diabéticas que implican a los vasos sanguineos pequefios que
suministran a los nervios (vasa nervorum). Las afecciones relativamente frecuentes que pueden estar asociadas con
la neuropatia diabética incluyen paralisis del tercer nervio; mononeuropatia; mononeuritis multiple; amiotrofia
diabética; polineuropatia dolorosa; ; y neuropatia toracoabdominal. Las manifestaciones clinicas de neuropatia
diabética incluyen, por ejemplo, polineuropatia sensomotora tal como entumecimiento, pérdida sensorial, disestesia
y dolor nocturno; la neuropatia auténoma tal como vaciamiento gastrico demorado o gastroparesia; y neuorpatia
craneal tal como neuropatias oculomotoras (3er) o Mononeuropatias de los nervios espinales toracicos o lumbares.

Neuropatia periférica es el término médico para dafo a los nervios del sistema nervioso periférico, que puede ser
causado o bien por enfermedades del nervio o por efectos colaterales de enfermedad sistémica. Las neuropatias
periféricas varian en su presentacion y origen, y pueden afectar al nervio o a la articulacion neuromuscular. Las
causas principales de la neuropatia periférica incluyen convulsiones, deficiencias nutricionales y VIH, aunque la
diabetes es la causa mas probable. La presion mecanica de mantenerse en una posicion por mucho tiempo, un
tumor, hemorragia intraneural, exposicion del cuerpo a condiciones extremas tales como radiacién, temperaturas
frias o sustancias toxicas pueden también causar neuropatia periférica.

En una realizacion ilustrativa, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina puede utilizarse para tratar o prevenir la esclerosis multiple (MS), incluyendo MS recidivante y MS
monosimpatica, y otras afecciones desmielinantes, tales como, por ejemplo, polineuropatia desmielinante
inflamatoria crénica (CIDP), o sintomas asociados con éstas.

MS es una enfermedad crénica, con frecuencia incapacitante, del sistema nervioso central. Diversas lineas
convergentes de evidencia sefialan la posibilidad de que la enfermedad sea causada por una alteracién en la funcién
inmunitaria, aunque la causa de esta alteracién no ha sido establecida. La alteracion permite que las células del
sistema inmunitario "ataquen" la mielina, la grasa que contiene la vaina aislante que rodea los axones nerviosos
situados en el sistema nervioso central ("SNC"). Cuando se dafa la mielina, los pulsos eléctricos no pueden viajar
rapida o normalmente por las vias de las fibras nerviosas en el cerebro y en la médula espinal. Esto produce la
ruptura de la conductividad eléctrica normal dentro de los axones, fatiga y alteraciones de la vision, fuerza,
coordinacion, equilibrio, sensacion y funcionamiento de la vejiga y los intestinos.

Como tal, la MS es ahora un trastorno neuroldgico frecuente y conocido caracterizado por episodios de inflamacion y
desmielinacion que ocurren en alguna parte del SNC. No obstante, practicamente siempre sin compromiso de los
nervios periféricos asociados. La desmielinacion produce una situacion analoga a aquella que resulta de grietas o
desgarros en un aislante que rodea a un cable eléctrico. Es decir, cuando la vaina aislante se rompe, el circuito entra
en "cortocircuito" y el aparato eléctrico asociado funcionara de manera intermitente o no funcionara en absoluto.
Dicha pérdida de mielina que rodea a las fibras nerviosas produce cortocircuitos en los nervios que atraviesan el
cerebro y la médula espinal, lo que en consecuencia produce sintomas de MS. Se ha observado también que dicha
desmielinaciéon ocurre en zonas, en oposicion a todo el SNC central. Ademas, dicha desmielinacién puede ser
intermitente. Por lo tanto, dichas placas se diseminan tanto en tiempo como en espacio.

Se cree que la patogénesis implica una ruptura local de la barrera hematoencefalica que causa una respuesta
inmunitaria localizada e inflamatoria, con consecuente dafio a la mielina y a las neuronas.

Clinicamente, la MS existe en ambos sexos y puede ocurrir a cualquier edad. No obstante, su presentacién mas
frecuente es en el adulto relativamente joven, por lo general con una lesion focal simple tal como dafio del nervio
Optico, un area de anestesia (pérdida de sensacion) o parestesia (localizaciéon de pérdida de sensacion) o debilidad
muscular. A su vez, el vértigo, la doble visidn, dolor localizado, incontinencia y dolor en brazos y piernas pueden
ocurrir al flexionar el cuello, como también una gran variedad de sintomas menos frecuentes.

Un ataque inicial de MS es por lo general pasajero, y pueden pasar semanas, meses o afios hasta un nuevo ataque.
Algunas personas pueden gozar de una vida estable, relativamente libre de episodios por una gran cantidad de
afos, mientras que otras menos afortunadas experimentan un curso cuesta abajo hasta una paralisis completa.
Comunmente hay una serie de remisiones y recaidas, en las que cada recaida deja al paciente algo peor que antes.
Las recaidas pueden ser desencadenadas por episodios de estrés, infecciones viricas o toxinas. La temperatura
corporal elevada, es decir una fiebre, empeorara el estado, o una reduccion de la temperatura, por ejemplo, por un
bafo frio, podria mejorar el estado.
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Incluso en otra realizacion, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina puede usarse para tratar traumatismo a los nervios, incluyendo traumatismo debido a enfermedad,
lesién (incluida una intervencion quirdrgica) o traumatismo ambiental (p. €j., neurotoxinas, alcoholismo, etc.).

Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
también ser Utiles para prevenir, tratar y aliviar sintomas de diversos trastornos del SNP, como aquellos descritos a
continuacion. EI SNP esta compuesto por los nervios que conducen a o se ramifican desde la médula espinal y el
SNC. Los nervios periféricos manipulan una diversa gama de funciones del organismo, incluyendo las funciones
sensoriales, motoras y auténomas. Cuando una persona padece neuropatia periférica, los nervios del SNP se han
dafado. El dafio nervioso puede surgir de una serie de causas, tales como enfermedad, lesion fisica, intoxicacion o
desnutricion. Estos agentes pueden afectar los nervios aferentes o eferentes. Dependiendo de la causa del dafo, el
axon de las células nerviosas, su vaina de mielina protectora, o ambos, pueden dafiarse o destruirse.

La expresion "neuropatia periférica” abarca una amplia gama de trastornos en los que los nervios fuera del cerebro y
la médula espinal, los nervios periféricos, se han dafiado. La neuropatia periférica puede también denominarse
neuritis periférica, o si estan implicados muchos nervios, se pueden usar los términos polineuropatia o polineuritis.

La neuropatia periférica es un trastorno propagado que tiene muchas causas subyacentes. Algunas de estas causas
son frecuentes, como la diabetes, y otras son extremadamente excepcionales, como la intoxicacion por acrilamida y
ciertos trastornos heredados. La causa mas frecuente de la neuropatia periférica en todo el mundo es la lepra. La
lepra es causada por la bacteria Mycobacterium leprae, que ataca los nervios periféricos de la gente afectada.

La lepra es extremadamente infrecuente en los Estados Unidos, donde la diabetes es la causa mas frecuente de
neuropatia periférica. Se ha estimado que mas de 17 millones de personas en los Estados Unidos y Europa padecen
polineuropatia relacionada con la diabetes. Muchas neuorpatias son idiopaticas; de causa desconocida. La mas
frecuente de las neuropatias heredadas en los Estados Unidos es la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, que
afecta a aproximadamente 125.000 personas.

Otras de las neuropatias periféricas mas conocidas es el sindrome de Guillain-Barré, que surge de complicaciones
asociadas con enfermedades viricas, como citomegalovirus, virus de Epstein-Barr y virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), o infeccion bacteriana que incluyen la enfermedad de Campilobacter jejuni y Lyme. La tasa de
incidencia mundial es de aproximadamente 1,7 casos cada 100.000 personas por afo. Otras causas conocidas de
neuropatias periféricas incluyen alcoholismo crénico, infeccion del virus varicela-zoster, botulismo y poliomielitis. La
neuropatia periférica puede desarrollarse como un sintoma primario, o puede deberse a otra enfermedad. Por
ejemplo, la neuropatia periférica es solamente un sintoma de enfermedades tales como neuropatia amiloidea,
ciertos tipos de cancer o trastornos neuroldgicos hereditarios. Dichas enfermedades pueden afectar el SNP vy el
SNC, como también otros tejidos del cuerpo.

Otras enfermedades del SNP tratables con los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina incluyen: neuropatias del plexo braquial (enfermedades de las raices cervical y
primera toracica, tronco nervioso y componentes nerviosos periféricos del plexo braquial. Las manifestaciones
clinicas incluyen dolor regional, parestesia; debilidad muscular y reduccion de la sensacion en las extremidades
superiores. Estos trastornos pueden asociarse a traumatismo, incluyendo lesiones congénitas; sindrome de salida
toracica; neoplasias, neuritis, radioterapia; y otras dolencias. Véase Adams et al., Principles of Neurology, 62 ed, pag
1351-2); neuropatias diabéticas (trastornos periféricos, autbnomos de los nervios craneales asociados con diabetes
mellitus). Estas afecciones por lo general resultan de lesiones microvasculares diabéticas que implican a los vasos
sanguineos pequefios que suministran a los nervios (vasa nervorum). Las afecciones relativamente frecuentes que
pueden estar asociadas con la neuropatia diabética incluyen paralisis del tercer nervio; mononeuropatia;
mononeuritis multiple; amiotrofia diabética; polineuropatia dolorosa; ; y neuropatia toracoabdominal (véase Adams et
al., Principles of Neurology, 6% ed, p1325); mononeuropatias (enfermedad o traumatismo que implica un nervio
periférico individual aislado, o fuera de proporcién para indicar una disfuncién del nervio periférico difusa).
Mononeuritis multiple se refiere a una afeccion caracterizada por lesiones nerviosas aisladas multiples. Las
mononeuropatias pueden provenir de una amplia variedad de causas que incluyen isquemia; lesién traumatica;
compresion; enfermedades del tejido conjuntivo; trastornos de traumatismos acumulativos; y oftras
dolencias.;neuralgia (dolor intenso que ocurre junto con el curso o la distribucidon de un nervio periférico o craneal);
neoplasias del sistema nervioso periférico (neoplasias que surgen del tejido nervioso periférico). Esto incluye
neurofibromas; Schwannomas; tumores de células granulares; tumores malignos de la vaina del nervio periférico
(véase DeVita Jr et al., Cancer: Principles and Practice of Oncology, 52 ed, pag1750-1); y sindromes de compresion
nerviosa (compresion mecanica de los nervios o las raices nerviosas por causas internas o externas). Esto puede
producir un bloqueo de conduccion a los impulsos nerviosos debido a, por ejemplo, disfuncion de la vaina de mielina
o pérdida axonal. Las lesiones del nervio y la vaina nerviosa pueden ser causadas por isquemia; inflamacién; o un
efecto mecanico directo; neuritis (un término general que indica inflamaciéon de un nervio periférico o craneal). Las
manifestaciones clinicas pueden incluir dolor; parestesias; paresia o hiperestesia; polineuropatias (enfermedades de
multiples nervios periféricos). Las diversas formas se categorizan por el tipo de nervio afectado (p. €j., sensorial,
motor o auténomo), por la distribuciéon de la lesion nerviosa (p. €j., distal vs. proximal), por el componente nervioso
primariamente afectado (p. ej., desmielinante vs. axonal), por etiologia o por patrén hereditario.
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En otra realizacion, se puede usar un compuesto activador de sirtuina para tratar o prevenir neuropatia inducida por
agentes quimioterapéuticos. Los compuestos moduladores de sirtuina pueden administrarse antes de la
administracion del agente quimioterapéutico, simultaneamente con la administracién del farmaco quimioterapéutico
y/o después del inicio de la administracion del farmaco quimioterapéutico. Si el compuesto activador de sirtuina se
administra después del inicio de la administracién del farmaco quimioterapeutico, es conveniente que el compuesto
activador de sirtuina se administre antes, o con los primeros signos, de la neuropatia inducida por agentes
quimioterapéuticos.

Los farmacos de quimioterapia pueden dafiar cualquier parte del sistema nervioso. Afortunadamente, la
encefalopatia y la mielopatia son muy infrecuentes. El dafio a los nervios nerviosos es mucho mas frecuente y
puede ser un efecto colateral del tratamiento experimentado por gente con cancer, como linfoma. La mayoria de las
neuropatias afectan a los nervios sensoriales mas que a los nervios motores. Por consiguiente, los sintomas
frecuentes son hormigueo, entumecimiento o pérdida del equilibrio. Los nervios mas largos del cuerpo parecer ser
los mas sensibles, es por eso que la mayoria de los pacientes manifiestan entumecimiento o pinchazos en las
manos y los pies.

Los farmacos quimioterapéuticos mas comunmente asociados con neuropatia son vinca-alcaloides (farmacos anti-
cancer originalmente derivados de un miembro de la planta vincapervinca) y un farmaco que contiene platino
llamado Cisplatino. Los vinca-alcaloides incluyen los farmacos de vinblastina, vincristina y vindesina. Muchos
tratamientos de quimioterapia combinada para linfoma, por ejemplo CHOP y CVP, contienen vincristina, que es el
farmaco conocido por causar este problema con mayor frecuencia. De hecho, es el riesgo de neuropatia lo que limita
la dosis de vincristina que puede administrarse.

Los estudios realizados han demostrado que la mayoria de los pacientes perderan algunos reflejos en las piernas
como consecuencia del tratamiento con vincristina, y muchos experimentaran algin grado de hormigueo (parestesia)
en los dedos de las manos y los pies. La neuropatia usualmente no se manifiesta propiamente dicha al comienzo del
tratamiento, sino que en general sucede al cabo de algunas semanas. No es esencial detener el farmaco al inicio de
los sintomas, pero si la neuropatia avanza, tal vez pueda ser necesario. Es muy importante que los pacientes
informen dichos sintomas a los médicos, dado que el dafio nervioso es ampliamente reversible si se discontinua el
farmaco. La mayoria de los médicos por lo general reduciran la dosis de vincristina o cambiaran por otra forma de
Vinca-alcaloide tal como vinblastina o vindesina si los sintomas son leves. En ocasiones, l0os nervios que suministran
a los intestinos se ven afectados, causando dolor abdominal y constipacion.

En otra realizacién, se puede usar un compuesto activador de sirtuina para tratar o prevenir una enfermedad por
poliglutamina. La enfermedad de Huntington (HD) y la ataxia espinocerebelar de tipo 1 (SCA1) son solo dos
ejemplos de una clase de enfermedades genéticas causadas por mutaciones dinamicas que implican la expansion
de repeticiones de secuencias de tripletes. En referencia a este mecanismo comun, estos trastornos se denominan
enfermedades de repeticion de trinucleétidos. Se conocen por lo menos 14 de dichas enfermedades que afectan a
seres humanos. Nueve de ellas, incluyendo SCA1 y enfermedad de Huntington, tienen CAG como la secuencia
repetida (véase la Tabla 2 a continuacion). Ya que CAG codifica un aminoacido llamado glutamina, estos nueve
trastornos de repeticion de trinucleétidos se conocen colectivamente como enfermedades de poliglutamina.

Si bien los genes implicados en distintas enfermedades de poliglutamina tienen poco en comun, los trastornos que
causan siguen un curso asombrosamente similar. Cada enfermedad se caracteriza por una degeneracién progresiva
de un grupo distinto de células nerviosas. Los sintomas principales de estas enfermedades son similares, aunque no
idénticos, y usualmente afectan a personas de mediana edad. Dadas las similitudes en los sintomas, se hipotetiza
que las enfermedades de poliglutamina avanzan mediante mecanismos celulares en comun. En los ultimos afios, los
cientificos han hecho grandes avances para revelar cuales son esos mecanismos.

Por encima de cierto umbral, cuanto mas grande sea el nimero de repeticiones de glutamina en una proteina, mas
temprano sera el inicio de la enfermedad y mas graves seran los sintomas. Esto indica que las vias de glutamina
anormalmente largas tornan a su proteina hospedante téxica para las células nerviosas.

Para ensayar esta hipotesis, los cientificos han generado ratones genéticamente modificados que expresan
proteinas con largas vias de poliglutamina. Independientemente de si los ratones expresan proteinas de longitud
total o solamente aquellas porciones de las proteinas que contienen las vias de glutamina, desarrollan sintomas de
enfermedades de poliglutamina. Esto indica que una via larga de poliglutamina esta dafiando por si misma a las
células y no tiene que ser parte de una proteina funcional para causar su dafio.

Por ejemplo, se cree que los sintomas de SCA1 no son causados directamente por la pérdida de la funcién de
ataxina-1 normal sino en cambio por la interaccion entre ataxina-1 y otra proteina llamada LANP. La proteina LANP
es necesaria para que las células nerviosas se comuniquen entre si, y por lo tanto, para supervivencia. Cuando la
proteina ataxina-1 mutante se acumula dentro de las células nerviosas, "atrapa" la proteina LANP, interfiriendo con
su funcionamiento normal. Después de un tiempo, la ausencia de funcionamiento de LANP parece causar el
malfuncionamiento de las células nerviosas.
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Tabla 2. Resumen de enfermedades de poliglutamina.

Enfermedad Nombre Ubicacién Patron Proteina Longitud Longitud de
del gen cromosomica hereditario de repeticion con
repeticion la enfermedad
normal
Atrofia espinobulbar AR Xq13-21 recesivo receptor de 9-36 38-62
muscular (enfermedad de vinculado a X andrégenos
Kennedy) (AR)
Enfermedad de Huntington HD 4p16,3 dominante huntingtin 6-35 36-121
autosomico
Atrofia DRPLA 12p13.31 dominante atrofina-1 6-35 49-88
dentatorubralpalidolusiana autosémico

(Haw River syndrome)

Ataxia espinocerebelar tipo 1 SCA1 6p23 dominante ataxina-1 6-44 39-82
autosémico

Ataxia espinocerebelar tipo 2 SCA2 12924 .1 dominante ataxina-2 15-31 36-63
autosémico

Ataxia espinocerebelar tipo3 SCAS3 149321 dominante ataxina-3 12-40 55-84

(Machado- autosémico

Enfermedad de Joseph)

Ataxia espinocerebelar tipo6 SCA6 19p13 dominante  subunidad de 4-18 21-33
autosomico  los canales
de calcio
dependientes
del voltaje
ala
Ataxia espinocerebelar tipo 7 SCA7 3p12-13 dominante ataxina-7 4-35 37-306
autosémico
Ataxia espinocerebelar tipo ~ SCA17 6q27 dominante proteina de 25-42 45-63
17 autosémico unién a
TATA

También se han hallado muchos factores de transcripcidon en las inclusiones neuronales de distintas enfermedades.
Es posible que estos factores de transcripcion interactien con las proteinas que contienen poliglutamina y entonces
queden atrapados en las inclusiones neuronales. Esto a su vez podria evitar que los factores de transcripcion
tornaran a los genes intermitentes segun lo necesiten las células. Otra observacion es la hipoacetilacion de histonas
en células afectadas. Esto ha conducido a la hipétesis de que los inhibidores de Histona Desacetilasa de Clase /1l
(HDAC /1), que se conocen por aumentar la acetilacion de histona, pueden ser una nueva terapia para las
enfermedades de poliglutamina (solicitud de patente estadounidense 10/476,627; "Method of treating
neurodegenerative, psychiatric, and other disorders with deacetilase inhibitors").

Incluso en otra realizacion, la solicitud proporciona un método para tratar o prevenir una neuropatia relacionada con
lesiones o enfermedades isquémicas, como por ejemplo cardiopatia coronaria (incluyendo insuficiencia cardiaca
congestiva e infartos de miocardio), apoplejia, enfisema, choque hemorragico, enfermedad vascular periférica
(extremidades superiores e inferiores) y lesiones relacionadas con trasplantes.

En determinadas realizaciones, la solicitud proporciona un método para tratar una célula del sistema nervioso central
a fin de prevenir el dafo en respuesta a una disminucidén en el torrente circulatorio a la célula. Tipicamente, la
intensidad del dafio que puede prevenirse dependera en gran parte del grado de reduccion en el torrente circulatorio
y de la duracion de la reduccion. A modo de ejemplo, la cantidad normal de perfusion a la materia gris del cerebro en
seres humanos es de aproximadamente 60 a 70 mL/100 g de tejido cerebral/min. La muerte de las células del
sistema nervioso central tipicamente ocurre cuando el flujo de sangre disminuye por debajo de aproximadamente 8-
10 mL/100 g de tejido cerebral/min, mientras que a niveles ligeramente superiores (es decir, 20-35 mL/100 g de
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tejido cerebral/min) el tejido permanece vivo pero no es capaz de funcionar. En una realizacion, la muerte celular
apoptética o necrética puede prevenirse. Incluso en otra realizacion, el dafio mediado por isquemia, tal como edema
citétoxico o anoxemia del tejido del sistema nervioso central, puede prevenirse. En cada realizacion, la célula del
sistema nervioso central puede ser una célula espinal o una célula cerebral.

Otro aspecto abarca administrar un compuesto activador de sirtuina a un sujeto para tratar un cuadro isquémico del
sistema nervioso central. Se puede tratar una serie de cuadros isquémicos del sistema nervioso central con los
compuestos activadores de sirtuina descritos en la presente memoria. En una realizacion, el cuadro isquémico es
una apoplejia que produce cualquier tipo de dafio isquémico al sistema nervioso central, como muerte celular
apoptética o necrética, edema citotoxico o anoxia del tejido del sistema nervioso central. La apoplejia puede
impactar en cualquier area del cerebro o ser causada por cualquier causa conocida por causar comunmente una
apoplejia. En una alternativa a esta realizacion, la apoplejia es una apoplejia del tronco encefélico. En términos
generales, las apoplejias del tronco encefélico afectan al tronco encefalico, que controla involuntariamente las
funciones que sostienen la vida tales como la respiracion, la presiéon arterial y los latidos cardiacos. En otra
alternativa a esta realizacion, la apoplejia es una apoplejia cerebelar. Tipicamente, las apoplejias cerebelares
impactan en el area del cerebelo del cerebro, que controla el equilibrio y la coordinacién. Incluso en otra realizacion,
la apoplejia es una apoplejia embdlica. En términos generales, las apoplejias embodlicas pueden impactar en
cualquier region del cerebro y tipicamente producen el bloqueo de una arteria por una vasoclusién. Incluso en otra
alternativa, la apoplejia puede ser una apoplejia hemorragica. Como las apoplejias isquémicas, las apoplejias
hemorragicas pueden impactar en cualquier region del cerebro y por lo general producen la ruptura de un vaso
sanguineo caracterizada por hemorragia (sangrado) dentro del cerebro o en las areas circundantes. En otra
realizacion, la apoplejia es una apoplejia trombdtica. Tipicamente, las apoplejias trombdticas resultan del bloqueo de
un vaso sanguineo por depdsitos acumulados.

En otra realizacion, el cuadro isquémico puede provenir de un trastorno que ocurre en una parte del cuerpo del
sujeto fuera del sistema nervioso central, pero que causa una reduccion en el flujo sanguineo hacia el sistema
nervioso central. Estos trastornos pueden incluir, aunque sin limitarse a ello, un trastorno vascular periférico, una
trombosis venosa, una embolia pulmonar, arritmia (p. €j., fibrilacion auricular, un ataque isquémico transitorio, angina
inestable o anemia de células falciformes. A su vez, el cuadro isquémico del sistema nervioso central puede ocurrir
como consecuencia de un procedimiento quirargico. A modo de ejemplo, el sujeto puede someterse a una cirugia
del corazon, cirugia de pulmoén, cirugia espinal, cirugia del cerebro, cirugia vascular, cirugia abdominal o cirugia de
trasplante de é6rgano. La cirugia de trasplante de érgano puede incluir cirugia de trasplante de corazén, pulmén,
pancreas, riidn o higado. A su vez, el cuadro isquémico del sistema nervioso central puede ocurrir como
consecuencia de un traumatismo o lesién a una parte del cuerpo del sujeto fuera del sistema nervioso central. A
modo de ejemplo, el traumatismo o la lesiéon puede causar un grado de sangrado que reduce significativamente el
volumen total de sangre en el cuerpo del sujeto. Debido a esta reduccién del volumen total, la cantidad de flujo
sanguineo hacia el sistema nervioso central se reduce de manera concomitante. Como otro ejemplo, el traumatismo
o la lesién puede también provocar la formacién de una vasoclusion que restrinja el flujo sanguineo hacia el sistema
nervioso central.

Desde ya, se contempla que los compuestos activadores de sirtuina pueden emplearse para tratar el cuadro
isquémico del sistema nervioso central independientemente de la causa de la afeccion. En una realizacion, el cuadro
isquémico proviene de una vasoclusion. La vasoclusion puede ser cualquier tipo de oclusién, pero tipicamente es
una trombosis o una embolia cerebral. En otra realizacién, el cuadro isquémico puede se causado por una
hemorragia. La hemorragia puede ser cualquier tipo de hemorragia, pero en general es una hemorragia cerebral o
una hemorragia subararacnoidea. Incluso en otra realizacion, el cuadro isquémico puede ser causado por el
estrechamiento de un vaso. En términos generales, el vaso puede estrecharse como consecuencia de una
vasoconstriccion, como ocurre durante los vasoespasmos, o debido a arteriosclerosis. Incluso en otra realizacién, el
cuadro isquémico proviene de una lesion al cerebro o a la columna vertebral.

En otro aspecto, un compuesto activador de sirtuina puede administrarse para reducir el tamafio del infarto del
nucleo isquémico después de un cuadro isquémico del sistema nervioso central. Asimismo, el compuesto activador
de sirtuina puede también administrarse beneficiosamente para reducir el tamafio de la penumbra isquémica o de la
zona transicional que le sigue a un cuadro isquémico del sistema nervioso central.

En una realizacion, un régimen de farmacos combinados puede incluir farmacos o compuestos para el tratamiento o
la prevencién de trastornos neurodegenerativos o afecciones secundarias asociados con estos cuadros. Por lo tanto,
un régimen de farmacos combinados puede incluir uno o mas activadores de sirtuina y uno o mas agentes anti-
neurodegeneraciéon. Por ejemplo, pueden combinarse uno o mas compuestos activadores de sirtuina con una
cantidad eficaz de uno o mas de: L-DOPA; un agonista de dopamina; un antagonista de los receptores de adenosina
A2A; un inhibidor de COMT; un inhibidor de MAO; un inhibidor de N-NOS; un antagonista del canal de sodio; un
antagonista de los receptores selectivos de N-metil D-aspartato (NMDA); un antagonista de los receptores de
AMPA/kainato; un antagonista del canal de calcio; un agonista del receptor de GABA-A; un inhibidor de acetil-colina
esterasa; un inhibidor de metaloproteasa de matriz; un inhibidor de PARP; un inhibidor de p38 MAP cinasa o c-jun-
N-terminal cinasas; TPA; antagonistas de NDA; beta-interferones; factores de crecimiento; inhibidores de glutamato;
y/o como parte de una terapia celular.
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Los inhibidores de N-NOS ilustrativos incluyen 4-(6-amino-piridin-2-il)-3-metoxifenol 6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2-
metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2,3-dimetil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-pirrolidinil-etoxi)-
2,3-dimetil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[4-(4-(n-metil)piperidiniloxi)-2,3-dimetil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-
dimetilamino-etoxi)-3-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-pirrolidinil-etoxi)-3-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-{4-[2-
(6,7-dimetoxi-3,4-dihidro-1h-isoquinolin-2-il)-etoxi]-3-metoxi-fenil}-piridin-2-il-amina,  6-{3-metoxi-4-[2-(4-fenetil-piper-
azin-1-il)-etoxi]-fenil}-piridin-2-il-amina, 6-{3-metoxi-4-[2-(4-metil-piperazin-1-il)-etoxi]-fenil}-piridin-2-il-amina, 6-{4-[2-
(4-dimetilamin-o-piperidin-1-il)-etoxi]-3-metoxi-fenil}-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-3-etoxi-fenil]-piridin-
2-il-amina, 6-[4-(2-pirrolidinil-etoxi)-3-etoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2-isopropil-fenil]-piridin-
2-il-amina, 4-(6-amino-piridin-il)-3-ciclopropil-fenol 6-[2-ciclopropil-4-(2-dimetilamino-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-
[2-ciclopropil-4-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, éster terc-butilico de acido 3-[3-(6-amino-piridin-2il)-4-
ciclopropil-fenoxi]-pirrolidina-1-carboxilico, 6-[2-ciclopropil-4-(1-metil-pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 4-(6-
amino-piridin-2-il)-3-ciclobutil-fenol 6-[2-ciclobutil-4-(2-dimetilamino-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-ciclobutil-4-(2-
pirrolid-in-1-il-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina,  6-[2-ciclobutil-4-(1-metil-pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina,  4-(6-
amino-piridin-2-il)-3-ciclopentil-fenol 6-[2-ciclopentil-4-(2-dimetilamino-etoxi)-fenil]-pirid-in-2-il-amina, 6-[2-ciclopentil-
4-(2-pirrolidin-il-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, éster terc-butilico de acido 3-[4-(6-amino-piridin-2il)-3-metoxi-fenoxil-
pirrolidina-1-carboxilico 6-[4-(1-metil-pirrolidin-3-il-oxi)-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, éster terc-butilico de acido 4-
[4-(6-amino-piridin-2il)-3-metoxi-fenoxi-]-piperidina-1-carboxilico 6-[2-metoxi-4-(1-metil-piperidin-4-il-oxi)-fenil]-piridin-
2-il-amina, 6-[4-(aliloxi)-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 4-(6-amino-piridin-2-il)-3-metoxi-6-alilfenol 12 y 4-(6-amino-
piridin-2-il)-3-metoxi-2-alil-fenol 13  4-(6-amino-piridin-2-il)-3-metoxi-6-propil-fenol  6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2-
metoxi-5-propil-fenil]-piridin-il-amina, 6-[2-isopropil-4-(pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-isopropil-4-
(piperidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-isopropil-4-(1-metil-azetidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-
isopropil-4-(1-metil-piperidin-4-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-isopropil-4-(1-metil-pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-
il-amina- 6-[2-isopropil-4-(1-metil-pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-isopropil-4-(2-metil-2-aza-
biciclo[2.2.1]hept-5-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-{4-[2-
(bencil-metil-amino)-etoxil-2-metoxi-fenil}-piridin-2-il-amina, 6-[2-metoxi-4-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-
amina, 2-(6-amino-piridin-2-il)-5-(2-dimetilamino-etoxi)-fenol 2-[4-(6-amino-piridin-2-il)-3-metoxi-fenoxi]-acetamida 6-
[4-(2-amino-etoxi)-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-{4-[2-(3,4-dihidro-1h-isoquinolin-2-il)-etoxi]-2-metoxi-fenil}-pirid-
in-2-il-amina, 2-[4-(6-amino-piridin-2-il)-3-metoxi-fenoxi]-etanol 6- {2-metoxi-4-[2-(2,2,6,6-tetrametil-piperidin-1-il)-
etoxil]-fenil}-piridin-2-il-amina, 6-{4-[2-(2,5-dimetil-pirrolidin-1-il)-etoxi]-2-metoxi-fenil}-piridin-2-il-amina, 6-{4-[2-(2,5-
dimetil-pirrolidin-1-il)-etoxi]-2-metoxi-fenil}-piridin-2-il-amina, 2-[4-(6-amino-piridin-2-il)-3-metoxi-fenoxi]-1-(2,2,6,6-
tetrametil-piperidin-1-il)-etanona 6-[2-metoxi-4-(1-metil-pirrolidin-2-il-metoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-
dimetilamino-etoxi)-2-propoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-{4-[2-(bencil-metil-amino)-etoxi]-2-propoxi-fenil}-piridin-2-il-
amina 6-[4-(2-etoxi-etoxi)-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2-isopropoxi-fenil]-piridin-2-il-
amina, 6-[4-(2-etoxi-etoxi)-2-isopropoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-metoxi-4-(3-metil-butoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina,
6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2-etoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-{4-[2-(bencil-metil-amino)-etoxil-2-etoxi-fenil} -piridin-2-il-
amina, 6-[2-etoxi-4-(3-metil-butoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina,  1-(6-amino-3-aza-biciclo[3.1.0]hex-3-il)-2-[4-(6-amino-
piridin-2-il)-3-etoxi-fenoxi]-etanona 6-[2-etoxi-4-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 3-{2-[4-(6-amino-piridin-
2-il)-3-etoxi-fenoxi]-etil}-3-aza-biciclo[3.1.0]hex-6-il-amina, 1-(6-amino-3-aza-biciclo[3.1.0]hex-3-il)-2-[4-(6-amino-
piridin-2-il)-3-metoxi-fenoxil-etanona  3-{2-[4-(6-amino-piridin-2-il)-3-metoxi-fenoxi]-etil}-3-aza-biciclo[3.-1.0]hex-6-il-
amina, 6-[2-isopropoxi-4-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-fenil]-pi-ridin-2-il-amina, 6-{4-[2-(bencil-metil-amino)-etoxi]-2-
isopropoxi-fenil-}-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2-metoxi-5-propil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[5-alil-4-(2-
dimetilamino-etoxi)-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[5-alil-2-metoxi-4-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina,
6-[3-alil-4-(2-dimetilamino-etoxi)-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-metoxi-4-(pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-
amina, 6-[2-metoxi-4-(1-metilpirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-etoxi-4-(pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-
amina, 6-[2-isopropoxi-4-(pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-metoxi-4-(piperidin-4-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-
amina, 6-[2-metoxi-4-(2,2,6,6-tetrametil-piperidin-4-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-isopropoxi-4-(pirrolidin-3-il-oxi)-
fenil]-piridin-2-il-amina, éster terc-butilico de acido 3-[4-(6-amino-piridin-2-il)-3-metoxi-fenoxi]-azetidina-1-carboxilico
6-[4-(azetidin-3-il-oxi)-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-metoxi-4-(1-metil-azetidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-1-
amina, 6-[2-isopropoxi-4-(pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-isopropoxi-4-(pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-
il-amina, 6-[2-metoxi-4-(pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-metoxi-4-(1-metil-pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-
2-il-amina, 6-[2-metoxi-4-(1-metil-pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-metoxi-4-(2-metil-2-aza-
biciclo[2.2.1]hept-5-il-oxi)-fenil]-pirid-in-2-il-amina, 6-[2-metoxi-4-(1-metil-piperidin-4-il-oxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-
[4-(1-etil-piperidin-4-il-oxi)-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[5-alil-2-metoxi-4-(1-metilpirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-pir-idin-
2-il-amina, 6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2,6-dimetil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2,6-dimetil-4-(3-piperidin-1-il-propoxi)-
fenil]-piridin-2-il-amina,  6-[2,6-dimetil-4-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-1-amina,  6-{2,6-dimetil-4-[3-(4-metil-
piperazin-1-il)-propoxi]-fenil}-piridin-2-il-amina, 6-[2,6-dimetil-4-(2-morfolin-4-il-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-{4-[2-
(bencil-metil-amino)-etoxi]-2,6-dimetil-fenil}-piridin-2-il-amina, 2-[4-(6-amino-piridin-2-il)-3,5-dimetil-fenoxi]-acetamida
6-[4-(2-amino-etoxi)-2,6-dimetil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-isopropil-4-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina,
2-(2,5-dimetil-pirrolidin-1-il)-6-[2-isopropil-4-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-fenil]-piridina 6-{4-[2-(3,5-dimetil-piperidin-1-il)-
etoxi]-2-isopropil-fenil}-piridin-2-il-amina, 6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2-isopropil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-terc-butil-
4-(2-dimetilamino-etoxi)-fen-il]-piridin-2-il-amina, 6-[2-terc-butil-4-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-fenil-]-piridin-2-il-amina, 6-[4-
(2-pirrolidinil-etoxi)-2,5-dimetilfenil]-pir-idin-2-il-amina,  6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-2,5-dimetil-fenil]-piridin-2-il-amina,
6-[4-(2-(4-fenetilpiperazin-1-il)-etoxi)-2,5-dimetil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-ciclopropil-4-(2-dimetilamino-1-metil-
etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina,  6-[ciclobutil-4-(2-dimetilamino-1-metil-etoxi)-fenil]-piridin-2-il-amina,  6-[4-(aliloxi)-2-
ciclobutil-fenil]-piridi-n-2ilamina, 2-alil-4-(6-amino-piridin-2-il)-3-ciclobutil-fenol and 2-alil-4-(6-amino-piridin-2-il)-5-
ciclobutil-fenol 4-(6-amino-piridin-2il)-5-ciclobutil-2-propil-fenol  4-(6-amino-piridin-2il)-3-ciclobutil-2-propil-fenol 6-[2-
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ciclobutil-4-(2-dimetilamino-1-metil-etoxi)-5-propil-fenil]-piri-din-2-il-amina, 6-[2-ciclobutil-4-(2-dimetilamino-1-metil-
etoxi)-3-propi-1-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-ciclobutil-4-(2-dimetilamino-etoxi)-5-propil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-
ciclobutil-4-(2-dimetilamino-etoxi)-3-propil-fenil]-piridin-2-il-amina, 6-[2-ciclobutil-4-(1-metil-pirroli-din-3-il-oxi)-5-propil-
fenil]-piridin-2-il-amina,  6-[ciclobutil-4-(1-metil-1-pirrolidin-3-il-oxi)-3-propil-fenil]-piridin-2-il-amina,  2-(4-benciloxi-5-
hidroxi-2-metoxi-fenil)-6-(2,5-dimetil-pirrol-1-il)-piridina  6-[4-(2-dimetilamino-etoxi)-5-etoxi-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-
amina, 6-[5-etil-2-metoxi-4-(1-metil-piperidin-4-il-oxi)-fenil]-pir-idin-2-il-amina, 6-[5-etil-2-metoxi-4-(piperidin-4-il-oxi)-
fenil]-piridin-2-il-amina,  6-[2,5-dimetoxi-4-(1-metil-pirrolidin-3-il-oxi)-fenil]-pir-idin-2-il-amina,  6-[4-(2-dimetilamino-
etoxi)-5-etil-2-metoxi-fenil]-piridin-2-il-amina.

Los antagonistas ilustrativos del receptor de NMDA incluyen (+)-(1S, 2S)-1-(4-hidroxifenil)-2-(4-hidroxi-4-
fenilpiperidino)-1-pro-panol, (1S, 2S)-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-(4-hidroxi-4-fenilpiperi-dino)-1-propanol, (3R, 4S)-3-
(4-(4-fluorofenil)-4-hidroxipiperidin-1-il-)-croman-4,7-diol, (1R*, 2R*)-1-(4-hidroxi-3-metilfenil)-2-(4-(4-fluoro-fenil)-4-
hidroxipiperidin-1-il)-propan-1-ol-mesilato o su sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable.

Los agonistas de dopamina ilustrativos incluyen ropininol; inhibidores de L-dopa descarboxilasa tales como
carbidopa o benserazida, bromocriptina, dihidroergocriptina, etisulergina, AF-14, alaptida, pergolida, piribedil;
agonistas del receptor de dopamina D1 tales como A-68939, A-77636, dihidrexina y SKF-38393; agonistas de los
receptores de dopamina D2 tales como carbergolina, lisurida, N-0434, naxagolida, PD-118440, pramipexol, quinpirol
y ropinirol; agonistas de los receptores de dopamina/f3-adrenérgica tales como DPDMS y dopexamina; agonistas del
inhibidor de captacion de dopamina/5-HT/5-HT-1 A tales como roxindol; agonistas de los receptores de
dopamina/opiato tales como NIH-10494; antagonista a2-adrenérgico/agonistas de dopamina tales como tergurida;
antagonista a2-adrenérgico/agonistas de dopamina D2 tales como ergolinas y talipexol; inhibidores de captacion de
dopamina tales como GBR-12909, GBR-13069, GYKI-52895 y NS-2141; inhibidores de monoamina oxidasa-B, tales
como selegilina, N-(2-butil)-N-metilpropargilamina, N-metil-N-(2-pentil)propargilamina, AGN-1133, derivados de
ergot, lazabemida, LU-53439, MD-280040 y mofegilina; e inhibidores de COMT tales como CGP-28014.

Los inhibidores de acetil colinesterasa ilustrativos incluyen donepizil, 1-(2-metil-1H-bencimida-zol-5-il)-3-[1-
(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-(2-fenil-1H-bencimidazol-5-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-
(1-etil-2-metil-1H-bencimidazol-5-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-p-iperidinil]-1-propanona; 1-(2-metil-6-benzotiazolil)-3-[1-
(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-(2-metil-6-benzotiazolil)-3-[1-[(2-metil-4-tiazolil)metil]-4-piperidinil]-1-
propanona; 1-(5-metil-benzo[b]tienil-2-il)-3-[1-(fenilmetil)4-piperidinil]-1-propanona; 1-(6-metil-benzo[b]tien-2-il)-3-[1-
(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-prop-anona; 1-(3,5-dimetil-benzo[b]tien-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidin-il]-1-propanona; 1-
(benzo[bltien-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona;  1-(benzofuran-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-pro-
panona; 1-(1-fenilsulfonil-6-metil-indol-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-pip-eridinil]-1-propanona;  1-(6-metil-indol-2-il)-3-[1-
(fenilmetil)-4-piper-idinil]-1-propanona; 1-(1-fenilsulfonil-5-amino-indol-2-il)-3-[1-(fenilm-etil)-4-piperidinil]-1-
propanona; 1-(5-amino-indol-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 'y 1-(5-acetilamino-indol-2-il)-3-[1-
(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona. 1-(6-quinolil)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-(5-indolil)-3-[1-
(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-(5-benztienil)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-pro-panona; 1-(6-quinazolil)-3-
[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-(6-benzoxazolil)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-(5-
benzofuril)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-(5-metil-bencimidazol-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-
propanona; 1-(6-metil-bencimidazol-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-(5-cloro-benzo[b]tien-2-il)-3-[1-
(fenilmetil)-4-piperidin-il]-1-propanona; 1-(5-azaindol-2-il)-3-[1-(fenilmetil)4-piperidinil]-1-propanona; 1-(6-
azabenzo[b]tien-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona; 1-(1H-2-oxo-pirrolo[2',3',5,6]benzo[b]tieno-2-il)-3-[1-
(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona;  1-(6-metil-benzotiazol-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-1-propanona;  1-(6-
metoxi-indol-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperldinil]-1-propanona; 1-(6-metoxi-benzo[b]tien-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-
piperidinil]-1-propanona 1-(6-acetilamino-benzo[b]tien-2-il)-3-[1-(fenilmetil)-4-piperid-inil]-1-propanona; 1-(5-
acetilamino-benzo[b]tien-2-il)-3-[1-(fenilmetil-)-4-piperidinil]-1-propanona; 6-hidroxi-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidin-
illetil]-1,2-bencisoxazol; 5-metil-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil-]etil]-1,2-bencisoxazol; 6-metoxi-3[2-[1(fenilmetil)-4-
piperidinilletil]-1,2-bencisoxazol; 6-acetamida-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]-etil]-1,2-bencisoxazol; 6-amino-3-[2-[1-
(fenilmetil)-4-piperidinilleti-1]-1,2-bencisoxazol; 6-(4-morfolinil)-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidin-illetil]-1,2-bencisoxazol;
5,7-dihidro-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidi-nil]etil]-6H-pirrolo[4,5-f]-1,2-bencisoxazol-6-ona; 3-[2-[1-(fenilmetil)-4-
piperidinilletil]-1,2-bencisotiazol; 3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]etenil]-1,2-bencisoxazol; 6-fenilamino-3-[2-[1-
(fenilmetil)-4-piperidinil]etil]-1,2,-bencisoxazol; 6-(2-tiazolil)-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]etil]-1,2-bencis-oxazol; 6-
(2-oxazolil)-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]etil]-1,2-bencisoxazol; 6-pirrolidinil-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]etil]-1,-2-
bencisoxazol; 5,7-dihidro-5,5-dimetil-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperid-inil]etil]-6H-pirrolo[4,5-f]-1,2-bencisoxazol-6-ona;
6,8-dihidro-3-[2-[1-(fenilmetil)-4-piperidinil]etil]-7H-pirrolo[5,4-g]-1,2-bencisoxazol-7-ona; 3-[2-[1-(fenilmetil)-4-
piperidinil]etil]-5,6,-8-trihidro-7H-isoxazolo[4,5-g]-quinolin-7-ona; 1-bencil-4-((5,6-dimetoxi-1-indanon)-2-
il)metilpiperidina, 1-bencil-4-((5,6-dimetoxi-1-indanon)-2-ilidenil)metilpiperidina, 1-bencil-4-((5-metoxi-1-indanon)-2-
il)metilp-iperidina, 1-bencil-4-((5,6-dietoxi-1-indanon)-2-il)metilpiperidina, 1-bencil-4-((5,6-metiilenodioxi-1-indanon)-2-
il)metilpiperidina, 1-(m-nitrobencil)-4-((5,6-dimetoxi-1-indanon)-2-il)metilpiperidina, 1-cicloheximetil-4-((5,6-dimetoxi-1-
indanon)-2-il)metilpiperidina, 1-(m-florobencil)-4-((5,6-dimetoxi-1-indanon)-2-il)metilpiperidina, 1-bencil-4-((5,6-
dimetoxi-1-indanon)-2-il)propilpiperidina y 1-bencil-4-((5-isopropoxi-6-metoxi-1-indanon)-2-il)metilpiperidina.

Los antagonistas de los canales de calcio ilustrativos incluyen diltiazem, omega-conotoxina GVIA, metoxiverapamil,
amlodipina, felodipina, lacidipina y mibefradil.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2396913 T3

Los moduladores del receptor de GABA-A ilustrativos incluyen clometiazol; IDDB; gaboxadol (4,5,6,7-
tetrahidroisoxazolo[5,4-c]piridin-3-0l);  ganaxolona  (3a-hidroxi-33-metil-5a-pregnan-20-ona);  fengabina  (2-
[(butilimino)-(2-clorofenil)metil]-4-clorofenol); 2-(4-metoxifenil)-2,5,6,7,8,9-hexahidro-pirazolo[4,3-c]cinolin-3-ona; 7-
ciclobutil-6-(2-metil-2H-1,2,4-triazol-3-iimetoxi)-3-fenil-1,2,4-triazolo[4,3-b]piridazina; (3-fluoro-4-meti)fenil)-N-({-1-[(2-
metilfenil)metil]-bencimidazol-2-il}metil)-N-pentilcarboxamida; y acido 3-(aminometil)-5-metilhexanoico.

Los abridores de los canales de potasio ilustrativos incluyen diazoxido, flupirtina, pinacidil, levcromakalim, rilmakalim,
cromakalim, PCO-400 y SKP-450 (2-[2"(1",3"-dioxolona)-2-metil]-4-(2'-oxo-1'-pirrolidinil)-6-nitro-2H-1-benzopiran).

Los antagonistas de los receptores de AMPA/kainato ilustrativos incluyen 6-ciano-7-nitroquinoxalin-2,3-diona
(CNQX);  6-nitro-7-sulfamoilbenzo[flquinoxalina-2,3-diona  (NBQX); 6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona  (DNQX);
hidrocloruro de  1-(4-aminofenil)-4-metil-7,8-metilenodioxi-5H-2,3-benzodiazepina; y  2,3-dihidroxi-6-nitro-7-
sulfamoilbenzo-[f]quinoxalina.

Los antagonistas de los canales de sodio ilustrativos incluyen ajmalina, procainamida, flecainida vy riluzol.

Los inhibidores de metaloproteasa de matriz ilustrativos incluyen hidroxiamida de &cido 4-[4-(4-
fluorofenoxi)bencenosulfonilaminoltetrahidropiran-4-carboxilico; 5-Metil-5-(4-(4'-fluorofenoxi)-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-
triona; 5-n-Butil-5-(4-(4'-fluorofenoxi)-fenoxi)-pirimidina-2,4,6-triona y prinomistat.

Poli(ADP ribosa) polimerasa (PARP) es una abundante enzima nuclear activada por quiebres individuales de la
cadena de DNA para sintetizar poli (ADP ribosa) de NAD. Bajo condiciones normales, PARP esta implicada en la
reparacion de escision base por estrés oxidativo mediante la activacion y el reclutamiento de enzimas de reparacion
de DNA en el nucleo. Por lo tanto, PARP cumple una funcién en la necrosis celular y en la reparacion de DNA.
PARP también participa en la regulacion de la expresién de citocinas que media la inflamacién. Bajo condiciones en
las que el dafio al DNA es excesivo (como por exposicion excesiva aguda a una lesién patoldgica), PARP se activa
resultando excesivamente en insuficiencia energética basada en las células que se caracteriza por agotamiento de
NAD y conduce a consumo de ATP, necrosis celular, lesién tisular y dafio/falla organica. Se cree que PARP
contribuye a la neurodegeneracion, agotando la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) que luego reduce
adenosina trifosfato (ATP; Cosi y Marien, Ann. N.Y. Acad. Sci., 890:227, 1999) contribuyendo a la muerte celular que
puede prevenirse con los inhibidores de PARP. Los inhibidores ilustrativos de PARP pueden hallarse en Southan
and Szabo, Current Medicinal Chemistry, 10:321, 2003.

Los inhibidores ilustrativos de p38 MAP cinasa y c-jun-N-terminal cinasas incluyen piridil imidazoles, tales como PD
169316, PD isomérico 169316, SB 203580, SB 202190, SB 220026 y RWJ 67657. Otros se describen en la patente
estadounidense 6.288.089, y se incorporan por referencia a la presente memoria.

En una realizacién ilustrativa, una terapia de combinacion para tratar o prevenir MS comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina y uno o mas de Avonex® (interferén beta-1a), Tysabri® (natalizumab) o Fumaderm® (BG-
12/Fumarato oral).

En otra realizacion, una terapia de combinacién para tratar o prevenir neuropatia o dolencias asociadas con diabetes
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o0 mas compuestos moduladores de sirtuina que aumentan
el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina y uno o mas antidepresivos ftriciclicos (TCA) (incluyendo, por
ejemplo, imipramina, amitriptilina, desipramina y nortriptilina), inhibidores de recaptaciéon de serotonina (SSRI)
(incluyendo, por ejemplo, fluoxetina, paroxetiae, sertraleno y citalopram) y farmacos antiepilépticos (AED)
(incluyendo por ejemplo gabapentina, carbamazepina y topimirato).

En otra realizacion, la solicitud provee un método para tratar o prevenir una enfermedad de poliglutamina que usa
una combinacién que comprende por lo menos un compuesto activador de sirtuina y por lo menos un inhibidor de
HDAC I/1l. Los ejemplos de inhibidores de HDAC I/l incluyen acidos hidroxamicos, péptidos ciclicos, acidos grasos
de cadena corta y depudecin.

Los ejemplos de acidos hidroxdmicos y derivados de &acido hidroxdmico incluyen, aunque sin limitarse a ello,
tricostatina A (TSA), acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA), oxamflatin, acido subérico bishidroxamico (SBHA),
acido m-carboxi-cinamico-acido bishidroxamico (CBHA), acido valproico y piroxamida. Se aisld6 TSA como antibiético
antifungico (Tsuji et al (1976) J. Antibiot (Tokio) 29:1-6) y se hallé que es un potente inhibidor de HDAC de
mamiferos (Yoshida et al. (1990) J. Biol. Chem. 265:17174-17179). El hallazgo de que las lineas celulares
resistentes a TSA tienen un HDAC alterado demuestra que esta enzima es una diana importante para TSA. Otros
inhibidores de HDAC basados en acido hidroxamico, SAHA, SBHA y CBHA son compuestos sintéticos capaces de
inhibir HDAC a una concentracion micromolar o inferior in vitro o in vivo. Glick et al. (1999) Cancer Res. 59:4392-
4399. Estos inhibidores de HDAC basados en acido hidroxamico poseen todos una caracteristica estructural
esencial: una terminal hidroxamica polar unida a través de un espaciador de metileno hidréfobo (p. €j., 6 carbonos
de longitud) a otro sitio polar que esta unido a un resto hidréfobo terminal (p. €j., anillo benceno). Los compuestos
desarrollados que tienen dichas caracteristicas esenciales también estan dentro del alcance de los acidos
hidroxamicos que se pueden usar como inhibidores de HDAC.

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2396913 T3

Los péptidos ciclicos utilizados con inhibidores de HDAC son principalmente tetrapéptidos ciclicos. Los ejemplos de
péptidos ciclicos incluyen, aunque sin limitarse a ello, trapoxin A, apicidin y depsipéptido. Trapoxin A es un
tetrapéptido ciclico que contiene un resto 2-amino-8-o0x0-9,10-epoxi-decanoilo (AOE). Kijima et al. (1993) J. Biol.
Chem. 268:22429-22435. Apicidin es un metabolito fungico que exhibe potente actividad antiprotozoo de amplio
espectro e inhibe la actividad de HDAC a concentraciones nanomolares. Darkin-Rattray et al. (1996) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE. UU. 93;13143-13147. El depsipéptido se aisla de Chromobacterium violaceum, y se ha demostrado
que inhibe la actividad de HDAC a concentraciones micromolares.

Los ejemplos de benzamidas incluyen, aunque sin limitarse a ello, MS-27-275. Saito et al. (1990) Proc. Natl. Acad.
Sci. EE. UU. 96:4592-4597. Los ejemplos de acidos grasos de cadena corta incluyen, aunque sin limitarse a ello,
butiratos (p. ej., acido butirico, arginina butirato y fenilbutirato (PB)). Newmark et al. (1994) Cancer Lett. 78:1-5;
y Carducci et al. (1997) Anticancer Res. 17:3972-3973. Ademas, depudecin, que se ha demostrado que inhibe
HDAC a concentraciones micromolares (Kwon et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 95:3356-3361), también
recae dentro del alcance del inhibidor de histona desacetilasa, como se describe en la presente memoria.

Trastornos de coagulacion de la sangre

En otros aspectos, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse para tratar o prevenir trastornos de coagulacion de la sangre (o trastornos hemostaticos). Tal
como se usan intercambiablemente en la presente memoria, el término "hemostasis" y la expresion "coagulacion de
la sangre" se refieren al control del sangrado, incluyendo las propiedades fisiolégicas de vasoconstriccion y
coagulacién. La coagulaciéon de la sangre ayuda a mantener la integridad de la circulacion mamifera después de
lesién, inflamacion, enfermedad, defecto congénito, disfuncidon u otra alteracién. Después del inicio de la
coagulacién, la coagulacién de la sangre procede a través de la activacion secuencial de ciertas proenzimas en
plasma hacia su forma de enzima (véase, por ejemplo, Coleman, R. W. et al. (eds.) Hemostasis and Thrombosis,
Segunda edicion, (1987)). Estas glucoproteinas del plasma, incluyendo el Factor Xll, Factor Xl, Factor IX, Factor X,
Factor VII, y la protrombina, son zimégenos de serina proteasas. La mayoria de estas enzimas de coagulacion de la
sangre son eficaces en una escala fisiolégica solamente cuando se ensamblan en complejos sobre las superficies
de membrana con cofactores de proteina tales como el Factor VIIl y el Factor V. Otros factores sanguineos modulan
y localizan la formacién de coagulos, o disuelven coagulos sanguineos. La proteina activada C es una enzima
especifica que inactiva los componentes procoagulantes. Los iones de calcio estan implicados en muchas de las
reacciones a los componentes. La coagulacion sanguinea sigue o bien la ruta intrinseca, donde todos los
componentes de proteina estan presentes en la sangre, o la ruta extrinseca, donde el factor de tejido de proteinas
de membrana celular cumple una funcion critica. La formacion de coagulos ocurre cuando el fibrinbgeno es
escindido por trombina para formar fibrina. Los coagulos de sangre estan compuestos por plaquetas activadas y
fibrina.

Ademas, la formacion de coagulos sanguineos no solamente limita el sangrado en caso de una lesion (hemostasis),
sino que puede conducir a dafio organico grave y a muerte en el contexto de enfermedades ateroscleréticas por
oclusion de una arteria o vena importante. La trombosis es por ende la formaciéon de coagulos sanguineos en el
momento y el lugar equivocados. Implica una cascada de reacciones bioquimicas complicadas y reguladas entre las
proteinas sanguineas circulantes (factores de coagulacion), las células sanguineas (en particular plaquetas) y
elementos de la pared de un vaso dafiado.

Por consiguiente, la presente solicitud provee tratamientos anticoagulacion y antitrombéticos que apuntan a inhibir la
formacion de coagulos sanguineos con el fin de prevenir o tratar trastornos de coagulacion de la sangre, tales como
infarto de miocardio, apoplejia, pérdida de una extremidad por arteriopatia periférica o0 embolia pulmonar.

Tal como se utilizan intercambiablemente en la presente memoria, "modular o modulaciéon de hemostasis" y "regular
o regulacion de hemostasis" incluyen la induccidon (p. €j., estimulacion o aumento) de hemostasis, como también la
inhibicion (p. ej., reduccién o disminucion) de hemostasis.

En un aspecto, la solicitud provee un método para reducir o inhibir la hemostasis en un sujeto, administrando un
compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. Las composiciones y
métodos descritos en la presente memoria son Utiles para el tratamiento o la prevencion de enfermedades
trombdticas. Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "trastorno trombético" incluye cualquier
trastorno o afeccidon caracterizada por coagulacion o actividad hemostatica excesiva o indeseada, o un estado
hipercoagulable. Los trastornos trombéticos incluyen enfermedades o trastornos que implican adhesion de plaquetas
y formacion de trombos, y pueden manifestarse como un aumento de propension a la formacién de trombosis, p. €;.,
un mayor numero de trombos, trombosis a una edad temprana, una tendencia familiar a la tromobsis, y trombosis en
sitios inusuales. Los ejemplos de trastornos tromboticos incluyen, aunque sin limitarse a ello, tromboembolia,
trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, apoplejia, infarto de miocardio, aborto espontaneo, trombofilia
asociada con deficiencia antitrombina Ill, deficiencia de proteina C, deficiencia de proteina S, resistencia a proteina
activada C, disfibrinogenemia, trastornos fibrinoliticos, homocistinuria, embarazo, trastornos inflamatorios, trastornos
mieloproliferativos, arteriosclerosis, angina, p. ej., angina inestable, coagulacién intravascular diseminada, purpura
trombocitopénica trombodtica, metastasis de cancer, enfermedad de células falciformes, nefritis glomerular y
trombocitopenia inducida por farmacos (incluyendo, por ejemplo, trombocitopenia inducida por heparina). Ademas,
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los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
administrarse para prevenir episodios trombdticos o para prevenir re-oclusiéon durante o después de lisis de
coagulacion terapéutica o procedimientos tales como angioplastia o cirugia.

En otra realizacién, un régimen de farmacos combinados puede incluir farmacos o compuestos para el tratamiento o
la prevencién de trastornos de coagulacion de la sangre o afecciones secundarias asociadas con estos cuadros. Por
lo tanto, un régimen de farmacos combinados puede incluir uno o mas compuestos moduladores de sirtuina que
aumenten el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina y uno o mas agentes anticoagulacion o antitrombosis. Por
ejemplo, pueden combinarse uno o mas compuestos moduladores de sirtuina con una cantidad eficaz de uno o mas
de: aspirina, heparina y Warfarina oral que inhibe los factores dependientes de Vit K, heparinas de bajo peso
molecular que inhiben los factores X y Il, inhibidores de trombina, inhibidores de receptores de plaquetas GP libllla,
inhibidores de factor de tejido (TF), inhibidores del factor humano von Willebrand, inhibidores de uno o mas factores
implicados en la hemostasis (en particular en la cascada de coagulaciéon). Ademas, los compuestos moduladores de
sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden combinarse con agentes
tromboliticos, tales como t-PA, estreptocinasa, reptilasa, TNK-t-PA y estafilocinasa.

Control del peso

En otro aspecto, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse para ftratar o prevenir aumento de peso u obesidad en un sujeto. Por ejemplo, los
compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden usarse,
por ejemplo, para tratar o prevenir obesidad hereditaria, obesidad dietaria, obesidad relacionada con las hormonas,
obesidad relacionada con la administracion de medicamentos, para reducir el peso de un sujeto, o para reducir o
prevenir el aumento de peso en un sujeto. Un sujeto que necesita dicho tratamiento puede ser un sujeto obeso,
propenso a convertirse en obeso, con sobrepeso o propenso a tener sobrepeso. Los sujetos propensos a convertirse
en obesos o a tener sobrepeso pueden identificarse, por ejemplo, en base a los antecedentes familiares, la dieta, el
nivel de actividad, la ingesta de medicacién o sus diversas combinaciones.

Incluso en otras realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina pueden administrarse a sujetos que padecen una diversidad de otras enfermedades y afecciones
que pueden tratarse o prevenirse promoviendo el adelgazamiento en el sujeto. Dichas enfermedades incluyen, por
ejemplo, hipertensién arterial, hipertension, altos niveles de colesterol en sangre, dislipidemia, diabetes de tipo 2,
resistencia a insulina, intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, arteriopatia coronaria, angina de pecho,
insuficiencia cardiaca congestiva, apoplejia, calculos biliares, colecistitis y colelitiasis, gota, artrosis, apnea
obstructiva del suefio y problemas respiratorios, algunos tipos de cancer (como de endometrio, mama, préstata y
colon), complicaciones del embarazo, mala salud reproductiva femenina (como irregularidades menstruales,
esterilidad, ovulacion irregular), problemas de control de vejiga (como incontinencia urinaria de esfuerzo);
nefrolitiasis de acido urico; trastornos psicologicos (como depresion, trastornos de la alimentacién, imagen corporal
distorsionada y baja autoestima). Stunkard AJ, Wadden TA. (Editores) Obesity: theory and therapy, Segunda
Edicién. Nueva York: Raven Press, 1993. Finalmente, los pacientes con sida pueden presentar lipodistrofia o
resistencia a insulina en respuesta a las terapias combinadas para el sida.

En otra realizacién, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse para inhibir la adipogénesis o la diferenciacién de células grasas, o bien in vitro o in vivo. En
particular, los altos niveles circulantes de insulina y/o factor de crecimiento de tipo insulina (IGF) 1 se prevendran
reclutando preadipocitos para diferenciar en adipocitos. Dichos métodos pueden usarse para tratar o prevenir la
obesidad.

En otras realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina pueden usarse para reducir el apetito y/o aumentar la saciedad, causando asi adelgazamiento o
evitando un aumento de peso. Un sujeto que necesita dicho tratamiento puede ser un sujeto con sobrepeso, obeso,
0 un sujeto propenso a tener sobrepeso o convertirse en obeso. El método puede comprender administrar
diariamente o dia por medio, o una vez por semana, una dosis, p. €j., en la forma de una pildora, a un sujeto. La
dosis puede ser una "dosis reductora del apetito".

En otras realizaciones, un compuesto modulador de sirtuina que reduce el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina puede utilizarse para estimular el apetito y/o el aumento de peso.Un método puede comprender administrar
a un sujeto, tal como un sujeto que lo necesita, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente modulador de
sirtuina que reduce el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina, tal como SIRT1 y/o SIRT3. Un sujeto que
necesita dicho tratamiento puede ser un sujeto que padece caquexia o puede ser propenso a padecer caquexia.
También se puede administrar una combinacion de agentes. Un método puede ademas comprender monitorear en
el sujeto el estado de la enfermedad o la activacidn de sirtuinas, por ejemplo en tejido adiposo.

Los métodos para estimular la acumulacion de grasa en las células pueden utilizarse in vitro, para establecer

modelos celulares de aumento de peso, que se pueden emplear, p. ej., para identificar otros farmacos que
prevengan el aumento de peso.
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También se proveen métodos para modular la adipogénesis o la diferenciacion de células grasas, ya sea in vitro o in
vivo. En particular, los altos niveles circulantes de insulina y/o factor de crecimiento de tipo insulina (IGF) 1 se
prevendran reclutando preadipocitos para diferenciar en adipocitos. Dichos métodos pueden usarse para modular la
obesidad. Un método para estimular la adipogénesis puede comprender contactar una célula con un agente
modulador de sirtuina que disminuye el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina.

En otra realizacion, la solicitud provee métodos para reducir el metabolismo de grasa o de lipidos en un sujeto,
administrando un compuesto modulador de sirtuina que reduce el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. El
método incluye administrar a un sujeto una cantidad de un compuesto modulador de sirtuina, p. €j., en una cantidad
eficaz para reducir la movilizacion de grasa hacia la sangre de células WAT y/o para reducir la quema de grasa por
las células BAT.

Los métodos para promover el apetito y/o el aumento de peso pueden incluir, por ejemplo, identificar primero a un
sujeto como en necesidad de reduccién de metabolismo de grasa o lipido, p. €j., pesando al sujeto, determinando su
IMC o evaluando el contenido de grasa del sujeto o la actividad de sirtuina en las células del sujeto. EI método
puede también incluir monitorear al sujeto, p. €j., durante y/o después de la administracion de un compuesto
modulador de sirtuina. La administracion puede incluir una o mas dosis, p. ej., administradas en bolo o
continuamente. El monitoreo puede incluir evaluar una hormona o un metabolito. Las hormonas ilustrativas incluyen
leptina, adiponectina, resistina e insulina. Los metabolitos ilustrativos incluyen triglicéridos, colesterol y acidos grasos

En una realizacion, un compuesto modulador de sirtuina que reduce el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina
puede usarse para modular (p. €j., aumentar) la cantidad de grasa subcutanea en un tejido, p. €j., en el tejido facial o
en otro tejido asociado con la superficie del cuello, la mano, la pierna o los labios. EI compuesto modulador de
sirtuina puede usarse para aumentar la rigidez, la retencion de agua o las propiedades de soporte del tejido. Por
ejemplo, el compuesto modulador de sirtuina puede aplicarse topicamente, p. €j., en asociacion con otro agente, p.
ej., para tratamiento de tejido asociado con la superficie. EI compuesto modulador de sirtuina puede también
inyectarse subcutaneamente, p. ej., dentro de la region en la que se desea una alteracion en la grasa subcutanea.

Un método para modular el peso puede ademas comprender monitorear el peso del sujeto y/o el nivel de
modulacion de sirtuinas, por ejemplo, en el tejido adiposo.

En una realizacion ilustrativa, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina puede administrarse como una terapia combinada para tratar o prevenir aumento de peso u
obesidad en un sujeto. Por ejemplo, uno o mas compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina pueden administrarse en combinacién con uno o mas agentes antiobesidad. Los
agentes antiobesidad ilustrativos incluyen, por ejemplo, fenilpropanolamina, efedrina, pseudoefedrina, fentermina, un
agonista de colecistocinina A, un inhibidor de recaptacion de monoamina (como sibutramina), un agente
simpatomimético, un agente serotonérgico (como dexfenfluramina o fenfluramina), un agonista de dopamina (como
bromocriptina), un agonista o mimético de los receptores de la hormona estimuladora de melanocitos, un analogo de
la hormona estimuladora de melanocitos, un antagonista de los receptores cannabinoides, un antagonista de la
hormona concentradora de melanina, la proteina OB (leptina), un analogo de leptina, un agonista de los receptores
de leptina, un antagonista de galanina o un inhibidor o reductor de lipasa Gl (como orlistat). Otros agentes
anoreéxicos incluyen agonistas de bombesina, deshidroepiandrosterona o sus analogos, agonistas y antagonistas de
los receptores de glucocorticoides, antagonistas de los receptores de orexina, antagonistas de la proteina de unioén a
urocortina, agonistas del receptor de péptido 1 de tipo glucagén tales como Exendina y factores neurotroficos ciliares
tales como Axokine.

En otra realizacion, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden administrarse para reducir el aumento de peso inducido por farmacos. Por ejemplo, un compuesto
modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede administrarse como una
terapia combinada con medicamentos que pueden estimular el apetito o causar aumento de peso, en particular,
aumento de peso debido a factores que no sean la retencién de liquido. Los ejemplos de medicamentos que pueden
provocar aumento de peso incluyen, por ejemplo, tratamientos para la diabetes, incluyendo por ejemplo sulfonilureas
(como glipizida y gliburida), tiazolidinadionas (tales como pioglitazona y rosiglitazona), meglitinidas, nateglinida,
repaglinida, medicinas con sulfonilurea e insulina; antidepresivos, incluyendo por ejemplo antidepresivos triciclicos
(como amitriptilina e imipramina), inhibidores de monoamina oxidasa irreversible (MAOI), inhibidores selectivos de
recaptacion de serotonina (SSRI), bupropidn, paroxetina y mirtazapina; esteroides, tales como por ejemplo
prednisona; terapia hormonal; carbonato de litio; acido valproico; carbamazepina; clorpromazina; tiotixeno;
betabloqueantes (como propranolo); alfabloqueantes (como clonidina, prazosin y terazosin); y anticonceptivos,
incluyendo anticonceptivos orales (pildoras anticonceptivas) u otros anticonceptivos que contienen estrégeno y/o
progesterona (Depo-Provera, Norplant, Ortho), testosterona o Megestrol. En otra realizacién ilustrativa, los
compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una sirtuina pueden administrarse
como parte de un programa para dejar de fumar, para prevenir el aumento de peso o reducir el aumento ya
obtenido.

Diabetes/Trastornos metabélicos
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En otro aspecto, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina se pueden usar para tratar o prevenir un trastorno metabdlico, como resistencia a insulina, un estado
prediabético, diabetes de tipo Il y/o sus complicaciones. La administracion de compuestos moduladores de sirtuina
que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede aumentar la sensibilidad a insulina y/o reducir
los niveles de insulina en un sujeto. Un sujeto que necesita dicho tratamiento puede ser un sujeto que tenga
resistencia a insulina u otro sintoma precursor de diabetes de tipo Il, que tenga diabetes de tipo Il o que sea
propenso a padecer alguna de estas dolencias. Por ejemplo, el sujeto puede ser un sujeto que tenga resistencia a
insulina, p. €j., que tenga altos niveles circulantes de insulina y/o afecciones asociadas, como hiperlipidemia,
dislipogénesis, hipercolesterolemia, intolerancia a la glucosa, altos niveles de glucosa en sangre, otras
manifestaciones de sindrome X, hipertensién, aterosclerosis y lipodistrofia.

En una realizacion ilustrativa, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina puede administrarse como una terapia combinada para tratar o prevenir un trastorno metabdlico.
Por ejemplo, uno o mas compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden administrarse en combinacion con uno o mas agentes antidiabéticos. Los agentes antidiabéticos
ilustrativos incluyen, por ejemplo, un inhibidor de aldosa reductasa, un inhibidor de glucégeno fosforilasa, un
inhibidor de sorbitol deshidrogenasa, un inhibidor de proteina tirosina fosfatasa 1 B, un inhibidor de dipeptidil
proteasa, insulina (incluyendo preparaciones de insulina oralmente biodisponibles), un mimético de insuilina,
metformina, acarbosa, un ligando del receptor activado del proliferador de peroxisoma y (PPAR-y) tal como
troglitazona, rosaglitazona, pioglitazona o GW-1929, una sulfonilurea, glipazida, gliburida o cloropropamida, donde
las cantidades del primero y el segundo compuestos resultan en un efecto terapéutico. Otros agentes antidiabéticos
incluyen un inhibidor de glucosidasa, un péptido de tipo glucagén 1 (GLP-1), insulina, un agonista dual de PPAR aly,
una meglitimida y un inhibidor de aP2. En una realizacion ilustrativa, un agente antidiabético puede ser un inhibidor
de dipeptidil peptidasa IV (DP-IV o DPP-IV) tal como, por ejemplo, LAF237 de Novartis (NVP DPP728; 1-[[[2-[(5-
cianopiridin-2-il)amino] etillamino]acetil]-2- ciano-(S)- pirrolidina) o MK-04301 de Merck (véase p. ej., Hughes et al.,
Biochemistry 38: 11597-603 (1999)).

Enfermedades inflamatorias

En otros aspectos, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno asociado con inflamacién. Los compuestos
moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden administrarse antes
del inicio, durante o después del comienzo de la inflamacién. Cuando se usan de manera profilactica, los
compuestos se proveen preferiblemente con antelacion a cualquier respuesta o sintoma inflamatorio. La
administracion de los compuestos puede prevenir o atenuar las respuestas o sintomas inflamatorios.

Las afecciones inflamatorias ilustrativas incluyen, por ejemplo, esclerosis multiple, artritis reumatoidea, artritis
psoriasica, enfermedad articular degenerativa, esponduloartropatias, artritis gotosa, lupus eritematoso sistémico,
artritis juvenil, artritis reumatoidea, artrosis, osteoporosis, diabetes (p. €j., diabetes mellitus dependiente de insulina o
diabetes de inicio juvenil), espasmos menstruales, fibrosis quistica, enfermedad inflamatoria de los intestinos,
sindrome de intestino irritable, enfermedad de Crohn, colitis mucosa, colitis ulcerativa, gastritis, esofagitis,
pancreatitis, peritonitis, enfermedad de Alzheimer, choque, espondilitis anquilosante, gastritis, conjuntivitis,
pancreatitis (aguda o cronica), sindrome de lesién organica multiple (p. €j., secundaria a septicemia o traumatismo),
infarto de miocardio, aterosclerosis, apoplejia, lesidon por reperfusion (p. ej., debido a bypass cardiopulmonar o
dialisis renal), glomerulonefritis aguda, vasculitis, lesion térmica (es decir, quemaduras solares), enterocolitis
necrotizante, sindrome asociado a la transfusiéon de granulocitos y/o sindrome de Sjogren. Los cuadros inflamatorios
de la piel ilustrativos incluyen, por ejemplo, eccema, dermatitis atdpica, dermatitis de contacto, urticaria,
esclerodermia, psoriasis y dermatosis con componentes inflamatorios agudos.

En otra realizacién, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse para tratar o prevenir alergias y afecciones respiratorias, que incluyen asma, bronquitis,
fibrosis pulmonar, rinitis alérgica, toxicidad de oxigeno, enfisema, bronquitis crénica, sindrome de dificultad
respiratoria aguda y cualquier otra enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC). Los compuestos se pueden
usar para tratar hepatitis cronica, incluyendo hepatitis B y hepatitis C.

Ademas, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina
pueden utilizarse para tratar enfermedades autoinmunitarias y/o inflamacién asociada con enfermedades
autoinmunitarias tales como enfermedades autoinmunitarias de o6rganos y tejidos (p. €j., sindrome de Raynaud),
esclerodermia, miastenia grave, rechazo de trasplante, choque endotoxico, septicemia, psoriasis, eccema,
dermatitis, esclerosis mudiltiple, tiroiditis autoinmunitaria, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Addison,
enfermedad poliglandular autoinmunitaria (también conocida como sindrome poliglandular autoinmunitario) y
enfermedad de Grave.

En determinadas realizaciones, uno o mas compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina pueden tomarse solos o combinados con otros compuestos Utiles para tratar o
prevenir la inflamacion. Los agentes antinflamatorios ilustrativos incluyen, por ejemplo, esteroides (p. €j., cortisol,
cortisona, fludrocortisona, prednisona, 6a-metilprednisona, triamcinolona, betametasona o dexametasona), farmacos
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antinflamatorios no esteroideos (AINE (p. ej., aspirina, acetaminofeno, tolmetin, ibuprofeno, acido mefenamico,
piroxicam, nabumetona, rofecoxib, celecoxib, etodolac o nimesulida). En otra realizacidn, el otro agente terapéutico
es un antibidtico (p. ej., vancomicina, penicilina, amoxicilina, ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona, cefixima,
rifampinmetronidazol, doxiciclina o estreptomicina). En otra realizacion, el otro agente terapéutico es un inhibidor de
PDE4 (p. €j., roflumilast o rolipram). En otra realizacion, el otro agente terapéutico es una antihistamina (p. €j.,
ciclizina, hidroxizina, prometazina o difenhidramina). En otra realizacion, el otro agente terapéutico es un agente anti-
malaria (p. ej., artemisinin, arteméter, artsunato, fosfato de cloroquina, hidrocloruro de mefloquina, doxiciclina
hidrato, hidrocloruro de proguanil, atovacuona o halofantrina). En una realizacion, el otro agente terapéutico es
drotrecogin alfa.

Otros ejemplos de agentes antinflamatorios incluyen, por ejemplo, aceclofenac, acemetacin, acido e-
acetamidocaproico, acetaminofeno, acetaminosalol, acetanilida, acido acetilsalicilico, S-adenosilmetionina,
alclofenac, alclometasona, alfentanil, algestona, alilprodina, alminoprofen, aloxiprin, alfaprodina, bis(acetilsalicilato)
de aluminio, amcinonida, amfenac, aminoclortenoxazin, &acido 3-amino-4-hidroxibutirico, 2-amino-4-picolina,
aminopropilon, aminopirina, amixetrina, salicilato de amonio, ampiroxicam, amtolmetin guacil, anileridina, antipirina,
antrafenina, apazona, beclometasona, bendazac, benorilato, benoxaprofen, benzpiperilon, bencidamina,
bencilmorfina, bermoprofen, betametasona, betametasona-17-valerato, bezitramida, a-bisabolol, bromfenac, p-
bromoacetanilida, acetatp de acido 5-bromosalicilico, bromosaligenin, bucetin, acido bucléxico, bucoloma,
budesonida, bufexamac, bumadizon, buprenorfina, butacetin, butibufen, butorfanol, carbamazepina, carbifeno,
carprofen, carsalam, clorobutanol, cloroprednisona, clortenoxazin, salicilato de colina, cincofeno, cinmetacin,
ciramadol, clidanac, clobetasol, clocortolona, clometacin, clonitazeno, clonixin, clopirac, cloprednol, clove, codeina,
metil bromuro de codeina, fosfato de codeina, sulfato de codeina, cortisona, cortivazol, cropropamida, crotetamida,
ciclazociae, deflazacort, deshidrotestosterona, desomofina, desonida, desoximetasona, dexametasona,
dexametasona-21-isonicotinato, dexoxadrol, dextromoramida, dextropropoxifeno, desoxicorticosterona, dezocina,
diampromida, diamorfona, diclofenac, difenamizol, difenpiramida, diflorasona, diflucortolona, diflunisal, difluprednato,
dihidrocodeina, dihidrocodeinona enol acetato, dihidromorfina, dihidroxialuminio acetilsalicilato, dimenoxadol,
dimefeptanol, dimetiltiambuteno, dioxafetil butirato, dipipanona, diprocetil, dipirona, ditazol, droxicam, emorfazona,
acido enfenamico, enoxolona, epirizol, eptazocina, etersalato, etenzamida, etoheptazina, etoxazeno,
etilmetiltiambuteno, etilmorfina, etodolac, etofenamato, etonitazeno, eugenol, felbinac, fenbufen, acido fenclézico,
fendosal, fenoprofen, fentanil, fentiazac, fepradinol, feprazona, floctafenina, fluazacort, flucloronida, &cido
flufenamico, flumetasona, flunisolida, flunixin, flunoxaprofen, fluocinolona acetonida, fluocinonida, fluocinolona
acetonida, fluocortin butilo, fluocortolona, fluoresona, fluorometolona, fluperolona, flupirtina, fluprednideno,
fluprednisolona, fluprocuazona, flurandrenolida, flurbiprofen, fluticasona, formocortal, fosfosal, acido gentisico,
glafenina, glucametacin, glicol salicilato, guaiazuleno, halcinonida, halobetasol, halometasona, haloprednona,
heroina, hidrocodona, hidrocortamato, hidrocortisona, acetato de hidrocortisona, succinato de hidrocortisona,
hemisuccinato de hidrocortisona, hidrocortisona 21-lisinato, cipionato de hidrocortisona, hidromorfona,
hidroxipetidina, ibufenac, ibuprofen, ibuproxam, imidazol salicilato, indometacina, indoprofen, isofezolac,
isoflupredona, acetato de isoflupredona, isoladol, isometadona, isonixin, isoxepac, isoxicam, cetobemidona,
cetoprofen, cetorolac, p-lactofenetida, lefetamina, levalorfan, levorfanol, levofenacil-morfhan, lofentanil, lonazolac,
lornoxicam, loxoprofen, lisina acetilsalicilato, mazipredona, acido meclofendmico, medrisona, acido mefenamico,
meloxicam, meperidina, meprednisona, meptazinol, mesalamina, metazocina, metadona, metotrimeprazina,
metilprednisolona, acetato de metilprednisolona, metilprednisolona succinato sodico, metilprednisolona suleptnato,
acido metiazinico, metofolina, metopon, mofebutazona, mofezolac, mometasona, morazona, morfina, hidrocloruro de
morfina, sulfato de morfina, salicilato de morfolina, mirofina, nabumetona, nalbufina, nalorfina, 1-naftil salicilato,
naproxen, narceina, nefopam, nicomorfina, nifenazona, acido niflimico, nimesulida, 5'-nitro-2'-propoxiacetanilida,
norlevorfanol, normetadona, normorfina, norpipanona, olsalazina, opio, oxaceprol, oxametacina, oxaprozin,
oxicodona, oximorfona, oxifenbutazona, papaveretum, parametasona, paranilina, parsalmida, pentazocina, perisoxal,
fenacetin, fenadoxona, fenazocina, hidrocloruro de fenazopiridina, fenocol, fenoperidina, fenopirazona, fenomorfan,
fenil acetilsalicilato, fenilbutazona, fenil salicilato, feniramidol, picetoprofen, piminodina, pipebuzona, piperilona,
pirazolac, piritramida, piroxicam, pirprofen, pranoprofen, prednicarbato, prednisolona, prednisona, prednival,
prednilideno, proglumetacina, proheptazina, promedol, propacetamol, properidina, propiram, propoxifeno,
propifenazona, procuazona, acido protizinico, proxazol, ramifenazona, remifentanil, metilsulfato de rimazolio,
salacetamida, salicina, salicilamida, salicilamida o o-acético, acido salicilico, acido salicilsulfurico, salsalato,
salverina, simetrida, sufentanil, sulfasalazina, sulindac, superéxido dismutasa, suprofen, suxibuzona, talniflumato,
tenidap, tenoxicam, terofenamato, tetrandrina, tiazolinobutazona, acido tiaprofénico, tiaramida, tilidina, tinoridina,
tixocortol, acido tolfenamico, tolmetin, tramadol, triamcinolona, triamcinolona acetonida, tropesin, viminol, xenbucin,
ximoprofen, zaltoprofen y zomepirac.

En una realizacion ilustrativa, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina puede administrarse con un inhibidor selectivo de COX-2 para tratar o prevenir la inflamacion. Los
inhibidores selectivos de COX-2 ilustrativos incluyen, por ejemplo, deracoxib, parecoxib, celecoxib, valdecoxib,
rofecoxib, etoricoxib, lumiracoxib, 2-(3,5-difluorofenil)-3-- [4-(metilsulfonil)fenil]-2-ciclopenten-1-ona, acido (S)-6,8-
dicloro-2-(triflu-  orometil)-2H-1-benzopiran-3-carboxilico, 2-(3,4-difluorofenil)-4-(3-hidroxi-3-metil-1-butoxi)-5-[4-
(metilsulfonil)fenil]-3-(2H)-piridazinona, 4-[5-(4-fluorofenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-illbencenosulfonamida,
bencil-4-[(4-oxopiperidin-1-il}sulfonil]piperidine-4-carboxilato de terc-butilo, 4-[5-(fenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-
illbencenosulfonamida, sus sales y sus profarmacos.
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Sofocos

En otro aspecto, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden utilizarse para reducir la incidencia o intensidad de los sofocos que son sintomas de un trastorno.
Por ejemplo, el método en cuestion incluye el uso de compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o
la actividad de una proteina sirtuina, solos o combinados con otros agentes, para reducir la incidencia o intensidad
de los sofocos en pacientes con cancer. En otras realizaciones, el método provee el uso de compuestos
moduladores de sirtuina que incrementan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para reducir la incidencia o
la intensidad de los sofocos en mujeres menopausicas y post-menopausicas.

En otro aspecto, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse como terapia para reducir la incidencia o intensidad de los sofocos que son efectos
secundarios de otra terapia con farmacos, p. €j., sofocos inducidos por farmacos. En determinadas realizaciones, un
método para tratar y/o prevenir los sofocos inducidos por farmacos comprende administrar a un paciente que lo
necesita una formulacién que comprende por lo menos un compuesto inductor de sofocos y por lo menos un
compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. En otras
realizaciones, un método para tratar los sofocos inducidos por farmacos comprende administrar separadamente uno
0 mas compuestos que inducen los sofocos y uno o mas compuestos moduladores de sirtuina, p. ej., donde el
compuesto modulador de sirtuina y el agente inductor de sofocos no se han formulado en las mismas
composiciones. Cuando se usan formulaciones separadas, el compuesto modulador de sirtuina puede administrarse
(1) al mismo tiempo que la administracién del agente inductor de sofocos, (2) intermitentemente con el agente
inductor de sofocos, (3) escalonado en relaciéon a la administracion del agente inductor de sofocos, (4) antes de la
administracion del agente inductor de sofocos, (5) subsiguiente a la administracion del agente inductor de sofocos, y
(6) varias de sus combinaciones. Los agentes inductores de sofocos ilustrativos incluyen, por ejemplo, niacina,
faloxifeno, antidepresivos, antipsicoticos, quimioterapéuticos, bloqueantes de los canales de calcio y antibiéticos.

En una realizacion, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse para reducir los efectos colaterales de sofocos de un vasodilatador o agente antilipémico
(incluyendo agentes anticolesterolémicos y agentes lipotropicos). En una realizacion ilustrativa, un compuesto
modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede usarse para reducir los
sofocos asociados con la administracion de niacina.

Acido nicotinico, acido 3-piridinacarboxilico o niacina, es un agente antilipidémico comercializado, por ejemplo, con
los nombres Nicolar®, SIoNiacin®, Nicobid®y Time Release Niacin®. El acido nicotinico se ha utilizado durante
muchos afios en el tratamiento de trastornos lipidémicos tales como hiperlipidemia, hipercolesterolemia y
aterosclerosis. Se sabe desde hace mucho tiempo que este compuesto exhibe efectos beneficiosos de reducir el
colesterol total, las lipoproteinas de baja densidad o "colesterol LDL," los triglicéridos y la apolipoproteina en (Lp(a))
en el cuerpo humano, a la vez que aumenta las lipoproteinas de alta densidad o "colesterol HDL" deseable.

Las dosis tipicas oscilan entre aproximadamente 1 gramo y aproximadamente 3 gramos diarios. El acido nicotinico
se administra normalmente dos a cuatro veces después de las comidas, dependiendo de la forma de dosificacion
seleccionada. El acido nicotinico se comercializa actualmente en dos formas de dosificacion. Una consiste en un
comprimido de liberacion inmediata o rapida que debe administrarse tres o cuatro veces por dia. Las formulaciones
con acido nicotinico de liberacion inmediata ("IR") en general liberan practicamente todo el acido nicotinico dentro de
aproximadamente 30 a 60 minutos después de la ingestion. La otra forma de dosificacion es una forma de liberacion
sostenida que es adecuada para administrar entre dos y cuatro veces por dia. En contraste con las formulaciones
IR, las formulaciones de acido nicotinico de liberacion sostenida ("SR") estan disefiadas para liberar cantidades
significativas de farmaco para absorcidn hacia el torrente circulatorio durante intervalos de tiempo especificos con el
fin de mantener niveles terapéuticos de acido nicotinico durante un periodo extendido tal como de 12 o 24 horas
después de la ingestion.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "acido nicotinico" tiene como fin abarcar acido nicotinico o
un compuesto que no sea acido nicotinico propiamente dicho, que el cuerpo metaboliza en acido nicotinico,
produciendo asi esencialmente el mismo efecto que el acido nicotinico. Los compuestos ilustrativos que producen un
efecto similar a aquel del acido nicotinico incluyen, por ejemplo, tartrato de nicotinil alcohol, hexanicotinato de d-
glucitol, nicotinato de aluminio, niceritrol y nicotinato de d,1-alfa-tocoferilo. Cada uno de dichos compuestos se
denominara colectivamente en la presente memoria "acido nicotinico".

En otra realizacion, la solicitud provee un método para tratar y/o prevenir hiperlipidemia con efectos colaterales de
sofocos reducidos. El método comprende las etapas de administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz de acido nicotinico y un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina en una cantidad suficiente para reducir los sofocos. En una realizacién ilustrativa,
el &cido nicotinico y/o el compuesto modulador de sirtuina puede administrarse por la noche.

En otra realizacion representativa, el método implica el uso de compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para reducir los efectos colaterales de sofocos de raloxifeno. El
raloxifeno actia como estrégeno en ciertas partes del cuerpo, pero no es una hormona. Ayuda a prevenir la

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2396913 T3

osteoporosis en las mujeres que han alcanzado la menopausia. La osteoporosis hace que los huesos se afinen
gradualmente, se tornen fragiles y mas propensos a quebrarse. Evista demora la pérdida de masa dsea que ocurre
con la menopausia, reduciendo el riesgo de fracturas espinales debido a osteoporosis. Un efecto colateral frecuente
del raloxifeno son los sofocos (sudoracién y calores). Esto puede ser incomodo para las mujeres que ya padecen
sofocos debido a la menopausia.

En otra realizacion representativa, el método implica el uso de compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para reducir los efectos colaterales de sofocos por agentes
antidepresivos o antipsicéticos. Por ejemplo, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina pueden usarse junto con (administrados separadamente o juntos) un inhibidor de
recaptacion de serotonina, un antagonista del receptor de 5HT2, un anticonvulsionante, un inhibidor de recaptacion
de norepinefrina, un antagonista del a-adrenorreceptor, un antagonista de NK-3, un antagonista del receptor de NK-
1, un inhibidor de PDE4, un antagonista del receptor de neuropéptidos Y5, un antagonista del receptor de D4, un
antagonista del receptor de 5SHT1A, un antagonista del receptor de 5SHT1D, un antagonista de CRF, un inhibidor de
monoamina oxidasa o un farmaco hipnético-sedante.

En determinadas realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina pueden usarse como parte de un tratamiento con un inhibidor de recaptacion de serotonina
(SRI) para reducir los sofocos. En determinadas realizaciones preferidas, el SRI es un inhibidor selectivo de
recaptacion de serotonina (SSRI), tal como un fluoxetinoide (fluoxetina, norfluoxetina) o un nefazodonoide
(nefazodona, hidroxinefazodona, oxonefazodona). Otros SSRI ilustrativos incluyen duloxetina, venlafaxina,
milnacipran, citalopram, fluvoxamina, paroxetina y sertralina. EI compuesto modulador de sirtuina que aumenta el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede también usarse como parte de un tratamiento con hipnéticos-
sedantes, tales como aquellos seleccionados del grupo que consiste en una benzodiazepina (tal como alprazolam,
clordiazepodxido, clonazepam, clorazepato, clobazam, diazepam, halazepam, lorazepam, oxazepam y prazepam),
zolpidem y barbituricos. Incluso en otras realizaciones, un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o
la actividad de una proteina sirtuina puede usarse como parte de un tratamiento con un agonista parcial del receptor
de 5-HT1A, tal como aquellos seleccionados del grupo que consiste en buspirona, flesinoxan, gepirona e ipsapirona.
Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
también utilizarse como parte de un tratamiento con un inhibidor de recaptaciéon de norepinefrina, tal como aquellos
seleccionados entre triciclicos de amina terciaria y triciclicos de amina secundaria. Los triciclicos de amina terciaria
ilustrativos incluyen amitriptilina, clomipramina, doxepin, imipramina y trimipramina. Los ftriciciclos de amina
secundaria ilustrativos incluyen amoxapina, desipramina, maprotilina, nortriptilina y protriptilina. En determinadas
realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse como parte de un tratamiento con un inhibidor de monoamina oxidasa, tal como aquellos
seleccionados del grupo que consiste en isocarboxazid, fenelzina, tranilcipromina, selegilina y moclobemida.

Incluso en otra realizacion representativa, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina pueden usarse para reducir los efectos colaterales de los sofocos provocados por
agentes quimioterapéuticos, tales como ciclofosfamida, tamoxifeno.

En otra realizacién, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden usarse para reducir los efectos colaterales de los sofocos provocados por bloqueantes de los
canales de calcio, tales como amlodipina.

En otra realizacion, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden utilizarse para reducir los efectos colaterales de sofocos provocados por antibidticos. Por ejemplo,
los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
utilizarse combinados con levofloxacina. La levofloxacina se utiliza para tratar infecciones de los senos paranasales,
la piel, los pulmones, oidos, vias respiratorias, huesos y articulaciones causadas por bacterias susceptibles. La
levofloxacina también se utiliza frecuentemente para tratar infecciones urinarias, incluyendo aquellas resistentes a
otros antibiéticos, como también prostatitis. La levofloxacina es eficaz para tratar diarreas infecciosas causadas por
las bacterias E. coli, campilobacter jejuni y shigella. La levofloxacina también se emplea para tratar diversas
infecciones obstétricas, incluyendo mastitis.

Trastornos oculares

Un aspecto de la presente solicitud es un método para inhibir, reducir o de algin modo tratar el deterioro de la vision,
administrando a un paciente una dosis terapéutica de un modulador de sirtuina seleccionado entre un compuesto
descrito en esta memoria o su sal farmacéuticamente aceptable.

En ciertos aspectos, el deterioro de la visién es causado por dafo al nervio 6ptico o al sistema nervioso central. En
realizaciones particulares, el dafio al nervio 6ptico es causado por alta presion intraocular, tal como aquella creada
por el glaucoma. En otras realizaciones particulares, el dafio al nervio ptico es causado por inflamacion del nervio,
que con frecuencia se asocia con una infeccion o una respuesta inmunitaria (p. ej., autoinmunitaria) tal como neuritis
Optica.
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El glaucoma describe un grupo de trastornos que se asocian con un defecto del campo visual, excavacion del disco
Optico y dafio al nervio dptico. Estos trastornos cominmente se denominan neuropatias épticas glaucomatosas. La
mayoria de los glaucomas por lo general, aunque no siempre, se asocian a una elevacion de la presion intraocular.
Las formas ilustrativas de glaucoma incluyen glaucoma y queratoplastia penetrante, cierre de angulo agudo, cierre
de angulo cerrado, angulo abierto crénico, recesion angular, hifema inducido por farmacos, glaucoma afaquico y
pseudoafaquico, tumores intraoculares, glaucoma juvenil, particula en la lente, de baja tension, maligno,
neovascular, facolitico, facomorfico, pigmentario, de iris en meseta, primario congénito, primario de angulo abierto,
pseudoexfoliacion, congénito secundario, sospecha en el adulto, unilateral, uveitico, hipertension ocular, hipotonia
ocular, sindrome de Posner-Schlossman y procedimiento de expansién escleral en hipertension ocular y glaucoma
de angulo abierto primario.

La presion intraocular puede también aumentar con diversos procedimientos quirdrgicos, tales como
facoemulsificacion (es decir, cirugia de cataratas) e implante de estructuras tales como lentes artificiales. Ademas,
las cirugias espinales en particular, o cualquier cirugia en la que el paciente sea propenso a estar un periodo de
tiempo extenso, puede aumentar la presién interocular.

La neuritis 6ptica (ON) es inflamacion del nervio dptico y causa pérdida aguda de la visién. Se asocia mucho con la
esclerosis multiple (MS), ya que 15-25% de los pacientes que padecen MS inicialmente se presentan con ON, y 50-
75% de los pacientes con ON reciben diagnostico de MS. La ON también esta asociada a una infeccion (p. ej.,
infeccion virica, meningitis, sifilis), inflamacion (p. ej., de una vacuna), infiltracién e isquemia.

Otro cuadro que conduce a dafio del nervio dptico es la neuropatia dptica isquémica (AION). Hay dos tipos de AION.
La AION arteritica debida a arteritis de células gigantes (vasculitis), que conduce a pérdida de visién aguda. La AION
no arteritica abarca todos los casos de neuropatia 6ptica isquémica que no se deban a arteritis de células gigantes.
La patofisiologia de la AION no esta del todo clara, aunque parece incorporar mecanismos tanto inflamatorios como
isquémicos.

Otro dafio al nervio 6ptico tipicamente se asocia con desmielinacion, inflamacion, isquemia, toxinas o traumatismo al
nervio Optico. Los cuadros ilustrativos en los que el nervio 6ptico esta dafiado incluyen neuropatia optica
desmielinante (neuritis optica, neuritis dptica retrobulbar), meningioma de la vaina del nervio éptico, neuritis 6ptica
del adulto, neuritis 6ptica infantil, neuropatia o6ptica isquémica anterior, neuropatia Optica isquémica posterior,
neuropatia dptica compresiva, edema papilar, pseudo edema papilar y neuropatia éptica toxica/nutricional.

Otros cuadros neuroldgicos asociados con pérdida de la vision, si bien no directamente relacionados con dafio al
nervio optico, incluyen ambliopia, pardlisis de Bell, oftalmoplejia externa progresiva cronica, esclerosis multiple,
pseudotumor cerebral y neuralgia trigeminal.

En ciertos aspectos, el deterioro de la visién es causado por dafio retiniano. En realizaciones particulares, el dafo
retiniano es causado por alteraciones en el torrente sanguineo hacia el ojo (p. €j., arteriosclerosis, vasculitis). En
realizaciones particulares, el dafo retiniano es causado por la ruptura de la macula (p. ej., degeneracién macular
exudativa o no exudativa).

Las enfermedades retinianas ilustrativas incluyen degeneracion macular exudativa relacionada con el
envejecimiento, degeneracion macular no exudativa relacionada con el envejecimiento, degeneracion macular
relacionada con la edad por prétesis retiniana electronica y trasplante RPE, epiteliopatia pigmentaria placoide
multifocal aguda, necrosis retiniana aguda, enfermedad de Best, oclusion de la rama arterial de la retina, oclusién de
la rama venosa de la retina, retinopatias autoinmunitarias asociadas con cancer, oclusion de la arteria central de la
retina, oclusion de la vena central de la retina, coriorretinopatia serosa central, enfermedad de Eales, membrana
epimacular, degeneracion de la reticula, macroaneurisma, edema macular diabético, edema macular Irvine-Gass,
orificio macular, membranas neovasculares subrretinianas, neurorretinitis difusa subaguda, edema macular cistoide
no pseudofasico, sindrome de presunta histoplasmosis ocular, desprendimiento de retina exudativo,
desprendimiento de retina posoperatorio, desprendimiento de retina proliferativo, desprendimiento de retina
regmatégeno, desprendimiento de retina traccional, retinitis pigmentosa, retinitis CMV, retinoblastoma, retinopatia
prematura, retinopatia en perdigonada, retinopatia diabética de fondo, retinopatia diabética proliferativa, retinopatia
por hemoglobinopatias, retinopatia de Purtscher, retinopatia de Valsalva, retinosquisis juvenil, retinosquisis senil,
sindrome de Terson y sindrome de manchas blancas.

Otras enfermedades ilustrativas incluyen infecciones bacterianas oculares (p. ej.,. conjuntivitis, queratitis,
tuberculosis, sifilis, gonorrea), infecciones viricas (p. €j., virus del herpes simple ocular, virus zoster de la varicela,
retinitis por citomegalovirus, virus de inmunodeficiencia humana (VIH)) como también necrosis de la retina externa
progresiva secundaria a VIH u otras enfermedades oculares asociadas a inmunodeficiencia o al VIH. A su vez, las
enfermedades oculares incluyen infecciones fungicas (p. ej., Candida choroiditis, histoplasmosis), infecciones por
protozoos (p. €j., toxoplasmosis) y otras tales como toxocariasis ocular y sarcoidosis.

Un aspecto de la solicitud consiste en un método para inhibir, reducir o tratar el deterioro de la visién en un sujeto
que se somete a tratamiento con un farmaco quimioterapéutico (p. ej., un farmaco neurotéxico, un farmaco que
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eleva la presion intraocular tal como un esteroide), administrando al sujeto que necesita dicho tratamiento una dosis
terapéutica de un modulador de sirtuina descrito en la presente memoria.

Otro aspecto de la solicitud es un método para inhibir, reducir o tratar el deterioro de la visiéon en un sujeto que se
somete a cirugia, incluyendo cirugias oculares u otras cirugias realizadas en posiciéon boca abajo, como en la cirugia
de la médula espinal, administrando al sujeto que necesita dicho tratamiento una dosis terapéutica de un modulador
de sirtuina descrito en esta memoria. Las cirugias oculares incluyen cirugia de cataratas, iridiotomia y reemplazo de
lentes. Otro aspecto de la invencion es el tratamiento, incluyendo la inhibicion y el tratamiento profilactico, de
enfermedades oculares relacionadas con el envejecimiento, incluyendo cataratas, ojos secos, dafio a la retina y
similares, administrando al sujeto que necesita dicho tratamiento una dosis terapéutica de un modulador de sirtuina
descrito en la presente invencion.

La formacién de cataratas se asocia con varios cambios bioquimicos en la lente del ojo, como una reduccion en los
niveles de antioxidantes, acido ascérbico y glutation, aumento de lipidos, oxidacion de aminoacidos y proteinas,
aumento de calcio y sodio, pérdida de aminoacidos y reduccion del metabolismo de la lente. La lente, que carece de
vasos sanguineos, esta suspendida en fluidos extracelulares en la parte anterior del ojo. Se requieren nutrientes,
tales como acido ascérbico, glutation, vitamina E, selenio, bioflavonoides y carotenoides para mantener la
transparencia de la lente. Los niveles reducidos de sales de selenio producen un incremento del peroxido de
hidrégeno inductor de radicales libres, que se neutraliza con la enzima antioxidante dependiente del selenio glutation
peroxidasa. La glutation peroxidasa protectora de la lente también depende de los aminoacidos metionina, cisteina,
glicina y acido glutamico.

Las cataratas pueden también aparecer debido a una incapacidad de metabolizar correctamente la galactosa que se
halla en los lacteos que contienen lactosa, un disacéarido compuesto por el monosacérido galactosa y glucosa. Las
cataratas pueden prevenirse, demorarse y posiblemente incluso revertirse, si se detectan temprano y se corrigen
metabdlicamente.

El dafio a la retina se atribuye, entre otros, a las reacciones iniciadas por los radicales libres en el glaucoma, la
retinopatia diabética y la degeneracion macular relacionada con el envejecimiento (AMD). El ojo es una parte del
sistema nervioso central y tiene una capacidad regenerativa limitada. La retina estd compuesta por numerosas
células nerviosas que contienen la mas alta concentracion de acidos grasos poli-insaturados (PFA) y esta sujeta a
oxidacion. Los radicales libres son generados por la luz UV que ingresa en el ojo y las mitocondrias en los bastones
y conos, que generan la energia necesaria para transformar la luz en impulsos visuales. Los radicales libres causan
peroxidacién del PFA por radicales de hidroxilo o superdxido que a su vez propagan los radicales libres adicionales.
Los radicales libres causan dafio temporal o permanente al tejido de la retina.

El glaucoma por lo general es visto como un trastorno que causa presion intraocular elevada (IOP), lo cual produce
dafo permanente a las fibras nerviosas de la retina, pero un sexto de todos los glaucomas no causan IOP elevada.
Este trastorno es ahora percibido como uno de perfusién vascular reducida y como un incremento en los factores
neurotéxicos. Estudios recientes han implicado niveles elevados de glutamato, 6xido nitrico y peroxinitrito en el ojo,
como las causas de la muerte de las células ganglionares de la retina. Los agentes neuroprotectores pueden ser el
futuro del cuidado del glaucoma. Por ejemplo, los inhibidores de éxido nitrico sintasa bloquean la formacién de
peroxinitrito de 6xido nitrico y superdxido. En un estudio reciente, los animales tratados con aminoguanidina, un
inhibidor de 6xido nitrico sintasa, tuvieron una reduccién en la pérdida de células ganglionares de la retina. Se
concluy6 que el 6xido nitrico en el ojo causo citotoxicidad en muchos tejidos y neurotoxicidad en el sistema nervioso
central.

La retinopatia diabética ocurre cuando los vasos sanguineos subyacentes generan anomalias microvasculares que
consisten principalmente en microaneurismas y hemorragias intrarretinianas. Los metabolitos oxidativos estan
implicados directamente con la patogénesis de la retinopatia diabética, y los radicales libres aumentan la generacion
de factores de crecimiento que conducen a una mayor actividad proliferativa. El 6xido nitrico producido por las
células endoteliales de los vasos puede también causar que las células de musculo liso se relajen y produzcan la
vasodilatacion de segmentos del vaso. La isquemia y la hipoxia de la retina ocurren después del engrosamiento de
la membrana basal arterial, la proliferaciéon endotelial y la pérdida de pericitos. La oxigenacion inadecuada causa la
obliteracion o no perfusién capilar, shunts arteriovenosos, torrente sanguineo lento y deterioro en la capacidad de los
glébulos rojos de liberar oxigeno. La peroxidacion de lipidos del tejido retiniano también tiene lugar como
consecuencia del dafio a los radicales libres.

La macula es responsable de nuestra visidon central aguda y estda compuesta por células sensibles a la luz (conos)
mientras que el epitelio pigmentario subyacente de la retina (RPE) y la coroides nutren y ayudan a eliminar los
materiales de desecho. El RPE nutre los conos con el sustrato de vitamina A para los pigmentos fotosensibles y
digiere las puntas externas del desprendimiento de los conos. El RPE esta expuesto a altos niveles de radiacién UV,
y segrega factores que inhiben la angiogénesis. La coroides contiene una densa red vascular que provee los
nutrientes y elimina los materiales de desecho.

En AMD, las puntas de los conos desprendidos se tornan indigeribles por el RPE, donde las células se expanden y
mueren después de recoger demasiado material no digerido. Las acumulaciones de material de desecho no
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digerido, llamadas drusas, se forman debajo del RPE. El dafio fotoxico también causa la acumulacion de lipofuscina
en células de RPE. La lipofuscina intracelular y la acumulacién de drusas en la membrana de Bruch interfieren con el
transporte de oxigeno y nutrientes a los tejidos de la retina, y en ultimo lugar producen RPE y disfuncién del
fotorreceptor. En AMD exudativa, los vasos sanguineos se expanden desde los coriocapilares a través de defectos
en la membrana de Bruch y pueden crecer debajo del RPE, desprendiéndolo de la coroides, y filtrando fluido o
sangrado.

El pigmento macular, uno de los factores protectores que evitan que la luz solar dafie la retina, estd formado por la
acumulacion de carotenoides derivados de la nutricion, como luteina, el pigmento amarillo graso que sirve como un
vehiculo de administracion para otros nutrientes importantes y zeaxantina. Los antioxidantes, tales como las
vitaminas C y E, beta-caroteno y luteina, ademas de zinc, selenio y cobre, se encuentran todos en la macula sana.
Ademas de proveer nutricion, estos antioxidantes protegen contra el dafio de los radicales libres que inicia la
degeneracion macular.

Otro aspecto de la solicitud es la prevencién o el tratamiento de dafio al ojo causado por estrés, agresiéon quimica o
radiacion, administrando al sujeto que necesita dicho tratamiento una dosis de un modulador de sirtuina descrito en
la presente memoria. El dafio por radiacion o el dafio electromagnético al ojo pueden incluir aquel causado por CRT
0 exposicion a la luz solar o UV.

En una realizacion, un régimen de farmacos combinados puede incluir farmacos o compuestos para el tratamiento o
la prevencion de trastornos oculares o afecciones secundarias asociados con estos cuadros. Por consiguiente, un
régimen de farmacos combinados puede incluir uno o mas activadores de sirtuina y uno o mas agentes terapéuticos
para el tratamiento de un trastorno ocular. Por ejemplo, pueden combinarse uno o mas compuestos activadores de
sirtuina con una cantidad eficaz de uno o mas de: un agente que reduce la presion intraocular, un agente para tratar
el glaucoma, un agente para tratar neuritis éptica, un agente para tratar retinopatia CMV, un agente para tratar
esclerosis multiple y/o un antibiético, etc.

En una realizacién, un modulador de sirtuina puede administrarse junto con una terapia para reducir la presion
intraocular. Un grupo de terapias implica bloquear la produccion acuosa. Por ejemplo, los antagonistas beta-
adrenérgicos topicos (timolol y betaxolol) disminuyen la produccién acuosa. El timolol topico causa la caida de la IOP
en 30 minutos con efectos maximos en 1-2 horas. Un régimen razonable es Timoptic 0,5%, en una gota cada 30
minutos por 2 dosis. El inhibidor de anhidrasa carbonica, acetazolamida, también reduce la producciéon acuosa y
debe administrarse junto con beta-antagonistas tépicos. Se administra una dosis inicial de 500 mg seguida de 250
mg cada 6 horas. Este medicamento puede administrarse por via oral, intramuscular o intravenosa. Ademas, los
agonistas de alfa 2 (p. ej., Apraclonidina) actuan reduciendo la produccién acuosa. Sus efectos son aditivos a los
betabloqueantes administrados topicamente. Han sido aprobados para uso en el control de una elevacién aguda de
la presion después de procedimientos con laser en la camara anterior, pero se han descrito como eficaces en el
tratamiento de glaucoma de angulo cerrado agudo. Un régimen razonable es una gota cada 30 minutos por 2 dosis.

Un segundo grupo de terapias para reducir la presién intraocular implica reducir el volumen vitreo. Pueden usarse
agentes hiperosmoticos para tratar un ataque agudo. Estos agentes extraen agua del globo, tornando la sangre
hiperosmolar. Con frecuencia se utiliza glicerol oral en una dosis de 1 mL/kg en una disolucién fria al 50% (mezclada
con jugo de limén para que tenga sabor mas agradable). El glicerol se convierte a glucosa en el higado; las
personas con diabetes pueden necesitar insulina adicional si se vuelven hipoglucémicas después de recibir el
glicerol. La isosorbida oral es un alcohol inerte que también puede emplearse como agente osmotico para pacientes
con glaucoma de angulo cerrado agudo. La dosis usual es de 100 g tomados p.o. (220 cc de una disolucion al 45%).
Este alcohol inerte no debe confundirse con dinitrato de isosorbida, una medicacién cardiaca basada en nitrato que
se usa para angina y para insuficiencia cardiaca congestiva. El manitol intravenoso en una dosis de 1,0-1,5 mg/kg
también es eficaz y se tolera bien en pacientes con nauseas y vomitos. Estos agentes hiperosmoéticos deben usarse
con precaucion en cualquier paciente con antecedentes de insuficiencia cardiaca congestiva.

Un tercer grupo de terapias implica facilitar el flujo acuoso desde el ojo. Los agentes midticos traccionan el iris desde
el angulo iridocorneal y pueden ayudar a aliviar la obstruccion de la malla trabecular por el iris periférico. Se puede
administrar pilocarpina al 2% (ojos azules)-4% (ojos pardos) cada 15 minutos durante las primeras 1-2 horas. La
administracion mas frecuente o dosis mas alta pueden precipitar una crisis colinérgica sistémica. Los AINE algunas
veces se utilizan para reducir la inflamacion.

Los agentes terapéuticos ilustrativos para reducir la presion intraocular incluyen ALPHAGAN® P (Allergan)
(disolucién oftalmica de tartrato de brimonidina), AZOPT® (Alcon) (suspension oftalmica de brinzolamida),
BETAGAN® (Allergan) (disolucion oftalmica de hidrocloruro de levobunolol, USP), BETIMOL® (Vistakon) (disolucion
oftalmica de timolol), BETOPTIC S® (Alcon) (HCI de betaxolol), TARTRATO DE BRIMONIDINA (Bausch & Lomb),
HIDROCLORURO DE CARTEOLOL (Bausch & Lomb), COSOPT® (Merck) (disolucién oftalmica de hidrocloruro de
dorzolamida-maleato de timolol), LUMIGAN® (Allergan) (disolucién oftalmica de bimatoprost), OPTIPRANOLOL®
(Bausch & Lomb) (disolucion oftalmica de metipranolol), TIMOLOL GFS (Falcon) (disolucion formadora de gel
oftalmico de maleato de timolol), TIMOPTIC® (Merck) (disolucién oftalmica de maleato de timolol), TRAVATAN®
(Alcon) (disolucion oftalmica de travoprost), TRUSOPT® (Merck) (disolucion oftalmica de hidrocloruro de
dorzolamida) y XALATAN® (Pharmacia & Upjohn) (disolucién oftalmica de latanoprost).
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En una realizacién, un modulador de sirtuina puede administrarse junto con una terapia para tratar y/o prevenir el
glaucoma. Un ejemplo de un farmaco para el glaucoma es DARANIDE® comprimidos (Merck) (Diclorfenamida).

En una realizacién, un modulador de sirtuina puede administrarse junto con una terapia para tratar y/o prevenir la
neuritis éptica. Los ejemplos de farmacos para neuritis 6ptica incluyen inyeccion de fosfato DECADRON® (Merck)
(Dexametasona fosfato sédico), DEPO-MEDROL® (Pharmacia & Upjohn)(acetato de metilprednisolona),
HYDROCORTONE® comprimidos (Merck) (Hidrocortisona), ORAPRED® (Biomarin) (disolucién oral de prednisolona
fosfato sodico) y PEDIAPRED® (Celltech) (prednisolona fosfato sédico, USP).

En una realizacion, un modulador de sirtuina puede administrarse junto con una terapia para tratar y/o prevenir
retinopatia CMV. Los tratamientos para la retinopatia CMV incluyen CYTOVENE® (capsulas de ganciclovir) y
VALCYTE® (Roche Laboratories) (comprimidos de hidrocloruro de valganciclovir).

En una realizacién, un modulador de sirtuina puede administrarse junto con una terapia para tratar y/o prevenir la
esclerosis multiple. Los ejemplos de dichos farmacos incluyen DANTRIUM® (Procter & Gamble Pharmaceuticals)
(dantroleno sédico), NOVANTRONE® (Serono) (mitoxantrona), AVONEX® (Biogen Idec) (Interferon beta-la),
BETASERON® (Berlex) (Interferén beta-1b), COPAXONE® (Teva Neuroscience) (inyeccion de acetato glatiramer) y
REBIF® (Pfizer) (interferén beta-1a).

A su vez, los macrélidos y/o el acido micofendlico, que tiene multiples actividades, pueden co-administrarse con un
modulador de sirtuina. Los antibiéticos macrélidos incluyen tacrolimus, ciclosporina, sirolimus, everolimus,
ascomicina, eritromicina, azitromicina, claritromicina, clindamicina, lincomicina, diritromicina, josamicina,
espiramicina, diacetil-midecamicina, tilosin, roxitromicina, ABT-773, telitromicina, leucomicinas y lincosamida.

Enfermedades y trastornos asociados con mitocondrias

En determinadas realizaciones, la invenciéon considera métodos para tratar enfermedades o trastornos que se
beneficiarian con una mayor actividad mitocondrial. Los métodos comprenden administrar a un sujeto que lo
necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto activador de sirtuina. Un incremento en la actividad
mitocondrial se refiere a aumentar la actividad de la mitocondria a la vez que se mantienen los niUmeros generales
de mitocondrias (p. €j., masa mitocondrial), aumentando los numeros de mitocondrias, incrementando asi la
actividad mitocondrial (p. ej., estimulando la biogénesis mitocondrial), o sus combinaciones. En determinadas
realizaciones, las enfermedades y trastornos que se beneficiarian con la actividad mitocondrial incluyen
enfermedades o trastornos asociados con disfuncion mitocondrial.

En determinadas realizaciones, los métodos para tratar enfermedades y trastornos que se beneficiarian con el
aumento de la actividad mitocondrial pueden comprender identificar a un sujeto que padece una disfuncion
mitocondrial. Los métodos para diagnosticar una disfuncidon mitocondrial pueden implicar analisis genéticos
moleculares, patoldgicos y/o bioquimicos, que se resumen en Cohen and Gold, Cleveland Clinic Journal of Medicine,
68: 625-642 (2001). Un método para diagnosticar una disfuncion mitocondrial es la escala de Thor-Byrne-ier
(véanse, p. €j., Cohen y Gold, supra; Collin S. et al., Eur Neurol. 36: 260-267 (1996)). Otros métodos para determinar
el numero y la funcién mitocondrial incluyen, por ejemplo, ensayos enzimaticos (p. €j., una enzima mitocondrial o un
factor de biosintesis de ATP tal como una enzima ETC o una enzima de ciclo Krebs), determinacién de masa
mitocondrial, volumen mitocondrial y/o nimero mitocondrial, cuantificacion de DNA mitocondrial, monitoreo de
homeostasis de calcio intracelular y/o respuestas celulares a perturbaciones de esta homeostasis, evaluacion de
respuesta a un estimulo apoptogénico, determinaciéon de la produccion de radicales libres. Dichos métodos se
conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, enla publicacion de patente estadounidense num.
2002/0049176 y referencias alli citadas.

Las mitocondrias son criticas para la supervivencia y el correcto funcionamiento de casi todos los tipos de células
eucaridticas. Las mitocondrias en practicamente cualquier tipo de célula pueden tener defectos congénitos o
adquiridos que afectan su funcionamiento. Por lo tanto, los signos y sintomas clinicamente importantes de los
defectos mitocondriales que afectan la funcion de la cadena respiratoria son heterogéneos y variables, dependiendo
de la distribucion de las mitocondrias defectuosas entre las células y la gravedad de sus déficits, y de las demandas
fisiologicas de las células afectadas. Los tejidos no divisores con grandes requerimientos de energia, p. €j., el tejido
nervioso, el musculo esquelético y el musculo cardiaco son particularmente susceptibles a disfuncién de la cadena
respiratoria, pero cualquier 6rgano puede verse afectado.

Las enfermedades y trastornos asociados con disfuncién mitocondrial incluyen enfermedades y trastornos en los que
los déficits en la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial contribuyen al desarrollo de dichas enfermedades o
trastornos en un mamifero. Esto incluye 1) deficiencias genéticas congénitas en actividad de uno o mas
componentes de la cadena respiratoria mitocondrial; y 2) deficiencias adquiridas en la actividad de uno o mas
componentes de la cadena respiratoria mitocondrial, donde dichas deficiencias son causadas por a) dafio oxidativo
durante el envejecimiento; b) elevacion de calcio intracelular; c) exposicion de las células afectadas a 6xido nitrico;
d) hipoxia o isquemia; e) déficits asociados con microtibulos en el transporte axonal de mitocondrias, o f) expresion
de proteinas de desacoplamiento mitocondrial.
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Las enfermedades o trastornos que se beneficiarian con el aumento de la actividad mitocondrial en general incluyen,
por ejemplo, enfermedades en las que la lesion oxidativa mediada por radicales libres conduce a la degradacion de
tejido, enfermedades en las que las células se someten inapropiadamente a apoptosis y enfermedades en las que
las células no pueden someterse a apoptosis. Las enfermedades o trastornos ilustrativos que se beneficiarian con el
aumento de la actividad mitocondrial incluyen, por ejemplo, AD (enfermedad de Alzheimer), ADPD (enfermedad de
Alzheimer y enfermedad de Parkinson), AMDF (Ataxia, Mioclonias y sordera), enfermedades autoinmunitarias,
cancer, CIPO (pseudo-obstruccion intestinal crénica con miopatia y oftalmoplejia), distrofia muscular congénita,
CPEO (oftalmoplejia externa progresiva cronica), DEAF (sordera heredada materna o sordera inducida por
aminolicésido), DEMCHO (demencia y corea), diabetes mellitus (Tipo | o Tipo IlI), DIDMOAD (Diabetes Insipidus,
Diabetes Mellitus, atrofia dptica, sordera), DMDF (Diabetes Mellitus y sordera), distonia, intolerancia al ejercicio,
ESOC (epilepsia, apoplejias, atrofia dptica y deterioro cognitivo), FBSN (necrosis estriatal bilateral familiar), FICP
(cardiomiopatia infantil fatal mas cardiomiopatia asociada a MELAS), GER (refjujo gastrointestinal), HD (enfermedad
de Huntington), KSS (sindrome de Kearns Sayre), miopatia de "inicio tardio", LDYT (neuropatia éptica hereditaria de
Leber y distonia), sindrome de Leigh, LHON (neuropatia 6ptica hereditaria de Leber), LIMM (miopatia mitocondrial
infantil letal), MDM (miopatia y diabetes mellitus), MELAS (encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios
de tipo apoplejia), MEPR (epilepsia mioclénica y regresion psicomotora), MERME (enfermedad superpuesta
MERRF/MELAS), MERRF (epilepsia mioclonica y fibras musculares rojas rasgadas), MHCM (cardiomiopatia
hipertréfica heredada materna), MICM (cardiomiopatia heredada materna), MILS (sindrome de Leigh heredado
materno), encefalocardiomiopatia mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, MM (miopatia mitocondrial), MMC
(miopatia y cardiomiopatia materna), MNGIE (miopatia y oftalmoplejia externa, neuropatia, encefalopatia
gastrointestinal, encefalopatia), trastorno mitocondrial multisistémico (miopatia, encefalopatia, ceguera, pérdida
auditiva, neuropatia periférica), NARP (debilidad muscular neurogénica, ataxia y retinitis pigmentosa; se describe
fenotipo alternativo en este locus como enfermedad de Leigh, PD (enfermedad de Parkinson), sindrome de Pearson,
PEM (encefalopatia progresiva), PEO (oftalmoplejia externa progresiva), PME (epilepsia mioclénica progresiva),
PMPS (sindrome de Pearson médula-pancreas), psoriasis, RTT (sindrome Ret), esquizofrenia, SIDS (muerte subita
del lactante), SNHL (pérdida auditiva sensorio-neural), presentacion familiar variada (las manifestaciones clinicas
oscilan entre paraparesis espastica y trastorno multisistémico progresivo, y cardiomiopatia fatal hasta ataxia truncal,
disartria, pérdida auditiva severa, regresion mental, ptosis, oftalmoparesis, ciclones distales y diabetes mellitus), o
sindrome de Wolfram.

Otras enfermedades y trastornos que se beneficiarian con el aumento de la actividad mitocondrial incluyen, por
ejemplo, ataxia de Friedreich y otras ataxias, esclerosis lateral amiotréfica (ALS) y otras enfermedades
neuromotoras, degeneracion macular, epilepsia, sindrome de Alpers, sindrome de eliminacion de DNA mitocondrial
multiple, sindrome de eliminacion de MtDNA, deficiencia del Complejo |, deficiencia del Complejo Il (SDH),
deficiencia del Complejo Ill, deficiencia de citocromo oxidasa (COX, Complejo IV), deficiencia de Complejo V,
deficiencia del translocador de adenina nucleétido (ANT), deficiencia de piruvato deshidrogenasa (PDH), aciduria
etilmaldnica con acidemia lactica, aciduria 3-Metil glutaconica con acidemia lactica, epilepsia refractaria con declives
durante una infeccion, sindrome de Asperger con declives durante una infeccién, autismo con declives durante una
infeccion, trastorno de hiperactividad con déficit de la atencién (ADHD), paralisis cerebral con declives durante una
infeccion, dislexia con declives durante una infeccién, trombocitopenia heredada materna y sindrome de leucemia,
sindrome de MARIAHS (ataxia mitocondrial, infecciones recurrentes, afasia, hipouricemia/hipomielinacion,
convulsiones y aciduria dicarboxilica), distonia ND6, sindrome de vomitos ciclicos con declives durante una
infeccion, aciduria 3-Hidroxi isobutirica con acidemia lactica, diabetes mellitus con acidemia lactica, sindrome
neurolégico sensible a uridina (URNS), cardiomiopatia dilatada, linfoma esplénico y acidosis renal
tubular/diabetes/sindrome de ataxis.

En otras realizaciones, la invencién considera métodos para tratar a un sujeto que padece trastornos mitocondriales
que surgen de, aunque sin limitarse a ello, lesion post-traumatica en la cabeza y edema cerebral, apoplejia (métodos
de la invencion utiles para prevenir lesiéon por reperfusion), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome hepatorrenal,
insuficiencia  hepatica aguda, NASH (esteatohepatitis no alcohdlica), terapia de cancer anti-
metastasis/prodiferenciacion, insuficiencia cardiaca congestiva idiopatica, fibrilacion auricular (no valvular), sindrome
de Wolff-Parkinson-White, bloqueo idiopatico del corazén, prevencion de lesion por reperfusion en infartos de
miocardio agudos, migrafias familiares, sindrome de intestino irritable, prevencion secundaria de infartos de
miocardio sin ondas Q, sindrome premenstrual, prevencién de insuficiencia renal en sindrome hepatorrenal,
sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos, eclampsia/pre-eclampsia, esterilidad por mala respuesta ovarica,
cardiopatia isquémica/angina y Shy-Drager y sindromes de falta de autonomia no clasificados.

Incluso en otra realizacion, se consideran métodos para el tratamiento de trastornos mitocondriales asociados con
efectos colaterales relacionados con medicamentos farmacoldgicos. Los tipos de agentes farmacéuticos asociados
con trastornos mitocondriales incluyen inhibidores de transcriptasa inversa, inhibidores de proteasa, inhibidores de
DHOD vy similares. Los ejemplos de inhibidores de transcriptasa inversa incluyen, por ejemplo, Azidotimidina (AZT),
Estavudina (D4T), Zalcitabina (ddC), Didanosina (DDI), Fluoroiodoarauracil (FIAU), Lamivudina (3TC), Abacavir y
similares. Los ejemplos de inhibidores de proteasa incluyen, por ejemplo, Ritonavir, Indinavir, Saquinavir, Nelfinavir y
similares. Los ejemplos de inhibidores de dihidro-ortoato deshidrogenasa (DHOD) incluyen, por ejemplo,
Leflunomida, Brequinar y similares.
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Los inhibidores de transcriptasa inversa no solamente inhiben la transcriptasa inversa, sino también la polimerasa
gamma que se requiere para el funcionamiento mitocondrial. La inhibicion de la actividad de la polimerasa gamma
(p. €j., con el inhibidor de transcriptasa inversa) conduce entonces a la disfuncién mitocondrial y/o a una reduccion
de la masa mitocondrial que se manifiesta en el paciente como hiperlactatemia. Este tipo de cuadro puede
beneficiarse con un incremento en el nimero de mitocondrias y/o con un avance en el funcionamiento mitocondrial ,
p. €j., por administracién de un compuesto activador de sirtuina.

Los sintomas frecuentes de enfermedades mitocondriales incluyen cardiomiopatia, debilidad y atrofia muscular,
retrasos del desarrollo (motor, del lenguaje, cognitivo o0 ejecutivo), ataxia, epilepsia, acidosis tubular renal,
neuropatia periférica, neuropatia Optica, neuropatia autéonoma, disfuncién del intestino neurogénico, sordera
sensorioneural, disfuncion de la vejiga neurogénica, cardiomiopatia dilatada, migrafia, insuficiencia hepatica,
acidemia lactica y diabetes mellitus.

En determinadas realizaciones, la invenciéon considera métodos para tratar una enfermedad o trastorno que se
beneficiaria con el aumento de la actividad mitocondrial, que implica administrar a un sujeto que lo necesita uno o
mas compuestos activadores de sirtuina en combinacion con otro agente terapéutico tal como, por ejemplo, un
agente util para tratar la disfunciéon mitocondrial (como antioxidantes, vitaminas o cofactores de la cadena
respiratoria), un agente util para reducir un sintoma asociado con una enfermedad o trastorno que implica disfuncion
mitocondrial (como un agente anticonvulsionante, un agente Util para aliviar el dolor neuropatico, un agente para
tratar disfuncién cardiaca), un agente cardiovascular (como se describe a continuacion en mas detalle), un agente
quimioterapéutico (como se describe a continuacién en mas detalle) o un agente anti-neurodegeneracion (como se
describe a continuacién en mas detalle). En una realizacion ilustrativa, la invencién proporciona métodos para tratar
una enfermedad o trastorno que se beneficiaria con el aumento de la actividad mitocondrial, que implica administrar
a un sujeto que lo necesita, uno o mas compuestos activadores de sirtuina en combinaciéon con uno o mas de los
siguientes: coenzima Qqo, L-carnitina, tiamina, riboflavin, niacinamida, folato, vitamina E, selenio, acido lipoico o
prednisona. Las composiciones que comprenden dichas combinaciones también se proveen en la presente
invencion.

En realizaciones ilustrativas, la invencién considera métodos para tratar enfermedades o trastornos que se
beneficiarian con el aumento de la actividad mitocondrial, administrando a un sujeto que lo necesita, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto activador de sirtuina. Las enfermedad o trastornos ilustrativos incluyen,
por ejemplo, trastornos neuromusculares (p. €j., ataxia de Friedreich, distrofia muscular, esclerosis mdltiple, etc.),
trastornos de inestabilidad neuronal (p. ej., trastornos de convulsiones, migrafia, etc.), retraso del desarrollo,
trastornos neurodegenerativos (p. ej., enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotrofica, etc.), isquemia, acidosis tubular renal, neurodegeneracion relacionada con el envejecimiento y deterioro
cognitivo, fatiga por quimioterapia, menopausia o irregularidades en el ciclo menstrual o la ovulacion relacionadas
con la edad o inducidas por quimioterapia, miopatias mitocondriales, dafio mitocondrial (p. €j., acumulacién de
calcio, excitotoxicidad, exposicion a acido nitrico, hipoxia, etc.), y desrregulaciéon mitocondrial.

Un defecto génico subyacente a la ataxia de Friedreich (FA), la ataxia hereditaria mas frecuente, se identifico
recientemente y se denomina "frataxina". En FA, después de un periodo de desarrollo normal, se desarrollan déficits
en la coordinacion que avanzan a paralisis y muerte, tipicamente entre los 30 y 40 afos. Los tejidos mas
gravemente afectados son la médula espinal, los nervios periféricos, el miocardio y el pancreas. Los pacientes
tipicamente pierden el control motor y se confinan a sillas de ruedas, y por lo general padecen insuficiencia cardiaca
y diabetes. La base genética de la FA implica repeticiones del trinucleétido GAA en una region de intron del gen que
codifica frataxina. La presencia de esta repeticiones produce una reduccion en la transcripcion y expresion del gen.
La frataxina esta implicada en la regulacion del contenido de hierro mitocondrial. Cuando el contenido de frataxina
celular es subnormal, el exceso de hierro se acumula en las mitocondrias, promoviendo dafio oxidativo y
consecuente degeneracion y disfuncion mitocondrial. Cuando numeros intermedios de repeticiones de GAA estan
presentes en el intrén del gen de frataxina, el fenotipo clinico severo de ataxia no puede desarrollarse. Sin embargo,
estas extensiones de trinucledtidos de longitud intermedia se hallan en 25 a 30% de los pacientes con diabetes
mellitus no insulino-dependientes, en comparaciéon con aproximadamente 5% de la poblaciéon no diabética. En
determinadas realizaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden usarse para tratar a pacientes con
trastornos relacionados con deficiencias o defectos en frataxina, incluyendo la ataxia de Friedreich, disfuncion del
miocardio, diabetes mellitus y complicaciones de la diabetes como neuropatia periférica.

Distrofia muscular se refiere a una familia de enfermedades que implican deterioro de la estructura y el
funcionamiento neuromuscular, con frecuencia resultando en atrofia musculo-esquelética y disfuncion del miocardio.
En el caso de distrofia muscular de Duchenne, las mutaciones o déficits en una proteina especifica estan implicados
en su etiologia. Los ratones con sus genes de distrofina inactivados exhiben algunas caracteristicas de distrofia
muscular y tienen aproximadamente 50% de déficit en la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial. Una ruta
comun final para la degeneracion neuromuscular en la mayoria de los casos es el deterioro mediado por calcio de la
funcion mitocondrial. En determinadas realizaciones, los compuestos activadores de sirtuina se pueden usar para
reducir el indice de deterioro en las capacidades funcionales musculares y para mejorar el estado funcional muscular
en pacientes con distrofia muscular.
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La esclerosis multiple (MS) es una enfermedad neuromuscular caracterizada por degeneracion inflamatoria focal y
autoinmunitaria de la materia blanca cerebral. Las exacerbaciones o ataques peridédicos se correlacionan
significativamente con las vias respiratorias superiores y otras infecciones, tanto bacterianas como viricas, indicando
que la disfuncién mitocondrial cumple una funcién en la MS. La depresion de la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial neuronal causada por el oxido nitrico (producido por astrocitos y otras células implicadas en
inflamacion) esta implicada como mecanismo molecular que contribuye a la MS. En determinadas realizaciones, los
compuestos activadores de sirtuina se pueden usar para el tratamiento de pacientes con esclerosis multiple, tanto en
forma profilactica como durante los episodios de exacerbacion de la enfermedad.

La epilepsia con frecuencia estd presente en pacientes con citopatias mitocondriales, implicando una gama de
intensidad y frecuencia de convulsiones, p. €j., ausencia, ténicas, atonicas, mioclénicas y estado epiléptico, que
ocurren en episodios aislados o muchas veces al dia. En determinadas realizaciones, los compuestos activadores
de sirtuina pueden usarse para tratar a pacientes con convulsiones secundarias a disfuncion mitocondrial,
incluyendo la reduccion de la intensidad y frecuencia de la actividad convulsiva.

Los estudios metabolicos en pacientes con migrafias recurrentes indican que los déficits de actividad mitocondrial se
asocian frecuentemente con este trastorno, manifestandose como fosforilacion oxidativa deteriorada y exceso de
produccién de lactato. Dichos déficits no se deben necesariamente a defectos genéticos en DNA mitocondrial. Las
personas que padecen migrafias son hipersensibles al 6xido nitrico, un inhibidor endégeno de citocromo c oxidasa.
Ademas, los pacientes con citopatias mitocondriales, p. ej., MELAS, con frecuencia padecen migrafas recurrentes.
En determinadas realizaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden emplearse para tratar a pacientes
con migrafas recurrentes, incluyendo cefaleas resistentes a compuestos de ergot o antagonistas de los receptores
de serotonina.

Los retrasos en el desarrollo neurolégico o neuropsicologico con frecuencia se ven en nifios con enfermedades
mitocondriales. El desarrollo y la remodelacion de conexiones neurales requieren actividad biosintética intensiva,
particularmente que implica sintesis de membranas neuronales y mielina, donde ambas requieren pirimidina
nuclestidos como cofactores. Los uridina nucleétidos estan implicados en la inactivacion y transferencia de azucares
a glucolipidos y glucoproteinas. Los citidina nucledtidos derivan de uridina nucledtidos, y son cruciales para la
sintesis de constituyentes de fosfolipidos de membranas importantes como fosfatidilcolina, que recibe su resto colina
de citidina difosfocolina. En el caso de disfunciéon mitocondrial (debida o bien a defectos en el DNA miticondrial o a
cualquier de los déficits adquiridos o condicionales como disfuncién mitocondrial mediada por 6éxido nitrico o
exicitéxica) u otras afecciones que resultan en deterioro de la sintesis de pirimidina, la proliferacion celular y la
extensién axonal estan deterioradas en etapas cruciales del desarrollo de interconexiones neuronales y circuitos, lo
que produce una demora o retraso en el desarrollo de las funciones neuropsicoldgicas como el lenguaje, la funcién
motora, ejecutiva, y las habilidades cognitivas. En autismo, por ejemplo, las mediciones por espectroscopia de
resonancia magnética de compuestos de fosfato cerebral indican que hay una subsintesis global de membranas y
precursores de membranas indicada por los niveles reducidos de uridina difosfo-azucares, y derivados de citidina
nucledtido implicados en la sintesis de las membranas. Los trastornos caracterizados por retraso del desarrollo
incluyen sindrome de Rett, retraso del desarrollo generalizado (o PDD-NOS "retraso del desarrollo generalizado no
especificado" para distinguirlo de subcategorias especificas como autismo), autismo, sindrome de Asperger y déficit
de la atencion/trastorno de hiperactividad (ADHD), que se esta reconociendo como un retraso en el desarrollo de la
actividad del circuito neural subyacente a las funciones ejecutivas. En determinadas realizaciones, los compuestos
activadores de sirtuina pueden ser utiles para tratar a pacientes con retrasos del neurodesarrollo (p. ej., motores, del
lenguaje, la funcidon ejecutiva y las destrezas cognitivas), u otros retrasos del desarrollo neurolégico y
neuropsicolégico en el sistema nervioso central y del desarrollo somatico en tejidos no neurales como musculo y
glandulas endocrinas.

Las dos enfermedades neurodegenerativas severas mas significativas asociadas con el envejecimiento, enfermedad
de Alzheimer (AD) y enfermedad de Parkinson (PD), implican disfuncién mitocondrial en su patogénesis. Las
deficiencias del Complejo | en particular se hallan frecuentemente no solamente en las neuronas nigrostriatales que
degeneran en enfermedad de Parkinson, sino también en tejidos periféricos y en células como musculo y plaquetas
de pacientes que padecen enfermedad de Parkinson. En la enfermedad de Alzheimer, la actividad de la cadena
respiratoria mitocondrial con frecuencia esta deprimida, especialmente la del Complejo IV (Citocromo ¢ Oxidasa).
Asimismo, la funcién respiratoria mitocondrial esta deprimida como consecuencia del envejecimiento, lo que amplia
incluso mas las secuelas perjudiciales de lesiones moleculares adicionales que afectan la funcién de la cadena
respiratoria. Otros factores ademas de la disfuncién mitocondrial primaria subyacen a la neurodegeneracion en AD,
PD vy trastornos relacionados. La estimulacién excitotoxica y el oxido nitrico estan implicados en ambas
enfermedades, cuyos factores exacerban los déficits de la cadena respiratoria mitocondrial y cuyas acciones
perjudiciales son exageradas en un antecedente de disfuncién de la cadena respiratoria. La enfermedad de
Huntington también implica disfuncion mitocondrial en regiones afectadas del cerebro, con interacciones
cooperativas de estimulacion excitotoxica y disfuncion mitocondrial, contribuyendo a degeneracion neuronal. En
determinadas realizaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden ser utiles para tratar y atenuar la
progresion de enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el envejecimiento, incluyendo AD y PD.

Uno de los defectos genéticos principales en la esclerosis lateral amiotréfica (ALS o enfermedad de Lou Gehrig) es
una mutaciéon o deficiencia en dismutasa de superdxido de cobre-zinc (SOD 1), una enzima antioxidante. Las
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mitocondrias producen y son dianas primarias para especies de oxigeno reactivas. La transferencia ineficiente de
electrones a oxigeno en mitocondrias es la fuente fisiolégica mas significativa de radicales libres en sistemas
mamiferos. Las deficiencias de antioxidantes o enzimas antioxidantes pueden resultar en o exacerbar la
degeneracion mitocondrial. Los ratones transgénicos para SOD1 mutado desarrollan sintomas y patologia similares
a aquellos en ALS humana. Se ha demostrado que el desarrollo de la enfermedad en estos animales implica la
destruccion oxidativa de las mitocondrias, seguida de deterioro funcional de las neuronas motoras e inicio de
sintomas clinicos. El musculo esquelético de pacientes con ALS presenta poca actividad del Complejo | mitocondrial.
En determinadas realizaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden ser utiles para tratar ALS, para
revertir o demorar el avance de los sintomas clinicos.

La deficiencia de oxigeno produce inhibicién directa de la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, privando
células de un aceptor de electrones terminal para reoxidacion del citocromo ¢ en el Complejo IV, e indirectamente,
especialmente en el sistema nervioso, mediante excitotoxicidad post-andxica secundaria y formacién de 6xido
nitrico. En cuadros tales como anoxia cerebral, angina o crisis de anemia de células falciformes, los tejidos son
relativamente hipdxicos. En tales casos, los compuestos que pueden aumentar la actividad mitocondrial protegen a
los tejidos de los efectos nocivos de la hipoxia, atentan la muerte celular demorada secundaria y aceleran la
recuperacion del estrés y la lesion del tejido hipdéxico. En determinadas realizaciones, los compuestos activadores de
sirtuina pueden ser utiles para prevenir la muerte celular demorada (apoptosis en regiones como el hipocampo o la
corteza, que ocurre aproximadamente 2 a 5 dias después de un episodio de isquemia cerebral) después del ataque
isquémico o hipdxico al cerebro.

La acidosis debida a disfuncién renal con frecuencia se observa en pacientes con enfermedad mitocondrial, ya sea
que la disfuncién de la cadena respiratoria subyacente sea congénita o inducida por isquemia o agentes citotéxicos
como el cisplatino. La acidosis renal tubular con frecuencia requiere la administracion de bicarbonato de sodio
exdgeno para mantener el pH del tejido y la sangre. En determinadas realizaciones, los compuestos activadores de
sirtuina pueden ser utiles para tratar acidosis tubular renal y otras formas de disfuncién renal causadas por déficits
en la cadena respiratoria mitocondrial.

Durante el envejecimiento normal, hay un deterioro progresivo del funcionamiento de la cadena respiratoria
mitocondrial. Comenzando aproximadamente a los 40 afios, hay un aumento exponencial en la acumulacién de
defectos de DNA mitocondrial en seres humanos, y un deterioro concurrente en los elementos regulados nucleares
de la actividad respiratoria mitocondrial. Muchas lesiones del DNA mitocondrial tienen una ventaja de seleccién
durante el recambio mitocondrial, especialmente en células postmitéticas. EI mecanismo propuesto es que las
mitocondrias con una cadena respiratoria defectuosa producen menos dafio oxidativo a si mismas que las
mitocondrias con cadenas respiratorias funcionales intactas (la respiracion mitocondrial es la fuente primaria de los
radicales libres en el cuerpo). Por lo tanto, las mitocondrias que funcionan normalmente acumulan dafo oxidativo a
los lipidos de las membranas mas rapidamente que las mitocondrias defectuosas, y por lo tanto son "etiquetadas"
para degradacion por los liposomas. Dado que las mitocondrias dentro de las células tienen una semivida de
aproximadamente 10 dias, una ventaja de seleccion puede resultar en un rapido reemplazo de las mitocondrias
funcionales con aquellas con actividad respiratoria disminuida, especialmente en células de divisién lenta. El
resultado neto es que una vez que ocurre una mutacién en un gen para una proteina mitocondrial que reduce el
dafo oxidativo a las mitocondrias, dichas mitocondrias defectuosas poblaran rapidamente la célula, disminuyendo o
eliminando sus capacidades respiratorias. La acumulacion de dichas células produce el envejecimiento o la
enfermedad degenerativa a nivel del organismo. Esto concuerda con la apariencia de mosaicos progresivos de las
células con actividad de transporte de electrones defectuosos en el musculo, donde las células carecen de actividad
de Citocromo oxidasa ¢ (COX) entrecolada entre las células con actividad normal, y una incidencia mayor de células
COX-negativas en biopsias de sujetos mayores. El organismo, durante el envejecimiento, o en una diversidad de
enfermedades mitocondriales, se enfrenta por lo tanto con una situaciéon en la que las células postmitéticas
irreemplazables (p. ej., neuronas, musculo esquelético y cardiaco) deben conservarse y su funcién mantenerse
hasta un grado significativo, en vista de un deterioro progresivo inexorable en el funcionamiento de la cadena
respiratoria mitocondrial. Las neuronas con mitocondrias disfuncionales se tornan progresivamente mas sensibles a
ataques, como lesién excitotoxica. La falla mitocondrial contribuye a la mayoria de las enfermedades degenerativas
(especialmente a la neurodegeneracion) que acompafan el envejecimiento. Las enfermedades mitocondriales
congénitas a menudo implican neurodegeneracion de inicio temprano similar en mecanismo fundamental a los
trastornos que ocurren durante el envejecimiento de gente nacida con mitocondrias normales. En determinadas
realizaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden ser Utiles para tratar o atenuar el deterioro cognitivo y
otras consecuencias degenerativas del envejecimiento.

El dafio al DNA mitocondrial es mas extenso y persiste por mas tiempo que el dafio al DNA nuclear en células
sometidas a estrés oxidativo o agentes de quimioterapia para el cancer, como el cisplatino, debido a una mayor
vulnerabilidad y a reparacion menos eficaz del DNA mitocondrial. Si bien el DNA mitocondrial puede ser mas
sensible a dafo que el DNA nuclear, es relativamente resistente, en algunas situaciones, a mutagénesis por
carcindgenos quimicos. Esto se debe a que las mitocondrias responden a algunos tipos de dafio al DNA mitocondrial
destruyendo sus genomas defectuosos en lugar de intentar repararlos. Esto produce una disfuncion mitocondrial
global por un periodo posterior a la quimioterapia citotoxica. El uso clinico de agentes quimioterapéuticos como
cisplatino, mitomicina y citoxan a menudo va acompafiado de "fatiga por quimioterapia" debilitante, periodos
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prolongados de debilidad e intolerancia al ejercicio, que pueden persistir incluso después de la recuperacion de las
toxicidades hematoldgicas y gastrointestinales de las toxicidades de dichos agentes. En determinadas realizaciones,
los compuestos activadores de sirtuina pueden ser Utiles para el tratamiento y la prevencion de efectos colaterales
de la quimioterapia para el cancer relacionados con disfuncién mitocondrial.

Una funcién crucial del ovario es mantener la integridad del genoma mitocondrial en ovocitos, ya que las
mitocondrias que pasan a un feto derivan todas de aquellas presentes en los ovocitos al momento de la concepcion.
Las deleciones en el DNA mitocondrial se vuelven detectables alrededor de la edad de la menopausia, y también se
asocian con ciclos menstruales anormales. Ya que las células no pueden detectar y responder directamente a los
defectos en el DNA mitocondrial, sino que solamente pueden detectar defectos secundarios que afectan al
citoplasma, como dificultad en la respiracion, estados de oxirreduccion o déficits en la sintesis de pirimidina, dichos
productos de funciéon mitocondrial participan como una sefial para la seleccion de ovocitos y atresia folicular,
desencadenando en ultima medida la menopausia cuando el mantenimiento de la fidelidad genémica y la actividad
funcional mitocondrial ya no pueden garantizarse. Esto es analogo a la apoptosis en células con dafio al DNA, que
sufren un proceso activo de suicidio celular cuando la fidelidad gendémica ya no puede lograrse con procesos de
reparacion. Las mujeres con citopatias mitocondriales que afectan a las génadas a menudo experimentan
menopausia prematura o exhiben anormalidades en el ciclo primario. La quimioterapia citotdxica para el cancer
suele inducir menopausia prematura, con un consecuente aumento del riesgo de osteoporosis. La amenorrea
inducida por quimioterapia en general se debe a falla ovarica. La incidencia de amenorrea inducida por quimioterapia
aumenta como una funcion de la edad en mujeres premenopausicas que reciben quimioterapia, sefialando un
compromiso mitocondrial. Los inhibidores de respiracién mitocondrial o sintesis de proteinas inhiben la ovulacién
inducida por hormonas y ademas inhiben la produccién de hormonas esteroideas ovaricas en respuesta a las
gonadotropinas pituitarias. Las mujeres con sindrome de Down tipicamente experimentan la menopausia
prematuramente, y ademas estan sujetas a un inicio temprano de demencia de tipo Alzheimer. La actividad reducida
de citocromo oxidasa se halla consistentemente en tejidos de pacientes con sindrome de Down y en enfermedad de
Alzheimer de inicio tardio. El soporte apropiado del funcionamiento mitocondrial o la compensacion para la
disfuncion mitocondrial es por lo tanto Util para proteger contra menopausia o irregularidades del ciclo menstrual o la
ovulacion inducidas por quimioterapia o relacionadas con el envejecimiento. En determinadas realizaciones, los
compuestos activadores de sirtuina pueden ser Utiles para tratar y prevenir amenorrea, ovulacion irregular,
menopausia 0 consecuencias secundarias de la menopausia.

En determinadas realizaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden ser Utiles para el tratamiento de
miopatias mitocondriales. Las miopatias mitocondriales oscilan entre debilidad leve, lentamente progresiva de los
musculos extraoculares y miopatias infantiles fatales, graves, y encefalomiopatias multisistémicas. Se han definido
algunos sindromes, con cierta superposicion entre ellos. Los sindromes establecidos que afectan los musculos
incluyen oftalmoplejia externa progresiva, sindrome de Kearns-Sayre (con oftalmoplejia, retinopatia pigmentaria,
defectos de conduccién cardiaca, ataxia cerebelar y sordera sensorioneural), sindrome MELAS (encefalomiopatia
mitocondrial, acidosis lactica y episodios de tipo apoplejia), sindrome MERFF (epilepsia mioclénica y de fibras rojas
rasgadas), debilidad de distribucién extremidades-cintura y miopatia infantil (benigna o severa y fatal). Las muestras
de biopsia de musculo tefiidas con tinte de tricromo de Gomori modificado muestran fibras rojas rasgadas debido a
la acumulacion excesiva de mitocondrias. Se pueden detectar defectos bioquimicos en el transporte y la utilizacion
de sustrato, el ciclo de Krebs, la fosforilacion oxidativa o la cadena respiratoria. Se han descrito numerosas
mutaciones y eliminaciones puntuales de DNA mitocondrial, transmitidas en un patron hereditario materno, no
mendeliano. Ocurren mutaciones en las enzimas mitocondriales codificadas a nivel nuclear.

En determinadas realizaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden ser Utiles para tratar a pacientes que
sufren de dafio toxico a las mitocondrias, como dafio téxico debido a la acumulacién de calcio, excitotoxicidad,
exposicion a acido nitrico, dafio téxico inducido por farmacos o hipoxia.

Un mecanismo fundamental de la lesion celular, especialmente en tejidos excitables, implica el ingreso excesivo de
calcio en las células, como consecuencia o bien de una fuga a través de la membrana plasmatica o de defectos en
los mecanismos de manipuleo de calcio intracelular. Las mitocondrias son sitios importantes de secuestro de calcio,
y preferiblemente utilizan energia de la cadena respiratoria para absorber el calcio, en lugar de la sintesis de ATP, lo
que resulta en un espiral descendente de falla mitocondrial, ya que la absorcidon de calcio en las mitocondrias
produce disminucidon de la capacidad de transduccién de energia.

La estimulacion excesiva de las neuronas con aminodacidos excitatorios es un mecanismo comun de la muerte o
lesién de las células del sistema nervioso central. La activacion de receptores de glutamato, especialmente del
subtipo designado receptores NMDA, produce disfuncién mitocondrial, en parte a través de la elevacion de calcio
intracelular durante la estimulacién excitotdéxica. A la inversa, los déficits en la respiracion mitocondrial y la
fosforilacion oxidativa sensibilizan las células a los estimulos excitotoxicos, produciendo la muerte o lesion celular
durante la exposicion a niveles de neurotransmisores excitotoxicos o toxinas que serian inocuos para las células
normales.

El 6xido nitrico (aproximadamente 1 micromolar) inhibe la citocromo oxidasa (Complejo IV) y en consecuencia la
respiracion mitocrondial; ademas, la exposicidn prolongada a éxido nitrico (NO) reduce irreversiblemente la actividad
del Complejo I. Las concentraciones fisiologicas o patofisioldgicas de NO inhiben asi la biosintesis de pirimidina. El
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oxido nitrico esta implicado en una diversidad de trastornos neurodegenerativos que incluyen enfermedades
inflamatorias y autoinmunitarias del sistema nervioso central, y esta implicado en la mediacién de dafio excitotoxico y
post-hipdxico a las neuronas.

El oxigeno es el aceptor de electrones terminal en la cadena respiratoria. La deficiencia de oxigeno dificulta la
actividad de la cadena de transporte de electrones, produciendo menos sintesis de pirimidina como también menos
sintesis de ATP mediante fosforilacién oxidativa. Las células humanas proliferan y retienen la viabilidad bajo
condiciones practicamente anaerdbicas, si se les proveen uridina y piruvato (o un agente similar de eficaz para
oxidar NADH a fin de optimizar la produccion de ATP glucolitico).

En determinadas realizaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden ser Utiles para tratar enfermedades o
trastornos asociados con desrregulacién mitocondrial.

La transcripciéon de DNA mitocondrial que codifica los componentes de la cadena respiratoria requiere factores
nucleares. En los axones neuronales, las mitocondrias deben viajar desde y hacia el nucleo con el fin de mantener la
actividad de la cadena respiratoria. Si el transporte axonal es obstaculizado por hipoxia o por farmacos como taxol
que afectan la estabilidad de los microtubulos, las mitocondrias distantes del nucleo sufren pérdida de actividad de
citocromo oxidasa. Por consiguiente, el tratamiento con un compuesto activador de sirtuina puede ser util para
promover interacciones mitocondriales nucleares.

Las mitocondrias son la fuente primaria de radicales libres y especies de oxigeno reactivo, debido al desbordamiento
desde la cadena respiratoria mitocondrial, especialmente cuando los defectos en uno 0 mas componentes de la
cadena obstaculizan la transferencia ordenada de electrones desde intermedios metabdlicos hacia oxigeno
molecular. Para reducir el dafio oxidativo, las células compensan expresando proteinas de desacoplamiento
mitocondrial (UCP), de las cuales se han identificado varias. La UCP-2 se transcribe en respuesta al dafio oxidativo,
citocinas inflamatorias o exceso de cargas de lipido, p. €j., higado graso y esteatohepatitis. Las UCP reducen el
desbordamiento de especies de oxigeno reactivo desde las mitocondrias, descargando gradientes de protones por la
membrana interna mitocondrial, en efecto gastando la energia producida por metabolismo y tornando las células
vulnerables a estrés energético a cambio de la lesién oxidativa reducida.

Desempefio muscular

En otras realizaciones, la invencién considera métodos para mejorar el desempefio muscular, administrando una
cantidad eficaz de un compuesto activador de sirtuina. Por ejemplo, los compuestos activadores de sirtuina pueden
ser Utiles para mejorar la resistencia fisica (p. ej., la capacidad de realizar una tarea fisica tal como ejercicio, trabajo
fisico, actividades deportivas, etc.), inhibiendo o retardando las fatigas fisicas, mejorando los niveles de oxigeno en
la sangre, mejorando la energia en personas sanas, mejorando la capacidad de trabajo y la resistencia, reduciendo
la fatiga muscular, reduciendo el estrés, aumentando la funcion cardiaca y cardiovascular, mejorando la capacidad
sexual, aumentando los niveles de ATP musculares y/o reduciendo el acido lactico en la sangre. En determinadas
realizaciones, los métodos implican administrar una cantidad de un compuesto activador de sirtuina que aumenta la
actividad mitocondrial, aumentar la biogénesis mitocondrial y/o aumentar la masa mitocondrial.

El desempefio deportivo se refiere a la capacidad de los musculos del atleta cuando participa en actividades
deportivas. Un mayor rendimiento deportivo, fuerza, velocidad y resistencia se miden con un aumento en la fuerza
de la contraccidon muscular, un aumento en la amplitud de la contraccidon muscular, un acortamiento en el tiempo de
reaccion del musculo entre la estimulacion y la contraccién. Atleta se refiere a un individuo que participa en deportes
a cualquier nivel y que busca lograr un mejor nivel de fuerza, velocidad y resistencia en su desempefio, como por
ejemplo, fisico-culturistas, ciclistas, corredores de larga distancia, corredores de corta distancia, etc. Un atleta puede
entrenar arduamente, es decir, realizar actividades deportivas intensamente mas de tres dias por semana o para
competencias. Un atleta puede también ser un entusiasta de la gimnasia, que busca mejorar la salud general y el
bienestar, mejorar los niveles de energia, entrena durante aproximadamente 1-2 horas alrededor de 3 veces por
semana. El aumento del rendimiento deportivo se manifiesta por la capacidad de superar la fatiga muscular,
mantener la actividad por periodos de tiempo mas extensos y tener un entrenamiento mas eficaz.

En el campo del desempefio muscular de un atleta, se desea crear condiciones que permitan la competencia o el
entrenamiento a niveles superiores de resistencia por un periodo de tiempo prolongado. No obstante, el uso
anaerobico agudo e intenso de musculos esqueléticos a menudo produce una obstaculizacion en el rendimiento
atlético, con pérdidas de fuerza y energia, mayor inicio de la fatiga muscular, inflamacion y disfuncion. Se reconoce
ahora que incluso una sola sesidn de ejercicio exhaustivo, o cualquier traumatismo agudo al cuerpo tal como lesion
muscular, resistencia o ejercicio muscular exhaustivo, o cirugia optativa, se caracteriza por metabolismo perturbado
que afecta el desempefio muscular tanto en la fase a corto plazo como a largo plazo. Tanto la actividad
metabdlica/enzimatica del musculo como la expresidon génica se ven afectadas. Por ejemplo, la ruptura del
metabolismo de nitrégeno del musculo esquelético como también la reduccidon de fuentes de energia metabdlica
ocurren durante la actividad muscular extensa. Los aminoacidos, incluyendo los aminoacidos de cadena ramificada,
se liberan de los musculos seguidos de su desaminacion para elevar amoniaco en suero y oxidaciéon local como
fuente de combustible muscular, lo que aumenta la acidosis metabdlica. Ademas, hay un deterioro de la eficiencia
catalitica de los eventos de contraccion del musculo, como también una alteracién de las actividades enzimaticas del
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metabolismo de nitrdgeno y energia. Asimismo, el catabolismo de proteinas se inicia si el indice de sintesis de
proteinas se reduce acoplado con un incremento en la degradacién de proteina no contraible. Estos procesos
metabodlicos van también acompafados de generacion de radicales libres, lo que ademas dafa las células
musculares.

La recuperacion de la fatiga durante el ejercicio agudo y extendido requiere la reversion de factores de fatiga
metabdlicos y no metabdlicos. Los factores conocidos que participan en la fatiga muscular humana, tales como
lactato, amoniaco, iones de hidrégeno, etc., proporcionan una explicacién incompleta e insatisfactoria del proceso de
fatiga/recuperacion, y es probable que participen otros agentes desconocidos (Baker et al., J. Appl. Physiol. 74:2294-
2300, 1993; Bazzarre et al., J Am. Coll. Nutr. 11:505-511, 1992; Dohm et al., Fed. Proc. 44:348-352, 1985; Edwards
en: Biochemistry of Exercise, Proceedings of the Fifth International Symposium on the Biochemistry of Exercise
(Kutrgen, Vogel, Poormans, eds.), 1983; MacDougall et al., Acta Physiol. Scand. 146:403-404, 1992; Walser et al.,
Kidney Int. 32:123-128, 1987). Varios estudios también han analizado los efectos de los complementos nutricionales
y los complementos herbales para aumentar el desempefio muscular.

Al margen del desempefo muscular durante el ejercicio de resistencia, los radicales libres y los parametros de
estrés oxidativo se ven afectados en estados patofisioldgicos. Un cuerpo sustancial de datos indica ahora que el
estrés oxidativo contribuye a la atrofia muscular progresiva en estados patofisiolégicos (revisado en Clarkson, P. M.
Antioxidants and physical performance. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 35: 31-41; 1995; Powers, S. K.; Lennon, S. L.
Analysis of cellular responses to free radicals: Focus on exercise and skeletal muscle. Proc. Nutr. Soc. 58: 1025-
1033; 1999). Por ejemplo, con respecto a trastornos musculares en los que tanto la resistencia como la funcién
muscular estan compensadas, no se ha implicado la funciéon del oxido nitrico (NO). En distrofias musculares,
especialmente aquellas debidas a defectos en proteinas que componen el complejo distrofina-glucoproteina (DGC),
se ha asociado a la enzima que sintetiza NO, éxido nitrico sintasa (NOS). Estudios recientes de distrofias
relacionadas con defectos DGC indican que un mecanismo de lesion celular es la isquemia funcional relacionada
con alteraciones en NOS celular y ruptura de una accion protectora normal de NO. Esta accion protectora es la
prevencion de isquemia local durante los incrementos inducidos por contracciones en la vasoconstriccion
simpatica. Rando (Microsc Res Tech 55(4):223-35, 2001), ha demostrado que la lesién oxidativa precede a cambios
patolégicos y que las células de musculo con defectos en DGC tienen mayor susceptibilidad a retos oxidantes.
También se demostré que la peroxidacién excesiva de lipidos debida a los radicales libres es un factor en
enfermedades miopaticas tales como enfermedad de McArdle (Russo et al., Med Hypotheses. 39(2):147-51, 1992).
Asimismo, se sabe que la disfunciéon mitocondrial se correlaciona con la atrofia muscular progresiva relacionada con
el envejecimiento (sarcopenia) y se ha sugerido el dafio de los radicales libres, aunque se ha investigado poco,
como factor contribuyente (revisado en Navarro, A.; Lopez-Cepero, J. M.; Sanchez del Pino, M. L. Front. Biosci. 6:
D26-44; 2001). Otras indicaciones incluyen sarcopenia aguda, por ejemplo atrofia muscular y/o caquexia asociada
con quemaduras, reposo en cama, inmovilizacion de una extremidad o cirugia mayor toracica, abdominal y/u
ortopédica. Se contempla que los métodos de la presente invencidon también seran eficaces en el tratamiento de
cuadros patolégicos relacionados con los musculos.

En determinadas realizaciones, la invencion provee nuevas composiciones dietarias que comprenden moduladores
de sirtuina, un método para su preparacion y un método para usar las composiciones para mejorar el desempefio
deportivo. Por consiguiente, se proveen composiciones, alimentos y bebidas terapéuticos que tienen acciones que
mejoran la resistencia fisica y/o inhiben las fatigas fisicas de aquellas personas involucradas en ejercicios
ampliamente definidos, incluyendo deportes que exigen resistencia, y trabajos fisicos que exigen esfuerzo muscular.
Dichas composiciones dietarias pueden comprenden electrolitos, cafeina, vitaminas, carbohidratos, etc.

Otros usos

Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
usarse para tratar o prevenir infecciones viricas (como infecciones por gripe, herpes o papilloma virus) o como
agentes antifungicos. En determinadas realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel
y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden administrarse como parte de una terapia de farmacos combinada
con otro agente terapéutico para el tratamiento de enfermedades viricas, incluyendo por ejemplo aciclovir,
ganciclovir y zidovudina. En otra realizacién, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina pueden administrarse como parte de una terapia de farmacos combinada con otro
agente antifungico, incluyendo por ejemplo, antifungicos topicos tales como ciclopirox, clotrimazol, econazol,
miconazol, nistatina, oxiconazol, terconazol y tolnaftato, o antifingicos sistémicos tales como fluconazol (Diflucan),
itraconazol (Sporanox), ketoconazol (Nizoral) y miconazol (Monistat I.V.).

Los sujetos que pueden tratarse como se describe en la presente memoria incluyen eucariotas, tales como
mamiferos, p. ej., seres humanos, ovinos, equinos, porcinos, caninos, felinos, primates no humanos, ratones y ratas.
Las células que pueden tratarse incluyen células eucarioticas, p. €j., de un sujeto descrito anteriormente, o células
vegetales, células de levadura y células procariéticas, p. ej., células bacterianas. Por ejemplo, los compuestos
moduladores pueden administrarse a animales de granja para mejorar su capacidad de tolerar las condiciones de la
granja por mas tiempo.
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Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
también utilizarse para aumentar la vida, la resistencia al estrés y la resistencia a la apoptosis en plantas. En una
realizacién, un compuesto se aplica a plantas, p. €j., en una base periddica, o a hongos. En otra realizacion, las
plantas se modifican genéticamente para producir un compuesto. En otra realizacion, las plantas y las frutas se
tratan con un compuesto antes de cosecharse y enviarse para aumentar la resistencia al dafio durante el envio. Las
semillas de las plantas pueden también ponerse en contacto con los compuestos descritos en esta memoria, p. €j.,
para conservarlas.

En otras realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina pueden utilizarse para modular la vida en células de levadura. Las situaciones en las que puede ser
conveniente extender la vida de las células de levadura incluyen cualquier proceso en el que se usa levadura, p. €j.,
la elaboracién de cerveza, yogurt y articulos de panaderia, p. €j., pan. El uso de levadura con una vida extendida
puede generar menos uso de levadura o puede hacer que la levadura sea mas activa por periodos de tiempo mas
largos. La levadura u otras células mamiferas utilizadas para producir proteinas pueden también tratarse como se
describe en la presente memoria.

Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
también utilizarse para aumentar la vida, la resistencia al estrés y la resistencia a la apoptosis en insectos. En esta
realizacion, los compuestos se aplicarian a insectos utiles, p. ej., abejas y otros insectos que estan implicados en la
polinizacion de las plantas. En una realizacion especifica, un compuesto se aplicaria a abejas implicadas en la
produccién de miel. En general, los métodos descritos en esta memoria pueden aplicarse a cualquier organismo, p.
ej., eucariota, que puede tener importancia comercial. Por ejemplo, pueden aplicarse a peces (acuacultura) y pajaros
(p. €j., pollo y aves).

Dosis mas altas de los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden también usarse como pesticida, interfiriendo con la regulacién de genes silenciados y con la
regulacion de apoptosis durante el desarrollo. En esta realizacién, un compuesto puede aplicarse a plantas usando
un método conocido en la técnica que asegure que el compuesto esté biodisponible para larvas de insectos y no
para plantas.

Por lo menos en vista de la conexion entre la reproduccion y la longevidad (Longo y Finch, Science, 2002), los
compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden
aplicarse para efectuar la reproduccién de organismos tales como insectos, animales y microorganismos.

4 Ensayos

Incluso otros métodos contemplados en la presente memoria incluyen métodos de cribado para identificar
compuestos o agentes que modulan las sirtuinas. Un agente puede ser un acido nucleico, tal como un aptamero.
Los ensayos pueden realizarse en un formato basado en células o libre de células. Por ejemplo, un ensayo puede
comprender incubar (0 contactar) una sirtuina con un agente de ensayo bajo condiciones en las que una sirtuina
puede ser modulada por un agente conocido por modular la sirtuina, y monitorear o determinar el nivel de
modulacion de la sirtuina en presencia del agente de ensayo en relacion con la ausencia del agente de ensayo. El
nivel de modulacién de una sirtuina puede determinarse determinando su capacidad de desacetilar un sustrato. Los
sustratos ilustrativos son péptidos acetilados que pueden obtenerse de BIOMOL (Plymouth Meeting, PA). Los
sustratos preferidos incluyen péptidos de p53, tales como aquellos que comprenden un K382 acetilado. Un sustrato
particularmente preferido es Fluor de Lys-SIRT1 (BIOMOL), es decir, el péptido acetilado Arg-His-Lys-Lys. Otros
sustratos son péptidos de las histonas humanas H3 y H4 o un aminoacido acetilado. Los sustratos pueden ser
fluorogénicos. La sirtuina puede ser SIRT1, Sir2, SIRT3, o sus porciones. Por ejemplo, SIRT1 recombinante puede
obtenerse de BIOMOL. La reaccién puede llevarse a cabo durante aproximadamente 30 minutos y detenerse, p. €j.,
con nicotinamida. El kit de descubrimiento de ensayos/farmacos de actividad fluorescente HDAC (AK-500, BIOMOL
Research Laboratories) puede usarse para determinar el nivel de acetilacién. Se describen ensayos similares
en Bitterman et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:45099. El nivel de modulacién de la sirtuina en un ensayo puede
compararse con el nivel de modulacién de la sirtuina en presencia de uno o mas compuestos (separada o
simultdneamente) descritos en la presente invencion, que pueden servir como controles positivos o negativos. Las
sirtuinas para uso en los ensayos pueden ser proteinas sirtuina de longitud total o sus porciones. Dado que se ha
demostrado en este documento que los compuestos activadores parecen interactuar con el término N de SIRT1, las
proteinas para uso en los ensayos incluyen porciones N-terminales de sirtuinas, p. €j., aproximadamente 1-176 o 1-
255 aminoacidos de SIRT1; aproximadamente 1-174 o 1-252 aminoacidos de Sir2.

En una realizacion, un ensayo de cribado comprende (i) contactar una sirtuina con un agente de ensayo y un
sustrato acetilado bajo condiciones apropiadas para que la sirtuina desacetile el sustrato en ausencia del agente de
ensayo ; y (ii) determinar el nivel de acetilacién del sustrato, donde un nivel inferior de acetilacion del sustrato en
presencia del agente de ensayo en relaciéon con la ausencia del agente de ensayo indica que el agente de ensayo
estimula la desacetilacion por parte de la sirtuina, mientras que un nivel mayor de acetilacién del sustrato en
presencia del agente de ensayo en relaciéon con la ausencia del agente de ensayo indica que el agente de ensayo
inhibe la desacetilacidn por parte de la sirtuina.
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Los métodos para identificar un agente que modula, p. €j., estimula o inhibe, las sirtuinas in vivo puede comprender
(i) contactar una célula con un agente de ensayo y un sustrato capaz de ingresar en una célula en presencia de un
inhibidor HDAC de clase | y de clase Il bajo condiciones apropiadas para que la sirtuina desacetile el sustrato en
ausencia del agente de ensayo ; y (ii) determinar el nivel de acetilacion del sustrato, donde un nivel inferior de
acetilacion del sustrato en presencia del agente de ensayo en relaciéon con ausencia del agente de ensayo indica
que el agente de ensayo estimula la desacetilacion por parte de la sirtuina, mientras que un nivel mayor de
acetilacion del sustrato en presencia del agente de ensayo en relacién con ausencia del agente de ensayo indica
que el agente de ensayo inhibe la desacetilacion por parte de la sirtuina. Un sustrato preferido es un péptido
acetilado, que es también preferiblemente fluorogénico, como se describe en mas detalle en este documento. El
método comprende ademas lisar las células para determinar el nivel de acetilacién del sustrato. Los sustratos
pueden anadirse a las células en una concentracion que oscila entre aproximadamente 1 uM y aproximadamente
10mM, preferiblemente entre aproximadamente 10uM y 1mM, incluso mas preferiblemente entre aproximadamente
100puM y 1mM, tal como aproximadamente 200puM. Un sustrato preferido es una lisina acetilada, p. €j., e-acetil lisina
(Fluor de Lys, FdL) o Fluor de Lys-SIRT1. Un inhibidor preferido de HDAC de clase | y de clase Il es tricostatina A
(TSA), que puede usarse a concentraciones que oscilan entre aproximadamente 0,01 y 100uM, preferiblemente
entre aproximadamente 0,1 y 10pM, tal como 1uM. La incubacién de células con el compuesto de ensayo y el
sustrato puede realizarse durante aproximadamente 10 minutos hasta 5 horas, preferiblemente durante
aproximadamente 1-3 horas. Ya que TSA inhibe todos los HDAC de clase | y de clase I, y que ciertos sustratos, p.
ej., Fluor de Lys, son deficientes para SIRT2 e incluso peores para SIRT3-7, dicho ensayo puede usarse para
identificar moduladores de SIRT1 in vivo.

5. Composiciones farmacéuticas

Los compuestos moduladores de sirtuina descritos en esta memoria pueden formularse en un modo convencional
usando uno o mas vehiculos o excipientes fisioldgicamente aceptables. Por ejemplo, los compuestos moduladores
de sirtuina y sus sales y solvatos fisioldgicamente aceptables pueden formularse para administracién, por ejemplo,
por inyeccion (p. ej., SubQ, IM, IP), inhalacion o insuflacion ( bien por boca o nariz) o administracion oral, bucal,
sublingual, transdérmica, nasal, parenteral o rectal. En una realizacion, un compuesto modulador de sirtuina puede
administrarse localmente, en el sitio donde estan presentes las células diana, es decir, en un tejido, érgano o fluido
especifico (p. €j., sangre, liquido cefalorraquideo, etc.).

Los compuestos moduladores de sirtuina pueden formularse para una diversidad de modos de administracion,
incluyendo la administracion sistémica y tépica o localizada. Las técnicas y formulaciones en general se pueden
hallar en Remington's Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PA. Para administracion parenteral,
se prefiere una inyeccion, que puede ser intramuscular, intravenosa, intraperitoneal y subcutanea. Para inyeccion,
los compuestos pueden formularse en disoluciones liquidas, preferiblemente en tampones fisiolégicamente
compatibles tales como disolucion de Hank o disolucion de Ringer. Ademas, los compuestos pueden formularse en
forma solida y redisolverse o suspenderse inmediatamente antes del uso. También se incluyen las formas
liofilizadas.

Para la administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden tomar la forma, por ejemplo, de comprimidos,
grageas o capsulas preparados por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables, tales
como agentes aglomerantes (por ejemplo, almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa); agentes de carga (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrégeno-fosfato de
calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata
o almidon glicolato de sodio); o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio). Los comprimidos se
pueden revestir de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para la
administracion oral pueden tener la forma, por ejemplo, de disoluciones, jarabes o suspensiones, o se pueden
presentar como un producto seco para su constitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas
preparaciones liquidas pueden prepararse por medios convencionales con aditivos aceptables farmacéuticamente,
tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles
hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lectina o goma arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo,
aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo,
metil- o propil-p-hidroxibenzoatos o acido sorbico). Las preparaciones también pueden contener sales de
tamponamiento, agentes de sabor, color y edulcorantes segin sea adecuado. Las preparaciones para
administracion oral se pueden formular adecuadamente para dar liberacion controlada del compuesto activo.

Para la administracion por inhalacion (p. ej., administracion pulmonar), los compuestos moduladores de sirtuina
pueden administrarse convenientemente en forma de una presentacion de pulverizacion de aerosol desde envases
presurizados o desde un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, dioxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol
presurizado, la unidad de dosificacién puede determinarse proporcionando una valvula para administrar una
cantidad medida. Las capsulas y los cartuchos de, por ejemplo, gelatina para uso en un inhalador o insuflador se
pueden formular para que contengan una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como
lactosa o almidon.
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Los compuestos moduladores de sirtuina pueden formularse para administracion parenteral por inyeccion, p. ej.,
inyeccion intravenosa rapida o infusion continua. Las formulaciones para inyectables se pueden presentar en forma
de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas, o en recipientes multidosis con un conservante afadido. Las
composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones, o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o
dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para reconstituirlo con un
vehiculo adecuado, p.ej. agua estéril apirogénica, antes de su uso.

Los compuestos moduladores de sirtuina también pueden formularse en composiciones rectales tales como
supositorios 0 enemas de retencion, que contienen por ejemplo bases de supositorio convencionales tales como
manteca de cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones previamente descritas, los compuestos moduladores de sirtuina también se pueden
formular en forma de una preparacion de depdsito. Tales formulaciones de larga accidon pueden administrarse por
implantacion (por ejemplo por via subcutanea o intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Asi, por ejemplo, los
compuestos moduladores de sirtuina pueden formularse con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por
ejemplo como una emulsion en un aceite aceptable) o con resinas de intercambio i6nico, o como derivados muy
poco solubles, por ejemplo, como una sal muy poco soluble. La formula de liberacién controlada también incluye
parches.

En determinadas realizaciones, los compuestos descritos en esta memoria pueden formularse para administracion al
sistema nervioso central (SNC) (revisado en Begley, Pharmacology & Therapeutics 104: 29-45 (2004)). Los
planteamientos convencionales para administracion de farmacos al SNC incluyen: estrategias neuroquirdrgicas (p.
€j., inyeccion intracerebral o infusién intracerebroventricular); manipulacién molecular del agente (p. €j., produccion
de una proteina de fusién quimérica que comprende un péptido de transporte que tiene afinidad hacia una molécula
de superficie de células endoteliales en combinacion con un agente que es por si mismo capaz de cruzar el BBB) en
un intento de explotar una de las rutas de transporte endégeno del BBB; las estrategias farmacoldgicas disefiadas
para aumentar la solubilidad de los lipidos de un agente (p. €j., conjugacion de agentes solubles en agua a vehiculos
de colesterol o lipido); y la ruptura transitoria de la integridad del BBB por ruptura hiperosmética (que resulta de la
infusién de disolucién de manitol en la arteria carétida o el uso de un agente biolégicamente activo tal como un
péptido de angiotensina).

Una posibilidad para lograr la cinética de liberacién sostenida es embeber o encapsular el compuesto activo en
nanoparticulas. Las nanoparticulas pueden administrarse como polvo, como una mezcla de polvo con excipientes
afnadidos, o como suspensiones. Las suspensiones coloidales de nanoparticulas pueden administrarse facilmente a
través de una canula con un didmetro pequefio.

Las nanoparticulas son particulas con un diametro de aproximadamente 5 nm a aproximadamente 1000 nm. El
término "nanoparticulas", tal como se emplea en lo sucesivo, se refiere a particulas formadas por una matriz
polimérica en la que se dispersa el compuesto activo, también conocidas como "nanoesferas", y también se refiere
a nanoparticulas que estan compuestas por un nucleo que contiene el compuesto activo, rodeado de una membrana
polimérica, también conocida como "nanocapsulas". En determinadas realizaciones, se prefieren las nanoparticulas
que tienen un diametro de aproximadamente 50 nm a aproximadamente 500 nm, en particular de aproximadamente
100 nm a aproximadamente 200 nm.

Las nanoparticulas se pueden preparar por polimerizacion in situ de mondmeros dispersados o usando polimeros
preformados. Ya que los polimeros que se preparan in situ, con frecuencia no son biodegradables y/o contienen
subproductos muy toxicos, se prefieren los polimeros preformados. Las nanoparticulas de polimeros preformados
pueden prepararse por técnicas diferentes, p. €j., por evaporacion en emulsion, desplazamiento de disolvente,
remocion de sales, molienda mecanica, microprecipitacion y por difusién de emulsificacion.

Con los métodos anteriormente descritos, las nanoparticulas pueden formarse con diversos tipos de polimeros. Para
uso en el método de la presente invencidn, se prefieren las nanoparticulas hechas a partir de polimeros
biocompatibles. El término "biocompatible" se refiere a material que después de la introduccién en un entorno
bioldgico no tiene efectos importantes para el entorno biolégico. De los polimeros biocompatibles se prefieren
especialmente aquellos polimeros que son también biodegradables. El término "biodegradable" se refiere a material
que después de la introduccion en un entorno bioldgico se degrada enzimatica o quimicamente en moléculas mas
pequefas, que pueden posteriormente eliminarse. Los ejemplos son poliésteres de acidos hidroxicarboxilicos tales
como acido poli(lactico) (PLA), acido poli(glicdlico) (PGA), policaprolactona (PCL), copolimeros de acido lactico y
acido glicélico (PLGA), copolimeros de acido lactico y caprolactona, poliepsilon caprolactona, polihidroxi acido
butirico y poli(orto)ésteres, poliuretanos, polianhidridos, poliacetales, polidihidropiranos, policianoacrilatos, polimeros
naturales tales como alginato y otros polisacaridos, incluidos dextrano y celulosa, colageno y albumina.

Los modificadores de superficie adecuados pueden preferiblemente seleccionarse entre excipientes farmacéuticos
organicos e inorganicos conocidos. Dichos excipientes incluyen varios polimeros, oligdmeros de bajo peso
molecular, productos naturales y tensioactivos. Los modificadores de superficie preferidos incluyen tensioactivos no
idnicos y ionicos. Los ejemplos representativos de modificadores de superficie incluyen gelatina, caseina, lecitina
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(fosfatidas), goma acacia, colesterol, tragacanto, acido estearico, cloruro de benzalconio, estearato de calcio, glicerol
monoestearato, alcohol cetoestearilico, cera emulsionante cetomacrogol, ésteres de sorbitan, éteres de
polioxietilenalquilo, p. €j., ésteres de macrogol tales como cetomacrogol 1000, derivados de aceite de ricino y
polioxietileno, ésteres de acido graso polioxietileno sorbitan, p. ej., los polietilenglicoles comercializados TweensTM,
estearatos de polioxietileno, didxido de silicio coloidal, fosfatos, dodecilsulfato sédico, carboximetilcelulosa de calcio,
carboximetilcelulosa sddica, metilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, celulosa no cristalina, silicato de magnesio y aluminio, trietanolamina, alcohol polivinilico y
polivinilpirrolidona (PVP). La mayoria de estos modificadores de superficie se conocen como excipientes
farmacéuticos y se describen en detalle en Handbook of Pharmaceutical Excipients, publicado conjuntamente con
American Pharmaceutical Association y con The Pharmaceutical Society of Great Britain, the Pharmaceutical Press,
1986.

Se puede hallar otra descripciéon sobre cédmo preparar nanoparticulas, por ejemplo, en la patente estadounidense
nam. 6.264.922.

Los liposomas son otro sistema de administracion de farmacos que es facilmente inyectable. Por ende, en el método
de la invencion los compuestos activos pueden también administrarse en la forma de un sistema de administracion
de liposomas. El experto en la técnica conoce los liposomas. Los liposomas pueden formarse a partir de una
diversidad de fosfolipidos tales como colesterol, estearilamina o fosfatidilcolinas. Los liposomas utilizables para el
método de la invencidon abarcan todos los tipos de liposomas, incluyendo sin limitacion, vesiculas unilamelares
pequenas, vesiculas unilamelares grandes y vesiculas multilamelares.

Los liposomas se utilizan para una diversidad de propdsitos terapéuticos y, en particular, para transportar agentes
terapéuticos hacia las células diana. Ventajosamente, las formulaciones de farmacos con liposomas ofrecen el
potencial de propiedades de administracion de farmacos mejoradas, que incluyen, por ejemplo, la liberacion
controlada del farmaco. A menudo se necesita una extension del tiempo de circulacion para que los liposomas
alcancen una region, célula o sitio diana. En particular, esto es necesario cuando la region, célula o sitio diana no
esta situada cerca del sitio de administracion. Por ejemplo, cuando los liposomas se administran sistémicamente, es
conveniente recubrir los liposomas con un agente hidréfilo, por ejemplo, un recubrimiento de cadenas de polimero
hidréfilo tal como polietilenglicol (PEG) para extender el tiempo de circulacidn en la sangre de los liposomas. Dichos
liposomas de superficie modificada cominmente se denominan liposomas "de larga circulaciéon" o "estéricamente
estabilizados".

Una modificacién de superficie a un liposoma es la unién de cadenas de PEG, tipicamente que tienen un peso
molecular de aproximadamente 1000 daltons (Da) a aproximadamente 5000 Da, y hasta aproximadamente 5 por
ciento en moles (%) de los lipidos que componen los liposomas (véase, por ejemplo, Stealth Liposomes, CRC Press,
Lasic, D. and Martin, F., eds., Boca Raton, Fla., (1995)), y referencias alli citadas. La farmacocinética exhibida por
dichos liposomas se caracteriza por una reducciéon dependiente de la dosis en la absorcién de los liposomas por el
higado y el bazo mediante el sistema de fagocitos mononucleares (MPS), y un tiempo de circulacién en la sangre
significativamente prolongado, en comparaciéon con liposomas sin modificacién de superficie, que tienden a
eliminarse rapidamente de la sangre y acumularse en el higado y el bazo.

En determinadas realizaciones, el complejo se protege para aumentar la semivida circulatoria del complejo, o se
protege para aumentar la resistencia de acido nucleico a degradacion, por ejemplo, degradacion por nucleasas.

Tal como se emplea en la presente memoria, "proteger" y sus cognados tales como "protegido", se refiere a la
capacidad de "los restos protectores" de reducir la interaccion no especifica de los complejos descritos en la
presente memoria con complemento sérico o con otras especies presentes en suero in vitro o in vivo. Los restos
protectores pueden reducir la interaccion o la uniéon a estas especies a través de uno o mas mecanismos, por
ejemplo, interacciones electrénicas no especificas o estéricas no especificas. Los ejemplos de dichas interacciones
incluyen interacciones electrostaticas no especificas, interacciones de carga, interacciones Van der Waals,
obstaculizacion estérica y similares. Para que un resto actue como resto protector, el mecanismo o los mecanismos
mediante los cuales puede reducir la interaccién, la asociacion o la unién con el complemento de suero u otras
especies no tiene que ser identificado. Uno puede determinar si un resto puede actuar como un resto protector,
determinando si o hasta qué punto un complejo se une a especies séricas.

Cabe destacar que los "restos protectores" pueden ser multifuncionales. Por ejemplo, un resto protector puede
funcionar como, por ejemplo, un factor diana. Un resto protector puede también denominarse multifuncional con
respecto al mecanismo(s) mediante el cual protege al complejo. Sin desear estar limitados por el mecanismo o la
teoria propuestos, los ejemplos de dicho resto protector multifuncional son polimeros sintéticos de ruptura de
membrana endosomal sensibles al pH, tales como PPAA o PEAA. Se ha demostrado que ciertos acidos
poli(alquilacrilicos) rompen las membranas endosomales, mientras dejan la membrana de la superficie celular
externa intacta (Stayton et al. (2000) J. Controll. Release 65:203-220; Murthy et al. (1999) J. Controll. Release
61:137-143; WO 99/34831), aumentando asi la biodisponibilidad celular y funcionando como factor diana. No
obstante , PPAA reduce la unién del complemento de suero a los complejos en los que se incorpora, funcionando
asi como resto protector.
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Otro modo de producir una formulacién, particularmente una disolucién, de un modulador de sirtuina tal como
resveratrol o su derivado, es a través del uso de ciclodextrina. Por ciclodextrina se entiende a-, -, 0 y-ciclodextrina.
Las ciclodextrinas se describen en detalle en Pitha et al., patente estadounidense num. 4.727.064, que se incorpora
a la presente memoria por referencia. Las ciclodextrinas son oligémeros ciclicos de glucosa; estos compuestos
forman complejos de inclusién con cualquier farmaco cuya molécula puede caber en las cavidades en busqueda de
lipdfilos de la molécula de ciclodextrina.

La ciclodextrina de las composiciones de acuerdo con la invencion puede ser a-, -, o y-ciclodextrina. La a-
ciclodextrina contiene seis unidades de glucopiranosa; La -ciclodextrina contiene siete unidades de glucopiranosa;
y la y-ciclodextrina contiene ocho unidades de glucopiranosa. Se cree que la molécula forma un cono truncado que
tiene una apertura de nucleo de 4,7-5,3 angstroms, 6,0-6,5 angstroms, y 7,5-8,3 angstroms en a-, B- 0 y-
ciclodextrina, respectivamente. La composiciéon de acuerdo con la invencién puede comprender una mezcla de dos o
mas de las a-, B- o y-ciclodextrinas. Tipicamente, no obstante, la composicion de acuerdo con la invencion
comprendera solamente una de las a-, - o y-ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas mas preferidas en las composiciones de acuerdo con la invencién son compuestos de
ciclodextrinas amorfas. Por ciclodextrina amorfa se entiende mezclas no cristalinas de ciclodextrinas donde la
mezcla se prepara a partir de a-, - o y-ciclodextrina. En general, la ciclodextrina amorfa se prepara por alquilacion
no selectiva de la especie de ciclodextrina deseada. Los agentes de alquilacion adecuados para este propdsito
incluyen, aunque sin limitarse a ello, 6xido de propileno, glicidol, yodoacetamida, cloroacetato y 2-
dietilaminoetilcloruro. Las reacciones se llevan a cabo para producir mezclas que contengan una pluralidad de
componentes, previniendo asi la cristalizacion de la ciclodextrina. Se pueden preparar diversas ciclodextrinas
alquiladas vy, por supuesto, variaran dependiendo de la especie de inicio de la ciclodextrina y del agente alquilante
que se emplee. Entre las ciclodextrinas amorfas adecuadas para composiciones de acuerdo con la invencién se
encuentran hidroxipropilo, hidroxietilo, glucosilo, maltosilo y derivados de maltotriosilo de [-ciclodextrina,
carboxiamidometil-B-ciclodextrina,  carboximetil-B-ciclodextrina,  hidroxipropil-B-ciclodextrina y dietilamino-3-
ciclodextrina.

Un ejemplo de resveratrol disuelto en presencia de una ciclodextrina se provee en Marier et al., J. Pharmacol. Exp.
Therap. 302:369-373 (2002), donde una disolucion de 6 mg/mL de resveratrol se prepard usando disolucion salina al
0,9% que contiene 20% de hidroxilpropil-B-ciclodextrina.

Como se mencioné anteriormente, las composiciones de la invencién comprenden una preparacidon acuosa de
ciclodextrina amorfa preferiblemente sustituida y uno o mas moduladores de sirtuina. Las cantidades relativas de
moduladores de sirtuina y ciclodextrina variaran dependiendo de la cantidad relativa de cada uno de los
moduladores de sirtuina y del efecto de la ciclodextrina sobre el compuesto. En general, la relacion en peso del
compuesto de los moduladores de sirtuina al peso del compuesto de ciclodextrina oscilara entre 1:1y 1:100. Se cree
que una relacion en peso a peso en un intervalo de 1:5 a 1:50 y mas preferiblemente en un intervalo de 1:10 a 1:20
del compuesto seleccionado a partir de los moduladores de sirtuina a ciclodextrina es la mas eficaz para aumentar la
disponibilidad circulante del modulador de sirtuina.

Cabe destacar que si la disolucién acuosa que comprende los moduladores de sirtuina y una ciclodextrina se va a
administrar parenteralmente, especialmente via ruta intravenosa, una ciclodextrina estara sustancialmente libre de
contaminantes pirogénicos. Se pueden adquirir diversas formas de ciclodextrina, tales como formas de ciclodextrina
amorfa, de una serie de proveedores, incluyendo Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, Mo., EE. UU.). Un método para la
produccioén de hidroxipropil-B-ciclodextrina se describe en Pitha et al., patente estadounidense nim. 4.727.064.

La descripcion adicional del uso de ciclodextrina para solubilizar compuestos puede hallarse en el documento US
2005/0026849.

Las formas de dosificacion de rapida desintegracion o disolucion son Utiles para la absorcion rapida, particularmente
la absorcién bucal y sublingual de agentes farmacéuticamente activos. Las formas de dosificacion de rapida
disolucion son beneficiosas para los pacientes, como pacientes de edad avanzada o pacientes pediatricos, que
tienen dificultad para deglutir las tipicas formas de dosificacion sélidas, como comprimidos y comprimidos oblongos.
Ademas, las formas de dosificacién de disolucién rapida superan desventajas asociadas con, por ejemplo, las
formas de dosificacion masticables, donde la longitud de tiempo en que un agente activo permanece en la boca del
paciente cumple una funcion importante en determinar la cantidad de enmascaramiento del sabor y el grado al cual
el paciente puede objetar aspereza en la garganta del agente activo.

Para superar dichos problemas, los fabricantes han desarrollado una serie de formulaciones orales de dosis sélidas
de disolucion rapida. Se encuentran disponibles de los fabricantes, incluidos Cima Labs, Fuisz Technologies Ltd.,
Prographarm, R. P. Scherer, Yamanouchi-Shaklee, y McNeil-PPC, Inc. Todos estos fabricantes comercializan
diferentes tipos de formas de dosificacion sdlidas que se disuelven rapidamente. Véanse p. e€j., las patentes y

publicaciones de Cima Labs tales como las patentes estadounidenses nam.
5.607.697, 5.503.846, 5.223.264, 5.401.513, 5.219.574 y 5.178.878, WO 98/46215, WO 98/14179; las patentes para
Fuisz  Technologies, ahora parte de BioVail, tales como patentes estadounidenses  num.

5.871.781, 5.869.098, 5.866.163, 5.851.553, 5.622.719, 5.567.439 y 5.587.172; patente  estadounidense  num.
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5.464.632 para Prographarm; patentes para R. P. Scherer tales como patentes estadounidenses num.
4.642.903, 5.188.825, 5.631.023 y 5.827.541; patentes para Yamanouchi-Shaklee tales como patentes
estadounidenses num. 5.576.014 y 5.446.464; patentes para Janssen tales como patentes estadounidenses num.
5.807.576, 5.635.210, 5.595.761, 5.587.180 y 5.776.491; patentes estadounidenses nam.
5.639.475y 5.709.886 para Eurand America, Inc.; patentes estadounidenses num. 5.807.578 y 5.807.577 para
L.A.B. Pharmaceutical Research; patentes para Scherlng Corporation tales como patentes estadounidenses num.
5.112.616 y 5.073.374; patente estadounidense num. 4.616.047 para Laboratoire L. LaFon; patente estadounidense
num. 5.501.861 para Takeda Chemicals Inc., Ltd.; y patente estadounidense nim. 6.316.029 para Elan.

En un ejemplo de preparacion de un comprimido de disolucion rapida, los granulos para comprimidos de disolucion
rapida preparados por procedimientos de secado por atomizacién o pre-compactacion se mezclan con excipientes y
se comprimen en comprimidos usando maquinaria convencional para preparacion de comprimidos. Los granulos
pueden combinarse con una diversidad de vehiculos, incluyendo sacaridos de baja densidad y alta moldeabilidad,
sacéridos de baja moldeabilidad, combinaciones de polioles, y luego comprimirse directamente en un comprimido
que exhiba un mejor perfil de disolucion y desintegracion.

Los comprimidos de acuerdo con la presente invencion tipicamente tienen una dureza de aproximadamente 2 a
aproximadamente 6 unidades Strong-Cobb (scu). Los comprimidos dentro de este intervalo de dureza se
desintegran o disuelven rapidamente al masticarlos. Adicionalmente, los comprimidos se desintegran rapidamente
en agua. En promedio, un comprimido tipico de 1,1 a 1,5 gramos se desintegra en 1-3 minutos sin agitar. Esta
rapida desintegracion facilita la administracion del material activo.

Los granulos utilizados para preparar comprimidos pueden ser, por ejemplo, mezclas de carbohidratos o sales de
metal alcalino térreo de baja densidad. Por ejemplo, una mezcla de sales de metal alcalino térreo incluye una
combinacién de carbonato célcico e hidroxido de magnesio. De modo similar, un comprimido de disolucion rapida
puede prepararse de acuerdo con los métodos de la presente invencion, que incorpora el uso de A) carbonato
calcico/maltodextrina extra liviana secada por atomizacién, B) hidroxido de magnesio y C) una combinacion de
polioles eutéctica que incluye Sorbitol Instant, xilitol y manitol. Estos materiales se han combinado para producir un
comprimido de baja densidad que se disuelve muy rapidamente y promueve la desintegracion rapida del ingrediente
activo. Ademas pueden combinarse granulos pre-compactados y secados por atomizacién en el mismo comprimido.

Para preparacion de un comprimido de disolucion rapida, un modulador de sirtuina Util en la presente invencion
puede tener la forma particulada, granular, cristalina, oleosa o de disolucién. El modulador de sirtuina para uso en la
presente invencion puede ser un producto secado por atomizacién o un adsorbato que haya sido pre-compactado
hasta una forma granular mas dura que reduzca el gusto a medicamento. Un ingrediente activo farmacéutico para
uso en la presente invencion puede ser secado por atomizacidon con un vehiculo que prevenga que el ingrediente
activo sea facilmente extraido del comprimido al masticar.

Ademas de anadirse directamente a los comprimidos de la presente invencion, el farmaco propiamente dicho puede
ser procesado mediante el proceso de pre-compactacion para lograr una mayor densidad antes de incorporarse a la
formulacion.

El proceso de pre-compactacion utilizado en la presente invencion puede usarse para administrar materiales
farmacéuticos poco solubles, de modo tal de mejorar la liberacién de dichos materiales farmacéuticos frente a las
formas de dosificacién tradicionales. Esto podria permitir el uso de niveles de dosificacion inferiores para administrar
niveles biodisponibles equivalentes de farmaco y reducir asi los niveles de toxicidad de ambas entidades quimicas
nuevas y comercializadas. Los materiales farmacéuticos poco solubles pueden usarse en la forma de
nanoparticulas, que son particulas del tamafio de un nanémetro.

Ademas del ingrediente activo y de los granulos preparados a partir de sales de metal alcalino térreo de baja
densidad y/o carbohidratos hidrosolubles, los comprimidos de disolucion rapida pueden formularse usando vehiculos
0 excipientes convencionales y técnicas farmacéuticas consolidadas. Los vehiculos o excipientes convencionales
incluyen, aunque sin limitarse a ello, diluyentes, aglutinantes, adhesivos (es decir, derivados de celulosa y derivados
acrilicos), lubricantes (es decir, estearato de magnesio o calcio, aceites vegetales, polietilenglicoles, talco,
laurilsulfato sédico, monoestearato de polioxietileno), desintegrantes, colorantes, saporiferos, conservantes,
edulcorantes y materiales varios tales como tampones y adsorbentes.

Se puede hallar una descripcién adicional de la preparacion de comprimidos de disolucion rapida, por ejemplo, en la
patente estadounidense num. 5.939.091.

Las composiciones farmacéuticas (incluyendo preparaciones osmoticas) pueden comprender entre
aproximadamente 0,00001 y 100%, tal como entre 0,001 y 10% o entre 0,1% y 5% en peso de uno o mas de los
compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria.

En una realizaciéon, un compuesto modulador de sirtuina descrito en esta memoria se incorpora a una formulacion

tépica que contiene un vehiculo tépico que es en general adecuado para administracion toépica de un farmaco y que

comprende cualquiera de dichos materiales conocidos en la técnica. El vehiculo tépico puede seleccionarse como

para proporcionar la composicion en la forma deseada, p. €j., como un unglento, locién, crema, microemulsion, gel,
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aceite, disolucion o similar, y puede estar comprendido por un material de origen natural o sintético. Es preferible
que el vehiculo seleccionado no afecte adversamente al agente activo u otros componentes de la formulacién topica.
Los ejemplos de vehiculos tépicos adecuados incluyen agua, alcoholes y otros disolventes organicos no toxicos,
glicerina, aceite mineral, silicona, vaselina, lanolina, 4cidos grasos, aceites vegetales, ceras y similares.

Las formulaciones pueden ser ungiientos, lociones, cremas, microemulsiones y geles incoloros e inoloros.

Los compuestos moduladores de sirtuina pueden incorporarse en ungiientos, que en general son preparaciones
semisdlidas tipicamente basadas en vaselina o derivados de vaselina. La base del ungiiento especifica para usar,
como apreciaran los expertos en la técnica, es una que proporciona 6ptima administracion del farmaco vy,
preferiblemente, provee también otras caracteristicas deseadas, p. €j., emoliencia o similares. Al igual que con otros
vehiculos, una base de unglento debe ser inerte, estable, no irritante y no sensibilizante. Como se explica en
Remington's (supra) las bases de ungliento pueden agruparse en cuatro clases: bases oleaginosas; bases
emulsionantes; bases en emulsién; y bases hidrosolubles. Las bases de unguento oleaginosas incluyen, por
ejemplo, aceites vegetales, grasas obtenidas de animales e hidrocarburos semisélidos obtenidos del petrdleo. Las
bases de ungliento emulsionantes, también conocidas como bases de unguento absorbentes, contienen poca agua
0 no contienen agua e incluyen, por ejemplo, sulfato de hidroxistearina, lanolina anhidra y vaselina hidréfila. Las
bases de ungliento en emulsion son o bien emulsiones agua en aceite (W/O) o emulsiones aceite en agua (O/W) e
incluyen, por ejemplo, alcohol cetilico, gliceril monostearato, lanolina y acido estearico. Las bases de ungiento
hidrosolubles ilustrativas se preparan a partir de polietilenglicoles (PEG) de peso molecular variable; de nuevo , se
puede consultar Remington's, supra, para mayor informacion.

Los compuestos activadores de sirtuina pueden incorporarse en lociones, que en general son preparaciones para
aplicar a la superficie de la piel sin friccion, y son preparaciones tipicamente liquidas o semiliquidas en las que las
particulas sélidas, incluyendo el agente activo, estan presentes en una base de agua o alcohol. Las lociones son
usualmente suspensiones de solidos, y pueden comprender una emulsion oleosa liquida del tipo aceite en agua. Las
lociones son formulaciones preferidas para tratar grandes areas corporales, debido a la facilidad de aplicaciéon de
una composiciéon mas fluida. En general es necesario que la materia insoluble en una locién sea finamente dividida.
Las lociones tipicamente contendran agentes de suspension para producir mejores dispersiones como también
compuestos Utiles para localizar y sostener el agente activo en contacto con la piel, p. ej., metilcelulosa,
carboximetilcelulosa sodica o similar. Una locién ilustrativa para uso junto con el presente método contiene
propilenglicol mezclado con una vaselina hidréfila tal como aquella que se puede obtener con la marca
AquaphorRTM de Beiersdorf, Inc. (Norwalk, Conn.).

Los compuestos moduladores de sirtuina pueden incorporarse en cremas, que en general son emulsiones liquidas o
semisolidas viscosas, o bien aceite en agua o agua en aceite. Las bases en crema son lavables en agua y contienen
una fase oleosa, un emulsionante y una fase acuosa. La fase oleosa en general estd compuesta por vaselina y un
alcohol graso tal como alcohol cetilico o estearilico; la fase acuosa usualmente, aunque no necesariamente, excede
la fase oleosa en volumen, y en general contiene un humectante. El emulsionante en una formulacién de crema,
como se explica en Remington 's, supra, en general es un tensioactivo no iénico, anionico, catiénico o anfétero.

Los compuestos moduladores de sirtuina pueden incorporarse a microemulsiones, que en general son dispersiones
termodinamicamente estables, isotrépicamente transparentes de dos liquidos inmiscibles, tal como aceite y agua,
estabilizados por una pelicula interfacial de moléculas de tensioactivo (Encyclopedia of Pharmaceutical Technology
(Nueva York: Marcel Dekker, 1992), volumen 9). Para la preparacién de microemulsiones, el tensioactivo
(emulsionante), cotensioactivo (coemulsionante), una fase oleosa y una fase acuosa son necesarios. Los
tensioactivos adecuados incluyen cualquier tensioactivo util en la preparacion de emulsiones, p. €j., emulsionantes
tipicamente utilizados en la preparacion de cremas. El co-tensioactivo (o "co-emulsionante") en general se
selecciona del grupo de derivados de poliglicerol, derivados de glicerol y alcoholes grasos. Las combinaciones
emulsionante/co-emulsionante preferidas son en general, aunque no necesariamente, seleccionadas del grupo que
consiste en: glicerii monostearato y polioxietilen-estearato; polietilenglicol y etilenglicol palmitoestearato; y
triglicéricos caprilicos y capricos y oleoil macrogolglicéridos. La fase acuosa incluye no solamente agua, sino
también tipicamente tampones, glucosa, propilenglicol, polietilenglicoles, preferiblemente polietilenglicoles de peso
molecular inferior (p. ej., PEG 300 y PEG 400), y/o glicerol y similares, mientras que la fase oleosa en general
comprendera, por ejemplo, ésteres de acido graso, aceites vegetales modificados, aceites de silicona, mezclas de
mono- di- y triglicéridos, mono- y di-ésteres de PEG (p. €j., . oleoil macrogol glicéridos), etc.

Los compuestos moduladores de sirtuina pueden incorporarse a formulaciones en gel que en general son sistemas
semisolidos que consisten en suspensiones compuestas por pequefias particulas inorganicas (sistemas bifasicos) o
grandes moléculas organicas distribuidas sustancialmente de manera uniforme por un vehiculo (geles monofasicos).
Los geles monofasicos pueden prepararse, por ejemplo, combinando el agente activo, un vehiculo liquido y un
agente de gelificacién adecuado tal como tragacanto (a 2 - 5%), alginato sédico (a 2-10%), gelatina (a 2-15%),
metilcelulosa (a 3-5%), carboximetilcelulosa sédica (a 2-5%), carbémero (a 0.3-5%) o alcohol polivinilico (a 10-20%)
juntos y mezclando hasta producir un producto semisoélido caracteristico. Otros agentes de gelificacion adecuados
incluyen metilhidroxicelulosa, polioxietileno-polioxipropileno, hidroxietilcelulosa y gelatina. Si bien los geles
comunmente emplean vehiculos acuosos liquidos, también pueden usarse alcoholes y aceites como el vehiculo
liquido.
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Pueden incluirse diversos aditivos, conocidos por el experto en la técnica, en formulaciones , p. €j., formulaciones
tépicas. Los ejemplos de aditivos incluyen, aunque sin limitarse a ello, solubilizantes, potenciadores de permeacién
en la piel, opacificadores, conservantes (p. €j., antioxidantes), agentes de gelificacion, agentes tampodn, tensioactivos
(particularmente tensioactivos no ionicos y anféteros), emulsionantes, emolientes, agentes espesantes,
estabilizantes, humectantes, colorantes, fragancia y similares. La inclusion de solubilizantes y/o potenciadores de
permeacion en la piel es particularmente preferida, junto con emulsionantes, emolientes y conservantes. Una
formulacion topica 6ptima comprende aproximadamente: 2 % en peso a 60 % en peso, preferiblemente 2% en peso
a 50% en peso de solubilizante y/o potenciador de permeacién en la piel; 2% en peso a 50 % en peso,
preferiblemente 2 % en peso a 20% en peso de emulsionantes; 2 % en peso a 20 % de emolientes; y 0,01 a 0,2% en
peso de conservantes, donde el agente activo y el vehiculo (p. €j., agua) componen el resto de la formulacion.

Un potenciador de permeacion en la piel sirve para facilitar el pasaje de niveles terapéuticos del agente activo a
través de un area de tamafio razonable de piel no quebrada. Los potenciadores adecuados se conocen en la técnica
e incluyen, por ejemplo: alcoholes inferiores tales como metanol etanol y 2-propanol; sulféxidos de alquilmetilo tales
como dimetilsulfoxido (DMSO), decilmetilsulféxido (C1o MSO) y tetradecilmetil sulféxido; pirrolidonas tales como 2-
pirrolidona, N-metil-2-pirrolidona y N-(-hidroxietil)pirrolidona; urea; N,N-dietil-m-toluamida; alcanodioles C;-Cs ;
disolventes varios tales como dimetil formamida (DMF), N,N-dimetilacetamida (DMA) alcohol tetrahidrofurfurilico; y
las azacicloheptan-2-onas 1-sustituidas, particularmente 1-n-dodecilciclazacicloheptan-2-ona (laurocapram;
disponibles con la marca Azone"™ de Whitby Research Incorporated, Richmond, Va.).

Los ejemplos de solubilizantes incluyen, pero sin limitacion, los siguientes: éteres hidréfilos tales como dietilenglicol
monoetiléter (etoxidiglicol, disponible como TranscutoIRTM) y etilenglicol monoetiléter oleato (disponible como
SoﬂcutoIRTM); derivados de aceite de ricino y polietileno tales como aceite de ricino polioxi 35, aceite de ricino
hidrogenado polioxi 40, etc.; polietilenglicol, particularmente polietilenglicoles de bajo peso molecular tales como
PEG 300 y PEG 400, y derivados de polietilenglicol tales como glicéridos caprilicos/capricos PEG-8 (comercializados
como LabrasoIRTM); alquilmetilsulféxidos tales como DMSO; pirrolidonas tales como 2-pirrolidona y N-metil-2-
pirrolidona; y DMA. Muchos solubilizantes pueden también actuar como potenciadores de absorcion. Se puede

incorporar un solo solubilizante a la formulacién, o una mezcla de solubilizantes.

Los emulsionantes y co-emulsionantes adecuados incluyen, sin limitacion, aquellos emulsionantes y co-
emulsionantes descritos con respecto a las formulaciones de microemulsiones. Los emolientes incluyen, por
ejemplo, propilenglicol, glicerol, isopropil miristato, polipropilenglicol-2 (PPG-2) miristil éter propionato y similares.

Otros agentes activos pueden también incluirse en las formulaciones, p. ej., otros agentes antinflamatorios,
analgésicos, agentes antimicrobianos, agentes antifungicos, antibiéticos, vitaminas, antioxidantes y agentes
bloqueadores solares comunmente hallados en formulaciones de pantallas solares, incluyendo sin limitacion,
antranilatos, benzofenonas (particulamente benzofenona-3), derivados de alcanfor, cinamatos (p. ej., octil
metoxicinamato), dibenzoilmetanos (p. ej., butil metoxidibenzoilmetano), acido p-aminobenzoico (PABA) y sus
derivados, y salicilatos (p. €j., octil salicilato).

En determinadas formulaciones topicas, el agente activo esta presente en una cantidad en el intervalo de
aproximadamente 0,25% en peso a 75 % en peso de la formulacién, preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 0,25% en peso a 30 % en peso de la formulacion, mas preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 0,5 % en peso a 15 % en peso de la formulacién, y lo mas preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 1,0 % en peso a 10 % en peso de la formulacién.

Las composiciones para tratamiento de la piel tépico pueden envasarse en un recipiente adecuado que se
corresponda con su viscosidad y uso final por parte del consumidor. Por ejemplo, una locién o crema puede
envasarse en un frasco o en un aplicador a bolilla, o en un dispositivo en aerosol con un propulsor, 0 en un
recipiente equipado con una bomba adecuada para operar con el dedo. Si la composicién es una crema, puede
simplemente conservarse en un frasco o recipiente no deformable para oprimir con la mano, tal como un tubo o un
frasco con tapa. La composicién puede también incluirse en capsulas tales como aquellas descritas en la patente
estadounidense num. 5.063.507. Por consiguiente, también se proveen recipientes cerrados que contienen una
composicion aceptable desde el punto de vista cosmético como se define en la presente memoria.

En una realizacion alternativa, se provee una formulacién farmacéutica para administracion oral o parenteral, en
cuyo caso la formulacion comprende una microemulsion que comprende un compuesto modulador como se
describié anteriormente, pero puede contener vehiculos, aditivos, etc. alternativos que sean farmacéuticamente
aceptables, particularmente adecuados para administracion del farmaco por via oral o parenteral. Alternativamente,
una microemulsiéon que contiene un compuesto modulador puede administrarse por via oral o parenteral
sustancialmente como se describié precedentemente, sin modificaciones.

Los complejos de fosfolipidos, p. e€j., complejos de resveratrol-fosfolipido, y su preparacién, se describen en la
publicacion de solicitud de patente estadounidense num. 2004/116386. Los métodos para estabilizar componentes
activos usando microcapsulas de poliol/polimero, y su preparacion, se describen en el documento US20040108608.
Los procedimientos para disolver compuestos lipéfilos en disolucién acuosa con copolimeros en bloque anfifilos se
describen en el documento WO 04/035013.
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Las afecciones del ojo pueden tratarse o prevenirse, p. €., con inyeccion sistémica, topica, intraocular de un
compuesto modulador de sirtuina, o por inserciéon de un dispositivo de liberacion sostenida que libere un compuesto
modulador de sirtuina. Un compuesto modulador de sirtuina que aumenta o reduce el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina puede administrarse en un vehiculo oftalmico farmacéuticamente aceptable, de modo tal que el
compuesto se mantenga en contacto con la superficie ocular por un periodo de tiempo suficiente para permitir que el
compuesto penetre en las regiones de la cornea e internas del ojo, como por ejemplo la camara anterior, camara
posterior, cuerpo vitreo, humor acuoso, humor vitreo, cornea, iris/surco ciliar, lente, coroides/retina y esclerética. El
vehiculo oftalmico farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, un unglento, aceite vegetal o un material
encapsulante. Alternativamente, los compuestos de la invencién pueden inyectarse directamente en el humor
acuoso o vitreo. En otra alternativa, los compuestos pueden administrarse sistémicamente, tal como por inyeccién o
infusién intravenosa, para tratamiento del ojo.

Los compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria pueden conservarse en un entorno libre
de oxigeno de acuerdo con los métodos de la técnica. Por ejemplo, puede prepararse resveratrol o su analogo en
una capsula sellada para administracion oral, tal como Capsugel de Pfizer, Inc.

Las células, p. ej., tratadas ex vivo con un compuesto modulador de sirtuina, pueden administrarse de acuerdo con
los métodos para administracion de un injerto a un sujeto, que pueden ir acompafiados, p. ej., de la administracion
de un farmaco inmunosupresor, p. €j., ciclosporina A. Para principios generales de formulaciones medicinales, el
lector puede consultar Cell Therapy: Stem Cell Transplantation, Gene Therapy, and Cellular Immunotherapy, de G.
Morstyn & W. Sheridan eds, Cambridge University Press, 1996; y Hematopoietic Stem Cell Therapy, E. D. Ball, J.
Lister & P. Law, Churchill Livingstone, 2000.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los compuestos moduladores de sirtuina pueden determinarse por
procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales. LDsp es la dosis
mortal para 50% de la poblacién. La EDsg es la dosis terapéuticamente eficaz en 50% de la poblacion. La relacion de
dosis entre efectos tdxicos y terapéuticos (LDso/EDsp) es el indice terapéutico. Se prefieren los compuestos
moduladores de sirtuina que exhiben grandes indices terapéuticos. Si bien pueden usarse compuestos moduladores
de sirtuina que exhiban efectos secundarios toxicos, se deberan tomar precauciones para disefiar un sistema de
administracion que dirija dichos compuestos hacia el sitio de tejido afectado con el fin de minimizar el dafio potencial
a células no infectadas y reducir asi los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y estudios animales pueden usarse para formular un
intervalo de dosificacién para uso en seres humanos. La dosis de dichos compuestos puede yacer dentro de un
intervalo de concentraciones circulantes que incluyan la EDso con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede variar
dentro de este intervalo, dependiendo de la forma empleada y de la ruta de administracion que se utilice. Para
cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo
celular. Puede formularse una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentracion en plasma
circulante que incluya la Cls (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que logra una inhibicion media
maxima de los sintomas) segun lo determinado en el cultivo celular. Dicha informacidon puede usarse para
determinar mas precisamente las dosis utiles en seres humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por
ejemplo, por cromatografia de liquidos de alto rendimiento.

6. Kits

También se proveen en la presente memoria kKits, p. €j., kits para propdsitos terapéuticos o kits para modular la vida
de las células o modular la apoptosis. Un kit puede comprender uno o mas compuestos moduladores de sirtuina, p.
ej., en dosis pre-medidas. Un kit puede opcionalmente comprender dispositivos para contactar las células con los
compuestos e instrucciones de uso. Los dispositivos incluyen jeringas, stents y otros dispositivos para introducir un
compuesto modulador de sirtuina en un sujeto (p. €j., el vaso sanguineo de un sujeto) o para aplicarlo a la piel de un
sujeto.

Otro tipo de kit contemplado por la invencién consiste en kits para identificar compuestos moduladores de sirtuina.
Dichos kits contienen (1) una sirtuina o un material que contiene sirtuina y (2) un compuesto modulador de sirtuina
de la invencion, que estan en recipientes separados. Dichos kits pueden usarse, por ejemplo, para realizar un
ensayo de tipo competicion para probar otros compuestos (tipicamente provistos por el usuario) para actividad
moduladora de sirtuina. En determinadas realizaciones, estos kits comprenden también medios para determinar la
actividad de la sirtuina (p. €j., un péptido con un indicador apropiado, tal como aquellos descritos en los Ejemplos).

Incluso en otra realizacion, la invencidén provee una composicion que comprende un modulador de sirtuina de la
presente invencion y otro agente terapéutico [los mismos utilizados en terapias combinadas y composiciones
combinadas] en formas de dosificacién separadas, pero asociados entre si. La expresion "asociados entre si", tal
como se emplea en la presente memoria, significa que las formas de dosificacion separadas se envasan juntas o
estan de alguna forma unidas entre si de modo tal que sea facilimente visible que las formas de dosificacion
separadas tienen como fin comercializarse y administrarse como parte del mismo régimen. El agente y el modulador
de sirtuina preferiblemente se envasan juntos en un envase de tipo blister u otro envase de multiples camaras,
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recipientes sellados por separado (como bolsas de aluminio o similares) que el usuario puede separar (p. €j.,
desgarrando en lineas de corte entre los dos envases).

Incluso en otra realizacion, la invencién provee un kit que comprende, en recipientes separados, a) un modulador de
a sirtuina de la presente invencion; y b) otro agente terapéutico tal como los descritos en esta memoria.

La practica de los presentes métodos empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, DNA recombinante e
inmunologia, que estan dentro de la materia. Dichas técnicas se explican en detalle en la bibliografia. Véanse, por
ejemplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 22 Ed., ed. de Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor
Laboratory Press: 1989); DNA Cloning, Volimenes | y Il (D. N. Glover ed., 1985);0ligonucleotide Synthesis (M. J.
Gait ed., 1984); Mullis et al. patente estadounidense num: 4.683.195; Nucleic Acid Hybridization (B. D. Hames & S.
J. Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Culture Of Animal
Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A
Practical Guide To Molecular Cloning (1984); el tratado, Methods In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene
Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miler and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor
Laboratory); Methods In Enzymology, Vol. 154 y 155 (Wu et al. eds.), Immunochemical Methods In Cell And
Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, Londres, 1987); Handbook Of Experimental
Immunology, Volumenes 1-IV (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds., 1986); Manipulating the Mouse Embryo, (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986).

Ejemplos

La invencién se describira ahora en general y se entendera mas facilmente con referencia a los siguientes ejemplos
que se incluyen exclusivamente con fines ilustrativos de ciertos aspectos y realizaciones de la presente invencion, y
no tienen como fin limitar la invenciéon en modo alguno.

Ejemplo 1: Sintesis y caracterizacién de moduladores de sirtuina
Seccion experimental

Abreviaturas utilizadas en la seccién experimental:

HATU = hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio
NMM = 4-metilmorfolina

DIEA = N,N-diisopropiletilamina

DMF = N,N-dimetilformamida

CH_ClI, = siclorometano

EtOAc= acetato de etilo

MeOH = metanol

Na>SO, = sulfato de sodio

PPA= acido polifosforico

Et3N = trietilamina

rt = temperatura ambiente

Preparacién de 2-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il-fenilamina:

H

S -NH, S~=N
I S

En una preparacion tipica, se mezclaron 123 mg de 2-aminotiazol (1,23 mmol) y 2-bromo-2'-nitroacetofenona (300

mg, 1,23 mmol) con 15 mL de metil etil acetona, y se agitd a reflujo durante 18 horas. Luego se enfrié a temperatura

ambiente y se filtro. El filtrado se concentr6. Los solidos resultantes se mezclaron con 20 mL de EtOH y se

afadieron 5 gotas de HBr concentrado. La mezcla de reaccioén se agité a reflujo durante 6 horas. Se disolvié todo en

este punto, y la LC/MS indicé la formacion del intermedio de nitro deseado (MS, M*+ H = 246). La mezcla de
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reaccion se concentré y mezclé con 20 mL de NaHCO3 acuoso, diluido. Los sélidos resultantes se recogieron por
filtracion y se secaron para proporcionar 300 mg del intermedio de nitro. Este material se mezclé con 15 mL de
MeOH y 3 mL de agua, junto con 6 eq de hidrato de hidrosulfuro de sodio. La mezcla de reaccion se agité a reflujo
durante 8 horas. Luego se enfrié a temperatura ambiente y se concentré. La capa acuosa se extrajo con CH,Cl,. Las
capas organicas combinadas se secaron (Na»;SO,4) y concentraron para proporcionar 260 mg de 2-imidazo[2,1-
bltiazol-6-il-fenilamina.

Preparacion del Compuesto 203:

o5 — UJ@

Se mezclé 2-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il-fenilamina (64 mg, 0,30 mmol) con 1 mL de piridina, junto con 60 mg de cloruro
de 3,4-dimetoxibenzoilo (0,30 mmol). La mezcla de reaccion se hizo reaccionar en el reactor de microondas Biotage
a 160°C durante 10 min. La mezcla de reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente y se concentrd. El residuo
resultante se purificé por cromatografia (Isco, elucién en gradiente, CH.Cl; hasta 9:1 CH,Clo/MeOH) para
proporcionar el producto deseado (MS, M" + H = 380).

Preparacién del Compuesto 204:

Se empled el mismo procedimiento que en la preparacién del Compuesto 203, usando el cloruro de acido
apropiado.

Preparacion de los Compuestos 707, 739 y 740:

Se empled el mismo procedimiento que en la preparacion del Compuesto 203 excepto que con 2-amino-4-metiltiazol
a comienzo de la secuencia sintética y el cloruro de acido apropiado en la ultima etapa de formacién de amida.

Preparacion de éster etilico de acido 6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-carboxilico:

O,N
SYNHZ S\|4N
/ — \_N_/
N
0}

<O <O
En una preparacion tipica, se mezclaron 2,1 g de 2-aminotiazol-4-carboxilato de etilo (Combi-Blocks, 0,0123 mol)
con 25 mL de metil etil cetona, junto con 2-bromo-2'-nitroacetofenona (3,0 g, 0,0123 mol). La mezcla de reaccion se
agité a reflujo durante 18 horas. Luego se enfrio a temperatura ambiente y se filtrd para retirar parte de los soélidos.
El filtrado se concentré para proporcionar 3,10 g de éster etilico de acido 6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-

carboxilico (MS, M" + H = 318).

Preparacion de [6-(2-nitro-fenil)-imidazo [2,1-b]tiazol-3-il]-metanol:

ON
ON S— =N
SN T >—<\ >
= \ Y
\D—@ §
' HO
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Se mezclé éster etilico de acido

6-(2-Nitro-fenil)-imidazo[2, 1-b]tiazol-3-carboxilico (14,50 g, 0,0458 mol) con 100 mL de THF y 100 mL de agua que
contenia 7,3 g de NaOH (4 eq). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. Luego se
concentré. La capa acuosa se lavé una vez con CHzCl, y luego se acidificé con HCI 6 N. Los solidos se recogieron
por filtracion y se secaron para proporcionar 7,4 mg del intermedio acido. Este material (7,4 g, 0,0256 mol) se
mezcld con 200 mL de THF anhidro junto con NMM (2,8 mL, 0,0256 mol) y se enfrié a 0 °C. Se afadi6 cloroformiato
de isobutilo (3,35 mL, 0,0256 mol) y la mezcla de reaccién se agitdé en un bafio de hielo durante 3 horas. Se afiadio
NaBH4 (0,97 g, 0,0256 mol) como una disolucién en 30 mL de agua. La mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante
45 min, después se calentdé a temperatura ambiente y se concentré. La capa acuosa se extrajo con CHxCl,. Las
capas organicas combinadas se secaron (Na;S0O4) y concentraron para proveer el producto bruto. La purificacion por
cromatografia (Isco, usando una mezcla de pentano/EtOAc) proporcioné 5,20 g de [6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-
b]tiazol-3-il]-metanol (74% de rendimiento).

Preparacion de éster terc-butilico de acido 4-[6-(2-amino-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-iimetil]-piperazina-1-carboxilico:

H,N

Y@ N N\ST“/
i

Se disolvié [6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-metanol (1,0 g, 3,64 mmol) en 100 mL de CHCI; junto con 1 eq
de EtsN (0,51 mL). Se afnadi6 cloruro de metanosulfonilo (1 eq, 0,28 mL) y la mezcla de reaccién se calenté a
temperatura ambiente y se agité durante 15 min. Después se inactivd con salmuera y se extrajo con CH,Cl,. Las
capas organicas combinadas se secaron (NaxSQ4) y concentraron para proveer el intermedio de mesilato. Este
material se mezclé con 4 mL de CH3CN junto con 0,51 mL de EtsN y 680 mg de Boc-piperazina (3,64 mmol) y se
agité a temperatura ambiente durante 1 dia. La mezcla de reaccion se concentré y el residuo resultante se repartio
entre CH)Cl,y agua. La capa organica se secé (Na.SOs) y concentré para proporcionar un rendimiento
esencialmente cuantitativo del producto. Este material se mezclé con 6 mL de MeOH y 1 mL de agua, junto con 200
mg de hidrato de hidrosulfuro de sodio. La mezcla de reaccion resultante se agitd a reflujo durante 24 horas. Luego
se enfrid a temperatura ambiente y se concentro. El residuo resultante se diluyé con 2 mL de agua y se extrajo con
CH.Cl,. Las capas organicas combinadas se secaron (Na;SO4) y concentraron para proporcionar 0,90 g de éster
terc-butilico de acido 4-[6-(2-aminofenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-iimetil]-piperazina-1-carboxilico.

Preparacién del Compuesto 207:

(0]
, HN
SN SN

O>i I\ —\

N N HN N

‘}O \_/ — N/

Se mezclo éster terc-butilico de acido 4-[6-(2-amino-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-ilmetil]-piperazina-1-carboxilico (0,3
mmol) con 1 mL de piridina junto con 1 eq (60 mg) de cloruro de 3,4-dimetoxibenzoilo. La mezcla de reaccion se
hizo reaccionar en un reactor de microondas Biotage a 160°C durante 10 min. Luego se enfri6 hasta temperatura
ambiente y se concentrd. El producto bruto resultante se purificdé por cromatografia (Isco, elucion en gradiente,
CHClI, hasta 95% CH.Cl,, 4% MeOH y 1% EtsN). El producto purificado se traté luego con 2 mL de 25% TFA en
CHxCl; durante 2 horas. Después se concentré y el residuo resultante se tritur6 con Et;O para proporcionar el
producto deseado como la sal de TFA (MS, M* + H = 478).

Preparacion de los Compuestos 208, 326, 327, 328, 329, 330, 337, 338, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447,
448, 510, 511, 512, 543, 544, 708, 709, 710, 733, 735, 736, 737, 738, 743 y 744:
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Se empled el mismo procedimiento que en la preparacion del Compuesto 207 , usando el cloruro de acido o cloruro
de sulfonilo apropiado. Los Compuestos 623, 624, 625, 644, 645, 692, 695, 697 y 698 se prepararon de acuerdo con
el procedimiento utilizado para la preparacion del Compuesto 207, usando el cloruro de acido apropiado. Los
cloruros de acido estaban comercialmente disponibles o se prepararon a partir de acidos carboxilicos de la siguiente
manera: El acido carboxilico (1,0 mmol), cloruro de tionilo (2,0 mmol) y una cantidad catalitica de N,N-
dimetilformamida (DMF) (2 gotas) se sometieron a reflujo en tolueno (2 mL) por 1 hora. La reaccion se enfrio a
temperatura ambiente y se concentré in vacuo para proporcionar los cloruros de acido deseados.

Preparacion de 2-(3-Dimetilaminometil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-fenilamina:

O,N
S~ _N —_— S— =N
HO

N
/

Se disolvié [6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-metanol (435 mg, 1,58 mmol) en 25 mL de CHCl; junto con 1
eq de Et3N (0,330 mL). Se anadio cloruro de metanosulfonilo (1 eq, 0,12 mL) y la mezcla de reaccion se calenté a
temperatura ambiente y se agité durante 15 min. Después se inactivd con salmuera y se extrajo con CH,Cl,. Las
capas organicas combinadas se secaron (NaxSQ4) y concentraron para proveer el intermedio de mesilato. Este
material se mezcldé con 4 mL de THF junto con 4 mL de una disoluciéon de dimetilamina 2 N en THF y se agit6 a
temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla de reaccién se concentrd y el residuo resultante se repartié entre
CHxCl, y agua. La capa organica se seco (Na;SO,) y concentré para proporcionar un rendimiento esencialmente
cuantitativo del producto. Este material se mezclé con 6 mL de MeOH y 1 mL de agua, junto con 200 mg de hidrato
de hidrosulfuro de sodio. La mezcla de reaccion resultante se agité a reflujo durante 6 horas. Luego se enfrié hasta
temperatura ambiente, se diluyé con 100 mL de EtOH absoluto y se concentrd. El residuo resultante se mezclé con
20 mL de 9:1 CH.Cl,/MeOH y se filtrd. El filtrado se concentrd para proporcionar 2-(3-dimetilaminometil-imidazo[2,1-
bltiazol-6-il)-fenilamina.

Preparacion del Compuesto 205:

(o]
HN
SN

Se mezclé 2-(3-dimetilaminometil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-fenilamina (0,3 mmol) con 1 mL de piridina junto con 1 eq
(60 mg) de cloruro de 3,4-dimetoxibenzoilo. La mezcla de reaccién se hizo reaccionar en un reactor de microondas
Biotage a 160°C durante 10 min. Luego se enfrié hasta temperatura ambiente y se concentré. El producto bruto
resultante se purificod por cromatografia (Isco, elucion en gradiente, CH2Cl, hasta 95% CH2Cl,, 4% MeOH y 1% Et3N)
para proporcionar el producto deseado en forma de un sélido amarillo claro (MS, M* + H = 437).

H,N
SN
}Tf@

\N \N
/ - /

Preparacién del Compuesto 206:

Se empled el mismo procedimiento que en la preparacion del Compuesto 205 , usando el cloruro de acido
apropiado.

Preparacion de 2-(3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-fenilamina:
O2N H,N
\ N/ \_ N/
HO o} N
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Se disolvio [6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-metanol (435 mg, 1,58 mmol) en 25 mL de CHCl, junto con 1
eq de Et3N (0,330 mL). Se afnadié cloruro de metanosulfonilo (1 eq, 0,12 mL) y la mezcla de reaccion se calenté a
temperatura ambiente y se agité durante 15 min. Después se inactivd con salmuera y se extrajo con CH,Cl,. Las
capas organicas combinadas se secaron (Na;SO,) y concentraron para proveer el intermedio de mesilato. Este
material se mezclé con 6 mL de CH3CN junto con 0,33 mL de EtsN y 0,14 mL de morfolina. La mezcla de reaccion se
agité a temperatura ambiente durante 18 horas. Al dia siguiente, se concentrd y el residuo resultante se repartio
entre CHyCl,y agua. La capa organica se secé (NaSOs) y concentré para proporcionar un rendimiento
esencialmente cuantitativo del producto. Este material se mezclé con 6 mL de MeOH y 1 mL de agua, junto con 200
mg de hidrato de hidrosulfuro de sodio. La mezcla de reaccion resultante se agité a reflujo durante 6 horas. Luego se
enfrié hasta temperatura ambiente, se diluyé con 100 mL de EtOH absoluto y se concentrd. El residuo resultante se
mezclé con 20

mL de 9:1 CH.Cl,/MeOH vy se filtrd. El filtrado se concentré para proporcionar 2-(3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2,1-
bltiazol-6-il)-fenilamina.

Preparacién del Compuesto 209:

(0]
H,N HN
S— N S~ =N
/ N \ / \
O N O N
__/ S \__/

Se mezclo 2-(3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-fenilamina (0,3 mmol) con 1 mL de piridina junto con 1 eq
(60 mg) de cloruro de 3,4-dimetoxibenzoilo. La mezcla de reaccién se hizo reaccionar en un reactor de microondas
Biotage a 160°C durante 10 min. Luego se enfrié hasta temperatura ambiente y se concentré. El producto bruto
resultante se purificé por cromatografia (Isco, elucion en gradiente, CH,Cl, hasta 95% CH2Cly, 4% MeOH y 1% Et3N)
para proporcionar el producto deseado en forma de un sélido amarillo claro (MS, M* + H = 479).

Preparacién del Compuesto 210:

Se empled el mismo procedimiento que en la preparacion del Compuesto 209 , usando el cloruro de acido
apropiado.

Preparacion de éster etilico de acido 6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2, 1-b]tiazol-2-carboxilico:
O,N
Q 0 SN
S T
o~ NH, >_<\/ f@
0 \ Z/ 2 o> N

En una preparacion tipica, se mezclé 1,0 g de 2-aminotiazol-5-carboxilato de etilo (Astatech, 5,81 mmol) con 50 mL
de acetona junto con 1,42 g de 2-bromo-2'-nitroacetofenona y se agité a reflujo durante 18 horas. Luego se filtré. El
filtrado se concentrd para proporcionar la amida intermedia (MS, M" + H = 336). Este material se mezclé con 20 mL
de EtOH junto con 6 gotas de HBr concentrado y se agité a reflujo durante 4 horas. La mezcla de reaccién se enfrio
a temperatura ambiente y se concentré. El residuo resultante se diluyd con NaHCOj3 diluido, acuoso. Los soélidos se
recogieron por filtracion y se secaron para proporcionar éster etilico de acido 6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-2-
carboxilico (MS, M" + H = 318).

Preparacién de [6-(2-nitro-fenil)-imidazo [2,1-b]tiazol-2-il]-metanol:
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ON ON
O, SN S~ =N

Se disolvid éster etilico de acido 6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2, 1-b]tiazol-2-carboxilico (660 mg, 2,08 mmol) en 12 mL de
THF y se afadié NaOH (4 eq) como una disoluciéon en 10 mL de agua. La mezcla de reaccién se agité a 50 °C
durante 12 horas. Luego se enfrié a temperatura ambiente y se concentré. La capa acuosa se acidificd con HCI 6 N
a un valor de pH 5. Los sdlidos se recogieron por filtracién y se secaron para proporcionar un rendimiento
esencialmente cuantitativo del acido. Este material (2,08 mmol) se mezclé con 20 mL de THF anhidro junto con
NMM (0,23 mL, 2,08 mmol) y se enfrié en un bafo de hielo. Se afadié cloroformiato de isobutilo (0,27 mL, 2,08
mmol) y la mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante 30 min. Se afadié NaBH4 (80 mg, 2,08 mmol) como una
disoluciéon en 5 mL de agua. La mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 30 minutos y después se concentrd. La
capa acuosa se extrajo con CHCl,. Las capas organicas combinadas se secaron (NaxSQ4) y se concentraron. La
purificacion por cromatografia (Isco, elucién en gradiente usando una mezcla de CH, Cl, y MeOH) proporcion6 190
mg de [6-(2-nitrofenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-2-il]-metanol.

Preparacion de 2-(2-Dimetilaminometil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-fenilamina:

ON H,N
SN Sjﬂ_@

Se empled esencialmente el mismo procedimiento utilizado durante la preparacién de 2-(3-dimetilaminometil-
imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-fenilamina, excepto que se usd [6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-2-il]-metanol como
material de partida.

Preparacién del Compuesto 178:

O
HN S\|/N HN
S— =N =
\

Se mezcld 2-(2-dimetilaminometil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-fenilamina (0,3 mmol) con 1 mL de piridina junto con 1 eq
(60 mg) de cloruro de 3,4-dimetoxibenzoilo. La mezcla de reaccién se hizo reaccionar en un reactor de microondas
Biotage a 160°C durante 10 min. Luego se enfrié hasta temperatura ambiente y se concentré. El producto bruto
resultante se purifico por cromatografia (Isco, elucion en gradiente, CH»Cl, hasta 95% CH2Cl,, 4% MeOH y 1% Et3N)
para proporcionar el producto deseado en forma de un sélido amarillo claro (MS, M* + H = 437).

Preparacién del Compuesto 179:

Se empled el mismo procedimiento que en la preparacion del Compuesto 178 , usando el cloruro de acido
apropiado.

Preparacion de éster terc-butilico de acido 4-[6-(2-amino-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-2-iimetil]-piperazina-1-carboxilico:
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Se empled esencialmente el mismo procedimiento utilizado durante la preparacion de éster terc-butilico de acido 4-
[6-(2-aminofenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-ilmetil]-piperazina-1-carboxilico, excepto que se us6é [6-(2-nitro-fenil)-
imidazo[2,1-b]tiazol-2-il]-metanol como material de partida.

Preparacion del Compuesto 270:

Se mezclo éster terc-butilico de acido 4-[6-(2-amino-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-2-iimetil]-piperazina-1-carboxilico (0,2
mmol) con 1 mL de piridina junto con 1 eq (40 mg) de cloruro de 3,4-dimetoxibenzoilo. La mezcla de reaccion se
hizo reaccionar en un reactor de microondas Biotage a 160°C durante 10 min. Luego se enfrié hasta temperatura
ambiente y se concentrd. El producto bruto resultante se purificé por cromatografia (Isco, elucion en gradiente,
CHClI, hasta 95% CH.Cl,, 4% MeOH y 1% EtsN). El producto purificado se traté luego con 2 mL de 25% TFA en
CHxCl; durante 2 horas. Después se concentré y el residuo resultante se tritur6 con Et;O para proporcionar el
producto deseado como la sal de TFA (MS, M™ + H = 478).

Preparacion del Compuesto 271 y del Compuesto 513:

Se empled el mismo procedimiento que en la preparacion del Compuesto 270 , usando el cloruro de acido
apropiado.

Preparacion de una mezcla 1:1 de éster etilico de acido 6-(2-Cloro-piridin-3-il)-imidazo[2, 1-b]tiazol-3-carboxilico y
éster etilico de acido 6-(2-bromo-piridin-3-il)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-carboxilico:

o X

E"\/‘K(iq
P Cl Br
NH, X=ClLBr S— =N =N S~ =N =N
7/ \TJ—@ SO
o o
(

<) <O
Se prepard una mezcla 1:1 de 2-bromo-1-(2-cloro-piridin-3-il)-etanona y 2-bromo-1-(2-bromo-piridin-3-il)-etanona de
acuerdo con el procedimiento sefialado en el documento WO 2005/061476. Este mezcla (5,6 g, aproximadamente
0,0240 mol) se mezcldé con 150 mL de metil etil cetona junto con éster etilico de acido 2-amino-tiazol-4-carboxilico

(4,6 g) y se agit6 a reflujo durante 18 horas. Se concentré la mezcla de reaccion. El residuo resultante se mezclé con
150 mL de :CH.Cl; y se filtr6. Los solidos filtrados fueron éster etilico de acido 2-amino-tiazol-4-carboxilico sin
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reaccionar. El filtrado se concentré para proporcionar una mezcla esencialmente pura 1:1 de éster etilico de acido 6-
(2-Cloro-piridin-3-il)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-carboxilico y éster etilico de acido 6-(2-bromo-piridin-3-il)-imidazo[2,1-
bltiazol-3-carboxilico (3,0 g total).

Preparacién de una mezcla 1:1 de 6-(2-Cloro-piridin-3-il)-3-morfolin-4-iimetil-imidazo[2,1-b]tiazol y 6-(2-bromo-piridin-
3-il)-3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol:

N Br
*f@ j:r/ WSO

5 X = CI/Br //\N
( -

La mezcla 1:1 de éster etilico de acido 6-(2-Cloro-piridin-3-il)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-carboxilico y éster etilico de
acido 6-(2-bromo-piridin-3-il)-imidazo[2, 1-b]tiazol-3-carboxilico (3,0 g) se mezclé con 100 mL de THF junto con 25
mL de agua que contenia 3 g de NaOH. La mezcla de reaccion se agité a 50 °C durante 3 horas. Luego se enfrié a
temperatura ambiente y se concentrd. La capa acuosa se acidificé hasta pH de 5 con HCI 6 N, y la mezcla resultante
se filtrd. Los solidos se recogieron para proporcionar 2,14 g del acido intermedio.

Esta mezcla 1:1 del acido (2,14 g) se mezclé con 250 mL de THF anhidro junto con NMM (0,85 mL, mmol) y se
enfrié en un bafio de hielo. Se afadié cloroformiato de isobutilo (1,0 ml) y la mezcla de reaccion se calentd hasta
temperatura ambiente y se agitd durante 3 horas. La mezcla de reaccion se enfrié en un bafio de hielo y se afadio
NaBH; (0,29 g) en forma de una disolucién en 20 mL de agua. La mezcla de reaccion se agité durante 30 minutos y
luego se calentd a temperatura ambiente. Se concentré y posteriormente se extrajo con CH.Cl,. Las capas
organicas combinadas se secaron (Na>SO4) y concentraron para proveer 1,5 g del alcohol intermedio.

Esta mezcla 1:1 del alcohol intermedio (1,5 g) se mezcld con 100 mL de CHxCl; junto con EtsN (0,80 mL) y se enfrid
en un bafio de hielo. Se afadié cloruro de metanosulfonilo (0,44 ml) y la mezcla de reaccion se calenté a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se inactivé con salmuera y se separaron las dos capas. La capa
organica se seco (Na;S04) y concentrd para proveer el mesilato intermedio. Este material se mezclé inmediatamente
con 30 mL de CH3sCN junto con 0,80 mL de EtsN y 0,5 mL de morfolina. La mezcla de reaccién se agité a 50 °C
durante 3 horas. La mezcla de reaccidon se concentré a presion reducida y el residuo resultante se repartié entre
CH.Cl, y salmuera. La capa organica se separd, se secé (Na;SO4) y concentrd para proveer el producto bruto. La
purificacion por cromatografia (Isco, elucion en gradiente, CH.Cl; hasta 95% CHCly, 4% MeOH y 1% Et3N)
proporcion6 720 mg de una mezcla 1:1 de 6-(2-Cloro-piridin-3-il)-3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol y 6-(2-
bromo-piridin-3-il)-3-morfolin-4-iimetil-imidazo[2, 1-b]tiazol.

Preparacién de (4-metoxi-bencil)-[3-(3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-piridin-2-il]-amina:

—O0

}YJ—O P
OON - I 5/
X =Cl/Br O\J

La mezcla 1:1 de 6-(2-Cloro-piridin-3-il)-3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol y 6-(2-bromo-piridin-3-il)-3-morfolin-4-
ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol (600 mg) se mezclé con 15 mL de tolueno junto con 0,47 mL de 4-metoxibencilamina y se
agité a reflujo durante 5 dias. La mezcla de reaccidon se enfri6 hasta temperatura ambiente y se repartié entre
CHxCl, y salmuera. La capa organica se separod, se seco (Na;SO,) y concentrd para proveer el producto bruto. La
purificacion por cromatografia (Isco, elucién en gradiente, CHyCl; hasta 95% CH.Cly, 4% MeOH y 1% EtsN)
proporcion6 200 mg de (4-metoxi-bencil)-[3-(3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-piridin-2-il]-amina.

Preparacion de 3-(3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2, 1-b]tiazol-6-il)-piridin-2-ilamina:
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Se mezclé (4-metoxi-bencil)-[3-(3-morfolin-4-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-piridin-2-il]-amina (100 mg, 0,23 mmol)
con 2 mL de CHCI; junto con ftrietilsilano (0,11 mL, 2 eq). Se anadié acido trifluoroacético (1 mL) y la mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. Al dia siguiente, la mezcla de reaccion se concentro. El
residuo resultante se trituré con Et,O para dar

un rendimiento esencialmente cuantitativo de 3-(3-morfolin-4-iimetil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-piridin-2-ilamina como la
sal de TFA.

Preparacion del Compuesto 621:

H,N %

S N —N
-~ e
}N/ \ / e xe
'®; B
O\J

La sal de TFA de 3-(3-morfolin-4-iimetil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-piridin-2-ilamina (0,1 mmol) se mezclé con 1 mL de
piridina junto con 0,1 mmol de cloruro de 2-quinoxaloilo. La mezcla de reaccién se hizo reaccionar en un reactor de
microondas a 160°C durante 10 min. Luego se enfrié hasta temperatura ambiente y se concentrd para proporcionar
el producto bruto. La purificacion por HPLC preparativa, usando una mezcla de CH3CN acuoso que habia sido
tamponado con 0,1% TFA, proporcioné 18 mg del producto deseado como la sal de TFA (MS, M* + H = 472).

Preparacion de 5-(2-nitro-fenil)-tiazol-2-ilamina:

OH NO,

RS g

En una preparacion tipica, se mezclé monohidrobromuro de 2-amino-5-bromotiazol (Aldrich, 5,00g, 0,0192 mol) con
40 mL de tolueno, 40 mL de etanol y 20 mL de agua. Se afiadié acido 2-nitrofenil boronlco (3,2 g, 0,0192 mol), junto
con 2,35 g de complejo de [1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloro-paladio(ll) con CHCl, (1:1) y 6,10 g de carbonato
sadico anhidro. La mezcla de reaccion se agitdé a 90 °C durante 18 horas. Luego se enfrid a temperatura ambiente y
se concentro. El residuo resultante se mezclé con 500 ml de EtOAc y se lavé con agua (3x50 ml). La capa organica
se filtré para eliminar el precipitado negro. El filtrado se extrajo con HCI 1N diluido. Las capas acuosas combinadas
se concentraron hasta casi sequedad. El residuo resultante se purificé por HPLC preparativa, usando una mezcla de
acetonitrilo acuoso que habia sido tamponada con 0,1% TFA para proporcionar 108 mg de 5-(2-nitrofenil)-tiazol-2-
ilamina (MS, M" + H = 222).

Preparacion de éster etilico de acido 2-(2-nitro-fenil)-imidazo[2, 1-b]tiazol-6-carboxilico:
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Se mezcld

5-(2-nitro-fenil)-tiazol-2-ilamina (100 mg, 0,452 mmol) con 10 mL de metil etil cetona junto con 1,5 equivalentes de
etil bromopiruvato de etilo. La mezcla de reaccion se agité a reflujo durante 5 horas. La mezcla de reaccién se enfrio
a temperatura ambiente y se concentré. El producto bruto se purificé por cromatografia (Isco, eluciéon en gradiente,
CHxCl; a 9:1 CH2Cl,/MeQOH) para proporcionar 60 mg de éster etilico de acido 2-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-6-
carboxilico (MS, M* + H = 318).

Preparacion de éster metilico de acido 2-(2-amino-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-6-carboxilico:

O,N
o < 2 O, Na S
IS = N o e
)

H,N

\

Se mezclo éster etilico de acido 2-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-6-carboxilico (60 mg, 0,189 mmol) con 3 mL de
MeOH junto con hidrato de hidrosulfuro de sodio (32 mg, 0,567 mmol) en 1 mL de agua. La mezcla de reaccion se
agitd a reflujo durante 1 hora y se monitore6 por LC/MS. La reduccion del grupo nitro se completé en este punto y el
grupo éster etilico se habia intercambiado con el correspondiente derivado de metilo. La mezcla de reaccion se
enfri6 a temperatura ambiente y se concentrd. La capa acuosa se extrajo con CH)Cl,. Las capas organicas
combinadas se secaron (Na>SO.) y concentraron para proporcionar un rendimiento esencialmente cuantitativo de
éster metilico de acido 2-(2-aminofenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-6-carboxilico (MS, M* + H = 274).

Preparacion del Compuesto 703:

\

—0 ©

0

/

0
o HN 0, N SHN
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\

Se mezcloéster metilico de acido 2-(2-amino-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-6-carboxilico (27 mg, 0,095 mmol) con 1 mL
de piridina junto con 22 mg de cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo. La mezcla de reaccién se hizo reaccionar en un
reactor de microondas a 160°C durante 10 minutos. Luego se enfrié a temperatura ambiente y se concentro. El
producto bruto resultante se purificd por HPLC preparativa usando una mezcla de acetonitrilo acuoso que se habia
tamponado con 0,1% TFA para proporcionar 108 mg de éster metilico de acido 2-[2-(3,4,5-trimetoxibenzoilamino)-
fenil]-imidazo[2,1-b]tiazol-6-carboxilico (MS, M* + H = 468).

Preparacion del Compuesto 704:

—0 \O —0 \O
6]
S /
o] , 0o
HN HN
0. NS O Nx S
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Se mezclo éster metilico de acido 2-[2-(3,4,5-trimetoxibenzoilamino)-fenil]-imidazo[2,1-b]tiazol-6-carboxilico (6 mg)
con 1 mL de THF. Se afiadié hidroxido sédico (10 mg) como una disolucién en 1 mL de agua. La mezcla de reaccion
se agité a temperatura ambiente durante 4 horas y después se concentré. El producto bruto resultante se purifico por
HPLC preparativa usando una mezcla de acetonitrilo acuoso que se habia tamponado con 0,1% TFA para
proporcionar 108 mg de éster metilico de acido 2-[2-(3,4,5-trimetoxi-benzoilamino)-fenil]-imidazo[2,1-b]tiazol-6-
carboxilico (MS, M" + H = 454).

Preparacién de 3-(clorometil)-6-(2-nitrofenil)imidazo[2,1-b]tiazol:

O,N ON
S~ N SN
\D—@ \U—@

HO Cl

Se suspendio (3-nitro-5-tiazolo[5,4-c]piridin-2-il-fenil)-metanol (1,375 g, 5 mmol) en 25 mL de CH,Cl, y se enfrié con
un bafio de hielo. Se afiadié gota a gota cloruro de tionilo (3,6 ml,10 eq) y la mezcla de reaccién se calento
lentamente a temperatura ambiente. Después de agitar durante una noche, a la mezcla de reaccion se le afiadieron
100 mL de éter, y la suspension resultante se filtré para recoger 1,55 g del producto deseado (MS, M* + H = 293,1).

Preparacion de 4-bencil-1-((6-(2-nitrofenil)imidazo[2, 1-b]tiazol-3-il)metil)piperazin-2-ona :

) — QA }J—G

O

Se suspendieron 3-(clorometil)-6-(2-nitrofenil)imidazo[2,1-b]tiazol (292 mg, 1 mmol), 4-bencilpiperazin-2-ona (380
mg, 2 mmol) y NaH (88 mg, 2,2 eq) en 4 mL de DMF seca. La reaccion se calenté a 100°C durante una noche.
Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se repartid entre acetato de etilo y agua. La capa
organica se recogio, se seco y se evaporé para proveer el producto bruto, que se purificé adicionalmente por HPLC
inversa para dar 211 mg del producto deseado 4-bencil-1-((6-(2-nitrofenil)imidazo[2,1-b]tiazol-3-il)metil)piperazin-2-
ona (MS, M* + H = 448,1).

Cl

Preparacion de 1-((6-(2-aminofenil)imidazo[2,1-b]tiazol-3-il)metil)-4-bencilpiperazin-2-ona:

Q ~ }J—b—»Q C@b

0
O

A una suspension de 200 mg de 1-((6-(2-nitrofenil)imidazo[2,1-b]tiazol-3-il)metil)-4-bencilpiperazin-2-ona en 5 mL de
MeOH se le afadieron 250 mg de hidrato de hidrosulfuro de sodio. La mezcla de reaccién se calentd a 135°C
durante 30 minutos (MW). Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se diluydé con 50 ml de agua y se
extrajo con CH.Cl,. Las capas organicas combinadas se secaron (Na;SO,4) y se concentraron para proporcionar el
producto bruto, que se puede purificar adicionalmente por HPLC de fase inversa para proveer 135 mg del producto
diana 1-((6-(2-aminofenil)imidazo[2, 1-b]tiazol-3-il)metil)-4-bencilpiperazin-2-ona (MS, M* + H = 418,1).

Preparaciéon del Compuesto 628:
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Se calentd una mezcla de 1-((6-(2-aminofenil)imidazo[2,1-b]tiazol-3-il)metil)-4-bencilpiperazin-2-ona (44 mg, 0,1
mmol) y cloruro de 2-quinoxaloilo (21 mg, 1,1 eq) en 2,5 mL de piridina durante 20 minutos a 160 °C (MW). Después
de enfriar a temperatura ambiente, se eliminé la piridina y el producto bruto de la reaccion se redisolvié en metanol y
se purificd por HPLC de fase inversa para proveer 22 mg del producto deseado (MS, M* + H = 574,1).

Preparacion de 617, 618, 647, 648, 676, 677, 678, 679, 699, 741, 742y 711:

Estos compuestos se prepararon analogamente al Compuesto 628. Los productos se purificaron por HPLC de fase
inversa.

Preparacion de 2-(3-pirrolidin-1-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-fenilamina:

ON O,N H,N
S~=N S~=N S =N
-0 SO — &
HO C/N CN

Se enfrié [6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-ill-metanol (110 mg, 0,4 mmol) en CH,Cl (5 ml) con trietilamina (56
ul, 1 eq) a 0 °C. Se afadioé cloruro de metilsulfonilo (31 ul, 1 eq) gota a gota, se agité a 0 °C durante 10 min, se
calenté hasta temperatura ambiente y se agité durante 15 min. La reaccién se inactivo por la adicion de salmuera, y
el mesilato se extrajo con CH,Cly, se secé sobre Na;SO4 y se concentré. El residuo se disolvié en acetonitrilo (3 ml),
y se anadio trietilamina (31 ul, 1 eq), seguida de pirrolidina (66 ul, 2 eq). La mezcla de reaccion se agité durante 2
horas, se concentré y se traté con pentano. La cromatografia en columna en CH,CI, (gradiente de 0 a 4% MeOH)
proporciond 6-(2-Nitro-fenil)-3-pirrolidin-1-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol. Este material se disolvié en metanol (16 ml) y
se afadié una disolucién de hidréogeno sulfuro sédico (112 mg, 5 eq) en agua (4 ml). La mezcla de reaccion se
sometid a reflujo durante 2 dias con cargas adicionales de NaHS (2 x 112 mg). La reacciéon se concentrd para
eliminar el metanol, y la disolucién acuosa se extrajo con CHCl; (3 x 40 ml). Se secé la capa organica sobre
Na»SO., y se concentrd para obtener el producto como una pelicula amarilla, 109 mg. (MS, M" + H =299, 1)

Preparacion del Compuesto 620:

0]
H,N HN
S N
§\/N Y \ N7
‘ N § N
Se agitd 2-(3-pirrolidin-1-ilmetil-imidazo[2,1-b]tiazol-6-il)-fenilamina (200 umol) en 2 ml de piridina con cloruro de
3,4,5-trimetoxibenzoilo (200 umol, 46 mg). La disolucién se agité durante 3 horas, se concentré hasta sequedad, se

traté con Metanol y se purifico por HPLC preparativa. Las fracciones se liofilizaron para obtener 36 mg del producto
como una sal de TFA. (MS, M*+H =493,1.)

El Compuesto 619 se preparé en un modo analogo al Compuesto 620, usando los cloruros de acido apropiados.
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Preparacion de éster etilico de acido 6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2, 1-b]tiazol-3-carboxilico:

O,N
S NH, SN
e g0
0 o
-0 -0

En una preparacion tipica, se mezclé éster metilico de acido (2-Amino-tiazol-4-il)-acético (1,0 g, 5,8 mmol) con 30
mL de metil etil cetona junto con 2-bromo-2'-nitroacetofenona (1,42 g, 5,8 mmol). La mezcla de reaccion se sometio
a reflujo durante 1 hora y se agité a 90 °C durante una noche. Después se enfri6 a temperatura ambiente y se
concentré hasta un aceite rojo. Los intentos de precipitar el producto por disolucién en metanol y afiadir agua
resultaron en una emulsion. Se elimind el metanol por roto-evaporacion, y la emulsién acuosa se cargd a un embudo
separador. Se ajustd el pH hasta 9 con NaHCOs3, y la mezcla se extrajo con CH,Cl, (3 x 50 ml). La capa organica
combinada se seco sobre Na;SO., se concentré hasta un aceite rojo y se purificé por cromatografia sobre gel de
silice (CH2Cl, con un gradiente de 0 a 5% MeOH). El producto se obtuvo en forma de soélido rojo (0,59 g, 32% de
rendimiento). (MS, M" + H =318,0.)

Preparacién de acido [6-(2-Nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-acético:
O,N O,N
SYN S N
g
ST — <0
0 o)
HO

—~0
Se combind éster etilico de acido 6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-carboxilico (466 mg, 1,47 mmol) en 2:1
THF/Agua con 4 eq de NaOH (234 mg). La mezcla de reaccion se calenté a 50°C durante 3 horas. La mezcla de
reaccion se concentré a sequedad, el residuo se disolvié en agua (20 ml), se lavé con CHCly, y la capa acuosa se
ajustd hasta pH = 3 con HCI 4N. Los solidos se recogieron por filtracién, se lavaron con agua y se secaron para
obtener el producto acido como un sélido pardo (442 mg, 99% de rendimiento) (MS, M* + H =304,0)

32

N\ /N

(0]
O,N HN
S =N S—_N
) — SO
C O
HO (N
)
/

En un vial se disolvieron acido [6-(2-Nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-acético (30 mg, 100 uMol), N-metilpiperazina
(10 mg, 1,0 eq) y N,N-Diisopropiletilamina (52 uL, 3,0 eq) en CHxCl,. Se afiadi6 HOAT (16 mg, 1,2 eq) a la mezcla
de reaccion seguido de EDCI (29 mg, 1,5 eq). La reaccién se agité durante una noche. Después de afiadir 50% de
NaHCOj3; saturado (2 ml) y de extraer con CHxCl; (3 x 3 mL), la capa organica se seco sobre Na;SO, y se concentrod.
La trituracién con pentano proporcioné el producto de amida en forma de un soélido pardo.

Preparacion del Compuesto 649:

La amida anterior se disolvio en metanol (4 ml) con NaHS (34 mg, 6 eq) y se calentd en microondas a 150 °C
durante 30 min. Se cargd MgSO, a la mezcla de reaccion vy tras filtrar, concentrar y tratar con CH2Cl, (2x) se obtuvo
la anilina deseada en la forma de una pelicula roja.

La anilina anterior se disolvié en piridina (2 ml) y se cargo cloruro de 2-quinoxaloilo (38 mg, 2,0 eq) en forma de un
soélido. Después de agitar durante una noche, la reaccién se concentré hasta sequedad y se purificé sobre HPLC
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preparativa para obtener el compuesto del titulo en forma de un sélido anaranjado (32,2 mg, 44% de rendimiento en
3 etapas). (MS, M" + H =512,2)

Preparacion del Compuesto 650:

N\\_lgNz
0
. NHzN HN
— SN
}/’1‘ / j\,\rll/\/)_@
o. N %

A un vial se le afadié éster terc-butilico de acido 4-[6-(2-amino-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-ilmetil]-piperazina-1-
carboxilico (82 mg, 0,2 mmol), trietilamina (56 ul, 2 eq) y CH2Cl, anhidro (3 ml). Se afadié 2-quinoxaloilo (40 mg, 1,0
eq) en forma de un sdlido. La mezcla de reaccién se agité durante 18 horas, se concentré y se traté con CHxCl,. La
purificacion sobre gel de silice con un eluyente de CH,Cl, (con gradiente 95:4:1 CH,Cl,:MeOH:Et;N) proporciond
el Compuesto 650 en forma de un sélido amarillo. (MS, M*+H =570,2)

Preparacién del Compuesto 651:

SY/N SN
O — o
N
OYN//\N o //\N}
%,o - ?’N\J

Se traté el Compuesto 650 (105 mg, 0,185 mmol) con 30% TFA en CH.Clz (4 ml) durante 2 horas, se traté con
CHClz (3x) y éter (3x), para obtener el Compuesto 441 bruto. La mitad de este material (92 umol) se disolvié en
CHClz (5 ml), junto con EtsN (70 ul) y se enfrio a 0 °C. Se afiadié anhidrido acético (10 ul, 1 eq) y la mezcla de
reaccion se calentd a temperatura ambiente durante 1 hora. La reaccién se inactivd con la adicion de metanol y
agua, y se concentréo hasta sequedad. La purificacion por HPLC preparativa de fase inversa y la liofilizacion
proporcionaron el Compuesto 651 en forma de una sal de TFA. (MS, M" + H =512,2)

Preparacion de 2-[6-(2-Nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-etanol

S \ OzN O,N
= S—=N
\Tf@ " \T\/)—@
o)

HO HO

Se suspendié acido [6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-acético (300 mg,1,0 mmol) en THF (20 ml) y se agito
con NMM (110 ul, 1 eq) a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccién se enfrié a 0 °C y se cargd
cloroformiato de isobutilo (131 ul, 1 eq), y la mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante 2 horas, momento en el cual
se completo la formacion de anhidrido mixto. Se afiadié una mezcla de NaBH4 (38 mg) en agua (5 ml) gota a gota a
0 °C y se calent6 a temperatura ambiente y se agité durante 1 hora. La reaccion no procedié hasta completarse con
1 eq.; por lo tanto, se repitié la adicion de NaBH4 con 3 eq de NaBH4. La reaccién no se completé al cabo de 1 hora,
por consiguiente la mezcla de reaccién se concentré hasta sequedad, se cargé con THF nuevo, seguido de
NaBH4 (1 eq) y se agit6é durante una noche. La LC-MS indicé que la reaccién se habia completado, por lo tanto la
mezcla se concentrd hasta sequedad y se afadieron CH2Cl, (50 ml) y agua (20 ml). Las capas se separaron, y la
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capa acuosa se extrajo con CH,Clz (3 x 50 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SO,y se
concentraron hasta sequedad. El producto se purificé sobre gel de silice (Pentano con un gradiente de 15% a 100%
EtOAc), se concentrd y se liofilizé a partir de CH3CN:H,O (160 mg, 55% de rendimiento). (MS, M* + H =290,0)

Preparacion de éster terc-butilico de acido 4-{2-[6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-etil}-piperazina-1-

carboxilico:
ON ON
S— =N S—=N
O — yJ@
)

HO

r

N

o

O

A

Se disolvié 2-[6-(2-Nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-etanol (40 mg, 0,14 mmol) en CH,Cl, anhidro y se enfri hasta
0 °C. Se afiadio trietilamina (19 ul, 1eq) seguida de cloruro de metanosulfonilo (11 ul, 1 eq). La mezcla de reaccion
se calentd a temperatura ambiente y se agité durante 30 min. La LC-MS indicé que la reaccion estaba incompleta,
por lo tanto se repitio la adicion de Trietilamina (19 ul, 1eq) y cloruro de metanosulfonilo (11 ul, 1 eq). La mezcla de
reaccion se inactivo con la adicién de 2 ml de salmuera, se extrajo con CH2Cl, (2x2ml), se secd sobre NaxSO4 y se
concentré hasta obtener el mesilato en forma de una pelicula amarilla.

El mesilato se disolvié en acetonitrilo anhidro (2 ml), Trietilamina (38 ul, 2 eq), y se agité con N-Boc-piperazina (26
mg, 2 eq) durante una noche. La mezcla de reaccién aun fue exclusivamente el mesilato. La mezcla de reaccién se
cargd con yoduro de sodio (41 mg) y se agité durante 6 dias, después se purificé por HPLC preparativa de fase
inversa. Las fracciones se tornaron alcalinas con NaHCOs; (sat), se concentraron para eliminar CHsCN, y la capa
acuosa se extrajo con CHxCl,. Se secd la capa organica y se concentr6 para obtener el producto como una pelicula
amarilla. (MS, M* + H =458,2)

Preparaciéon del Compuesto 680:

,

H

»
AO

,7/\

En un tubo de microondas se afiadio éster terc-butilico de acido 4-{2-[6-(2-Nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-etil}-
piperazina-1-carboxilico (24 mg, 0,05 mmol), NaHS (30 mg, 10 eq) y 5 ml de metanol. La mezcla de reaccién se
calenté en microondas a 150 °C durante 30 min. La reaccién procedid, pero no se completd. Se cargaron 30 mg
adicionales de NaHS, y la mezcla de reaccion se calenté en microondas a 150°C durante 30 minutos. Nuevamente,
se cargaron 15 mg de NaHS y se calenté en microondas a 160 °C durante 20 minutos. Los sdlidos se retiraron por
filtracion. La disolucion se seco sobre MgSQOy y se concentrd para obtener el intermedio de amina. Esta amina (0,05
mmol) se mezcld con piridina (3 ml), con cloruro de 2-quinoxaloilo (20 mg, 2 eq) y se calentd en microondas a 160
°C durante 10 min. La reaccion se completd parcialmente, por lo tanto después de cargar otros dos equivalentes de
cloruro de 2-quinoxaloilo (20 mg) la reaccion se calenté en microondas durante 20 minutos a 160 °C. La mezcla de
reaccion se concentré hasta sequedad y se purificd por cromatografia sobre gel de silice (eluyente CH,Cl,, gradiente
0 a 5% MeOH). El residuo se traté con 25% TFA/CH.CI, durante 3 horas, se concentro y purifico6 en HPLC
preparativa de fase inversa. (MS, M*+H-= 484,2).

O
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Preparacion de 3-Clorometil-6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol:

O,N O,N
SN S—_N }\_/—\
/3\:{/ > \T/
Cl

A una disolucién de [6-(2-Nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-metanol (1,0 g, 3,63 mmol) en diclorometano anhidro
(15 ml) se le afiadié lentamente cloruro de tionilo (2 ml, 7,5 eq). La disolucion se torn6 homogénea, seguida del
desarrollo de un precipitado amarillo. Después de 5 minutos, se afiadié una cantidad catalitica de DMF (1 gota) y la
mezcla se agitdé durante 1 hora, se concentrd hasta sequedad, se traté con CH.Cl» (2x) luego éter (1x) y se sec6 a
presién reducida. Se obtuvo 1,53 g de un sélido amarillo y se asumié como un rendimiento cuantitativo. (MS, M* + H

=294,0)
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Desplazamiento: 3-Clorometil-6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol (126 mg, 0,300 mmol) en 2 ml de 1-metil-
piperazina se calent6 en microondas a 110 °C durante 30 minutos. La mezcla de reaccién se concentrd hasta
sequedad, y traté con metanol para obtener 3-(4-Metil-piperazin-1-ilmetil)-6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol bruto.

HO

Preparacién del Compuesto 700:

Nitro-reduccion: El residuo anterior se disolvid en etanol (20 ml) y se afiadio paladio al 10% sobre carbono con
agitacion. La atmosfera se evacud y se volvié a llenar con nitrégeno (3x) y se agitoé en globo de Hz (1 atm.) durante
18 horas. La mezcla de reaccion se filtré a través de Celite, se concentrd hasta sequedad y se traté con CH,Cly y
pentano para obtener la amina en forma de un aceite rojo.

Formacién de amida: La amina de arriba se disolvié en piridina (3 ml), se afiadié a un tubo de microondas que
contenia cloruro de 2-quinoxalilo (64 mg, 1,1 eq) y se calenté en microondas durante 30 minutos a 160 °C. Se
completd solamente 50% de la reaccion, por lo tanto se cargé otra porcion de cloruro de 2-quinoxalilo y se siguio
calentando durante 30 minutos a 160 °C. La mezcla de reaccidén se concentré hasta sequedad y se purificé por
HPLC preparativa de fase inversa. (MS, M* + H =512,2)

Los Compuestos 714, 715, 716 y 717 se prepararon en un modo analogo al Compuesto 700, usando las aminas
apropiadas. (Se eliminaron los grupos protectores Boc por tratamiento con 25% TFA en CHCl, durante 3 horas,
antes de la purificacion).

Preparacién del Compuesto 718:
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Se disolvio éster etilico de acido 6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-carboxilico (0,342 g, 1 mmol) en 3:1
Etanol: THF (80 ml). A la mezcla de reaccion se le afiadié Pd/C al 10% (30 mg) y la mezcla de reaccion se agitd en
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un globo de H» (1 atm) durante 7 dias con cambios periodicos de catalizador adicional. La mezcla de reaccion se
filtré a través de Celite, se concentré hasta sequedad y se traté con pentano para obtener la anilina en forma de un
sélido anaranjado, 289 mg.

Una porcién de la anilina de arriba (56 mg, 200 umol) se disolvié en piridina (4 ml) y se agité6 con cloruro de 2-
quinoxalilo (46 mg 1,2 eq) durante una noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se inactivd con etanol,
se concentrd hasta sequedad y se traté con CH,Clo/pentano. El residuo se disolvié en CH,Cl» y se lavo con 50% de
NaHCO; saturado, acuoso, se secd sobre Na>SOs. El producto se purificd sobre gel de silice (CH2Cl> con un
gradiente de 0 a 5% de metanol). (MS, M" + H =444,1)

Se preparé el Compuesto 720 en un modo idéntico al Compuesto 718, usando éster metilico de acido [6-(2-Nitro-
fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol-3-il]-acético como el material de partida.

N N N\ /N
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Preparacion del Compuesto 719:

Se disolvio éster etilico de acido 6-{2-[(quinoxalina-2-carbonil)-amino]-fenil}-imidazo[2,1-b]tiazol-3-carboxilico en 1:10
THF:Metanol (33 ml) y se agité con NaOH acuoso 1 M (4 ml) durante una noche. La reaccion se complet6 por LC-
MS. La mezcla de reaccién se concentrd para eliminar los compuestos organicos y se cargd con agua (20 mL). La
capa alcalina (pH=13) acuosa se lavé con CHxClI, (2 x 20 ml). La capa acuosa se acidificé (pH=2) con HClI 4 M y se
extrajo con CHxCI, (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na,SO,, se filtraron y se
concentraron con pentano para obtener el producto deseado en forma de un sélido anaranjado. (MS, M* + H =416,0)

El Compuesto 721 se preparé en un modo idéntico al Compuesto 719, usando el material de partida analogo éster
metilico.

Preparacion del Compuesto 745:
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Desplazamiento: Se calentaron 3-clorometil-6-(2-nitro-fenil)-imidazo[2,1-b]tiazol (0,200 mmol), imidazol (68 mg, 5 eq)
y trietilamina (140 ul) en acetonitrilo (3 ml) a 110 °C durante 30 minutos en un microondas. La mezcla de reaccién se
concentré hasta sequedad.

Nitro-reduccion: El residuo anterior se disolvié en metanol (6 ml), y se afiadié una mezcla de NaHS (67 mg, 6 eq) en
agua (1 ml) , y la reaccién se agité a 60 °C durante una noche. A la mafiana siguiente, se cargé otra porcion de
NaHS (67 mg, 6 eq) y la reaccion se calentd a 85 °C durante 3 horas. La reaccion se enfrio, se concentré hasta
sequedad, se diluyé con CH2Cl, y agua, y se extrajo con CH2Cl, (2 x 40 ml). Las capas organicas combinadas se
secaron (Na;S0O4) y se concentraron.

Formacién de amida: La amina de arriba se disolvio en piridina (3 ml) y se agité con cloruro de 2-quinoxalilo (46 mg,
1,2 eq) a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla de reaccién se concentré hasta sequedad y se purificd
por HPLC preparativa de fase inversa. Y se liofilizé con HCI para obtener la sal de HCI. (MS, M* + H = 452,1)
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Ejemplo 2: Identificacion de moduladores de sirtuina

Se usd un ensayo basado en polarizacion de fluorescencia o espectrometria de masas para identificar los
moduladores de actividad de SIRT1. Se usé el mismo ensayo para identificar moduladores de cualquier proteina
sirtuina. Los ensayos de polarizacién por fluorescencia utilizan uno o dos péptidos distintos basados en un
fragmento de p53, una diana de desacetilacion de sirtuina conocida. Los compuestos 1-18 se ensayaron usando un
sustrato que contenia el péptido 1, que tiene residuos de 14 aminoacidos de la siguiente manera:
GQSTSSHSK(AC)NIeSTEG (SEC ID NUM: 1) donde K(Ac) es un residuo lisina acetilado y Nle es una norleucina. El
péptido esta marcado con el fluoréforo MR121 (excitacion 635 nm/emisién 680 nm) en el término C y con biotina en
el término N. La secuencia del sustrato de péptido se basa en p53 con varias modificaciones. En particular, todos los
residuos arginina y leucina que no sean la lisina acetilada han sido reemplazados con serina, de modo que el
péptido no es susceptible a escisidon de tripsina en ausencia de desacetilacion. Ademas, el residuo de metionina
naturalmente presente en la secuencia ha sido reemplazado con la norleucina, ya que la metionina puede ser
susceptible a oxidacion durante la sintesis y la purificacion. Los compuestos 19-56 se ensayaron usando un sustrato
que contenia el péptido 2, que tiene residuos de 20 aminoacidos de la siguiente manera: EE-K(biotin)-
GQSTSSHSK(AC)NIeSTEG-K(MR121)-EE-NH, (SEC ID NUM: 2) donde K(biotina) es un residuo lisina biotinilado,
K(Ac) es un residuo lisina acetilado, Nle es norleucina y K(MR121) es un residuo lisina modificado por un fluoréforo
MR121. Este péptido esta marcado con el fluoréforo MR121 (excitacion 635 nm/emision 680 nm) en el término C y
con biotina en el término N. La secuencia de los sustratos de péptido se basan en p53 con varias modificaciones. En
particular, todos los residuos arginina y leucina que no sean residuos lisina acetilados han sido reemplazados con
serina, de modo que los péptidos no son susceptibles a escisidon de tripsina en ausencia de desacetilacion. Ademas,
los residuos de metionina naturalmente presentes en las secuencias han sido reemplazados con la norleucina, ya
que la metionina puede ser susceptible a oxidaciéon durante la sintesis y la purificacion. Como un sustrato alternativo
en el ensayo, el siguiente péptido 3 también se ha utilizado para ensayar los Compuestos 19 a 56: Ac-EE-K(biotina)-
GQSTSSHSK(AC)NIeSTEG-K(5TMR)-EE-NH2 (SEC ID NUM: 3) donde K(Ac) es un residuo lisina acetilado y Nle es
una norleucina. El péptido esta marcado con el fluoréforo 5TMR (excitacién 540 nm/emisién 580 nm) en el término
C. La secuencia del sustrato de péptido también se basa en p53 con varias modificaciones. Ademas, el residuo de
metionina naturalmente presente en la secuencia se reemplazé con la norleucina, ya que la metionina puede ser
susceptible a oxidacion durante la sintesis y la purificacion.

Los sustratos de péptido se expusieron a una proteina sirtuina en presencia de NAD" para permitir la desacetilacion
del sustrato y tornarlo sensible a la escision por tripsina. Luego se afiadio tripsina y la reaccion se llevd a cabo hasta
completarse (es decir, se escindié el sustrato desacetilado) liberando el fragmento MR121 o 5TMR. Se afiade luego
estreptavidina a la reaccion, donde puede unirse tanto al sustrato no escindido (es decir, a cualquier sustrato
acetilado remanente) y a la porcion no fluorescente del sustrato de péptido escindido (es decir, el fragmento que
contiene biotina). La sefal de polarizaciéon por fluorescencia observada para los sustratos de péptido de longitud
total unidos a estreptavidina fue superior que la sefial de polarizacién por fluorescencia observada para el fragmento
C-terminal MR121 o 5TMR liberado. De esta manera, la polarizacién por fluorescencia obtenida es inversamente
proporcional al nivel de desacetilacion (p. ej., la sefial es inversamente proporcional a la actividad de la proteina
sirtuina). Los resultados se leyeron en una lectora de polarizacion por fluorescencia de microplacas (Molecular
Devices Spectramax MD) con filtros de excitacion y emision adecuados.

Los ensayos de polarizacién por fluorescencia que usan el péptido 1 se llevaron a cabo de la siguiente manera: se
incuban sustrato peptidico 0,5 uM y BNAD" 150 uM con 0,1 pg/mL de SIRT1 durante 60 minutos a 37°C en un
tampon de reaccion (Tris-acetato 25, mM, pH8, 137 mM Na-Ac, 2,7 mM K-Ac, 1 mM Mg-Ac, 0,05% Tween-20, 0,1%
Pluronic F127, CaCl, 10 mM, DTT 5 mM, 0,025% BSA, nicotinamida 0,15 mM). Los compuestos de ensayo 1-18 se
solubilizaron en DMSO vy se afiadieron a la reaccién a 11 concentraciones que oscilaron entre 0,7 uM 'y 100 pM.

Los ensayos de polarizacion por fluorescencia que usan el péptido 2 se pueden llevar a cabo de la siguiente manera:
se incubaron sustrato peptidico 0,5 yM y BNAD" 120 uM con SIRT1 3 nM durante 20 minutos a 25°C en un tampon
de reaccion (Tris-acetato 25 mM, pH8, 137 mM Na-Ac, 2,7 mM K-Ac, 1 mM Mg-Ac, 0,05% Tween-20, 0,1% Pluronic
F127, CaCl, 10 mM, DTT 5 mM, 0,025% BSA). Los compuestos de ensayo 19-56 se solubilizaron en DMSO y se
afadieron a la reaccion a 10 concentraciones que oscilaron entre 300 uM y 0.15 uM en diluciones triples.

Después de la incubacién con SIRT1, se afiadié nicotinamida a la reaccion hasta una concentracion final de 3 mM
para detener la reaccion de desacetilacion y se afadié 0,5 ug/mL de tripsina para escindir el sustrato desacetilado.
La reaccion se incub6 durante 30 minutos a 37°C en presencia de estreptavidina 1 uM. La polarizacién fluorescente
se determind a longitudes de onda de excitaciéon (650 nm) y emisiones (680 nm). El nivel de actividad de la proteina
sirtuina en presencia de diversas concentraciones del compuesto de ensayo se determina entonces y puede
compararse con el nivel de actividad de la proteina sirtuina en ausencia del compuesto de ensayo, y/o con el nivel
de actividad de las proteinas sirtuina en el control negativo control (p. €j., nivel de inhibicién) y en el control positivo
(p. €j., nivel de activacion) anteriormente descritos.

Para los ensayos de polarizacién por fluorescencia, un control para inhibicion de actividad de sirtuina se lleva a cabo
afnadiendo 1 pL de nicotinamida 500 mM como control negativo al comienzo de la reaccion (p. ej., permite la
determinacion de la inhibicion de sirtuina maxima). Se llevd a cabo un control para activacion de la actividad de
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sirtuina usando 3 nM de proteina sirtuina, con 1 yL de DMSO en lugar del compuesto, para alcanzar una
desacetilacion inicial del sustrato (p. €j., para determinar la actividad de sirtuina normalizada).

El ensayo de espectrometria de masas utiliza un péptido que tiene residuos de 20 aminoacidos de la siguiente
manera: Ac-EE-K(biotina)-GQSTSSHSK(Ac)NIeSTEG-K(5TMR)-EE-NH2 (SEC ID NUM: 3) donde K(Ac) es un
residuo lisina acetilado y Nle es una norleucina. El péptido estd marcado con el fluoréforo 5TMR (excitacion 540
nm/emision 580 nm) en el término C. La secuencia del sustrato de péptido se basa en p53 con varias
modificaciones. Ademas, el residuo de metionina naturalmente presente en la secuencia se reemplazé con la
norleucina, ya que la metionina puede ser susceptible a oxidacion durante la sintesis y la purificacion.

El ensayo de espectrometria de masas se lleva a cabo de la siguiente manera: Se incuban sustrato peptidico 0,5 uM
y BNAD" 120 uM con SIRT1 10 nM durante 25 minutos a 25°C en un tampdn de reaccion (Tris-acetato 50 mM, pH 8,
NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, MgCl, 1 mM, DTT 5 mM, 0,05% BSA). Los compuestos de ensayo se pueden afiadir a la
reaccion como se describié anteriormente. El gen de SirT1 se clona en un vector que contiene el promotor T7 y se
transforma en BL21(DE3). Después de 25 minutos de incubacion con SIRT1, se afiaden 10 pL de acido férmico al
10% para detener la reaccion. Las reacciones se sellan y congelan para posterior andlisis de espectrometria de
masas. La determinacion de la masa del péptido de sustrato permite la determinaciéon precisa del grado de
acetilacion (es decir, el material de partida) en comparacion con el péptido desacetilado (producto).

Para el ensayo basado en espectrometria de masas, un control para inhibicién de actividad de sirtuina se lleva a
cabo afadiendo 1 pL de nicotinamida 500 mM como control negativo al comienzo de la reaccion (p. ej., permite la
determinacién de la inhibicién de sirtuina maxima). Se realiza un control para activacién de actividad de sirtuina
usando 10 nM de proteina sirtuina, con 1 yL de DMSO en lugar del compuesto, para determinar la cantidad de
desacetilacion del sustrato en un punto de tiempo determinado dentro del intervalo lineal del ensayo. Este punto de
tiempo es el mismo que se usé para los compuestos de ensayo y, dentro del intervalo lineal, el punto de tiempo
representa un cambio en velocidad.

Para cada uno de los ensayos precedentes, la proteina SIRT1 se expreso y purificd de la siguiente manera. El gen
de SirT1 se clond en un vector que contiene el promotor T7 y se transformé en BL21(DE3). La proteina se expreso
por induccién con IPTG 1 mM como una proteina de fusiéon marcada con His N-terminal a 18°C durante una noche, y
se cosecho a 30.000 x g. Las células se lisaron con lisozima en tampén de lisis (Tris-HCI 50 mM, Tris[2-carboxietil]
fosfina 2 mM (TCEP), 10 uM ZnCl,, NaCl 200 mM) y se trataron ademas con sonicacion durante 10 min para lisis
completa. La proteina se purificé en una columna Ni-NTA (Amersham) y se mezclaron las fracciones que contenian
la proteina pura, se concentraron y se pasaron por una columna (Sephadex S200 26/60 global). La proteina soluble
que contenia el pico se recogio y se paso6 por una columna de intercambio iénico (MonoQ). La elucion en gradiente
(200 mM - 500 mM NaCl) produjo la proteina pura. Esta proteina se concentré y dializé contra tampén de didlisis (20
mM Tris-HCI, 2 mM TCEP) durante una noche. La proteina se repartié en alicuotas y se congel6 a -80°C hasta uso
posterior.

Los compuestos moduladores de sirtuina que activaron SIRT1 se identificaron usando el ensayo anteriormente
descrito y se indican en la Tabla 4. Los valores EDsg para los compuestos activadores en el ensayo de polarizacion
por fluorescencia (FP) o en el ensayo de espectrometria de masas (MS) se representan con A' (EDsp = < 5uM), A
(EDsp = 5-50 uM), B (EDsp = 51-100 uM), C (EDsp = 101-150 yM) y D (EDso = >150 yM). NT significa que el
compuesto no fue ensayado usando el ensayo indicado. NA significa que el compuesto no fue activo en el ensayo
indicado. Numero de veces de activacion, segun lo determinado en la MS se representa con A (niumero de veces de
activacion >250%), B (num de veces de activacion <250%) o C (sin numero de veces de activacion). El valor EDsg de
resveratrol para activacion de SIRT1 es 16 uM y el numero de veces de activaciéon de resveratrol para SIRT1 en el
ensayo de MS es aproximadamente 200%. De modo similar, los valores Clsg para los compuestos inhibidores se
representan con A (Clso = <50 pM), B (Clsp = 51-100 pM), C (Clsg = 101-150 uM) y D (Clso = >150 uM).
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Tabla 4. Activadores de Sirt1

COMP’UESTO [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
178 437 \ a a
—0 @]
(o]
HN
S~ N
0
—N
\
179 467 \ A' A
—0 [e]
O
/
(0]
HN
\ V4
\
203 380 \ A' B
—O0 )
(o)
HN
Q\/N /
204 410 \ A' A
—0 o]
O
/
(0]
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COMPUESTO | [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
205 437 \ A A
—O0 o]
(o]
HN
N\ N/
\
N
/
206 467 \ A A
—0 (o]
o]
/
(0]
HN
S\|4N
N\ _N_/
\
N
/
207 478 \ A A
—0 o]
(o]
H
S\FN
N\ __N_/
HN N
__/
208 508 \ A A
—0 o}
o)
/
o}
HN
N\ __N_/
HN N
N4
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COMPUESTO | [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO [EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
209 479 \ A A
—0 o]
o)
HN
S\|4N
N\ _N_/
o] N
\n_/
210 509 \ A B
—O0 o]
o)
/
o)
HN
S\|¢N
N\ N/
/~ N\
o N
\_/
270 478 \ A A
—0 Q
(@]
HN
~-O
N N\ N/
)
H
271 508 \ A’ A
—0 o)
o}
/
0
HN
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COMPUESTO | [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
326 478 —Q A B
/
(0]
(o]
HN
N\ N7
HN N
/
327 461 \ A A
(0]
HN
Sj/)\j
N\ N7/
HN N
/
328 418 B A
o
HN
S\F,N
NN/
HN N
n_/
329 462 O/\O A A
o
HN
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COMPUESTO ([M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDs, ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
44 N A A
330 3 p
o)
HN
S N
e
\Tj—@
/~ \
HN N
N_/
338 458 o™X A A
0
HN
N\ _N-_/
HN N
./
440 468 A A
N
N\ 7
0
HN
N\ N/
HN N
n_/
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COMPUESTO | [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO [EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
441 470 Q A A
N N
S/,
(o)
HN
S~ =N
¢
HN N
n_/
442 472 A A
o}
o
HN
S~ =N
\TJ—@
HN N
\_/
443 436 o A A
0]
HN
S~ =N
99
HN N
A4
444 464 —S A A
o)
HN
S~ =N
\TJ—@
HN N
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COMPUESTO | [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO [EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
445 432 A B
0]
HN
SN
\U—@
HN N
_/
446 424 = A B
S
0]
HN
\_N_/
HN N
/
510 457 H A A
N
/
0o
HN
N\ N/
HN N
/
512 484 N A A
HNT
o]
HN
SYN
NN/
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COMPUESTO | [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDs, ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
513 470 Q A A
N N
N/
o]
HN
S\|¢N
(—N
N—)
H
543 420 /—\ A A
N N
S/
0
HN
S N
—
e,
HN N
__/
544 474 A A
S
o]
HN
S N
-
\T/
HN N
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COMP’UESTO [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
617 4711 </—\> A' A
—
N N
\_/
Yo
HN
\_N-f \<_/>
/N
0 N
N/
618 469,1 Q A B
N N
\ 7
O
HN
SYN
\_-N/
N
619 455 A B
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
620 4931 / N\ A B
0 0
\
o}
o]
HN
Sw =N
@,
621 472 Q A A
N\ /N
e
HN
s\‘éN —N
N\_N—”Z N\ /
/~\
o] N
__/
623 437 .0 ND c
N
\ /
O
HN
S\F,N
N\ N/
N N
\__/
624 458 A A
O /
0
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COMP’UESTO [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO
NUM. MS
625 496 N=\ A'

A
0
HN
See =N
\TJ—@
HN N
__/
628 5741 Q A'
N, N
\_Szo
N
S<2=N
O - GO
/7 A\
N N
—
o)
644 434 A
?:N
\
\ Y,
0
N
S\F,N
N\_ N
N N
\n_/
645 469 A
N /
o
N
See =N
e
N N
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
647 4731 Q A A
N\
0
N
N\ N/
/
—N O
648 402,1 Q A B
N N
N\ /
0
N
SYN
-
0
649 512,2 A A
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO [EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
650 570,2 Q ND
N\ ,N
\_S=o
HN
S—=N
§T0
o [N
YN
7°
651 512,2 Q A A
N\ ,N
\_gzo
HN
S~=N
o [N
YN
676 A A
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO [EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES

DE

ACT.

MS

677 Q A A

N N
_ Y/
9]
N
S N
—
)
N N
O
678 \ A B
) N~y
I
HN
S~ =N
HN\//N
679 F A B
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
680 4842 Q A A
N
S/,
(@]
N
sj/)\l
N\ N/
C
J
692 469 — C B
/
N
O
HN
5\ N/
HN N
695 454 F A A
F
0

106




ES 2396913 T3

COMPUESTO | [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
Ms
697 596 /OH ND C
HO—B
cl
0
HN
SN
\_N-Z
o jn
N N
3
698 502 F F A A
F
0
0
HN
j\/\ N
HN N
699 A A
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO [EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
700 512,2 Q A A
N\ /N
o
N
sjau
}N V;
"N\JN
703 468 \ ND C
—O0 0
O
/
@]
HN
@] NYS
>\—<\/N 4
0]
\
704 454 \ ND C
—0 0]
O
/
0]
HN

O, Nee-S
HO
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
707 386,1 Q A A
N\ /N
\_S:O
HN
SYN
H,C
708 4942 O A A
O
HN
SYN
§\ N
HN N
709 4941 O O ND C
O
HN
S~ =N
§ If@
HN N
710 4941 A A
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDs, ENSAYO |EDs; ENSAYO | NUM.
NUOM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
711 %;::? A B
N\ /N
o
N
5
O N
(@]
714 Q A B
N\ /N
\_4&=0
N
S— =N
L
F
715 €:::? A B
Ny N
o
N
’E}/N /
N\
S N
\_/
716 A A
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COMP’UESTO [M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
717 Q A B
N\ /N
\_S=o
N
SN
F
AN
F
718 444 1 Q ND C
N\ /N
\_S:O
N
SN
O
4 (0]
719 416 Q A A
N\ /N
\_&O
N
N\ _ N/
(@)
@)
720 Q ND C
N\ /N
\_3:0
N
S\|4N
N\ N7
O
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO [EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
721 Q A A
N N
\—S:o
N
S—=N
)
o)
o)
733 4842 NN A A
0 \_/
S N
R
N _#
735 514,2 0 H A A
N.
s \
/
L=
N~
OMe
736 5142 o} o OMe A A
S
= N\
N\/)\©
737 500,1 0 s\(F A A
S F
N A
738 4481 A A

Q OMe
=N NJ\@
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO |EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
739 424 1 0 OMe A A
S N
\ 7‘——-N OMe
N. 7
H3C OMe
740 377,1 Haq A B
(0]
L@ N\CHs
S N
L N
N _~
H,C
741 498,1 Q A A
N\ /N
\_$=O
N
SYN
N\ _N_Z
/\
—N N
(o]
742 487,1 A B

Ny N
\_S!:O
N
SN
.
s N
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COMPUESTO |[M+H]+ ESTRUCTURA EDso ENSAYO [EDso ENSAYO | NUM.
NUM. FP MS DE
VECES
DE
ACT.
MS
743 466,1 o— A A
o)
HN
S\FN F
\_ N/
HN\//N
744 437,1 F B A
@) —N
HN \ 7/
S N
\\F
N
!
745 4521 Q A A
Ny /N
o
N
S— =N
Né\N
\—/

Ejemplo 3: Identificacion de moduladores de sirtuina que usan SIRT3

Se us6 un ensayo de polarizacion por fluorescencia para identificar moduladores de actividad de SIRT3. Se uso el
mismo ensayo para identificar moduladores de cualquier proteina sirtuina. El ensayo utiliza un sustrato de péptido
basado en un fragmento de Histona H4, una diana de desacetilacién de sirtuina conocida. El sustrato contiene un
péptido que tiene residuos de 14 aminoacidos de la siguiente manera: Biotina-GASSHSK(Ac)VLK(MR121) (SEC ID
NUM: 4) donde K(Ac) es un residuo lisina acetilado. El péptido est4d marcado con el fluoréforo MR121 (excitacion
635 nm/emisién 680 nm) en el término C y con biotina en el término N.

El sustrato de péptido se expuso a una proteina sirtuina en presencia de NAD" para permitir la desacetilacién del
sustrato y tornarlo sensible a la escision por tripsina. Luego se afade tripsina y la reaccion se lleva a cabo hasta
completarse (es decir, se escinde el sustrato desacetilado) liberando el fragmento MR121 o TMR. Se afiade luego
estreptavidina a la reaccion, donde puede unirse tanto al sustrato no escindido (es decir, a cualquier sustrato
acetilado remanente) y a la porcion no fluorescente del sustrato de péptido escindido (es decir, el fragmento que
contiene biotina). La sefial de polarizacion por fluorescencia observada para el sustrato de péptido de longitud total
unido a estreptavidina es superior que la sefal de polarizacién por fluorescencia observada para el fragmento C-
terminal MR121 o TMR liberado. Por lo tanto, la polarizacién por fluorescencia obtenida es inversamente
proporcional al nivel de desacetilacion (p. €j., la sefial es inversamente proporcional a la actividad de la proteina
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sirtuina). Los resultados se leen en una lectora de polarizacion por fluorescencia de microplacas (Molecular Devices
Spectramax MD) con filtros de excitacion y emision adecuados.

Los ensayos de polarizacion por fluorescencia pueden realizarse de la siguiente manera: se incuba sustrato de
péptido 0,5 uM y BNAD" 50 upM con 2 nM de SIRT3 durante 60 minutos a 37°C en un tampdn de reaccién (Tris-
acetato 25 mM, pH8, 137 mM Na-Ac, 2,7 mM K-Ac, 1 mM Mg-Ac, 0,1% Pluronic F127, CaCl, 10 mM, TCEP 1 mM,
0,025% BSA). Los compuestos de ensayo se solubilizan en DMSO y se afiaden a la reaccién a 11 concentraciones
que oscilan entre 0,7 uM y 100 pM. La proteina SIRT3 utilizada en los ensayos correspondio a los residuos de
aminoacidos 102-399 de SIRT3 humana con marca His N-terminal. La proteina se sobrexpres6é en E. coli y se
purificé en una columna de quelato de niquel usando técnicas convencionales. Después de una incubacion de 60
minutos con SIRT3, se afiade nicotinamida a la reaccidén hasta una concentracion final de 3 mM para detener la
reaccion de desacetilacion y se afiade 0,5 pug/mL de tripsina para escindir el sustrato desacetilado. La reaccion se
incuba durante 30 minutos a 37°C en presencia de estreptavidina 1 mM. La polarizacién fluorescente se determina a
longitudes de onda de excitacion (650 nm) y emisiones (680 nm). El nivel de actividad de la proteina sirtuina en
presencia de diversas concentraciones del compuesto de ensayo se determina entonces y puede compararse con el
nivel de actividad de la proteina sirtuina en ausencia del compuesto de ensayo, y/o con el nivel de actividad de las
proteinas sirtuina en el control negativo control (p. ej., nivel de inhibicién) y en el control positivo (p. €j., nivel de
activacion) anteriormente descritos.

Se lleva a cabo un control para inhibiciéon de actividad de sirtuina, afiadiendo nicotinamida 30 mM al comienzo de la
reaccion (p. ej., permite la determinacién de la inhibicion maxima de sirtuina). Se realiza un control para activacion
de la actividad de una sirtuina usando 0,5 ug/mL de proteina sirtuina para alcanzar la desacetilacion inicial del
sustrato (p. ej., para determinar la actividad de sirtuina normalizada).

EJEMPLO 4: Ensayos de actividad de sirtuinas basados en células

Ensayo de movilizacién de grasa. Se disponen en placas células 3T3 L1 con 2 ml de 30.000 células/ml en medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)/10% suero de ternero recién nacido en placas de 24 pocillos. Se permite
diferenciar los pocillos individuales por adicion de Rosiglitazona 100 nM. Las células control no diferenciadas se
mantienen en DMEM/10% suero de ternero recién nacido nuevo durante todo el ensayo. A las 48 horas (2 dias), se
inicia la adipogénesis por adicion de DMEM/10% suero de ternero fetal/0,5 mM 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX)/1 yM
dexametasona. A las 96 horas (4 dias), se permite que avance la adipogénesis por eliminacién de los medios y
afiadiendo 2 ml de DMEM/10% suero de ternero fetal junto con 10 pg/mL de insulina o 100 nM de Rosiglitazona. A
las 144 horas (6 dias) y a las 192 horas (8 dias), todos los pocillos se cambian a DMEM/10% suero de ternero fetal.

A las 240 horas (10 dias de la disposicion en placas original de las células), los compuestos de ensayo en un
intervalo de concentraciones se afiaden a pocillos individuales por triplicado, junto con Rosiglitazona 100 nM. Se
mantienen tres pocillos de células no diferenciadas en DMEM/10% suero de ternero recién nacido y tres pocillos de
células control diferenciadas se mantienen en medio DMEM fresco/10% suero de ternero recién nacido con
Rosiglitazona 100 nM. Como control positivo para movilizacion de grasa, se usa resveratrol (un activador de SIRT1)
a concentraciones que oscilan en diluciones triples de 100 uM a 0,4 uM.

A las 312 horas (13 dias), el medio se elimina y las células se lavan dos veces con PBS. Se afiaden 0,5 mL de
disolucién rojo O al aceite (provista en el kit de ensayo de adipogénesis, Cat. num. ECM950, Chemicon International,
Temecula, CA) por pocillo, incluyendo pocillos que no tienen células como control de fondo. Las placas se incuban
durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego se extrae la disolucion de tinte rojo O al aceite y los pocillos se
lavan 3 veces con 1 mL de disolucion de lavado (Kit de ensayo de adipogénesis). Después de eliminar el ultimo
lavado, las placas tefiidas se visualizan, exploran o fotografian. Se extrae el tinte (Kit de ensayo de adipogénesis) y
se cuantifica en una lectora de placas a 520 nM. Los resultados cuantitativos y visuales se exponen en la Figura 16.

Ensayo de proteccion de células ganglionares primarias de la raiz primaria (DRG). Los compuestos de prueba se
ensayan en un ensayo de proteccién de axones como se describe (Araki et al. (2004) Science 305(5686):1010-3).
En resumen, se cultivan explantes DRG de ratdon de embriones E12.5 en presencia del factor de crecimiento
nervioso 1 nM. Se extraen las células no neuronales de los cultivos, anadiendo 5-fluorouracilo al medio de cultivo.
Los compuestos de ensayo se afiaden 12 a 24 horas antes de las transecciones de axones. La transeccion de
neuritas se realiza a los 10-20 dias in vitro (DIV) usando una aguja de calibre 18 para extraer los cuerpos de las
células neuronales.

EJEMPLO 5: ensayo de ATP basado en células

Este ejemplo describe el efecto del activador de SIRT1, resveratrol sobre los niveles de ATP celulares en células
NCI-H358. Los niveles de ATP celular se encuentran en medicién indirecta de los indices metabdlicos celulares vy,
por extension, funcion mitocondrial. Ya que la activaciéon de SIRT1 se ha vinculado al incremento de biogénesis
mitocondrial in vivo, este estudio estd disefiado para determinar si el resveratrol incrementa el funcionamiento
mitocondrial, usando niveles de ATP celular como la lectura. El ensayo de ATP se combina con el ensayo de
viabilidad celular de modo que los niveles de ATP celular pueden normalizarse a células viables. Los niveles de ATP
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celular se midieron usando el kit ATPLite 1Step (PerkinElmer), y la viabilidad celular se midi6 usando el tinte
permeable de células AlamarBlue™.

El ensayo de ATP celular es un ensayo de multiplexion que mide tanto los niveles de ATP como la viabilidad de una
muestra celular determinada. Este ensayo se realiza en una placa de ensayo de 96 pocillos y los datos se indican
como [ATP]/viabilidad para cada pocillo de la placa de ensayo.

El kit ATPLite 1Step ™ es un ensayo basado en células luminiscentes para deteccidon de ATP. El kit contiene una
mezcla de sustrato liofilizado, comprendida por D-luciferina y la enzima de luciérnaga (Photinus piralis) luciferasa.
Asimismo, el kit contiene un tampdén de reconstitucion a base de detergente que induce la lisis de las membranas
celulares. La luciferasa en la mezcla del ensayo cataliza una reaccion entre el ATP celular libre y la D-luciferina para
producir bioluminescencia de acuerdo con la reaccién esquematica sefialada a continuacion. La cantidad de luz
producida es proporcional a la concentracién de ATP celular.

El ensayo AlamarBlue™ es un ensayo de una sola etapa que utiliza un tinte permeable a las células soluble, no
téxico, que se anade al medio de desarrollo de las células. Este tinte se somete a reduccion de electrones en células
viables pero no en células muertas. El producto de tinte reducido proporciona una sefal fluorescente que puede ser
monitoreada con una lectora de placas de fluorescencia (excitacién 545 nm y emisién 575 nm). La cantidad de
fluorescencia generada en un pocillo determinado es proporcional al nimero de células viables. La sefial de
viabilidad generada por este ensayo se usa para normalizar la sefial de ATP de los resultados del ensayo ATPLite
1Step™.

Preparaciéon de una sustancia de prueba para el ensayo de ATP celular: Se peso resveratrol y se dispuso en un vial
de color pardo. El material se disolvido en 100% vehiculo (DMSO) para proveer una concentracion final de 10 mM
(disolucién madre). La disolucion madre se diluy6 en serie con 100% DMSO como se describe en SOP 7.10. Las
concentraciones finales de resveratrol en la placa del compuesto fueron 0,008, 0,023, 0,069, 0,206, 0,617, 1,852,
5,556, 16,67, 50 y 150 pM.

El efecto del resveratrol sobre los niveles de ATP celular en células NCI-H358 (100 pL) se examiné usando el
ensayo de ATP celular descrito. El disefio experimental se resume en la Figura 1. En este ensayo, se siembran
células NCI-H358 (obtenidas de American Tissue Culture Collection, ATCC) en microplacas de 96 pocillos
(104 células/pocillo). El medio de cultivo de desarrollo de NCI-H358 consiste en medio RPMI 1640 enriquecido con
10% FBS, 100 mg/mL estreptomicina y 100 unidades/mL de penicilina. Se trataron microplacas de células por
triplicado con 15 yL de 10 concentraciones de resveratrol (0,008, 0,023, 0,069, 0,206, 0,617, 1,852, 5,556, 16,667,
50 y 150 uM) o 15 pL de vehiculo (DMSO; concentracion final de 0,5%; 12 réplicas por placa). Después de 48 horas
del tratamiento del compuesto bajo condiciones de desarrollo celular, las placas se eliminaron de la incubadora y se
anadieron 15 pl de tinte AlamarBlue™ a cada pocillo. Se incubaron microplacas de células con tinte durante 2 horas
bajo condiciones de crecimiento, y luego se midié la fluorescencia usando una lectora de placas. El medio que
contenia AlamarBlue™ se elimind y las placas se lavaron en 100 ul de PBS por pocillo. Este lavado se elimind y se
afnadieron 200 pl de reactivo 1x ATPLite 1Step a cada pocillo. La luminiscencia se midié luego usando una lectora de
placas. La sefial de ATP para cada pocillo, medida por barrido de luminiscencia, se normalizé a su correspondiente
valor de viabilidad celular, medido por barrido de fluorescencia, para generar el nivel de ATP promedio por unidad
celular viable (ATP/vCell). EI ATP/vCell para cada tratamiento se normalizé luego al vehiculo promedio ATP/vCell
para su respectiva microplaca celular, proporcionando el ATP/vCell normalizado (norm. ATP/vCell). Finalmente el
ATP/vCell normalizado para cada tratamiento Unico se promedié con las réplicas de placas, generando el
ATP/vCellnormalizado promedio. Las dosis de resveratrol que aumentan los niveles de ATP celular tienen valores
ATP/vCell normalizados superiores a 1,0. La concentracién de resveratrol que produce 50% del incremento maximo
en ATP/vCell normalizado (CE50 ATP) se determind por analisis de curvas de mejor ajuste usando un modelo de
curva de dosis y respuesta sigmoide.

Se midieron los niveles de ATP de las células tratadas con 10 concentraciones de resveratrol o vehiculo solo. Cada
uno de estos niveles de ATP se normalizé a la viabilidad celular en el correspondiente pocillo de tratamiento,
generando el valor ATP/vCell. Cada valor ATP/vCell se normalizé subsiguientemente a sus valores de vehiculo
promedio ATP/vCell para su respectiva microplaca celular.

Los datos se representan como ATP/vCell normalizado (unidades arbitrarias). La Figura 2 indica la curva de dosis y
respuesta sigmoide del mejor ajuste para las 10 concentraciones de resveratrol graficada contra los
correspondientes valores ATP/vCell normalizados. Estos valores representan un promedio de los tres replicados de
las placas. El resveratrol incrementa los niveles de ATP en células NCI-H358 en un modo dependiente de la dosis.
El incremento maximo en los niveles de ATP celular fue de 3,0 veces y ocurrié con el tratamiento de 50 uM de
resveratrol. El valor EC50 de ATP para resveratrol se determiné en 29 uM.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto

A) de la férmula:

S ! |
Rzo() \\:L/\%Rm

(XVIID),
o su sal farmacéuticamente aceptable, en la que
R'® se selecciona entre:
M,
| X Z1o f\,
(@)
RN / " Z1g- /
Z7 Zis5

en la que:

cada Z1o, Z11, Z12 Y Z13 Se selecciona independientemente entre N, CR¥o CR1'; y cada Za, Z15 y Z16 Se selecciona
independientemente entre N, NR+', S, O, CR® o CR",

cero a dos de Z1o, Z11, Z12 0 Z13 son N;

en la que:
por lo menos uno de Z14, Z1sy Zis €es N, NRy', O 0 S;
ceroauno de Z4, Z1sy Zis €s S 0 O;
cero a dos de Zi4, Z15 y Z16 son N o0 NR¢';
cero aun R? es un grupo solubilizante; y
cero a un R¢' es alquilo C+-C3 lineal o ramificado opcionalmente sustituido;
cada R? se selecciona independientemente entre H o un grupo solubilizante;
R?" se selecciona entre -NR-C(O)-, -NR-S(0)z-, -NR{'-C(0)-NR1'"-, -NR{-C(S)-NRy'-, -NR{-C(S)-NR{-CR{R",
-NR{'-C(0O)-CR1'R1-NR¢'-, -NR{-C(=NR{')-NR¢'-, -C(O)-NR¢'-, -C(O)-NR{'-S(0O)2-, -NR1'-, -CR{'R¢'-, -NR{'-C(O)-
CR{'=CR1{'-, -NR{-S(0)2-NR'-, -NR{-C(O)-NR+'-S(0).-, -NR{-CR{'R1-C(0)-NR'-, -CR1'R{-C(O)-NR{'-, -NR{'-
C(0)-CR{'=CR{-CR{'R1"-, -NR{'-C(=N-CN)-NR{'-, -NR'-C(0O)-CR1'R1'-O-, -NR{'-C(0)-CR{'R{-CR{'R{'-O-, -NR¢'-
S(0)2-CR+1'R1'-, -NR{'-S(0)2-CR1'R1- CR{'R¢'-, -NR{-C(0O)-CR{'R¢'-; -NR{-C(0O)-CR{'R{'-CR1'R+'-, -NR{-C(S)-
NR1-CR1{'R{-CR¢'R¢'-, -NR4'-C(O)-O-,

O

0
N—N N N

\N/Q k \/\NT >\,N\

Ry © —NR;’ o —NRy'

3 s

cada R1' se selecciona independientemente entre H o alquilo C+-C3 lineal o ramificado opcionalmente sustituido; y
R%! se selecciona entre un arilo monociclico o biciclico opcionalmente sustituido, o un heteroarilo monociclico o
biciclico opcionalmente sustituido, con la salvedad que cuando R
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2 es -NR¢-C(0)-, R*' no es 4-cianofenilo o

N *

-

y cuando R*' es -NR{-S(0).-, R*' no es 4-metoxifenilo o 4-t-butilfenilo; o

B) un compuesto de la férmula:
R31
4
R
CT -
\ R
/\\/N\)—
Rr202 (XX),

o su sal farmacéuticamente aceptable, en la que

i Zuo NOg .
T o

R'® se selecciona entre:

16
o T2y
en la que:

cada Z1o, Z11, Z12 Y Z13 se selecciona independientemente entre N, CR® o CR1'; y cada Z14, Z15 y Z16 Se selecciona
independientemente entre N, NR', S, O, CR® o CRy,

en la que:

cero a dos de Zq9, Z11, Z12 0 Z13 son N;

por lo menos uno de Z14, Z1sy Zis es N, NR¢, O 0 S;

cero a uno de Z, Z1sy Z1s €s S o O;

cero a dos de Zi4, Z15 Yy Z16 son N o0 NR¢';

cero a un R? es un grupo solubilizante; y

cero a un R¢' es alquilo C+-C3 lineal o ramificado opcionalmente sustituido;

cada R? se selecciona independientemente entre H o un grupo solubilizante;
R?% se selecciona independientemente entre H o un grupo solubilizante;
R?' se selecciona entre -NR+-C(O)-, -NR+'-S(0)2-, -NR{'-C(0O)-NR1'-, -NR1-C(S)-NR{'-, -NR+'-C(S)-NR{'-CR{'R1'-, -
NR+-C(0)-CR1'R1-NR¢"-, -NR{'-C(=NR1')-NR1'-, -C(0)-NR1'-, -C(0)-NR'-S(O).-, -CR1'R+"-, -NR¢'-C(O)-CR'=CR1'-, -
NR1'-S(0)2-NR1'-, -NR'-C(0)-NR1'-S(0).-, -NR1'-CR1'R1'-C(0)-NR1'-, -CR1'R1'-C(O)-NR¢'-, -NR{'-C(O)-CR1'=CR{'-
CR{'R¢"-, -NR{'-C(=N-CN)-NR1'-, -NR-C(0O)-CR{'R+"-O-, -NR{-C(0)-CR1'R1-CR{'R1'-O-, -NR'-S(0),-CR/'R+'-, -NR'-

S(0)2-CR{'R1-CR{'R1"-, -NR{-C(O)-CR{'R'~; -NR{-C(0)-CR{'R{-CR'R"-, -NR{-C(S)-NR{-CR{R{-CR{R"-, -NR-
C(0)-0-,
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A

R1' _'NR1

b

@)
O N%
>-—N

0 —'NR1'

donde cada R1 se selecciona independientemente entre H o alquilo C+4-Cj lineal o ramificado opcionalmente
sustituido; y R*' se selecciona entre arilo monociclico o biciclico opmonalmente sustituido, o un heteroarilo
monociclico o biciclico opcionalmente sustituido, donde cuando R es

ale

Z13 / Z44
Z12

20a

Y Z10, Z11, Z12 'y Z13 son cada uno CH, R™ es un grupo solubilizante; o

C) de la férmula:

R21_R32

S N
-
A
(XXD),

o su sal farmacéuticamente aceptable, en la que

R?" se selecciona entre -NR+-C(O)-, -NR+'-S(0)2-, -NR{'-C(O)-NR1'-, -NR1-C(S)-NR{'-, -NR+'-C(S)-NR{'-CR{'R1'-, -
NR1'-C(O)-CR1'R1'-NR1'-, -NR{'-C(=NR{")-NR1'-, -C(O)-NR¢'-, -C(0)-NR{'-S(0O)2-, -NR{'-, -CR{'R¢'-, -NR'-C(O)-
CR1'=CR1'-, -NR{'-S(0)2-NR1'-, -NR'-C(0O)-NR1'-S(0)2-, -NR+1'-CR{'R1'-C(O)-NR1'-, -CR1'R1'-C(O)-NR1'-, -NR+'-C(O)-
CR1'=CR{-CR1{'R1'-, -NR{'-C(=N-CN)-NR1'-, -NR'-C(0O)-CR{'R+'-O-, -NR{'-C(0)-CR+{'R1'-CR'R1'-O-, -NR{'-S(O),-
CR1'R1'+, -NR{'-S(0)2-CR1'R1'- CR{'R¢'-, -NR'-C(0)-CR1'R1'-; -NR¢-C(O)-CR1'R1'-CR1'R1'-, -NR{'-C(S)-NR-CR1'R¢'-
CR¢'R¢'+, -NR'-C(0)-0O-,

O

O
N— /\f
,( N )/
)\ \
_"NR1 - NR1
S
donde cada R1' se selecciona independientemente entre H o alquilo C+-C3 lineal o ramificado opcionalmente

sustituido; y

R* es un heteroarilo monociclico o biciclico opcionalmente sustituido, o un arilo biciclico opcionalmente sustituido,
donde:

cuando R*" es -NH-C(O)-CH>-, R*? no es tien-2-ilo no sustituido;
cuando R?' es -NH-C(O)-, R*no es furan-2-ilo, 5-bromofuran-2-ilo o 2-fenil-4-metiltiazol-5-ilo;
cuando R?' es -NH-S(0).-, R* no es naftilo no sustituido o 5-clorotien-2-ilo; o

D) de la formula:

119



ES 2396913 T3

R33
R21
S N
Y
A
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, donde:

R?" se selecciona entre -NR{-C(O)-, -NR1-S(0)z-, -NR{-C(O)-NR+'-, -NR{-C(S)-NR"-, -NR{-C(S)-NR{-CR{R1",
-NR{'-C(O)-CR1'R1-NR¢'-, -NR{-C(=NR1')-NR¢'-, -C(O)-NR1'-, -C(O)-NR'-S(O)2-, -NR¢'-, -CR{'R1'-, -NR{'-C(O)-
CR4'=CR1'-, -NR{'-S(0)2-NR1'-, -NR{'-C(O)-NR1'-S(0)2-, -NR1-CR1'R1-C(O)-NR{'-, -CR1'R¢'-C(O)-NR¢'-, -NR¢'-

C(0)-CR1'=CR-CR'Ry"-, -NR1'-C(=N-CN)-NR1"-, -NR-C(O)-CR'R{-O-, -NR{'-C(0)-CRy'R{-CR{'R{-O-, -NR"-
S(0)2-CR1'R1™, -NR1-S(0)2-CR1'R+"- CR1'Ry"-, -NR1'-C(0)-CR'Ry'-; -NR{-C(0)-CR1'R1-CR'Ry"-, -NR1'-C(S)-

NR{-CR{'R{'-CR1'R1'-, -NR+'-C(O)-O-,
0
@) N%H
-
AN
0 ""_NR1

donde cada R/’ se selecciona independientemente entre H o alquilo C+-C3 lineal o ramificado opcionalmente
sustituido; y R*® es un fenilo opcionalmente sustituido, donde:

(XX1D),

—NR4'

A
\E ./40)\ >—N\
1

2

cuando R*" es -NR+-C(O)-, Ri' no es H;

cuando R*" es -NH-C(O)-CH: o -NH-C(O)-CH,-0O-, R*® no es fenilo no sustituido o 4-halofenilo; y
cuando R?' es -NH-S(0).-, R* es fenilo no sustituido, 2,4- o 3,4-dimetilfenilo, 2,4-dimetil-5-metoxifenilo, 2-metoxi-
3,4-diclorofenilo, 2-metoxi-5-bromofenil-3,4-dioxietilenofenilo, 3,4-dimetoxifenilo, 3,4-diclorofenilo, 3,4-dimetilfenilo, 3-
o 4-metilfenilo, 4-alcoxifenilo, 4-fenoxifenilo, 4-halofenilo, 4-bifenilo o 4-acetilaminofenilo; o

E) de la formula:

R33
\

W

o su sal farmacéuticamente aceptable, donde:

(XXID),

R?' se selecciona entre -NH-C(O)- 0 -NH-C(O)-CH>-; y
R es fenilo sustituido con

a) un grupo -N(CHa)2 ;

b) un grupo CN en la posicion 3;

¢) un grupo -S(CHs); o

d)
< (¥
"0 >’"“'
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formando un puente entre las posiciones 3 y 4, donde en cualquiera de las opciones (A), (B), (C) o (D),
cuando R4" esta sustituido, R¢' esta sustituido con unoomas de -OH, halogeno -OR? -O-COR?, -COR?, -
C(O)R?, -CN, -NO,, -COOH, -COOR?, -OCO,R?, C(O)NRR -OC(O)NR?R®, -SO3H, -NHz, - NHR?, -
N(RaRb), -COOR?, -CHO, -CONH,, -CONHR?, -CON(R®R®), -NHCOR?, -NRCOR -NHCONH, -
NHCONR?H, -NHCON(R?R®), -NR°CONHS,, -NR°CONR®H, NR°CON(R R®), -C(= NH) -NH,, -C(=NH)-NHR?,
C(=NH)- N(RaRb) -C(=NR°)-NH,, -C(=NR%-NHR?, -C(= NRC) N(R®R®), -NH-C(=NH)-NH,, -NH-C(=NH)- NHRa
-NH-C(=NH)- N(RaRb) -NH-C(=NR°)-NH2, -NH-C(=NR°)-NHR?, -NH- -C(= NR°)-N(R°R®), “NRH- -C(=NH)-NH,, -
NR®-C(=NH)-NHR?, -NR%C(=NH)-N(R?R"), -NR%C(=NR°%)-NH,, -NR*-C(=NR%-NHR?, -NR*-C(=NR°)-
N(RaRb) -NHNH,, -NHNHR?, NHRaRb -SO:NHz, -SO,NHR,, -SO,NR°R?, -CH=CHR?, -CH=CR°R", -
CR°=CR°R®, CR°=CHR?, -CR°=CR°R®, - CCR?, -SH, -SOR?, -S(0)«OR? y -NH-C(=NH)-NH,, donde

kes0,102;

R?-R? son cada uno independientemente un grupo aromatico o aromatico sustituido alifatico, alifatico
sustituido, bencilo, bencilo sustituido; y

-NR"’Rb, tomados juntos, pueden tener también la forma de un grupo heterociclico no aromatico, sustituido o
no sustituido;

donde un grupo heterociclico no aromatico, grupo bencilo o grupo arilo puede también tener un grupo
alifatico o alifatico sustituido como sustituyente; un grupo alifatico sustituido puede también tener un anillo
heterociclico no aromatico, un anillo heterociclico no aromatico sustituido, bencilo, bencilo sustituido, arilo o
arilo sustituido como sustituyente; y un grupo heterociclico no aromatico, alifatico, sustituido, arilo sustituido
o bencilo sustituido puede tener mas de un sustituyente.

2. El compuesto segun la reivindicacion 1, opcién (A) que tiene la formula:

R31
\

R21
N

S
RZO_U /
N (X1X),

R? se selecciona entre H o un grupo solubilizante;

donde

R*' se selecciona entre -N H-C(O)- o -NH-C(O)-CHa-; y

R*' se selecciona entre un arilo monociclico o biciclico opcionalmente sustituido, o un heteroarilo monociclico o
biciclico opcionalmente sustituido.

3. El compuesto segun la reivindicacion 1, opcion (A) en el que R se selecciona entre fenilo, piridilo, tienilo o
furanilo.

4. El compuesto segun la reivindicacién 3, en el que R es fenilo opcionalmente sustituido.
5. El compuesto segun la reivindicacién 1, opcion (A) o cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 en el que:

R? se selecciona entre H, -CH2-N(CHz)2,

RN v
O

O
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, y Tl L\;/::h\"/\‘x H
N N NH i
j s

o . (1) S

e gz a,%/c ~

“ W N -
IO OR

o

6. El compuesto segun la reivindicacién 1, opcion (A) o cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 en el que:

5 R%' se selecciona entre fenilo, pirazolilo, furilo, piridilo, pirimidinilo, tienilo, naftilo, benzopirazolilo, benzofurilo,
quinolinilo, quinoxalinilo o benzotienilo y donde R*" esta opcionalmente sustituido.

7. El compuesto segun la reivindicacion 1, opcion (A) o cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 en el que R?" es -NH-
C(O)-.

8. El compuesto segun la reivindicacién 1, opcion (B) en el que R'® se selecciona entre fenilo, piridilo, tienilo o furilo.
10 9. El compuesto segun la reivindicacion 8, en el que R es fenilo opcionalmente sustituido.
10. El compuesto segun la reivindicacién 1, opcion (B), la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, en el que:

R?% se selecciona entre H, -CH2-N(CHj3)z,

H, H,
\/C\N/\‘ H‘/C\N
(o
e /gz\ w2
s,i/ NN N/\| \/ \N/w
O)\/N K/NH
H;

15 a. ° ~
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11. El compuesto segun la reivindicacién 1, opcion (B) o cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 en el que:

R%! se selecciona entre fenilo, pirazolilo, furilo, piridilo, pirimidinilo, tienilo, naftilo, benzopirazolilo, benzofuranilo,
quinolinilo, quinoxalinilo o benzotienilo y donde R* esta opcionalmente sustituido.

12. El compuesto segun la reivindicacion 1, opcion (B) o cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 en el que R es -
NH-C(O)-.

13. El compuesto segun la reivindicacién 1, opcion (C), en el que:

R*? se selecciona entre pirrolilo, pirazolilo, pirazinilo, furilo, piridilo, pirimidinilo o tienilo, y R* esta opcionalmente
sustituido y opcionalmente benzocondensado.

14. El compuesto segun la reivindicacion 13, en el que R* se selecciona entre benzofurilo, metilfurilo, benzotienilo,
piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirazolilo, donde dicho metilfurilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo o pirazolilo esta
opcionalmente benzocondensado y donde R* esta opcionalmente sustituido o adicionalmente sustituido.

15.Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R%! 0 R* es heteroarilo seleccionado entre imidazolilo, tienilo,
furilo, piridilo, pirimidilo, piranilo, pirazolilo, pirrolilo, pirazinilo, tiazolilo, oxazolilo y tetrazolilo.

16. Una composicion que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en el que la
composicion esta libre de pirégenos.

17. Una composiciéon farmacéutica que comprende un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable y un
compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15.

18. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto para tratar o prevenir la resistencia a insulina, un
sindrome metabdlico, diabetes o sus complicaciones, o para aumentar la sensibilidad a la insulina en un sujeto
humano, que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

19. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto para reducir el peso de un sujeto humano, o para
prevenir el aumento de peso, que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

20. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto para prolongar la vida de un sujeto humano que
comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

21. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno ocular
en un sujeto humano, que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

22. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun la reivindicacién 21, en la que la enfermedad o
trastorno ocular es deterioro de la vision, glaucoma, neuritis 6ptica, degeneracidon macular o neuropatia 6ptica
isquémica anterior.

23 Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto para tratar o prevenir neuropatia inducida por agentes
quimioterapéuticos en un sujeto humano, que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 15.

24. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto se representa con la formula:

/R31
s N R21
C Tyt
\ R
0N Y,
R (XVIID),

0 su sal farmacéuticamente aceptable, donde los grupos variables son como se definen en la reivindicaciéon 1,
opcién A.

25. Un compuesto de férmula:
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S< =N
-0
/AN
AN

o su sal farmacéuticamente aceptable.

26. Un compuesto de férmula:

HiCO  OCH,

H3CO

o su sal farmacéuticamente aceptable.
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Se subcultivan células H-358 en
placas de 150 mm

48 horas
37°C 5% CO

Se disponen 100 pL células/pocillo (104 célulasipocillo
en placas de ensayo de 96 pocillos

24 horas
JT°C 5% CO

Se afaden 0,5 UL compuestos de la placa
del compuesto de ensayo en placa de ensayo

48 horas
3TvC 5% CO,
I Se anaden 15 pL /pocillo AlamarBlue™
2 horas
37°C 5% €O,

Se lee AlamarBlue™ Auorescente

|

Se lavan las placas de ensayo 1 x 100 pl /pocillo
con PBS

|

Se afaden 200 pl /pocillo de reactivo de ensayo ATP

l I’

Se lee la senal luminiscente

FIG. 1
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3 G
3.0
2 5
E 20+
[ 1
1,5
1.04
0,5

promedio

ATP/vCell No

u ﬂ ] [ ] | ] |
-9 -8 -7 -6 -5

Conc. Log[M] Resveratrol

FIG. 2
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