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DESCRIPCION
Compuestos de tiazolopiridina moduladores de sirtuina
Antecedentes

La familia de genes del regulador de informacioén silenciada (SIR, por sus siglas en inglés) representa un grupo
altamente conservado de genes presente en los genomas de organismos que abarcan desde arqueobacterias hasta
eucariotas superiores. Las proteinas SIR codificadas estan implicadas en diversos procesos, desde la regulacion del
silenciamiento de genes hasta la reparacion del ADN. Las proteinas codificadas por miembros de la familia génica
SIR muestran una elevada conservacion de secuencia en un dominio central de 250 aminoacidos. Un gen bien
caracterizado de esta familia es SIR2 de S. cerevisiae, que esta implicado en el silenciamiento de locus HM que
contienen informacion que especifica el tipo de reproduccién sexual de la levadura, efectos de la posicién de
teldmeros y el envejecimiento celular. La proteina Sir2 de levadura pertenece a una familia de histona desacetilasas.
El homdlogo de Sir2, CobB, en Salmonella typhimurium, funciona como una ADP-ribosil transferasa dependiente de
NAD (nicotinamida adenina dinucledtido).

La proteina Sir2 es una desacetilasa de clase Ill que utiliza NAD como cosustrato. A diferencia de otras
desacetilasas, muchas de las cuales estan implicadas en el silenciamiento de genes, la Sir2 es insensible a
inhibidores de histona desacetilasa de clases | y Il tales como la tricostatina A (TSA).

La desacetilacién de acetil-lisina por Sir2 esta estrechamente acoplada a la hidrélisis de NAD, que produce
nicotinamida y un nuevo compuesto de acetil-ADP ribosa. La actividad de desacetilasa dependiente de NAD de Sir2
es esencial para aquellas de sus funciones que pueden conectar su papel bioldgico con el metabolismo celular de la
levadura. Los homologos de Sir2 en mamiferos poseen actividad de histona desacetilasa dependiente de NAD. La
mayoria de la informacién sobre las funciones mediadas por Sir2 procede de estudios en levaduras.

Los estudios bioquimicos han demostrado que Sir2 puede desacetilar facilmente las colas aminoterminales de
histonas H3 y H4, dando como resultado la formacion de 1-O-acetil-ADP-ribosa y nicotinamida. Las cepas con
copias adicionales de SIR2 presentan un mayor silenciamiento de ADNr y una duracion de vida 30% mayor. Se ha
demostrado recientemente que copias adicionales del homaologo de SIR2 en C. elegans, sir-2.1 y el gen dSir2 de D.
melanogaster prolongan considerablemente la duracién de vida de estos organismos. Esto implica que la via
reguladora dependiente de SIR2 para el envejecimiento ha surgido tempranamente en la evolucién 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 con el fin de aumentar sus probabilidades de sobrevivir a la adversidad.

En los seres humanos existen siete genes similares a Sir2 (SIRT1-SIRT7) que comparten el dominio catalitico
conservado de Sir2. SIRT1 es una proteina nuclear que tiene el mayor grado de similitud de secuencia con respecto
a Sir2. SIRT1 regula por desacetilacién multiples dianas celulares, entre ellas el supresor tumoral p53, el factor de
sefalizacion celular NF-kB y el factor de transcripcion FOXO.

SIRT3 es una homologa de SIRT1 que esta conservada en procariotas y eucariotas. La proteina SIRT3 tiene como
diana las crestas mitocondriales por medio de un dominio Unico localizado en el extremo N-terminal. SIRT3 tiene
actividad de proteina desacetilasa dependiente de NAD+ y se expresa de manera ubicua, particularmente en tejidos
metabdlicamente activos. Una vez transferida a las mitocondrias, se cree que SIRT3 es escindida por una peptidasa
de procesamiento de matriz mitocondrial (MPP, por sus siglas en inglés) para dar una forma activa mas pequefia.

Desde hace mas de 70 afios se sabe que la restriccion caldrica mejora la salud y prolonga la duracion de vida de los
mamiferos. También se prolonga la duraciéon de vida de la levadura, al igual que la de los metazoos, con
intervenciones que se asemejen a la restriccion calérica, por ejemplo la disminucion de glucosa. El descubrimiento
de que tanto la levadura como las moscas que carecen del gen SIR2 no viven mas tiempo cuando se les somete a
restriccion caldrica proporciona una prueba de que los genes SIR2 intervienen en los efectos beneficiosos para la
salud de una dieta caldrica restringida. Ademas, las mutaciones que reducen la actividad de la via de PKA
dependiente de cAMP (adenosina 3’,5-monofosfato) sensible a glucosa, de la levadura, prolongan la vida en células
de tipo salvaje pero no en cepas sir2 mutantes, demostrando que probablemente SIR2 sea un componente clave
situado en la ruta aguas abajo de la restriccion caldrica.

Los documentos US2007/037810, WO2008/156869, W0O2007/019346 y WO2009/061453 describen derivados de
tiazolo[5,4-b]piridin-2-ilo como compuestos moduladores de sirtuina.

Compendio

En la presente memoria se proporcionan nuevos compuestos moduladores de sirtuina y métodos de uso de los
mismos.

En un aspecto, la invencién proporciona compuestos moduladores de sirtuina de la Férmula Estructural (11l) como se
describen con detalle mas adelante.
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En otro aspecto, se describen métodos para usar compuestos moduladores de sirtuina, o composiciones que
comprenden compuestos moduladores de sirtuina. En determinadas realizaciones, se pueden utilizar compuestos
moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para una diversidad de
aplicaciones terapéuticas, que incluyen, por ejemplo, aumentar la duracion de 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 la coagulacion sanguinea, inflamacion y/o
enrojecimiento, etc. También se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto que se beneficiaria de una
actividad mitocondrial incrementada, para potenciar el rendimiento muscular, para aumentar los niveles de ATP en el
musculo o bien para tratar o prevenir lesiones del tejido muscular asociadas con hipoxia o isquemia. En otras
realizaciones, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que reducen el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina 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. Tal como se describira con mayor detalle mas adelante, los métodos comprenden administrar a un sujeto
que lo necesite una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto modulador de sirtuina.

En ciertos aspectos, se pueden administrar los compuestos moduladores de sirtuina solos o bien en combinacién
con otros compuestos, entre ellos otros compuestos moduladores de sirtuina u otros agentes terapéuticos.

Descripcion detallada
1. Definiciones

Cuando se empleen en la presente memoria, los siguientes términos y expresiones tendran los significados
expuestos a continuacion. Salvo que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en
la presente memoria tienen el mismo significado que una persona con pericia ordinaria en la técnica entiende
normalmente.

El término "agente" se emplea en la presente memoria para indicar un compuesto quimico, una mezcla de
compuestos quimicos, una macromolécula bioldgica (como un acido nucleico, un anticuerpo, una proteina o parte de
la misma, por ejemplo un péptido) o un extracto preparado a partir de materiales biolégicos tales como bacterias,
plantas, hongos o células o tejidos animales (particularmente de mamiferos). La actividad de tal agente puede
hacerlo adecuado como "agente terapéutico”, que es una sustancia (o sustancias) bioldgicamente, fisiologicamente
o farmacéuticamente activa que actua local o sistémicamente en un sujeto.

La expresion "animales de compafiia" se refiere a gatos y a perros. Tal como se emplea en la presente memoria, €l
término "perro” (o "perros") indica cualquier miembro de la especie Canis familiaris, de la que existe un gran numero
de razas distintas. El término "gato" (o "gatos") se refiere a un animal felino, incluidos gatos domésticos y otros
miembros de la familia Felidae, género Felis.

"Diabetes" se refiere a nivel elevado de azicar en sangre o cetoacidosis, asi como a anomalias metabdlicas
generales cronicas que provienen de un estado prolongado de nivel elevado de azicar en sangre o de una
disminucion de la tolerancia a la glucosa. "Diabetes" abarca tanto las formas del tipo | como las del tipo Il (diabetes
mellitus no insulinodependiente o DMNID) de la enfermedad. Los factores de riesgo para la diabetes incluyen los
siguientes factores: perimetro de cintura superior a 101,6 cm (40 pulgadas) en hombres u 88,9 cm (35 pulgadas) en
mujeres, tension arterial de 17,33/11,3 kPa (130/85 mmHg) o mayor, triglicéridos por encima de 150 mg/dl, glucosa
en sangre en ayunas superior a 100 mg/dl o lipoproteina de alta densidad inferior a 40 mg/dl en hombres o 50 mg/dl
en mujeres.

La expresion "DEso" se refiere a una medida reconocida en la técnica para la dosis eficaz. En determinadas
realizaciones, DEsg significa la dosis de un farmaco que produce el 50% de su respuesta o efecto maximo o, como
alternativa, la dosis que produce una respuesta predeterminada en el 50% de los sujetos o preparaciones de
ensayo. El término "DLsy" se refiere a la medida reconocida en la técnica para la dosis letal. En determinadas
realizaciones, DLsg significa la dosis de un farmaco que es letal para el 50% de los sujetos de ensayo. La expresién
"indice terapéutico" es una expresion reconocida en la técnica que se refiere al indice terapéutico de un farmaco,
definido como DLso/DEsq.

El término "hiperinsulinemia” se refiere a un estado de un individuo en el cual el nivel de insulina en la sangre es
mayor de lo normal.

La expresion "resistencia a la insulina" se refiere a un estado en el cual una cantidad normal de insulina produce una
respuesta bioldgica inferior a lo normal en comparacion con la respuesta biolégica en un sujeto que no presenta
resistencia a la insulina.

Un "trastorno de resistencia a la insulina", como se discute en la presente memoria, se refiere a cualquier
enfermedad o afecciéon que es causada o a la que contribuye la resistencia a la insulina. Los ejemplos incluyen:
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diabetes, obesidad, sindrome metabdlico, sindromes de resistencia a la insulina, sindrome X, resistencia a la
insulina, tension arterial elevada, hipertension, colesterol elevado en sangre, dislipidemia, hiperlipidemia,
enfermedad arterioscleroética que incluye accidente cerebrovascular, arteriopatia coronaria o infarto de miocardio,
hiperglucemia, hiperinsulinemia y/o hiperproinsulinemia, tolerancia disminuida a la glucosa, liberacion retardada de
insulina, complicaciones diabéticas, entre ellas cardiopatia coronaria, angina de pecho, insuficiencia cardiaca
congestiva, accidente cerebrovascular, funciones cognitivas en demencia, retinopatia, neuropatia periférica,
nefropatia, glomerulonefritis, glomeruloesclerosis, sindrome nefrético, nefroesclerosis hipertensiva, algunos tipos de
cancer (como de endometrio, de mama, de préstata y de colon) complicaciones del embarazo, deficiente salud
reproductiva femenina (como irregularidades menstruales, infertilidad, ovulacion irregular, sindrome de ovario
poliquistico (SOPQ)), lipodistrofia, trastornos relacionados con el colesterol, como calculos biliares, colecistitis y
colelitiasis, gota, apnea del suefio obstructiva y problemas respiratorios, artrosis y pérdida 6sea, por ejemplo
osteoporosis en particular.

La expresion "animales de ganado" se refiere a cuadripedos domesticados, lo que incluye los criados para carne y
diversos derivados, por ejemplo un animal bovino, incluidas vacas y otros miembros del género Bos, un animal
porcino, incluidos cerdos domésticos y otros elementos del género Sus, un animal ovino, incluidas ovejas y otros
elementos del género Ovis, cabras domésticas y otros elementos del género Capra; cuadripedos domesticados
criados para tareas especializadas tales como uso como bestia de carga, por ejemplo un animal equino, incluidos
caballos domésticos y otros miembros de la familia Equidae, género Equus.

El término "mamifero" es conocido en la técnica, y los mamiferos ilustrativos incluyen seres humanos, primates,
animales de ganado (incluidos bovinos, porcinos, etc.), animales de compaiiia (por ejemplo, caninos, felinos, etc.) y
roedores (por ejemplo, ratones y ratas).

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

Las expresiones "administracion parenteral" y "administrado parenteralmente" estan reconocidas en la técnica y se
refieren a modos de administracion distintos de la administracion enteral y tdpica, usualmente por inyeccion, e
incluyen sin limitacion la inyeccidon e infusidn intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal.

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

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" esta reconocida en la técnica y se refiere a un material,
composicion o vehiculo farmacéuticamente aceptable, como una carga, diluyente, excipiente, disolvente o material
de encapsulado liquido o sodlido, implicado en llevar o transportar cualquier composicién en cuestion o sus
componentes. Cada vehiculo debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con la composicion en cuestion 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, como lactosa, glucosa y sacarosa; (2)
almidones, como almidén de maiz y almidén de patata; (3) celulosa y sus derivados, como carboximetilcelulosa
sodica, etilcelulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes,
como manteca de cacao y ceras para supositorio; (9) aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de
algoddn, aceite de cartamo, aceite de ajonjoli, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles, como
propilenglicol; (11) polioles, como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, como oleato de etilo y
laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes tampon, como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido
alginico; (16) agua libre de pirégenos; (17) solucion salina isotonica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico; (20)
disoluciones tampon de fosfato y (21) otras sustancias compatibles no toxicas empleadas en formulaciones
farmacéuticas.

El término "prevencion" esta reconocido en la técnica y, cuando se emplea referido a una afeccién, como una
recurrencia (por ejemplo, dolor) local, una enfermedad como cancer, un sindrome complejo como insuficiencia
cardiaca o cualquier otra afeccion médica, es bien comprendido en la técnica, e incluye la administracion de una
composicion que reduce la frecuencia, o retarda la activacion, de sintomas de una afecciéon médica en un sujeto en
comparacion con un sujeto que no recibe la composicion. Asi, la prevencion del cancer incluye, por ejemplo, reducir
el nimero de crecimientos cancerosos detectables en una poblacidon de pacientes que reciben un tratamiento
profilactico en comparacion con una poblacion testigo no tratada, y/o retrasar la apariciéon de crecimientos
cancerosos detectables en una poblacion tratada en comparacion con una poblacién testigo no tratada, por ejemplo
en una cantidad estadistica y/o clinicamente significativa. La prevencién de una infeccién incluye, por ejemplo,
reducir el numero de diagndsticos de la infeccion en una poblacion tratada en comparacién con una poblacion
testigo no tratada, y/o retrasar la aparicion de sintomas de la infecciéon en una poblacién tratada en comparacion con
una poblacion testigo no tratada. La prevencién del dolor incluye, por ejemplo, reducir la magnitud de, o como
alternativa retrasar, sensaciones dolorosas experimentadas por sujetos de una poblacién tratada, en comparacion
con una poblacion testigo no tratada.

Las expresiones "tratamiento profilactico” o "tratamiento terapéutico" estan reconocidas en la técnica y se refieren a
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la administracion de un farmaco a un hospedante. Si se administra antes de la manifestacién clinica de la afecciéon
indeseada (por ejemplo, enfermedad u otro estado indeseado del animal hospedante) entonces el tratamiento es
profilactico, es decir protege al huésped contra el desarrollo de la afeccion indeseada, mientras que si se administra
después de la manifestacion de la afeccion indeseada, el tratamiento es terapéutico (es decir, pretende disminuir,
mejorar o mantener la afeccion indeseada existente o los efectos secundarios de la misma).

La expresion "libre de pirégenos”, referida a una composicion, se refiere a una composicion que no contiene un
pirégeno en una cantidad que conduciria a un efecto adverso (por ejemplo irritacion, fiebre, inflamacion, diarrea,
problemas respiratorios, choque endotdxico, etc.), en un sujeto al cual se ha administrado la composicion. Por
ejemplo, la expresion pretende abarcar composiciones que estan libres, o sustancialmente libres, de una endotoxina
como, por ejemplo, un lipopolisacarido (LPS).

"Duracion de vida replicativa" de una célula se refiere al nimero de células "hijas" producidas por una célula "madre"
individual. Por otra parte, "edad cronoldgica" o "duracion de vida cronoldgica" se refiere al plazo de tiempo durante el
que una poblacién de células que no se dividen siguen siendo viables cuando se ven privadas de nutrientes.
"Aumentar la duracién de vida de una célula" o "prolongar la duracion de 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 soportar el estrés y combatir el dafio, por ejemplo, al ADN, a proteinas; y/o aumentar
la capacidad de las células u organismos para sobrevivir y existir en estado vivo por mas tiempo bajo una situacion
particular, por ejemplo estrés (por ejemplo choque térmico, estrés osmotico, radiacion de alta energia, estrés
inducido quimicamente, dafio al ADN, nivel salino inadecuado, nivel de nitrégeno inadecuado o nivel de nutrientes
inadecuado). La duracién de vida puede aumentar al menos en aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50% o
60% o bien 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 al menos una actividad de una proteina sirtuina. En una realizacion ilustrativa, un compuesto activador de
sirtuina puede aumentar al menos una actividad bioldégica de una proteina sirtuina en al menos aproximadamente
10%, 25%, 50%, 75%, 100% o mas. Las actividades bioldgicas ilustrativas de proteinas sirtuina incluyen
desacetilacion, por ejemplo de histonas y p53; prolongacién de la vida; aumento de la estabilidad gendmica;
silenciamiento de la transcripcion y control de la segregacion de proteinas oxidadas entre células madre e hija.

"Proteina sirtuina" se refiere a un miembro de la familia de proteinas sirtuina desacetilasa, o preferiblemente a la
familia sir2, que incluye Sir2 de levadura (n° de acceso en GenBank P53685), Sir-2.1 de C. elegans (n° de acceso en
GenBank NP_501912) y SIRT1 humana (n°s de acceso en GenBank NM_012238 y NP_036370 (6 AF083106)) y
proteinas SIRT2 (n° de acceso en GenBank NM_012237, NM_030593, NP_036369, NP_085096 y AF083107).
Otros elementos de la familia incluyen los cuatro genes similares a Sir2 de levadura adicionales denominados
"genes HST" (homdlogos de Sir dos, por sus siglas en inglés) HST1, HST2, HST3 y HST4, y los otros cinco
homologos 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 las que comparten mas similitudes con SIRT1, es
decir hSIRT1, y/o Sir2 que con SIRT2, como los miembros que tienen al menos parte de la secuencia N-terminal
presente en SIRT1 y ausente en SIRT2, tal como lo tiene SIRT3.

"Proteina SIRT1" se refiere a un miembro de la familia sir2 de sirtuina desacetilasas. En una realizacién, una
proteina SIRT1 incluye Sir2 de levadura (n° de acceso en GenBank P53685), Sir-2.1 de C. elegans (n° de acceso en
GenBank NP_501912), SIRT1 humana (n° de acceso en GenBank NM_012238 6 NP_036370 (6 AF083106)), y sus
equivalentes y fragmentos. En otra realizacion, una proteina SIRT1 incluye un polipéptido que comprende una
secuencia de, o que consiste esencialmente en, la secuencia de aminoacidos expuesta en los n°s de acceso en
GenBank NP_036370, NP_501912, NP_085096, NP_036369 6 P53685. Las proteinas SIRT1 incluyen polipéptidos
que comprenden toda o una parte de la secuencia de aminoacidos expuesta en los n°s de acceso en GenBank
NP_036370, NP_501912, NP_085096, NP_036369 6 P53685; la secuencia de aminoacidos expuesta en los n° de
acceso en GenBank NP_036370, NP_501912, NP_085096, NP_036369 6 P53685 con de 1 a aproximadamente 2,
3,5,7,10, 15, 20, 30, 50, 75 o mas sustituciones de aminoacido conservadoras; una secuencia de aminoacidos que
es al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a los n°s de acceso en GenBank
NP_036370, NP_501912, NP_085096, NP_036369 6 P53685, y sus fragmentos funcionales. Los polipéptidos
también incluyen homologos (por ejemplo ortdlogos y paralogos), variantes o fragmentos de los n°s de acceso en
GenBank NP_036370, NP_501912, NP_085096, NP_036369 6 P53685.

Tal como se emplean en la presente memoria, las expresiones "proteina SIRT2", "proteina SIRT3", "proteina
SIRT4", "proteina SIRT5", "proteina SIRT6" y "proteina SIRT7" se refieren a otras proteinas sirtuina desacetilasas de
mamifero, por ejemplo humanas, que son homélogas a la proteina SIRT1, particularmente en el dominio catalitico
conservado de aproximadamente 275 aminoacidos. Por ejemplo, "proteina SIRT3" se refiere a un miembro de la
familia de proteinas sirtuina desacetilasas que es homodlogo a una proteina SIRT1. En una realizacion, una proteina
SIRT3 incluye proteinas SIRT3 humana (n° de acceso en GenBank AAH01042, NP_036371 o NP_001017524) y
SIRT3 de ratén (n° de acceso en GenBank NP_071878) y sus equivalentes y fragmentos. En ofra 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 n° de acceso en GenBank AAH01042, NP_036371,
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NP_001017524 6 NP_071878. Las proteinas SIRT3 incluyen polipéptidos que comprenden toda o una parte de la
secuencia de aminoacidos expuesta en los n° de acceso en GenBank AAH01042, NP_036371, NP_001017524 6
NP_071878; la secuencia de aminoacidos expuesta en los n° de acceso en GenBank AAH01042, NP_036371,
NP_001017524 6 NP_071878 con de 1 a aproximadamente 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 50, 75 o mas sustituciones de
aminoacido conservadoras; una secuencia de aminoacidos que es al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% idéntica a los n°s de acceso en GenBank AAH01042, NP_036371, NP_001017524 6 NP_071878, y sus
fragmentos funcionales. Los polipéptidos también incluyen homologos (por ejemplo ortélogos y paralogos), variantes
o fragmentos de los n°s de acceso en GenBank AAH01042, NP_036371, NP_001017524 6 NP_071878. En una
realizacion, una proteina SIRT3 incluye un fragmento de proteina SIRT3 que es producido por escision con una
peptidasa de procesamiento de matriz mitocondrial (MPP) y/o una peptidasa intermediaria mitocondrial (MIP, por sus
siglas en inglés).

Las expresiones "administracion sistémica”, "administrado sistémicamente”, "administracion periférica" y
"administrado periféricamente" estan reconocidas en la técnica y se refieren a la administracion de una composicion
en cuestion, sustancia terapéutica u otro material que no sea directamente al sistema nervioso central, de modo que
entre en el sistema del paciente y, por tanto, sea sometido a metabolismo y otros procesos similares.

El término "tautébmero”, tal como se usa en la presente memoria, esta reconocido en la técnica y se refiere a la
migracion formal de un atomo de hidrégeno, es decir, un protdn, acompafada de un cambio de un enlace simple y
un enlace doble adyacente. Cuando se emplea en la presente memoria para describir un compuesto o género de
compuestos, tautémero incluye cualquier porcion de un compuesto o bien el compuesto completo, como un
sustituyente sencillo de un compuesto, sustituyentes multiples de un compuesto o, por ejemplo, el compuesto
completo. Por ejemplo, el tautdmero de un compuesto que incluye un anillo de piridina sustituido con hidroxilo (A) es
un compuesto que incluye el anillo sustituido con ceto-enol (B):

‘;‘ | AN lautomerizaciénés‘ ~ |
=
—

HO™ N 0]
A

La expresion "agente terapéutico" esta reconocida en la técnica y se refiere a cualquier resto quimico que es una
sustancia bioldgica, fisiolégica o farmacoldgicamente activa que actia local o sistémicamente en un sujeto.
La expresion también significa cualquier sustancia destinada al uso en el diagndstico, la cura, mitigacion, tratamiento
o prevencion de enfermedad o en la mejoria del deseable desarrollo y/o condiciones fisicas o mentales en un animal
0 un ser humano.

La expresion "efecto terapéutico” esta reconocida 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 farmacolégicamente
activa. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" significa la cantidad de dicha sustancia que produce algun
efecto local o sistémico deseado con una relacion razonable de 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 una
persona con pericia ordinaria en la técnica pueden determinar facilmente. Por ejemplo, ciertas composiciones
descritas en la presente memoria pueden administrarse en una cantidad suficiente para producir un efecto deseado
con una relacion razonable de beneficio/riesgo aplicable a dicho tratamiento.

"Tratar" una afeccion o enfermedad se refiere a curar y también a aliviar al menos un sintoma de la afeccién o
enfermedad.

La expresion "deterioro de la vision" se refiere a disminucién de la vision, que con frecuencia es solo parcialmente
reversible o irreversible tras el tratamiento (por ejemplo, cirugia). El deterioro de la vision particularmente grave se
denomina "ceguera" o "pérdida de la visidon", que se refiere a una pérdida total de visién, a una visiéon peor que
20/200 que no se puede mejorar con lentes correctoras, o a un campo de vision inferior a 20 grados de diametro (10
grados de radio).

2. Moduladores de Sirtuina

En un aspecto, la invencién proporciona nuevos compuestos moduladores de sirtuina para 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, enfermedades y/o
trastornos oculares, enfermedad cardiovascular, trastornos de la coagulaciéon sanguinea, inflamacion, cancer y/o
enrojecimiento, etc. Los compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina pueden utilizarse también para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto que se beneficiaria de una
actividad mitocondrial aumentada, para potenciar el rendimiento muscular, para aumentar los niveles musculares de
ATP, o para tratar o prevenir lesiones del tejido muscular asociadas con hipoxia o isquemia. Otros compuestos
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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 una realizacién, los compuestos moduladores de sirtuina de la invencién estan representados por la Férmula
Estructural (l11):

\
N—/
o
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En determinadas realizaciones de la Formula Estructural (l11), R® se selecciona de

.CH
NS ,CH3 /\O ’
% o % ,

hidrégeno, .y

En una realizacion mas especifica de la Formula Estructural (I1l), R® es

,_'IL/\/\OJCH:;

En determinados aspectos, el compuesto de la estructura (l1l) es una base libre.

Los compuestos de la invencidn, incluidos los nuevos compuestos de la invencién, pueden usarse también en los
métodos descritos en la presente memoria.

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.

Por separado o ademas de las propiedades antes citadas, ciertos compuestos moduladores de sirtuina de la
invencion no tienen sustancialmente una o mas de las siguientes actividades: inhibicién de PI3-cinasa, 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
desacetilacion de una proteina sirtuina (por ejemplo, como una proteina SIRT1 y/o SIRT3).

Los compuestos descritos en la presente memoria también incluyen variantes parcial y totalmente deuteradas. En
determinadas realizaciones, se pueden utilizar variantes deuteradas para estudios cinéticos. Una persona con
pericia ordinaria en la técnica puede seleccionar los sitios en los que estén presentes tales atomos de deuterio.

También se incluyen en la presente invencion sales, particularmente sales farmacéuticamente aceptables, de los
compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria. Los compuestos de la presente invencion
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que poseen un grupo funcional suficientemente acido, suficientemente basico, 0 ambos grupos funcionales, pueden
reaccionar con cualquiera de varias bases inorganicas y acidos inorganicos y organicos para formar una sal. Como
alternativa, los compuestos que estén inherentemente cargados, como los que tienen un nitrégeno cuaternario,
pueden formar una sal con un contraion adecuado (por ejemplo, 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 yodhidrico, acido sulfdrico, acido fosférico y similares, y acidos organicos tales
como acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico, acido oxalico, acido p-bromofenilsulfénico, acido carbénico,
acido succinico, acido citrico, acido benzoico, acido acético y similares. Los ejemplos de dichas sales incluyen
sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfito, fosfato, monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato, metafosfato,
pirofosfato, cloruro, bromuro, yoduro, acetato, propionato, decanoato, caprilato, acrilato, formiato, 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,
gama-hidroxibutirato, glicolato, tartrato, metanosulfonato, propanosulfonato, naftaleno-1-sulfonato, naftaleno-2-
sulfonato, mandelato y similares.

Las sales de adicion basicas incluyen las derivadas de bases inorganicas, tales como hidroxidos de amonio o de
metal alcalino o alcalinotérreo, carbonatos, bicarbonatos y similares. Dichas bases Utiles para preparar las sales de
la presente invencion incluyen por lo tanto hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, hidroxido de amonio, carbonato
de potasio y similares.

Los compuestos moduladores de sirtuina antes definidos pueden sintetizarse utilizando técnicas convencionales.
Ventajosamente, estos compuestos se sintetizan convenientemente a partir de materiales de partida facilmente
disponibles.

Las transformaciones y metodologias de la quimica sintética Utiles para sintetizar los compuestos moduladores de
sirtuina descritos en la presente memoria son conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, las 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, compilador, Enciclopedia 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 al menos aproximadamente 20%,
50%, 75%, 80%, 90% o0 95%.

Los compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria pueden tener también una o mas de las
siguientes caracteristicas: el compuesto puede ser esencialmente no tdxico para una célula o sujeto; el compuesto
modulador de sirtuina puede ser una molécula organica o una molécula pequefia de 2.000 uma o menos, 1.000 uma
0 menos; un compuesto puede tener una semivida en condiciones atmosféricas normales de al menos
aproximadamente 30 dias, 60 dias, 120 dias, 6 meses o 1 afio; el compuesto puede tener una semivida en
disolucién de al menos aproximadamente 30 dias, 60 dias, 120 dias, 6 meses o 1 afio; un compuesto modulador de
sirtuina puede ser mas estable en solucion que el resveratrol en 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 ADN Ku70; un compuesto modulador de sirtuina puede promover la
desacetilacion de RelA/p65; un compuesto puede aumentar las velocidades de recambio generales 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 de clases | y Il, a concentraciones
(por ejemplo, in vivo) eficaces para modular la actividad de 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 una CEsp
para activar la actividad de desacetilasa de sirtuina que sea por lo menos 5 veces menor que la CEsp para la
inhibicién de una HDAC | y/o HDAC II, e incluso mas preferiblemente al menos 10 veces, 100 veces o incluso 1.000
veces menor. Los métodos para ensayar la actividad de HDAC | y/o HDAC Il son bien conocidos en la técnica y en el
mercado se pueden adquirir kits para realizar dichos ensayos. Véanse, por ejemplo, Bio Vision, Inc. (Mountain View,
CA,; sitio web en biovision.com) y Thomas Scientific (Swedesboro, NJ; sitio web en tomassci.com).

En determinadas realizaciones, un compuesto modulador de sirtuina no tiene ninguna capacidad sustancial de
modular homadlogos de sirtuina. En una realizacién, un activador de una proteina sirtuina humana puede no tener
ninguna capacidad sustancial de activar una proteina sirtuina de eucariotas inferiores, particularmente de levaduras
o patégenos humanos, a concentraciones (por ejemplo, in vivo) eficaces para activar la actividad de desacetilasa de
sirtuina humana. Por ejemplo, se puede elegir un compuesto activador de sirtuina que tenga una CEsg para activar
una actividad de desacetilasa de sirtuina humana, como SIRT1 y/o SIRT3, que sea al menos 5 veces menor que la
CEso para activar una sirtuina de levadura, como sir2 (como de Candida, S. cerevisiae, etc.), e incluso mas
preferiblemente al menos 10 veces, 100 veces o incluso 1.000 veces menor. En otra realizacién, un inhibidor de una
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proteina sirtuina de eucariotas inferiores, particularmente de levaduras o patdégenos humanos, no tiene ninguna
capacidad sustancial de inhibir una proteina sirtuina de seres humanos a concentraciones (por ejemplo, in vivo)
eficaces para inhibir la actividad de desacetilasa de una proteina sirtuina de un eucariota inferior. Por ejemplo, se
puede elegir un compuesto inhibidor de sirtuina que tenga una Clsy para inhibir una actividad de desacetilasa de
sirtuina humana, como SIRT1 y/o SIRT3, que sea al menos 5 veces menor que la Clso para inhibir una sirtuina de
levadura, como sir2 (como de Candida, S. cerevisiae, etc.), e incluso mas preferiblemente al menos 10 veces, 100
veces o incluso 1.000 veces menor.

En determinadas realizaciones, un compuesto modulador de sirtuina puede tener la capacidad de modular uno o
mas homodlogos de proteina sirtuina, tales como por ejemplo una o mas de SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS5,
SIRT6 o SIRT7 humanas. En una realizacion, un compuesto modulador de sirtuina tiene la capacidad de modular
tanto una proteina SIRT1 como una SIRT3.

En ofras realizaciones, un modulador de SIRT1 no tiene ninguna capacidad sustancial para modular otros
homdlogos de proteina sirtuina, como por ejemplo una o mas de SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 o SIRT7
humanas, a concentraciones (por ejemplo, in vivo) eficaces para modular la actividad de desacetilasa de SIRT1
humana. Por ejemplo, se puede elegir un compuesto modulador de sirtuina que tenga una DEso para modular la
actividad de desacetilasa de SIRT1 humana que sea al menos 5 veces menor que la DEsg para modular una o mas
de SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 o SIRT7 humanas, e incluso mas preferiblemente al menos 10 veces, 100
veces 0 incluso 1.000 veces menor. En una realizacién, un modulador de SIRT1 no tiene ninguna capacidad
sustancial de modular una proteina SIRT3.

En ofras realizaciones, un modulador de SIRT3 no tiene ninguna capacidad sustancial para modular otros
homologos de proteina sirtuina, como por ejemplo una o mas de SIRT1, SIRT2, SIRT4, SIRT5, SIRT6 o SIRT7
humanas, a concentraciones (por ejemplo, in vivo) eficaces para modular la actividad de desacetilasa de SIRT3
humana. Por ejemplo, se puede elegir un compuesto modulador de sirtuina que tenga una DEso para modular la
actividad de desacetilasa de SIRT3 humana que sea al menos 5 veces menor que la DEsg para modular una o mas
de SIRT1, SIRT2, SIRT4, SIRT5, SIRT6 o SIRT7 humanas, e incluso mas preferiblemente al menos 10 veces, 100
veces 0 incluso 1.000 veces menor. En una realizacién, un modulador de SIRT3 no tiene ninguna capacidad
sustancial para 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, 10'11M, 10™"?M o inferior. Un compuesto modulador de sirtuina
puede reducir (activador) o incrementar (inhibidor) la Km aparente de una proteina sirtuina hacia su sustrato o NAD+
(u otro cofactor) en un factor de al menos aproximadamente 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 50 6 100. En determinadas
realizaciones, los valores de Km se determinan usando el ensayo de espectrometria de masas descrito en la
presente memoria. Los compuestos activadores preferidos reducen la Km de una sirtuina hacia su sustrato o
cofactor en un grado mayor que el causado por resveratrol a una concentracion similar, o bien reducen la Km de una
sirtuina hacia su sustrato o cofactor en cuantia similar a la causada por resveratrol a una concentracién menor. Un
compuesto modulador de sirtuina puede aumentar la Vmax de una proteina sirtuina en un factor de al menos
aproximadamente 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 50 6 100. Un compuesto modulador de sirtuina puede tener una DEsy para
modular la actividad de desacetilasa de una proteina SIRT1 y/o SIRT3 menor que aproximadamente 1 nM, menor
que aproximadamente 10 nM, menor que aproximadamente 100 nM, menor que aproximadamente 1 uM, menor que
aproximadamente 10 uM, menor que aproximadamente 100 pM, o de aproximadamente 1-10 nM, de
aproximadamente 10-100 nM, de aproximadamente 0,1-1 uM, de aproximadamente 1-10 uM o de aproximadamente
10-100 uM. Un compuesto modulador de sirtuina puede modular la actividad de desacetilasa de una proteina SIRT1
y/o SIRT3 en un factor de al menos aproximadamente 5, 10, 20, 30, 50 6 100, medido en un ensayo celular o en un
ensayo basado en células. Un compuesto activador de sirtuina puede causar al menos aproximadamente 10%, 30%,
50%, 80%, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 50 veces o 100 veces mayor induccion de la actividad de desacetilasa de
una proteina sirtuina en comparacién con la misma concentraciéon de resveratrol. Un compuesto modulador de
sirtuina puede tener una DEsy para modular SIRT5 que sea al menos aproximadamente 10 veces, 20 veces, 30
veces o 50 veces mayor que para modular SIRT1 y/o SIRT3.

3. Usos ilustrativos

Se describen métodos para modular el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina y métodos de uso de los
mismos.

En determinadas realizaciones, se describen métodos para usar compuestos moduladores de sirtuina en donde los
compuestos moduladores de sirtuina activan una proteina sirtuina, por ejemplo 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 duracién de 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, enfermedad cardiovascular, trastornos de la coagulacion sanguinea,
inflamacion, cancer y/o enrojecimiento, etc. Los métodos comprenden administrar a un sujeto que lo necesite una
cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto modulador de sirtuina, por ejemplo un compuesto activador de
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sirtuina.

Sin desear limitarse por la teoria, se cree que los activadores de la presente invencion pueden interactuar con una
sirtuina en el mismo sitio dentro de la proteina sirtuina (por ejemplo, sitio activo o sitio que afecta a la Km o Vmax del
sitio activo). Se cree que esta es la razén por la cual ciertas clases de activadores e inhibidores de sirtuina pueden
tener una sustancial similitud estructural.

En determinadas realizaciones, los compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria pueden
tomarse solos o bien combinados con otros compuestos. En una realizacion, se puede administrar una mezcla de
dos o mas compuestos moduladores de sirtuina a un sujeto que los necesite. En otra realizacién, se puede
administrar un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina con
uno o mas de los siguientes compuestos: resveratrol, buteina, fisetina, piceatanol o quercetina. En una realizacion
ilustrativa, se puede administrar un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina en combinaciéon con acido nicotinico. En otra realizacién, se puede administrar un compuesto
modulador de sirtuina que disminuya el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede administrarse con uno o
mas de los siguientes compuestos: nicotinamida (NAM), suramina; NF023 (un antagonista de proteina G); NF279
(un antagonista de receptor purinérgico); Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico);
(-)-epigalocatequina (hidroxi en las posiciones 3,5,7,3',4',5'); galato de (-)-epigalocatequina (hidroxi en las posiciones
5,7,3,4' 5" y éster de galato en 3); cloruro de cianidina (cloruro de 3,5,7,3'.4'-pentahidroxiflavilio); cloruro de
delfinidina (cloruro de 3,5,7,3'.4',5'-hexahidroxiflavilio); miricetina (canabiscetina; 3,5,7,3',4',5'-hexahidroxiflavona);
3,7,3',4' 5'-pentahidroxiflavona; gosipetina (3,5,7,8,3',4'-hexahidroxiflavona), sirtinol y esplitomicina. En otra
realizacion mas, se pueden administrar uno o mas compuestos moduladores de sirtuina con uno o mas agentes
terapéuticos para el tratamiento o prevencion de diversas enfermedades, incluidas por ejemplo cancer, diabetes,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedad cardiovascular, coagulacion sanguinea, inflamacién, enrojecimiento,
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 (por ejemplo, uno o mas
agentes terapéuticos descritos en la presente memoria); y (2) coadministracion de uno o mas compuestos
moduladores de sirtuina con uno o mas agentes terapéuticos en donde el compuesto modulador de sirtuina y el
agente terapéutico no han sido formulados en la misma composicion (pero pueden estar presentes dentro del mismo
kit o paquete, como un envase en blister u otro envase de multiples camaras; recipientes conectados, obturados por
separado (por ejemplo, bolsas de lamina), que pueden ser separados por el usuario; o un kit donde el compuesto o
compuestos moduladores de sirtuina y otro u otros agentes terapéuticos estén en recipientes separados). Cuando se
usan formulaciones separadas, el compuesto modulador de sirtuina se puede administrar simultdneamente,
intermitentemente, escalonadamente, antes de, después de, o sus combinaciones, con respecto 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 comprender también aumentar el nivel de proteina de una sirtuina, tal
como SIRT1, SIRT2 y/o SIRT3 humanas, u homadlogas suyas. Se puede lograr el aumento de los niveles de proteina
introduciendo en una célula una o mas copias de un acido nucleico que codifique una sirtuina. Por ejemplo, se
puede aumentar el nivel de una sirtuina en una célula de mamifero introduciendo en la célula de mamifero un acido
nucleico que codifique la sirtuina, por ejemplo aumentar el nivel de SIRT1 introduciendo un acido nucleico que
codifique la secuencia de aminoacidos expuesta en el n°® de acceso en GenBank NP_036370 y/o aumentar el nivel
de SIRT3 introduciendo un acido nucleico que codifique la secuencia de aminoacidos expuesta en el n° de acceso
en GenBank AAH01042.

Un acido nucleico al que se introduce en una célula para aumentar el nivel de proteina de una sirtuina puede
codificar una proteina que sea al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntica a la
secuencia de una sirtuina, por ejemplo proteina SIRT1 y/o SIRT3. Por ejemplo, el acido nucleico que codifique la
proteina puede ser al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntico a un acido nucleico que
codifique una proteina SIRT1 (por ejemplo, el n° de acceso en GenBank NM_012238) y/o SIRT3 (por ejemplo, el n°
de acceso en GenBank BC001042). El acido nucleico puede ser también un acido nucleico que se hibrida,
preferiblemente en condiciones de hibridacion rigurosas, a un acido nucleico que codifica una sirtuina de tipo salvaje,
por ejemplo proteina SIRT1 y/o SIRT3. Las condiciones de hibridacion rigurosas pueden incluir hibridacion 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 biolégicamente activa, por ejemplo es capaz de desacetilacion. Sélo es necesario
expresar en una célula una parte de la sirtuina que sea biolégicamente activa. Por ejemplo, una proteina que difiere
de SIRT1 de tipo salvaje con n° de acceso en GenBank NP_036370, contiene preferiblemente su estructura de
nucleo. A veces se denomina estructura de nucleo a los aminoacidos 62-293 del n° de acceso en GenBank
NP_036370, que estan codificados por los nucledtidos 237 a 932 del n° de acceso en GenBank NM_012238, que
abarca la unién a NAD y también los dominios de unién a sustrato. También se puede denominar dominio de nucleo
de SIRT1 a aproximadamente los aminoacidos 261 a 447 del n° de acceso en GenBank NP_036370, que estan
codificados por los nucleétidos 834 a 1.394 del n° de acceso en GenBank NM_012238; o a aproximadamente los
aminoacidos 242 a 493 del n° de acceso en GenBank NP_036370, que estan codificados por los nucleétidos 777 a
1.532 del n° de acceso en GenBank NM_012238; o a aproximadamente los aminoacidos 254 a 495 del n° de acceso
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en GenBank NP_036370, que estan codificados por los nucleétidos 813 a 1.538 del n° de acceso en GenBank
NM_012238. Por métodos conocidos en la técnica se puede determinar si una proteina conserva una funcién
bioldgica, por ejemplo capacidad de desacetilacion.

En determinadas realizaciones, los métodos para reducir, prevenir o tratar enfermedades o trastornos usando un
compuesto modulador de sirtuina pueden comprender también reducir el nivel de proteina de una sirtuina, tal como
SIRT1, SIRT2 y/o SIRT3 humanas, u homologas suyas. Se puede lograr la reduccién de un nivel de proteina sirtuina
por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede expresar en la célula un ARNip (en inglés, siRNA), un
acido nucleico antisentido, o una ribozima dirigida a la sirtuina. También se puede usar un mutante de sirtuina
negativo dominante, por ejemplo un mutante que no sea capaz de desacetilacion. Por ejemplo, se puede usar el
mutante H363Y de SIRT1 descrito, por ejemplo, en Luo et al. (2001) Cell 107:137. Como alternativa, se pueden usar
agentes que inhiban la transcripcion.

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

Envejecimiento/estrés

En una realizacion se describe un método que prolonga la duracion de vida de una célula, prolonga la capacidad
proliferativa de una célula, retarda el envejecimiento de una célula, promueve la supervivencia de una célula, retarda
la senescencia celular en una célula, imita los efectos de la restriccion calérica, aumenta la resistencia de una célula
al estrés o previene la apoptosis de una célula, poniendo en contacto la célula con un compuesto modulador de
sirtuina de la invencion que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. En una realizacion ilustrativa,
los métodos comprenden poner en contacto la célula con un compuesto activador de sirtuina.

Los métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para aumentar la cantidad de tiempo en que las
células, particularmente las células primarias (es decir, células obtenidas de un organismo. por ejemplo un ser
humano), pueden mantenerse vivas en un cultivo celular. Las células madres embrionarias (ES, por sus siglas en
inglés) y las células pluripotentes, asi como las células diferenciadas provenientes de éstas, también pueden tratarse
con un compuesto modulador de sirtuina que incremente el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para
mantener en cultivo a las células, o su descendencia, durante periodos de tiempo mas prolongados. Dichas células
pueden usarse también para trasplante a un sujeto, por ejemplo después de modificacion ex vivo.

En una realizacion, se pueden tratar con un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina células que se pretenda conservar durante largos periodos de tiempo. Las células pueden
estar en suspension (por ejemplo células sanguineas, suero, medio de crecimiento biolégico, etc.) o en tejidos u
organos. Por ejemplo, la sangre extraida de un individuo para fines de transfusidon puede ser tratada con un
compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina con el fin de
conservar las células sanguineas durante periodos de tiempo mas prolongados. Ademas, también se puede
conservar sangre que se vaya a usar con fines forenses empleando un compuesto modulador de sirtuina que
aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. Otras células que se pueden tratar para prolongar su
duracién de vida o para protegerlas contra la apoptosis incluyen células para consumo, por ejemplo, células de
mamiferos no humanos (como carne) o células vegetales (como verduras).

También se pueden aplicar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina durante las fases de desarrollo y crecimiento en mamiferos, plantas, insectos o microorganismos
con el fin de, por ejemplo, alterar, retardar o acelerar los procesos de desarrollo y/o crecimiento.

En ofra realizacion, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina para tratar células utiles para trasplante o terapia celular que incluyen, por ejemplo, injertos
de tejido sdlido, trasplantes de érganos, suspensiones celulares, células madre, células de médula 6sea, etc. Las
células o el tejido pueden ser un autoinjerto, un aloinjerto, un isoinjerto o un xenoinjerto. Se pueden tratar las células
o el tejido con el compuesto modulador de sirtuina antes de la administracion/implante, concurrentemente con la
administracion/implante y/o después de la administracion/implante en un sujeto. Se pueden tratar las células o el
tejido antes de la extraccion de las células del individuo donante, ex vivo después de la extraccion de las células o el
tejido del individuo donante o después del implante en el receptor. Por ejemplo, se puede tratar sistémicamente al
individuo donante o recipiente con un compuesto modulador de sirtuina o bien se puede tratar localmente un
subconjunto de células/tejido con un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina. En determinadas realizaciones, se pueden tratar las células o el tejido (o bien los individuos
donante/receptor) ademas con otro agente terapéutico util para prolongar la supervivencia del injerto, como por
ejemplo un agente inmunosupresor, una citocina, un factor angiogénico, etc.

En otras realizaciones mas, se pueden tratar células con un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel
y/o la actividad de una proteina sirtuina in vivo, por ejemplo para aumentar su duracién de vida o prevenir la
apoptosis. Por ejemplo, se puede proteger del envejecimiento la piel (por ejemplo, del desarrollo de arrugas, pérdida
de elasticidad, etc.) tratando la piel o células epiteliales con un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el
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nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina. En una realizacion ilustrativa, se pone en contacto la piel con una
composicion farmacéutica o cosmética que comprenda un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel
y/o la actividad de una proteina sirtuina. Las dolencias cutaneas o afecciones cutaneas ilustrativas que se pueden
tratar segun los métodos descritos en la presente memoria incluyen trastornos o enfermedades asociados con, o
provocados por: inflamacion, dafo solar o envejecimiento natural. Por ejemplo, las composiciones tienen utilidad en
la prevencion o tratamiento de dermatitis por contacto (incluidas la dermatitis irritante por contacto y la dermatitis
alérgica por contacto), dermatitis atopica (también conocida como eccema alérgico), queratosis actinica, trastornos
de queratinizacion (incluido el eccema), enfermedades de epidermdlisis bullosa (incluido el pénfigo), dermatitis
exfoliante, dermatitis seborreica, eritemas (incluidos el eritema multiforme y el 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, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan
el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para el tratamiento de heridas y/o quemaduras con el fin de
promover la cicatrizacion, incluyendo, por ejemplo, quemaduras de primer, segundo o tercer grado y/o quemaduras
térmicas, quimicas o eléctricas. Las formulaciones se pueden administrar topicamente a la piel o al tejido mucoso.

También se pueden emplear formulaciones tépicas que comprenden uno o mas compuestos moduladores de
sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina como composiciones preventivas, por ejemplo
quimiopreventivas. Cuando se usan en un método quimiopreventivo, se trata la piel susceptible antes de la aparicién
de cualquier afeccioén visible en un individuo particular.

Los compuestos moduladores de sirtuina se pueden suministrar a un sujeto por via local o sistémica. En una
realizacion, se suministra un compuesto modulador de sirtuina por via local a un tejido u 6rgano de un sujeto
mediante inyeccion, formulacion topica, etc.

En otra realizacion, se puede emplear un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién inducida o exacerbada por la senectud celular
en un sujeto; métodos para disminuir el indice de senescencia en un sujeto, por ejemplo, después del inicio de la
senectud; métodos para prolongar la duracion de vida de un sujeto; métodos para tratar o prevenir una enfermedad
o afeccion relacionada con la duracidon de vida; métodos para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion
relacionada con la capacidad proliferativa de las células y métodos para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion
resultante de dafio o muerte celular. En determinadas realizaciones, el método no actua disminuyendo la incidencia
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.

En otra realizacion mas, se puede administrar un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina a un sujeto con el fin de aumentar en general la duracion de vida de sus células y
de proteger a sus células contra el estrés y/o contra la 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, a un estrés ligero que es
beneficioso para los organismos y puede prolongar su duracién de vida.

Se pueden administrar a un sujeto compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina con el fin de prevenir el envejecimiento y las consecuencias o enfermedades relacionadas con
el envejecimiento, como accidente cerebrovascular, cardiopatia, insuficiencia cardiaca, artritis, hipertension arterial y
enfermedad de Alzheimer. Otras afecciones que se pueden tratar incluyen trastornos oculares, por ejemplo
asociados con el envejecimiento del ojo, como cataratas, glaucoma y degeneracion macular. También se pueden
administrar a sujetos compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina con el fin de tratar enfermedades, por ejemplo, enfermedades crénicas, asociadas con la muerte celular,
para proteger a las células de la muerte celular. Las enfermedades ilustrativas incluyen las asociadas con muerte
celular neural, disfuncién neuronal o muerte o disfuncién celular muscular, como enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica y distrofia muscular; sida; hepatitis
fulminante; enfermedades asociadas a degeneracion del cerebro, como enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, retinitis
pigmentosa y degeneracion cerebelar; mielodisplasia como anemia aplasica; enfermedades isquémicas como infarto
de miocardio y accidente cerebrovascular; enfermedades hepaticas como hepatitis alcohdlica, hepatitis B y hepatitis
C; enfermedades de las articulaciones tales como artrosis, aterosclerosis, alopecia, dafio de la piel debido a la luz
UV; liquen plano; atrofia cutanea; cataratas y rechazo de injerto. La muerte celular también puede ser causada por
cirugia, farmacoterapia, exposicién quimica o exposicion a radiacion.

También se pueden administrar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina a un sujeto que padezca una enfermedad aguda, por ejemplo, lesién de un 6rgano o tejido, por
ejemplo un sujeto que padezca accidente cerebrovascular o infarto de miocardio o un sujeto que padezca una lesion
de la médula espinal. También se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina con el fin de reparar un higado alcohdlico.

Enfermedad cardiovascular

En ofra realizacion, se describe un método para tratar y/o prevenir una enfermedad cardiovascular administrando a
un sujeto que lo necesite un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina
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sirtuina.

Las enfermedades cardiovasculares que pueden ser tratadas o prevenidas usando los compuestos moduladores de
sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina incluyen cardiomiopatia o miocarditis; como
cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia metabdlica, cardiomiopatia alcohdlica, cardiomiopatia inducida por
farmacos, cardiomiopatia isquémica y cardiomiopatia hipertensiva. También se pueden tratar o prevenir usando
compuestos y métodos descritos en la presente memoria trastornos ateromatosos de los vasos sanguineos
principales (enfermedad macrovascular) como la aorta, las arterias coronarias, las arterias carétidas, las arterias
cerebrovasculares, las arterias renales, las arterias iliacas, las arterias femorales y las arterias popliteas. Otras
vasculopatias que se pueden tratar o prevenir incluyen las relacionadas con la agregacion plaquetaria, las arteriolas
retinianas, las arteriolas glomerulares, los vasos nerviosos, arteriolas cardiacas y lechos capilares asociados del ojo,
el rifdn, el corazon y los sistemas nerviosos central y periférico. También se pueden emplear los compuestos
moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para aumentar los niveles de
HDL en plasma de un individuo.

Otros trastornos mas que pueden tratarse con compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina incluyen restenosis, por ejemplo posterior a una intervencion coronaria, y
trastornos relacionados con un nivel anormal de colesterol de alta densidad y de baja densidad.

En una realizacion, se puede administrar un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina como parte de una terapia combinada con otro agente cardiovascular. En una realizacion,
se puede administrar un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina como parte de una terapia combinada con un agente antiarritmico. En otra realizacion, se puede administrar
un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina como parte de
una terapia combinada con otro agente cardiovascular.

Muerte celular/cancer

Se pueden administrar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina a sujetos que han recibido recientemente, o es probable que reciban, una dosis de radiaciéon o toxina. En
una realizacion, la dosis de radiacién o toxina es recibida como parte de un procedimiento médico o relacionado con
el trabajo, por ejemplo administrado como una medida profilactica. En otra realizacion, la exposicion a radiacion o
toxina es recibida no intencionalmente. En tal caso, preferiblemente se administra el compuesto lo antes posible
después de la exposicion, para inhibir la apoptosis y el desarrollo subsiguiente del sindrome de radiacion agudo.

También se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina para tratar y/o prevenir cancer. En determinadas
realizaciones, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina con el fin de tratar y/o prevenir cancer. Se ha asociado la restriccion calérica a una reduccion en la
incidencia de trastornos relacionados con la edad, entre ellos cancer. Por consiguiente, un aumento 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. Son canceres ilustrativos que se pueden tratar empleando un compuesto
modulador de sirtuina los del cerebro y rifidén; canceres dependientes de hormonas incluidos los canceres de mama,
de prostata, testicular y de ovario; linfomas y leucemias. En canceres asociados con tumores sdlidos, se puede
administrar directamente al tumor un compuesto modulador. El cancer de células sanguineas, por ejemplo leucemia,
puede tratarse administrando un compuesto modulador al torrente sanguineo o a la médula 6sea. También se puede
tratar el crecimiento celular benigno, por ejemplo las verrugas. Otras enfermedades que se pueden tratar incluyen
enfermedades autoinmunitarias, por ejemplo lupus eritematoso sistémico, esclerodermia y artritis, en los cuales
deben eliminarse células autoinmunitarias. También se pueden tratar infecciones viricas como herpes, VIH,
adenovirus y trastornos malignos y benignos asociados con HTLV-1 mediante la administracion de compuestos
moduladores de sirtuina. Como alternativa, se pueden obtener células de un sujeto, tratarlas ex vivo para separar o
eliminar determinadas células indeseables, por ejemplo células cancerosas, y administrarlas de nuevo al mismo
sujeto o a uno diferente.

Se pueden coadministrar agentes quimioterapéuticos con compuestos moduladores descritos en la presente
memoria por tener actividad anticancerosa, por ejemplo compuestos que inducen apoptosis, compuestos que
reducen la duracién de vida o compuestos que hacen a las células sensibles al estrés. Se pueden emplear agentes
quimioterapéuticos por si mismos con un compuesto modulador de sirtuina descrito en la presente memoria por
inducir muerte celular o reducir la duracién de vida o aumentar la sensibilidad al estrés y/o en combinacién con otros
agentes quimioterapéuticos. Ademas de con los agentes quimioterapéuticos convencionales, los compuestos
moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria también se pueden emplear con ARN antisentido, ARNi u
otros polinucledtidos con el fin de inhibir la expresion de los componentes celulares que contribuyen a una
proliferacién celular indeseada.

Las terapias combinadas que comprenden compuestos moduladores de sirtuina y un agente quimioterapéutico
convencional puede resultar ventajosas frente a terapias combinadas conocidas en la técnica, ya que la combinacion
permite que el agente quimioterapéutico convencional ejerza mayor efecto en una dosis menor. En una realizacion
preferida, la dosis eficaz (DEsg) para un agente quimioterapéutico convencional o combinacion de agentes
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quimioterapéuticos convencionales, cuando se usan en combinaciéon con un compuesto modulador de sirtuina, es al
menos 2 veces menor que la DEsp para el agente quimioterapéutico solo, e incluso mas preferiblemente 5 veces, 10
veces o incluso 25 veces menor. Por el contrario, el indice terapéutico (IT) para dicho agente quimioterapéutico o
combinacion de dichos agentes quimioterapéuticos cuando se usan en combinaciéon con un compuesto modulador
de sirtuina descrito en la presente memoria puede ser al menos 2 veces mayor que el IT de un régimen
quimioterapéutico convencional solo, e incluso mas preferiblemente 5 veces, 10 veces o incluso 25 veces mayor.

Enfermedades/trastornos neuronales

En determinados aspectos, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina para tratar pacientes que padezcan enfermedades neurodegenerativas y lesion
traumatica o mecanica del sistema nervioso central (SNC), médula espinal o sistema nervioso periférico (SNP). La
enfermedad neurodegenerativa implica tipicamente disminuciones en la masa y volumen del cerebro humano, que
pueden deberse a la atrofia y/o muerte de células cerebrales, mucho mas considerables que las de una persona
saludable, donde se pueden atribuir al envejecimiento. Las enfermedades neurodegenerativas pueden evolucionar
gradualmente, después de un largo periodo de funcionamiento normal del cerebro, debido a una degeneracion
progresiva (por ejemplo, disfuncién y muerte de células nerviosas) en regiones especificas del cerebro. Como
alternativa, las enfermedades neurodegenerativas pueden tener un inicio rapido, como el asociado a trauma o
toxinas. El inicio real de la degeneracion del cerebro puede preceder en muchos afios a la manifestacion clinica. los
ejemplos de enfermedades neurodegenerativas incluyen, sin limitacion, enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad
de Parkinson (EP), enfermedad de Huntington (EH), esclerosis lateral amiotréfica (ELA; enfermedad de Lou Gehrig),
enfermedad de cuerpos de Lewy difusos, corea-acantocitosis, esclerosis lateral primaria, enfermedades oculares
(neuritis ocular), neuropatias inducidas por quimioterapia (por ejemplo por vincristina, paclitaxel, bortezomib),
neuropatias inducidas por diabetes y ataxia de Friedreich. Se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina
que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para tratar estos trastornos y otros como se describira
a continuacion.

La EA es un trastorno del SNC que produce pérdida de la memoria, conducta inusual, cambios de personalidad y un
declive en las habilidades de razonamiento. Estas pérdidas estan relacionadas con la muerte de tipos especificos de
células cerebrales y la degradacion de conexiones mutuas y de redes de soporte (por ejemplo las células gliales).
Los sintomas mas tempranos incluyen pérdida de la memoria reciente, confusion mental y cambios en la
personalidad. La EP es un trastorno del SNC que produce movimientos corporales descontrolados, rigidez,
temblores y discinesia, y que esta asociado con la muerte de células cerebrales en una zona del cerebro que
produce dopamina. La ELA (enfermedad neuronal motora) es un trastorno del SNC que ataca a las neuronas
motoras, componentes del SNC que conectan el cerebro con los musculos esqueléticos.

La EH es otra enfermedad neurodegenerativa que provoca movimientos descontrolados, pérdida de facultades
intelectuales y alteraciones emocionales. La enfermedad de Tay-Sachs y la enfermedad de Sandhoff son
enfermedades de almacenamiento de glucolipidos donde se acumulan en el sistema nervioso gangliésido GM2 y
sustratos glucolipidicos relacionados para B-hexosaminidasa y desencadenan una neurodegeneracion aguda.

Es bien sabido que la apoptosis cumple una funcién en la patogénesis del sida en el sistema inmune. Sin embargo,
el VIH-1 también induce enfermedad neuroldgica, que puede tratarse con compuestos moduladores de sirtuina de la
invencion.

La pérdida neuronal también es un aspecto notorio de las enfermedades por priones, como la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob en seres humanos, EEB (enfermedad de las vacas locas) en el ganado vacuno, enfermedad de
Scrapie en ovejas y cabras, y encefalopatia espongiforme felina (EEF) en gatos. Compuestos moduladores de
sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden ser Utiles para tratar o prevenir la
pérdida neuronal debida a estas enfermedades por priones.

En otra realizacion, se puede emplear un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina para tratar o prevenir cualquier enfermedad o trastorno que implique axonopatia. La axonopatia
distal es un tipo de neuropatia periférica que proviene de alguna alteracion metabdlica o toxica de neuronas del
sistema nervioso periférico (SNP). Es la respuesta mas comun de los nervios a perturbaciones metabdlicas o
toxicas, y como tal puede ser causada por enfermedades metabdlicas tales como diabetes, insuficiencia renal,
sindromes de deficiencia como malnutricién y alcoholismo, o los efectos de toxinas o farmacos. Quienes padecen
axonopatias distales usualmente presentan perturbaciones sensomotoras "en guante y calcetin" simétricas. También
se pierden o disminuyen en las areas afectadas reflejos de tendones profundos y funciones del sistema nervioso
autdonomo (SNA).

Las neuropatias diabéticas son trastornos neuropaticos que estan asociados con la diabetes mellitus. Las afecciones
relativamente frecuentes que pueden estar asociadas con la neuropatia diabética incluyen paralisis del tercer nervio;
mononeuropatia, mononeuritis multiple; amiotrofia diabética; polineuropatia dolorosa; neuropatia auténoma y
neuropatia toracicoabdominal.

Neuropatia periférica es el término médico para la lesidon de nervios del sistema nervioso periférico, que puede ser
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provocada ya sea por enfermedades del nervio o por efectos secundarios de enfermedades sistémicas. Las causas
principales de neuropatia periférica incluyen convulsiones, deficiencias nutricionales y VIH, aunque la diabetes es la
causa mas probable.

En una realizacion ilustrativa, se puede emplear un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina para tratar o prevenir la esclerosis multiple (EM), incluidas la EM recurrente y la
EM monosintomatica, y otras afecciones desmielinizantes, como por ejemplo polineuropatia desmielinizante
inflamatoria crénica (PDIC) o sintomas asociados con las mismas.

En otra realizacién mas, se puede emplear un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina para tratar traumatismo a los nervios, incluido el traumatismo debido a enfermedad, lesion
(incluida una intervencion quirdrgica) o traumatismo ambiental (por ejemplo neurotoxinas, alcoholismo, etc.).

Compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina pueden ser
Utiles también para prevenir, tratar y aliviar sintomas de diversos trastornos del SNP. La expresion "neuropatia
periférica" abarca una amplia gama de trastornos en los cuales se han dafado los nervios fuera del cerebro y de la
espina dorsal, esto es, los nervios periféricos. La neuropatia periférica también puede denominarse neuritis periférica
0, si estan implicados muchos nervios, se pueden usar los términos polineuropatia o polineuritis.

Las enfermedades del SNP tratables con compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina incluyen: diabetes, lepra, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, sindrome de Guillain-Barré y
neuropatias del plexo braquial (enfermedades de las raices cervical y primera toracica, troncos nerviosos, cuerdas y
componentes de los nervios periféricos del plexo braquial.

En otra realizacién, se puede emplear un compuesto activador de sirtuina para tratar o prevenir una enfermedad por
poliglutamina. Las enfermedades por poliglutamina ilustrativas incluyen atrofia muscular espinobulbar (enfermedad
de Kennedy), enfermedad de Huntington (EH), atrofia dentatorrubral-palidolusiana (sindrome de Haw River), ataxia
espinocerebelar de tipo 1, ataxia espinocerebelar de tipo 2, ataxia espinocerebelar de tipo 3 (enfermedad de Machado-
Joseph), ataxia espinocerebelar de tipo 6, ataxia espinocerebelar de tipo 7 y ataxia espinocerebelar de tipo 17.

En determinadas realizaciones se describe un método para tratar una célula del sistema nervioso central con el fin
de prevenir el dafio en respuesta a una disminucion en el flujo sanguineo a la célula. Tipicamente, la intensidad del
dafo que pueda prevenirse dependera en gran medida del grado de reduccion en el flujo sanguineo a la célula y de
la duracién de la reduccién. En una realizacion, se puede prevenir la muerte celular apoptética o necrética. Incluso
en otra realizacion, se puede prevenir el dafio en el cual intervenga isquemia, como edema citotoxico o anoxemia del
tejido del sistema nervioso central. 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. Con los compuestos activadores de sirtuina descritos en la presente memoria se pueden
tratar una serie de cuadros isquémicos del sistema nervioso central. En una realizacion, el cuadro isquémico es un
accidente cerebrovascular que produce cualquier tipo de dafio isquémico al sistema nervioso central, como muerte
celular apoptotica o necrotica, edema citotéxico o anoxia del tejido del sistema nervioso central. El accidente
cerebrovascular puede afectar a cualquier zona del cerebro o bien puede ser causada por cualquier etiologia
conocida por originar comunmente un accidente cerebrovascular. En una alternativa de esta realizacion, el accidente
cerebrovascular es un accidente cerebrovascular del tronco encefalico. En otra alternativa de esta realizacion, el
accidente cerebrovascular es accidente cerebrovascular del cerebelo. En otra realizacion mas, el accidente
cerebrovascular es un accidente cerebrovascular embdlico. Incluso en otra alternativa, el accidente cerebrovascular
puede ser un accidente cerebrovascular hemorragico. En una realizacion adicional, el accidente cerebrovascular es
un accidente cerebrovascular trombético.

En otro aspecto mas, se puede administrar un compuesto activador de sirtuina para reducir el tamafio del infarto del
nucleo isquémico después de un cuadro isquémico del sistema nervioso central. Asimismo, también se puede
administrar beneficiosamente un compuesto activador de sirtuina para reducir el tamano de la penumbra isquémica
0 zona de transicion que 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
prevencion de trastornos neurodegenerativos o afecciones secundarias asociados con estas afecciones. Por tanto,
un régimen de farmacos combinados puede incluir uno o mas activadores de sirtuina y uno o mas agentes anti-
neurodegeneracion.

Trastornos de la coagulacién sanguinea

En otros aspectos, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina para tratar o prevenir trastornos de la coagulacién sanguinea (o trastornos hemostaticos).
Tal como se usan indistintamente en la presente memoria, el término "hemostasis" y la expresion "coagulacion
sanguinea" se refieren al control del sangrado, incluidas las propiedades fisiolégicas de vasoconstriccion y
coagulacion. La coagulaciéon sanguinea ayuda a mantener la integridad de la circulacién en los mamiferos después
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de una lesion, inflamacion, enfermedad, defecto congénito, disfuncion u otra alteracion. Ademas, la formacion de
coagulos sanguineos no solo limita el sangrado en caso de una lesion (hemostasis), sino que puede conducir a un
dafo organico grave y a la muerte en el contexto de enfermedades ateroescleréticas por oclusion de una arteria o
vena importante. La trombosis es, asi, la formacién de un coagulo sanguineo en el momento y lugar equivocados.

Por consiguiente, se describen tratamientos anticoagulantes y antitromboéticos que apuntan a inhibir la formacion de
coagulos sanguineos con el fin de prevenir o tratar trastornos de la coagulacién sanguinea, como infarto de
miocardio, accidente cerebrovascular, pérdida de una extremidad por arteriopatia periférica o embolia pulmonar.

Tal como se usan indistintamente en la presente memoria, "modular o modulaciéon de la hemostasis" y "regular o
regulacion de la hemostasis" incluyen la induccion (por ejemplo estimulacion o aumento) de la hemostasis y también
la inhibicién (por ejemplo, reduccion o disminucion) de la hemostasis.

En un aspecto, se describe 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 prevencién de trastornos trombéticos. Tal como
se emplea en la presente memoria, la expresion "trastorno trombotico” incluye cualquier trastorno o afeccion
caracterizado por excesiva o indeseada coagulacion o actividad hemostatica, o un estado hipercoagulable. Los
trastornos trombéticos incluyen enfermedades o trastornos que implican adhesion plaquetaria y formacion de
trombos, y pueden manifestarse como una propensiéon acrecentada a formar trombosis, por ejemplo un mayor
numero de trombosis, trombosis a una edad temprana, una tendencia familiar a la trombosis, y trombosis en sitios
inusuales.

En otra realizacion, un régimen de farmacos combinados puede incluir farmacos o compuestos para el tratamiento o
la prevencion de trastornos de la coagulaciéon sanguinea o de afecciones secundarias asociadas con estas
afecciones. Por tanto, un régimen de farmacos combinados puede incluir uno o mas compuestos moduladores de
sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina y uno o mas agentes anticoagulantes o
antitrombaticos.

Control del peso

En otro aspecto, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina para tratar o prevenir el aumento de peso o la obesidad en un sujeto. Por ejemplo, se pueden
emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para,
por ejemplo, tratar o prevenir la obesidad hereditaria, obesidad por dieta, obesidad relacionada con 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 que sea
obeso, propenso a convertirse en obeso, con sobrepeso, o propenso a adquirir sobrepeso. Los sujetos que son
propensos a convertirse en obesos o con sobrepeso pueden identificarse, por ejemplo, basandose en los
antecedentes familiares, en la genética, la dieta, nivel de actividad, ingesta de medicamentos, o sus diversas
combinaciones.

En otras realizaciones mas, se pueden administrar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina a sujetos que padezcan una diversidad de otras enfermedades y afecciones que
se pueden tratar o prevenir promoviendo el adelgazamiento en el sujeto. Dichas enfermedades incluyen, por
ejemplo, hipertension arterial, hipertension, colesterol en sangre elevado, dislipidemia, diabetes de tipo 2, resistencia
a la insulina, intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, cardiopatia coronaria, angina de pecho, insuficiencia
cardiaca congestiva, accidente cerebrovascular, calculos biliares, colecistitis y colelitiasis, gota, artrosis, apnea
obstructiva del suefio y problemas respiratorios, algunos tipos de cancer (como de endometrio, de mama, de
prostata y de colon), complicaciones del embarazo, mala salud reproductiva femenina (como irregularidades
menstruales, infertilidad, ovulacion irregular), problemas de control de la vejiga (como incontinencia de esfuerzo);
nefrolitiasis por acido urico; trastornos psicoldgicos (como depresion, trastornos de la alimentacion, imagen corporal
distorsionada y baja autoestima). Finalmente, los pacientes con sida pueden desarrollar lipodistrofia o resistencia a
la insulina en respuesta a las terapias combinadas contra el sida.

En ofra realizacion, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina para inhibir la adipogénesis o diferenciacion de células grasas, ya sea in vitro o in vivo.
Dichos métodos pueden usarse para tratar o prevenir la obesidad.

En otras realizaciones, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina 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, que sea
obeso o un sujeto propenso a adquirir sobrepeso o a convertirse en obeso. El método puede comprender administrar
a un sujeto una dosis diariamente, o dia por medio, o una vez a la semana, por ejemplo en forma de una pildora. La
dosis puede ser una "dosis reductora del apetito".

En una realizacion ilustrativa, se pueden administrar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o
la actividad de una proteina en forma de una terapia combinada para tratar o prevenir el aumento de peso o la
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obesidad. Por ejemplo, se pueden administrar uno o mas compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina en combinaciéon con uno o mas agentes antiobesidad.

En ofra realizacién, se pueden administrar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina con el fin de reducir el aumento de peso inducido por farmacos. Por ejemplo, se
puede administrar un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina
en forma de una terapia combinada con medicamentos que puedan estimular el apetito o provocar aumento de
peso, en particular, aumento de peso debido a factores distintos de la retencién de liquido.

Trastornos metabdlicos/diabetes

En otro aspecto, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina para tratar o prevenir un trastorno metabdlico, como resistencia a la insulina, un estado
prediabético, diabetes tipo Il y/o sus complicaciones. La administracion de un compuesto modulador de sirtuina que
aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina puede aumentar la sensibilidad a la 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 la insulina u otro sintoma precursor de la diabetes de tipo Il, que tenga diabetes de tipo Il o que sea propenso a
desarrollar cualquiera de estas dolencias. Por ejemplo, el sujeto puede ser un sujeto que tenga resistencia a la
insulina, por ejemplo que tenga altos niveles circulantes de insulina y/o afecciones asociadas, como hiperlipidemia,
dislipogénesis, hipercolesterolemia, intolerancia a la glucosa, altos niveles de azicar glucosa en sangre, otras
manifestaciones del sindrome X, hipertension, aterosclerosis y lipodistrofia.

En una realizacion ilustrativa, se pueden administrar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o
la actividad de una proteina sirtuina en forma de una terapia combinada para tratar o prevenir un trastorno
metabodlico. Por ejemplo, se pueden administrar uno mas compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina en combinacion con uno o mas agentes antidiabéticos.

Enfermedades inflamatorias

En otros aspectos, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno asociado con inflamaciéon. Se pueden
administrar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina
antes del inicio, durante o después del comienzo de la inflamacién. Cuando se usan profilacticamente, los
compuestos se proporcionan preferiblemente con antelacién a cualquier respuesta o sintoma inflamatorio. La
administracion de los compuestos puede prevenir o atenuar respuestas o sintomas inflamatorios.

En ofra realizacion, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina para tratar o prevenir alergias y afecciones respiratorias, incluidas asma, bronquitis, fibrosis
pulmonar, rinitis alérgica, toxicidad de oxigeno, enfisema, bronquitis crénica, sindrome de dificultad respiratoria
aguda, y cualquier enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Se pueden emplear los compuestos para
tratar infeccion de hepatitis cronica, incluidas la hepatitis B y la hepatitis C.

Ademas, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una
proteina sirtuina para ftratar enfermedades autoinmunitarias y/o inflamacién asociada con enfermedades
autoinmunitarias tales como artritis, incluidas artritis reumatoide, artritis psoriasica y espondilitis anquilosante, asi
como enfermedades autoinmunitarias de oérgano-tejido (por ejemplo, sindrome de Raynaud), colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn, mucositis oral, esclerodermia, miastenia grave, rechazo de trasplante, choque por
endotoxinas, sepsis, psoriasis, eccema, dermatitis, esclerosis muiltiple, tiroiditis autoinmunitaria, uveitis, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad de Addison, enfermedad poliglandular autoinmunitaria (también conocida como
sindrome poliglandular autoinmunitario) y enfermedad de Graves.

En determinadas realizaciones, se pueden tomar uno o mas compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el
nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina solos o en combinacién con otros compuestos Utiles para el tratamiento
o prevencion de inflamacion.

Enrojecimiento

En otro aspecto, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina para reducir la incidencia o gravedad del enrojecimiento y/o sofocos que sean 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 en combinacién con otros agentes, para reducir la incidencia
o gravedad del enrojecimiento y/o sofocos en pacientes con cancer. En otras realizaciones, el método proporciona el
uso de compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para
reducir la incidencia o gravedad del enrojecimiento y/o sofocos en mujeres menopausicas y posmenopausicas.

En otro aspecto, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina como terapia para reducir la incidencia o gravedad del enrojecimiento y/o sofocos que sean
efectos secundarios de otra terapia con farmacos, por ejemplo, enrojecimiento inducido por farmacos. En
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determinadas realizaciones, un método para tratar y/o prevenir el enrojecimiento inducido por farmacos comprende
administrar a un paciente que lo necesite una formulacién que comprende al menos un compuesto inductor de
enrojecimiento y al 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 el enrojecimiento inducido por farmacos comprende
administrar por separado uno o mas compuestos que inducen enrojecimiento y uno o mas compuestos moduladores
de sirtuina, por ejemplo, donde el compuesto modulador de sirtuina y el agente inductor de enrojecimiento no se han
formulado en la misma composiciéon. Cuando se usan formulaciones separadas, el compuesto modulador de sirtuina
puede administrarse (1) al mismo tiempo que la administracién del agente inductor de enrojecimiento, (2)
intermitentemente con el agente inductor de enrojecimiento, (3) escalonadamente con respecto a la administracion
del agente inductor de enrojecimiento, (4) antes de la administracion del agente inductor de enrojecimiento, (5)
subsiguiente a la administracion del agente inductor de enrojecimiento y (6) varias de sus combinaciones. Los
agentes inductores de enrojecimiento incluyen, por ejemplo, niacina, raloxifeno, antidepresivos, antipsicéticos,
quimioterapéuticos, bloqueadores del canal de calcio y antibidticos.

En una realizacion, se pueden usar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de
una proteina sirtuina para reducir los efectos secundarios de enrojecimiento por un vasodilatador o un agente
antilipémico (incluidos agentes anticolesterémicos y agentes lipotropicos). En una realizacion ilustrativa, se puede
usar un compuesto modulador de sirtuina que aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para reducir
el enrojecimiento asociado a la administracion de niacina.

En otra realizaciéon, se describe un método para tratar y/o prevenir hiperlipidemia con efectos secundarios de
enrojecimiento reducidos. 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 secundarios de
enrojecimiento del raloxifeno. 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
secundarios de enrojecimiento por antidepresivos o agentes antipsicoticos. Por ejemplo, se pueden emplear
compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina conjuntamente
(administrados por separado o juntos) con un inhibidor de la recaptacion de serotonina o un antagonista de receptor
5HT2.

En determinadas realizaciones, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o
la actividad de una proteina sirtuina como parte de un tratamiento con un inhibidor de la recaptacion de serotonina
(IRS) para reducir el enrojecimiento. Incluso en otra realizacién representativa, se pueden emplear compuestos
moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para reducir los efectos
secundarios de enrojecimiento por agentes quimioterapéuticos, tales como ciclofosfamida y tamoxifeno.

En ofra realizacion, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina para reducir los efectos secundarios de enrojecimiento por bloqueadores de los canales de
calcio, como la amlodipina.

En ofra realizacion, se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina para reducir los efectos secundarios de enrojecimiento por antibidticos. Por ejemplo, se
pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina,
combinados con levofloxacina.

Trastornos oculares

En un aspecto se describe un método para inhibir, reducir o tratar de otro modo el deterioro de la vision,
administrando a un paciente una dosis terapéutica de modulador de sirtuina seleccionado de un compuesto descrito
en la presente memoria o una sal, profarmaco o derivado metabdlico farmacéuticamente aceptable del mismo.

En determinados aspectos, el deterioro de la vision es causado por dafio al nervio optico o al sistema nervioso
central. En realizaciones particulares, el dafio al nervio 6ptico es causado por alta presion intraocular, como la
creada por glaucoma. En otras realizaciones particulares, el dafio al nervio éptico es causado por hinchazén del
nervio, que a menudo se asocia con una infeccidn o una respuesta inmunitaria (por ejemplo, autoinmunitaria) tal
como ocurre en la neuritis optica.

En determinados aspectos, el deterioro de la visién es causado por dafio retiniano. En realizaciones particulares, el
dafo retiniano es causado por alteraciones en el flujo sanguineo hacia el ojo (por ejemplo, arterioesclerosis,
vasculitis). En realizaciones particulares, el dafio retiniano es causado por deterioro de la macula (por ejemplo,
degeneracion macular exudativa o no exudativa).

Las enfermedades retinianas ilustrativas incluyen degeneracién macular exudativa relacionada con la edad,
degeneracion macular no exudativa relacionada con la edad, préstesis retiniana electronica (PRE) y degeneracion
macular relacionada con la edad y trasplante de PRE, epiteliopatia pigmentaria placoide multifocal aguda, necrosis
retiniana aguda, enfermedad de Best, oclusién de la rama arterial de la retina, oclusidon de la rama venosa de la
retina, retinopatias autoinmunitarias asociadas a cancer y relacionadas, oclusién de la arteria retiniana central,
oclusién de la vena retiniana central, coriorretinopatia serosa central, enfermedad de Eales, membrana epimacular,
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degeneracion de la reticula, macroaneurisma, edema macular diabético, edema macular de Irvine-Gass, orificio
macular, membranas neovasculares subrretinianas, neurorretinitis subaguda unilateral difusa, edema macular
cistoide no pseudofaquico, sindrome de presunta histoplasmosis ocular, desprendimiento de retina exudativo,
desprendimiento de retina posoperatorio, desprendimiento de retina proliferativo, desprendimiento de retina
regmatogeno, desprendimiento de retina traccional, retinitis pigmentosa, retinitis por CMV, retinoblastoma,
retinopatia del prematuro, 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 (por ejemplo conjuntivitis, queratitis,
tuberculosis, sifilis, gonorrea), infecciones viricas (por ejemplo virus del herpes simple ocular, virus zoster de la
varicela, retinitis por citomegalovirus, virus de inmunodeficiencia humana (VIH)) y también necrosis retiniana externa
progresiva secundaria a VIH u otras enfermedades oculares asociadas a inmunodeficiencia o al VIH. Ademas, las
enfermedades oculares incluyen infecciones fungicas (p. €j., coroiditis por Candida, histoplasmosis), infecciones por
protozoos (p. €j., toxoplasmosis) y otras como toxocariasis ocular y sarcoidosis

En un aspecto se describe un método para inhibir, reducir o tratar el deterioro de la visidon en un sujeto que se
somete a tratamiento con un farmaco quimioterapéutico (por ejemplo, un farmaco neurotéxico, un farmaco que eleva
la presion intraocular tal como un esteroide), administrando al sujeto que necesite de dicho tratamiento una dosis
terapéutica de un modulador de sirtuina descrito en la presente memoria.

Otro aspecto es un método para inhibir, reducir o tratar el deterioro de la visién en un sujeto que se somete a cirugia,
incluidas cirugia ocular u otras cirugias realizadas en la posiciéon prona tales como cirugia de la médula espinal,
administrando al sujeto que necesite dicho tratamiento una dosis terapéutica de un modulador de sirtuina descrito en
la presente memoria. Las cirugias oculares incluyen cataratas, iridotomia y reemplazo de cristalino.

Otro aspecto es el tratamiento, incluidos la inhibicion y el tratamiento profilactico, de trastornos oculares relacionados
con la edad, incluidas cataratas, ojo seco, degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), dafio retiniano y
similares, administrando al sujeto que necesite dicho tratamiento una dosis terapéutica de un modulador de sirtuina
descrito en la presente memoria.

Otro aspecto es la prevencion o tratamiento de dafio al ojo causado por estrés, agresion quimica o radiacion,
administrando al sujeto que necesite dicho tratamiento una dosis terapéutica de un modulador de sirtuina descrito en
la presente memoria. El dafio por radiacion o electromagnético al ojo puede incluir el causado por tubos de rayos
catodicos (CRT, por sus siglas en inglés) o exposicion a la luz solar o UV.

En una realizacion, un régimen combinado de farmacos puede incluir farmacos o compuestos para el tratamiento o
prevencion de trastornos oculares o afecciones secundarias asociadas con estas afecciones. Por tanto, un régimen
combinado de farmacos puede incluir uno o mas agentes terapéuticos para el tratamiento de un trastorno ocular.

En una realizacion, se puede administrar un modulador de sirtuina conjuntamente con una terapia para reducir la
presion intraocular. En otra realizacion, se puede administrar un modulador de sirtuina conjuntamente con una
terapia para tratar y/o prevenir el glaucoma. En otra realizacion mas, se puede administrar un modulador de sirtuina
conjuntamente con una terapia para tratar y/o prevenir la neuritis dptica. En una realizacion, se puede administrar un
modulador de sirtuina conjuntamente con una terapia para tratar y/o prevenir la retinopatia por CMV. En ofra
realizacion, se puede administrar un modulador de sirtuina conjuntamente con una terapia para tratar y/o prevenir la
esclerosis multiple.

Enfermedades y trastornos asociados con mitocondrias

En determinadas realizaciones, se describen métodos para tratar enfermedades o trastornos que se beneficiarian de
una actividad mitocondrial acrecentada. Los métodos implican administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto activador de sirtuina. Actividad mitocondrial acrecentada se refiere a
aumentar la actividad de las mitocondrias mientras se mantiene el numero total de mitocondrias (por ejemplo, la
masa mitocondrial), aumentar el nimero de mitocondrias aumentando asi la actividad mitocondrial (por ejemplo,
estimulando la biogénesis mitocondrial), o sus combinaciones. En determinadas realizaciones, las enfermedades y
trastornos que se beneficiarian de la actividad mitocondrial acrecentada incluyen enfermedades o trastornos
asociados con disfuncién mitocondrial.

En determinadas realizaciones, los métodos para tratar enfermedades o trastornos que se beneficiarian de una
actividad mitocondrial acrecentada pueden comprender identificar un sujeto que padezca una disfuncion
mitocondrial. Los métodos para el diagnéstico de una disfuncién mitocondrial pueden implicar analisis genéticos
moleculares, patoldgicos y/o bioquimicos. Las enfermedades y trastornos asociados con la disfuncién mitocondrial
incluyen enfermedades y trastornos en los cuales los déficits en la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial
contribuyen al desarrollo de fisiopatologias de dichas enfermedades o trastornos en un mamifero. Las enfermedades
o trastornos que se beneficiarian de una actividad mitocondrial acrecentada en general incluyen, por ejemplo,
enfermedades en las cuales la lesion oxidativa mediada por radicales libres lleva a la degeneracion de tejido,
enfermedades en las cuales las células experimentan inapropiadamente apoptosis y enfermedades en las cuales las
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células dejan de experimentar apoptosis.

En determinadas realizaciones, se describen métodos para tratar una enfermedad o trastorno que se beneficiaria de
una actividad mitocondrial acrecentada que implican administrar a un sujeto que lo necesite uno o mas compuestos
activadores de sirtuina en combinacién con otro agente terapéutico tal como, por ejemplo, un agente util para tratar
disfuncion mitocondrial o un agente util para reducir un sintoma asociado con una enfermedad o trastorno que
implique disfuncién mitocondrial.

El realizaciones ilustrativas, se describen métodos para tratar enfermedades o trastornos que se beneficiarian de
una actividad mitocondrial acrecentada administrando a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto activador de sirtuina. Las enfermedades o trastornos ilustrativos incluyen, por ejemplo, trastornos
neuromusculares (por ejemplo ataxia de Friedreich, distrofia muscular, esclerosis multiple, etc.), trastornos de
inestabilidad neuronal (por ejemplo, trastornos de convulsiones, migrafas, etc.), retraso del desarrollo, trastornos
neurodegenerativos (por ejemplo enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica,
etc.), isquemia, acidosis tubular renal, neurodegeneracion asociada a la edad y deterioro cognitivo, fatiga por
quimioterapia, menopausia o irregularidades del ciclo menstrual o la ovulacion asociadas a la edad o inducidas por
quimioterapia, miopatias mitocondriales, dafio mitocondrial (por ejemplo acumulacidon de calcio, excitotoxicidad,
exposicién a 6xido nitrico, hipoxia, etc.) y desregulacion mitocondrial.

Distrofia muscular se refiere a una familia de enfermedades que implican deterioro de la estructura y la funcion
neuromuscular, que originan a menudo atrofia del musculo esquelético y disfuncién del miocardio, como la distrofia
muscular de Duchenne. En determinadas realizaciones, se pueden usar compuestos activadores de sirtuina para
reducir el indice de deterioro de las capacidades funcionales musculares y para mejorar el estado funcional muscular
en pacientes con distrofia muscular.

En determinadas realizaciones, compuestos moduladores de sirtuina pueden ser utiles para el tratamiento de
miopatias mitocondriales. Las miopatias mitocondriales abarcan desde debilidad leve y de progreso lento de los
musculos extraoculares hasta miopatias infantiles graves y fatales y encefalomiopatias multisistémicas. Se han
definido algunos sindromes, con cierta superposicion entre ellos. Los sindromes establecidos que afectan a los
musculos incluyen oftalmoplejia externa progresiva, sindrome de Kearns-Sayre (con oftalmoplejia, retinopatia
pigmentaria, defectos de conduccion cardiaca, ataxia cerebelar y sordera sensorioneural), sindrome SEMALACV
(MELAS, en inglés) (encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios de tipo accidente cerebrovascular),
sindrome EMFRR (MERFF, en inglés) (epilepsia miocldnica y fibras rojas rasgadas), debilidad de distribucion de
extremidades-cintura y miopatia infantil (benigna o grave y fatal).

En determinadas realizaciones, compuestos activadores de sirtuina pueden ser Utiles para tratar pacientes que
padecen dafio toxico a las mitocondrias, como dafio toxico debido a la acumulaciéon de calcio, excitotoxicidad,
exposicién a oxido nitrico, dafio téxico inducido por farmacos o hipoxia.

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

Desempefio muscular

En otras realizaciones, se describen métodos para mejorar el desempefio muscular administrando una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto activador de sirtuina. Por ejemplo, pueden ser Utiles compuestos
activadores de sirtuina para mejorar la resistencia fisica (por ejemplo la capacidad de realizar una tarea fisica tal
como ejercicio, trabajo fisica, actividades deportivas, etc.), inhibir o retardar las fatigas fisicas, mejorar los niveles de
oxigeno en la sangre, incrementar la energia en individuos sanos, incrementar la capacidad de trabajo y la
resistencia, reducir la fatiga muscular, reducir el estrés, mejorar la funcién cardiaca y cardiovascular, mejorar la
capacidad sexual, aumentar los niveles de ATP musculares y/o reducir el acido lactico en la sangre. En
determinadas realizaciones, los métodos implican administrar una cantidad de un compuesto activador de sirtuina
que aumente la actividad mitocondrial, aumentar la biogénesis mitocondrial y/o aumentar la masa mitocondrial.

El desempefio deportivo se refiere a la capacidad de desempefio de los musculos de un atleta cuando participa en
actividades deportivas. El desempefio, fuerza, velocidad y resistencia deportivos acrecentados se miden por un
aumento en la fuerza de contraccion muscular, un aumento en la amplitud de la contraccidon muscular y un
acortamiento del tiempo de reaccion muscular entre la estimulacion y la contraccion. Atleta se refiere a un individuo
que participa en deportes a cualquier nivel y que busca lograr un nivel mejorado de fuerza, velocidad y resistencia en
su desempefio, como por ejemplo fisicoculturistas, ciclistas, corredores de distancias largas, corredores de
distancias cortas, etc. Un desempefio deportivo acrecentado se manifiesta por la capacidad de superar la fatiga
muscular, la capacidad de mantener la actividad durante periodos de tiempo mas largos y por tener un ejercicio mas
eficaz.

En el campo del desempeio muscular de un atleta, es deseable crear condiciones que permitan la competencia o el
entrenamiento a niveles mas altos de resistencia durante un periodo de tiempo prolongado.

Se contempla que los métodos de la presente invencién también seran efectivos en el tratamiento de afecciones
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patolégicas relacionadas con los musculos, incluidas sarcopenia aguda, por ejemplo atrofia muscular y/o caquexia
asociada a quemaduras, reposo en cama, inmovilizacion de extremidades o cirugia mayor toracica, abdominal y/u
ortopédica.

En determinadas realizaciones, la invencidon proporciona nuevas composiciones dietéticas que comprenden
moduladores de sirtuina, un método para su preparacion y un método para usar las composiciones con el fin de
mejorar el desempefio deportivo. Por consiguiente, se proporcionan composiciones, alimentos y bebidas
terapéuticos que tienen acciones de mejorar la resistencia fisica y/o inhibir fatigas fisicas en las personas implicadas
en egjercicios que, en una definiciéon amplia, incluyen deportes que requieren resistencia y trabajos que requieren
esfuerzos musculares repetidos. Dichas composiciones dietéticas pueden comprender adicionalmente electrdlitos,
cafeina, vitaminas, hidratos de carbono, etc.

Otros usos

Se pueden emplear compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina para tratar o prevenir infecciones viricas (como infecciones por virus de la gripe, del herpes o del papiloma) o
como agentes antifingicos. En determinadas realizaciones, se pueden administrar compuestos moduladores de
sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina como parte de una terapia combinada de
farmacos con otro agente terapéutico para el tratamiento de enfermedades viricas. En otra realizacion, se pueden
administrar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina
como parte de una terapia combinada de farmacos con otro agente antifungico.

Los sujetos que pueden tratarse como se describe en la presente memoria incluyen eucariotas, como mamiferos,
por ejemplo seres humanos, ovinos, bovinos, equinos, porcinos, caninos, felinos, primates no humanos, ratones y
ratas. Las células que pueden tratarse incluyen células eucaridticas, por ejemplo de un sujeto descrito en lo que
antecede, o células vegetales, células de levadura y células procaritticas, por ejemplo células bacterianas. Por
ejemplo, se pueden administrar compuestos moduladores a animales de granja para mejorar su capacidad de tolerar
las condiciones de la granja por mas tiempo.

También se pueden usar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina para aumentar la duracién de vida, la resistencia al estrés y la resistencia a la apoptosis en plantas. En una
realizacion, se aplica un compuesto a plantas, por ejemplo sobre una base periédica, o a hongos. En ofra
realizacion, las plantas estan genéticamente modificadas para producir un compuesto. En otra realizacion, se tratan
las plantas y frutas con un compuesto antes de la cosecha y el envio, con el fin aumentar la resistencia al dafio
durante el transporte. También se pueden poner en contacto semillas de plantas con compuestos descritos en la
presente memoria, por ejemplo para conservarlas.

En ofras realizaciones, se pueden usar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad
de una proteina sirtuina para modular la duraciéon de vida en células de levadura. Las situaciones en las cuales
puede ser deseable prolongar la duraciéon de vida de células de levadura incluyen cualquier proceso en el que se
use levadura, por ejemplo la elaboracion de cerveza, yogurt y articulos de panaderia, por ejemplo pan. El uso de la
levadura con una duracién de vida prolongada puede generar menos uso de levadura o hacer que la levadura sea
activa durante periodos mas largos de tiempo. Las células de levadura u otras de mamiferos usadas para producir
proteinas de manera recombinante también pueden tratarse como se describe en la presente memoria.

También se pueden usar compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina
sirtuina para aumentar la duracion de vida, la resistencia al estrés y la resistencia a la apoptosis en insectos. En esta
realizacion, se aplicarian los compuestos a insectos Utiles, por ejemplo abejas y otros insectos que estan implicados
en la polinizacién de las plantas. En una realizacion especifica, se aplicaria un compuesto a abejas implicadas en la
produccion de miel. En general, los métodos descritos en la presente memoria pueden aplicarse a cualquier
organismo, por ejemplo eucariota, que pueda tener importancia comercial. Por ejemplo, pueden aplicarse a peces
(acuicultura) y aves (por ejemplo, pollos y aves de corral).

También se pueden usar dosis mas altas de compuestos moduladores de sirtuina que aumentan el nivel y/o la
actividad de una proteina sirtuina como pesticida, al interferir con la regulacion de genes silenciados y la regulacion
de la apoptosis durante el desarrollo. En esta realizacion, se puede aplicar un compuesto a plantas empleando un
método conocido en la técnica que asegure que el compuesto esté biodisponible para las larvas de insecto, y no
para las plantas.

Al menos en vista de la conexion entre la reproduccion y la longevidad, se pueden aplicar compuestos moduladores
de sirtuina que aumentan el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina para modificar la reproduccion de
organismos tales como insectos, animales y microorganismos.

4. Ensayos

Se han descrito diversos tipos de ensayos para determinar la actividad de sirtuina. Por ejemplo, se puede determinar
la actividad de sirtuina utilizando un ensayo basado en fluorescencia tal como el ensayo comercialmente disponible
de Biomol, por ejemplo los SIRT1 Fluorimetric Drug Discovery Kit (AK-555), SIRT2 Fluorimetric Drug Discovery Kit
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(AK-556) o SIRT3 Fluorimetric Drug Discovery Kit (AK-557) (Biomol International, Plymouth Meeting, PA). Otros
ensayos para sirtuina adecuados incluyen un ensayo de liberacion de nicotinamida (Kaeberlein et al., J. Biol. Chem.
280(17): 17038 (2005)), un ensayo FRET (Marcotte et al., Anal. Biochem. 332: 90 (2004)), y un ensayo de unién a
resina C" NAD boro (McDonagh et al., Methods 36: 346 (2005)). Otros ensayos de sirtuina adecuados incluyen
radioinmunoensayos (RIA), ensayos de proximidad de centelleo, ensayos basados en HPLC y ensayos de gen
informador (por ejemplo, para dianas de factor de transcripcion).

Un ensayo ilustrativo para determinar la actividad de sirtuina es un ensayo de polarizacion de fluorescencia. Se
describen ensayos de polarizacion de fluorescencia en la presente memoria y también se describen en la
publicacion PCT n° WO 2006/094239. En otras realizaciones, se puede determinar la actividad de sirtuina utilizando
un ensayo basado en espectrometria de masas. Se describen ejemplos de ensayos basados en espectrometria de
masas en la presente memoria y también se describen en la publicacién PCT n® WO 2007/064902. También se
pueden utilizar ensayos basados en células para determinar la actividad de sirtuina. Se describen ejemplos de
ensayos basados en células para determinar la actividad de sirtuina en las publicaciones PCT n°s WO 2007/064902
y WO 2008/060400.

Otros métodos mas contemplados en la presente memoria incluyen métodos de cribado para identificar compuestos
o agentes que modulen sirtuinas. Un agente puede ser un acido nucleico, tal como un aptamero. Se pueden llevar a
cabo los ensayos en un formato basado en células o bien en uno exento de células. Por ejemplo, un ensayo puede
comprender incubar (o poner en contacto) una sirtuina con un agente de prueba en condiciones en las cuales una
sirtuina pueda ser modulada por un agente conocido que modula la sirtuina, y observar o determinar el nivel de
modulacion de la sirtuina en presencia del agente de prueba en comparacion con la ausencia del agente de prueba.
Se puede determinar el nivel de modulacion de una sirtuina determinando su capacidad de desacetilar un sustrato.
Los sustratos ilustrativos son péptidos acetilados que se pueden obtener de BIOMOL (Plymouth Meeting, PA). Los
sustratos preferidos incluyen péptidos de p53, como los que comprenden un K382 acetilado. Un sustrato
particularmente preferido es Fluor de Lys-SIRT1 (BIOMOL), es decir, el péptido Arg-His-Lys-Lys acetilado. Otros
sustratos son péptidos de histonas H3 y H4 humanas o un aminoacido acetilado. Los sustratos pueden ser
fluorogénicos. La sirtuina puede ser SIRT1, Sir2, SIRT2, SIRT3 o una parte de éstas. Por ejemplo, se puede obtener
SIRT1 recombinante de BIOMOL. Se puede llevar a cabo la reaccion durante aproximadamente 30 minutos y
detenerla, por ejemplo con nicotinamida. Se puede utilizar el kit de ensayo de actividad fluorescente de
HDAC/descubrimiento de farmacos (AK-500, BIOMOL Research Laboratories) para determinar el nivel de
acetilacion. Se describen ensayos similares en Bitterman et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:45099. Se puede comparar
el nivel de modulacion de la sirtuina en un ensayo con el nivel de modulacion de la sirtuina en presencia de (por
separado o simultdneamente) uno o mas compuestos descritos en la presente memoria, que pueden servir como
testigos positivos o negativos. Las sirtuinas para uso en los ensayos pueden ser proteinas sirtuina de longitud
completa o partes de las mismas. Dado que se ha demostrado en la presente memoria que los compuestos
activadores parecen interactuar con el extremo N-terminal de SIRT1, las proteinas para uso en los ensayos incluyen
partes N-terminales de sirtuinas, por ejemplo aproximadamente los aminoacidos 1-176 6 1-255 de SIRT1;
aproximadamente los aminoacidos 1-174 6 1-252 de Sir2.

En una realizacion, un ensayo de cribado comprende (i) poner en contacto una sirtuina con un agente de prueba y
un sustrato acetilado, en condiciones adecuadas para que la sirtuina desacetile el sustrato en ausencia del agente
de prueba; y (ii) determinar el nivel de acetilacion del sustrato, en donde un nivel mas bajo de acetilacion del sustrato
en presencia del agente de prueba en comparacién con la ausencia del agente de prueba indica que el agente de
prueba estimula la desacetilacion por la sirtuina, mientras que un mayor nivel de acetilacion del sustrato en
presencia del agente de prueba con relaciéon a la ausencia del agente de prueba indica que el agente de prueba
inhibe la desacetilacion por la sirtuina.

Los métodos para identificar un agente que module, por ejemplo estimule, sirtuinas in vivo puede comprender (i)
poner en contacto una célula con un agente de prueba y un sustrato que sea capaz de entrar en una célula en
presencia de un inhibidor de HDAC de clase | y de clase Il en condiciones adecuadas para que la sirtuina desacetile
el sustrato en ausencia del agente de prueba; y (ii) determinar el nivel de acetilacién del sustrato, en donde un bajo
nivel de acetilacion del sustrato en presencia del agente de prueba, en comparacion con la ausencia del agente de
prueba, indica que el agente de prueba estimula la desacetilacion por la sirtuina, mientras que un nivel mayor de
acetilacion del sustrato en presencia del agente de prueba, en comparacién con la ausencia del agente de prueba,
indica que el agente de prueba inhibe la desacetilacion por la sirtuina. Un sustrato preferido es un péptido acetilado,
que preferiblemente es también fluorogénico, como se describe con mas detalle en la presente memoria. El método
puede comprender ademas lisar las células para determinar el nivel de acetilacién del sustrato. Se pueden afadir
sustratos a las células en una concentracion que abarca de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 10 mM,
preferiblemente de aproximadamente 10 uM a 1 mM, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 100 uM a 1
mM, como aproximadamente 200 uM. Un sustrato preferido es una lisina acetilada, por ejemplo 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 emplearse a concentraciones que abarcan de aproximadamente 0,01 a 100 uM, preferiblemente de
aproximadamente 0,1 a 10 yM, como 1 pM. La incubacion de células con el compuesto de prueba y el sustrato
puede llevarse a cabo durante aproximadamente 10 minutos hasta 5 horas, preferiblemente durante
aproximadamente 1-3 horas. Dado que la TSA inhibe todas las HDAC de clase | y de clase Il y que ciertos sustratos,
por ejemplo Fluor de Lys, son sustratos mediocres para SIRT2 y aun peores sustratos para SIRT3-7, se puede
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utilizar este ensayo para identificar moduladores de SIRT1 in vivo.
5. Composiciones farmacéuticas

Los compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria pueden formularse de una manera
convencional utilizando uno o mas vehiculos o excipientes fisioldgica o farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo,
se pueden formular compuestos moduladores de sirtuina y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables para
administracion, por ejemplo, mediante inyeccion (por ejemplo SC, IM, IP), inhalacién o insuflacion (ya sea a través
de la boca o la nariz) o administraciéon oral, bucal, sublingual, transdérmica, nasal, parenteral o rectal. En una
realizacion, se puede administrar un compuesto modulador de sirtuina localmente, en el sitio donde estén presentes
las células diana, es decir, en un tejido, 6érgano o fluido especifico (por ejemplo sangre, fluido cerebroespinal, etc.).

Se pueden formular compuestos moduladores de sirtuina para una diversidad de modos de administracion, incluidas
la administracion sistémica y la tdpica o localizada. Las técnicas y formulaciones en general se pueden encontrar en
Remington's Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PA. Para la administracién parenteral se
prefiere la inyeccion, incluidas la intramuscular, intravenosa, intraperitoneal y subcutanea. Para inyeccion, se pueden
formular los compuestos en soluciones liquidas, preferiblemente en tampones fisiologicamente compatibles tales
como solucion de Hank o solucion de Ringer. Ademas, se pueden formular los compuestos en forma soélida y
redisolverse o suspenderse inmediatamente antes del uso. También se incluyen las formas liofilizadas.

Para la administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden adoptar la forma de, por ejemplo, comprimidos,
pastillas o capsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales
como agentes aglutinantes (por ejemplo almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa); cargas (por ejemplo lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio);
lubricantes (por ejemplo estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo almidon de patata o
almidon-glicolato de sodio); o agentes humectantes (por ejemplo laurilsulfato de sodio). Los comprimidos se pueden
revestir por métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para administraciéon oral pueden
adoptar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o bien se pueden presentar en forma de un
producto seco para constituciéon con agua u otro vehiculo adecuado, antes del uso. Tales preparaciones liquidas
pueden prepararse por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes
suspensionantes (por ejemplo jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas);
agentes emulsionantes (por ejemplo lecitina o goma arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo aceite de
almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados) y conservantes (por ejemplo,
p-hidroxibenzoatos de metilo o de propilo, o acido sorbico). Las preparaciones pueden contener también sales
tamponadoras, agentes saborizantes, colorantes y edulcorantes segun sea adecuado. Se pueden formular
convenientemente preparaciones para administraciéon oral para proporcionar una liberaciéon controlada del
compuesto activo.

Para la administracion por inhalacién (por ejemplo, administracion pulmonar), se pueden suministrar
convenientemente los compuestos moduladores de sirtuina en forma de una presentacion en spray de aerosol
desde envases a presibn o desde un nebulizador, utilizando un propulsor adecuado, por ejemplo
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, didxido de carbono u otro gas adecuado. En el
caso de un aerosol a presién, la unidad de dosificaciéon puede establecerse al proporcionar una valvula que
suministre una cantidad medida. Las capsulas y 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.

Se pueden formular compuestos moduladores de sirtuina para administracion parenteral mediante inyeccion, por
ejemplo mediante inyeccion en bolo o infusion continua. Las formulaciones para inyeccién pueden presentarse en
formas de dosificacion comunitarias, por ejemplo en ampollas, o bien en recipientes multidosis, con un conservante
afiadido. Las composiciones pueden adoptar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en
vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes suspensionantes,
estabilizantes y/o dispersantes. Como alternativa, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para
constituirlo con un vehiculo adecuado, por ejemplo agua estéril libre de pirdgenos, antes del uso.

También se pueden formular compuestos moduladores de sirtuina en composiciones rectales tales como
supositorios o enemas de retencion, que contengan, por ejemplo, bases de supositorio convencionales tales como
manteca de cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas en lo que antecede, también se pueden formular compuestos moduladores
de sirtuina en forma de una preparacién de depdsito. Dichas formulaciones de accion prolongada pueden
administrarse por implantacion (por ejemplo subcutanea o intramuscular) o bien por inyeccion intramuscular. Asi, por
ejemplo, se pueden formular compuestos moduladores de sirtuina con materiales poliméricos o hidréfobos
adecuados (por ejemplo en forma de una emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio iénico, o bien
como derivados escasamente solubles, por ejemplo en forma de una sal escasamente soluble. Las férmulas de
liberacién controlada también incluyen parches.
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En determinadas realizaciones, los compuestos descritos en la presente 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 (por
ejemplo inyeccion intracerebral o infusién intracerebroventricular); manipulacion molecular del agente (por ejemplo,
produccién de una proteina de fusién quimérica que comprenda un péptido de transporte que tiene afinidad por una
molécula superficial de células endoteliales en combinacion con un agente que es por si mismo incapaz de cruzar la
BHE) en un intento de explotar una de las rutas de transporte enddgenas de la BHE; estrategias farmacologicas
disefiadas para aumentar la solubilidad en lipidos de un agente (por ejemplo, la conjugacion de agentes solubles en
agua a vehiculos lipidicos o de colesterol); y la interrupcion transitoria de la integridad de la BHE por ruptura
hiperosmatica (resultante de la infusion de una solucion de manitol dentro de la arteria carétida o del uso de un
agente biolégicamente activo tal como un péptido de angiotensina).

Los liposomas son otro sistema de administracion de farmacos que es facilmente inyectable. Por consiguiente,
también se pueden administrar los compuestos activos en forma de un sistema de administracién liposémico. Una
persona experta en la técnica conoce bien los liposomas. Los liposomas pueden estar formados por una diversidad
de fosfolipidos, tales como colesterol, estearilamina o fosfatidilcolinas. Los liposomas Utiles para los métodos de la
presente invencion abarcan todos los tipos de liposomas, incluidos sin limitacién vesiculas unilaminares pequefas,
vesiculas unilaminares grandes y vesiculas multilaminares.

Otro modo de producir una formulacién, en particular una solucién, de un modulador de sirtuina tal como resveratrol
o un derivado del mismo, es a través del uso de ciclodextrina. Se entiende por ciclodextrina la a-, B- o
y-ciclodextrina. Se describen con detalle ciclodextrinas en Pitha et al., patente de EE.UU. n°® 4.727.064, que se
incorpora en la presente memoria por referencia. Las ciclodextrinas son oligdmeros ciclicos de glucosa; estos
compuestos forman complejos de inclusién con cualquier farmaco cuya molécula pueda encajar dentro de las
cavidades buscadoras de lipéfilos de la molécula de ciclodextrina.

Las formas de dosificacion de rapida desintegracion o disolucion son utiles para la absorcion, en particular absorcion
bucal y sublingual, rapida de agentes farmacéuticamente activos. Las formas de dosificacion de rapida fusiéon son
beneficiosas para pacientes, tales como pacientes de edad avanzada y pediatricos, que tengan dificultad para
deglutir las formas de dosificacion soélidas tipicas, como comprimidos oblongos y comprimidos. Ademas, las formas
de dosificacion de rapida fusion sortean los inconvenientes asociados con, por ejemplo, las formas de dosificacion
masticables, en donde el plazo de tiempo durante el cual permanece en la boca del paciente un agente activo influye
de manera importante en determinar la cantidad enmascaramiento del sabor y el grado con que puede quejarse el
paciente de la amargura del agente activo en la garganta.

Las composiciones farmacéuticas (incluidas las preparaciones cosméticas) pueden comprender de
aproximadamente 0,00001 a 100%, por ejemplo de 0,001 a 10% o de 0,1% a 5% en peso de uno o mas compuestos
moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria. En otras realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende: (i) de 0,05 a 1.000 mg de los compuestos de la invencién, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, y (ii) de 0,1 a 2 gramos de uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

En una realizacion, se incorpora un compuesto modulador de sirtuina descrito en la presente memoria en una
formulacién topica que contiene un vehiculo tépico que es generalmente adecuado para la administracion topica de
farmacos y que comprende cualquier material de este tipo conocido en la técnica. El vehiculo tépico puede
seleccionarse para proporcionar la composicion en la forma deseada, por ejemplo como una pomada, locién, crema,
microemulsion, gel, aceite, solucion o similar, y puede estar compuesto de un material tanto de origen natural como
sintético. Es preferible que el vehiculo seleccionado no afecte adversamente al agente activo o a otros componentes
de la formulacion tépica. Los ejemplos de vehiculos tépicos adecuados para uso en la presente invencion incluyen
agua, alcoholes y otros disolventes organicos no toxicos, glicerina, aceite mineral, silicona, vaselina, lanolina, acidos
grasos, aceites vegetales, parabenos, ceras y similares.

Las formulaciones pueden ser pomadas, lociones, cremas, microemulsiones y geles incoloros e inodoros.

Se pueden incorporar compuestos moduladores de sirtuina en pomadas, que generalmente son preparaciones
semisolidas que se basan tipicamente en vaselina u otros derivados del petréleo. La base especifica de pomada a
usar, como apreciaran los expertos en la técnica, es una que proporcione optima administracion del farmaco vy,
preferiblemente, proporcione también otras caracteristicas deseadas, por ejemplo emolencia o similares. Al igual que
en otros vehiculos, una base de pomada debe ser inerte, estable, no irritante y no sensibilizante.

Se pueden incorporar compuestos moduladores de sirtuina en lociones, que generalmente son preparaciones para
aplicar sin friccion a la superficie de la piel, y son tipicamente preparaciones liquidas o semiliquidas en las cuales
estan presentes particulas sdlidas, incluido el agente activo, en una base de agua o alcohol. Las lociones son
usualmente suspensiones de solidos, y pueden comprender una emulsién aceitosa liquida del tipo de aceite en
agua.

Se pueden incorporar compuestos moduladores de sirtuina en cremas, que generalmente son emulsiones liquidas
viscosas o semisolidas, ya sea de aceite en agua o de agua en aceite. Las bases de crema son lavables con agua, y
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contienen una fase oleosa, un emulsionante y una fase acuosa. La fase oleosa comprende generalmente vaselina y
un alcohol graso tal como alcohol cetilico o estearilico; usualmente, aunque no necesariamente, la fase acuosa
excede en volumen a la fase oleosa, y generalmente contiene un humectante. El emulsionante en una formulacién
de crema, tal como se explica en Remington's, supra, es generalmente un tensioactivo no i6nico, aniénico, catiénico
o anfétero.

Se pueden incorporar compuestos moduladores de sirtuina en microemulsiones, que generalmente son dispersiones
termodinamicamente estables e isotrépicamente transparentes de dos liquidos inmiscibles, tales como aceite y agua,
estabilizados por una pelicula interfacial de moléculas de tensioactivo (Enciclopedia of Pharmaceutical Technology
(New York: Marcel Dekker, 1992), volumen 9).

Se pueden incorporar compuestos moduladores de sirtuina en formulaciones en gel, que generalmente son sistemas
semisolidos que consisten, o bien en suspensiones formadas por pequefas particulas inorganicas (sistemas
bifasicos), o bien en moléculas organicas de mayor tamafio distribuidas de manera sustancialmente uniforme en el
seno de un liquido vehiculante (geles monofasicos). Si bien los geles emplean por lo comun liquidos vehiculantes
acuosos, también se pueden emplear como liquido vehiculante alcoholes y aceites.

También pueden incluirse en las formulaciones otros agentes activos, por ejemplo otros agentes antiinflamatorios,
analgésicos, agentes antimicrobianos, agentes antifungicos, antibiéticos, vitaminas, antioxidantes y agentes
bloqueadores solares comiunmente encontrados en formulaciones de proteccién solar, incluidos sin limitacion
antranilatos, benzofenonas (en particular benzofenona-3), derivados de alcanfor, cinamatos (por ejemplo,
metoxicinamato de octilo), dibenzoilmetanos (por ejemplo, butilmetoxidibenzoilmetano), acido p-aminobenzoico
(PABA) y derivados de los mismos, y salicilatos (por ejemplo, salicilato de octilo).

En determinadas formulaciones tdpicas, el agente activo esta presente en una cantidad en el intervalo de
aproximadamente 0,25% en peso a 75% en peso de la formulacion, 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 formulacion, y lo mas preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 1.0% en peso a 10% en peso de la formulacion.

Las afecciones oculares pueden tratarse o prevenirse mediante, por ejemplo, inyeccion sistémica, topica o
intraocular de un compuesto modulador de sirtuina, o mediante insercién de un dispositivo de liberacién sostenida
que libere un compuesto modulador de sirtuina. Se puede suministrar un compuesto modulador de sirtuina que
aumenta el nivel y/o la actividad de una proteina sirtuina en un vehiculo oftalmico farmacéuticamente aceptable, de
manera que se mantenga en contacto el compuesto con la superficie ocular por un periodo de tiempo suficiente para
permitir que el compuesto penetre en la cérnea y las regiones internas del ojo, como por ejemplo la camara anterior,
camara posterior, cuerpo vitreo, humor acuoso, humor vitreo, cérnea, iris/surco ciliar, cristalino, coroides/retina y
esclerdtica. El vehiculo oftalmico farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, una pomada, un aceite
vegetal o un material encapsulante. Como alternativa, se pueden inyectar los compuestos de la invencion
directamente en los humores vitreo y acuoso. En otra alternativa, se pueden administrar sistémicamente los
compuestos, por ejemplo mediante infusién o inyeccion intravenosa, para el tratamiento del ojo.

Se pueden conservar compuestos moduladores de sirtuina descritos en la presente memoria en un entorno exento
de oxigeno. Por ejemplo, se puede preparar resveratrol o analogo del mismo en una capsula estanca al aire para
administracion oral, tal como Capsugel de Pfizer, Inc.

Se pueden administrar células, por ejemplo tratadas ex vivo con un compuesto modulador de sirtuina, de acuerdo
con métodos para administrar un injerto a un sujeto, lo cual puede ir acompafado, por ejemplo, de la administracion
de un farmaco inmunosupresor, por ejemplo ciclosporina A. En cuanto a principios generales en la formulaciéon de
medicinas, se remite al lector a Cell Therapy: Stem Cell Transplantation, Gene Therapy, and Cellular
Immunotherapy, compilado por G. Morstyn y W. Sheridan, Cambridge University Press, 1996; y Hematopoietic Stem
Cell Therapy, E. D. Ball, J. Lister y P. Law, Churchill Livingstone, 2000.

Se pueden determinar la toxicidad y la eficacia terapéutica de compuestos moduladores de sirtuina mediante
procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales. La DLso es la dosis
letal para 50% de la poblacién. La DEsg es la dosis terapéuticamente eficaz en 50% de la poblacion. El cociente de
dosis entre los efectos toxicos y los terapéuticos (DLso/DEsg) es el indice terapéutico. Se prefieren compuestos
moduladores de sirtuina que manifiestan grandes indices terapéuticos. Aunque se pueden usar compuestos
moduladores de sirtuina que manifiesten efectos secundarios toxicos, debe prestare atencién a disefiar un sistema
de administracion que dirija dichos compuestos al sitio de tejido afectado, con el fin de minimizar el dafio potencial a
células no infectadas y, asi, reducir los efectos secundarios.

Se pueden emplear los datos obtenidos de los ensayos con cultivo celular y estudios en animales para formular un
intervalo de dosificacion para uso en seres humanos. La dosis de dichos compuestos puede situarse dentro de un
intervalo de concentraciones circulantes que incluyan la DEsg con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede variar
dentro de este intervalo, dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion utilizada. Para
cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos en cultivos

25



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 544 258 T3

celulares. Se puede formular una dosis en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracion
plasmatica circulante que incluya la Clso (es decir, la concentracién del compuesto de prueba que consigue la
inhibicién mitad de la maxima de los sintomas) segun lo determinado en cultivos celulares. Se puede emplear esta
informacion para determinar de manera mas precisa las dosis Utiles en seres humanos. Los niveles en plasma se
pueden medir, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de altas prestaciones.

6. Kits

También se proporcionan en la presente memoria kits, por ejemplo kits para fines terapéuticos o kits para modular la
duracion de vida de las células o para modular la apoptosis. Un kit puede comprender uno o mas compuestos
moduladores de sirtuina, por ejemplo en dosis previamente medidas. Un kit puede comprender opcionalmente
dispositivos para poner en contacto células con los compuestos, € instrucciones de uso. Los dispositivos incluyen
jeringas, estents y otros dispositivos para introducir un compuesto modulador de sirtuina en un sujeto (por ejemplo,
el vaso sanguineo de un sujeto) o aplicarlo a la piel de un sujeto.

En otra realizacién mas, la invenciéon proporciona una composicién material que comprende un modulador de
sirtuina de esta invencion y otro agente terapéutico (los mismos usados en las terapias combinadas y composiciones
combinadas) en formas farmacéuticas separadas, pero asociadas entre si. La expresion "asociadas entre si", tal
como se usa en la presente memoria, significa que se envasan juntas las formas farmacéuticas o bien se unen entre
si de alguna forma, de modo que sea facilmente visible que esta previsto que las formas farmacéuticas separadas
se comercialicen y se administren como parte del mismo régimen. Preferiblemente, se envasan juntos el agente y el
modulador de sirtuina en un envase de tipo blister u otro envase multicamara, o bien como recipientes conectados,
obturados por separado (tales como bolsas de lamina o similares) que el usuario puede separar (por ejemplo
desgarrando por lineas de corte entre los dos envases).

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

La practica de los presentes métodos empleara, salvo que se indique otra cosa, técnicas convencionales de biologia
celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia,
que estan dentro de la pericia en la técnica. Dichas técnicas se explican por completo en la bibliografia. Véanse, por
ejemplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 22 ed., compilado por Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring
Harbor Laboratory Press: 1989); DNA Cloning, volumenes | y Il (compilado por D. N. Glover, 1985); Oligonucleotide
Synthesis (compilado por M. J. Gait, 1984); Mullis et al., patente de EE.UU. n° 4.683.195; Nucleic Acid Hybridization
(compilado por B. D. Hames y S. J. Higgins, 1984); Transcription and Translation (compilado por B. D. Hames y S. J.
Higgins, 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 (compilado por J. H. Miller y M. P. Calos,
1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Methods In Enzymology, volimenes 154 y 155 (compilado por Wu et al.),
Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (compilado por Mayer y Walker, Academic Press, London,
1987); Handbook Of Experimental Immunology, volumenes I-IV (compilado por D. M. Weir y C. C. Blackwell, 1986);
Manipulating the Mouse Embryo (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986).

Ejemplos

Una vez descrita en general la invencion, sera mas facilmente entendida con referencia a los siguientes ejemplos
que se incluyen meramente con fines de ilustracion de ciertos aspectos y realizaciones de la presente invencion, y
no se pretende que limiten en modo alguno la invencién.
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Ejemplo 1. Preparacion de compuestos moduladores de sirtuina y precursores de los mismos

Preparacion de 2-(6-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)anilina:
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Se afiadié DMF (0,15 equiv.) a una disolucién de acido 6-hidroxi-5-nitronicotinico (1 equiv.) en SOCI; (4,7 equiv.). Se
calento a reflujo la mezcla durante 8 horas y después se concentré en vacio. Se tomé en CH,Cl; el residuo, se enfrié
a -40°C, y se anadiéo MeOH (1,4 equiv.) mientras se mantenia la temperatura interna por debajo de -30°C. Se afadid
NaHCO3 acuoso (1 equiv.) y se dejé calentar la mezcla hasta la temperatura ambiente. Se separé la fase organica, y
se concentré en vacio. Se cristalizé en EtOH el residuo crudo para proporcionar 6-cloro-5-nitronicotinato de metilo
(90% de rendimiento).

Se calenté a 75°C durante 2 horas una suspension de 6-cloro-5-nitronicotinato de metilo (1 equiv.), hierro en polvo
(5,2 equiv.) y NH4Cls (5,3 equiv.) en MeOH. Se hizo pasar en caliente la mezcla a través de una torta de Celite, y se
concentrd en vacio para proporcionar 5-amino-6-cloronicotinato de metilo (56% de rendimiento).

Se afadio piridina (1,1 equiv.) a una disolucion de 5-amino-6-cloronicotinato de metilo (1 equiv.) y cloruro de
2-nitrobenzoilo (1,2 equiv.) en CH,Cl,. Se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 10 horas y se concentré
en vacio. Se afiadié H,O y se recupero por filtracion el sélido resultante, se enjuagé con CH.Cl, y se secé para
proporcionar 6-cloro-5-(2-nitrobenzamido)nicotinato de metilo (73% de rendimiento).

Se calent6 a 130°C durante 2 horas una mezcla de 6-cloro-5-(2-nitrobenzamido)nicotinato de metilo (1 equiv.), P2Ss
(2,1 equiv.) y piridina (7.6 equiv.) en p-xileno. Se decanté el liquido transparente y se dejé enfriar hasta la
temperatura ambiente. Se recuperé por filtracion el precipitado resultante y se secd para proporcionar
2-(2-nitrofenil)tiazolo[5,4-b]piridin-6-carboxilato de metilo (57% de rendimiento).

Se afadié una disolucion de 2-(2-nitrofenil)tiazolo[5,4-b]piridin-6-carboxilato de metilo (1 equiv.) en THF, en el
transcurso de 8 horas, a una mezcla hidruro de litio y aluminio (LAH) (4,4 equiv.) en THF, manteniendo la
temperatura interna en -55°C. Se agitd la mezcla de reaccion durante 4 horas mas a -60°C. Se afiadié acetona (18
equiv.) seguida de Na,SOj3 acuoso saturado. Se eliminaron por filtracion los solidos resultantes, y se enjuagaron con
THF. Se concentraron en vacio las fracciones organicas combinadas y se cristalizé en CHCl; el residuo crudo para
proporcionar (2-(2-nitrofenil)tiazolo[5,4-b]piridin-6-il)metanol (50% de rendimiento).

Se afadié lentamente cloruro de tionilo (3,1 moles, 227 mL) a una suspension, a temperatura ambiente, de (2-(2-
nitrofenil)tiazolo[5,4-b]piridin-6-il)metanol (0,62 moles, 180 g) en CH,Cl, (1,8 L). Se afiadié DMF (5 mL) y la reaccion
se volvié homogénea. Se agito la reaccion durante 1 hora, y después se concentré bajo presion reducida. Se disolvié
en CHCl> (150 mL) el producto crudo, y se concentré bajo presion reducida. Se lavd con hexano (200 mL x 3) el
producto crudo, y se secod en vacio durante 16 horas para proporcionar 6-(clorometil)-2-(2-nitrofenil)tiazolo[5,4-
b]piridina en forma de un solido de color bronce (180 g, 94% de rendimiento).

Se afadio pirrolidina (2,8 moles, 203 g) y K:COs3 (2,8 moles, 395 g) a una suspension de 6-(clorometil)-2-(2-
nitrofenil)tiazolo[5,4-b]piridina (0.52 moles, 175 g) en CH3CN (1,7 L). Se agit6 la mezcla de reaccion a temperatura
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ambiente durante 16 horas. Se afadio H,O (1 L) y se agité la mezcla durante 30 minutos Se elimind en vacio el
CH3CN y se extrajo con CHxCl; (3 x 1,5 L) la mezcla resultante. Se lavaron con salmuera las fracciones organicas
combinadas, se secaron (Na»SO4) y se concentraron en vacio para proporcionar 2-(2-nitrofenil)-6-(pirrolidin-1-
ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridina como un aceite oscuro (150 g, 76% de rendimiento).

Se afadioé hierro en polvo (55 mmol, 3,1 g) a una disoluciéon de 2-(2-nitrofenil)-6-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazolo[5,4-
b]piridina (11,1 mmol, 3,8 g) en CH2Cl, (100 mL), seguido de acido acético (10 mL). Se calenté a reflujo durante 3
horas la mezcla de reaccion y después se enfrid a temperatura ambiente. Se afiadio en porciones Na;COs3 (14 g). Se
hizo pasar la mezcla a través de una torta de Celite y se enjuagd con CH2Cl,. Se lavaron con Na;COs3 (3 x 20 mL) los
filtrados combinados, se secaron (MgSO.) y se concentraron bajo presion reducida para proporcionar 2-(6-(pirrolidin-
1-ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)anilina (3,4 g, 98% de rendimiento) en forma de un sélido amarillo.

Preparacion de hidrocloruro de acido 2-fenil-5-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazol-4-carboxilico

Q 0 4-AcNHPhSO;N5 Rhs{OAC), MDI—BU
g Ot-Bu
Of-Bu ACN, TEA N, OYNH

Fh
reactivo de Br
5 NBS S
Lawesson | !,' \ z
N N
0 0

-Bul t-BuD
. )
pirrolidina S HC| @\WS N
— W - g Hd
N N
0 0
+Bul HO

Se afiadi6 4-acetamidobencenosulfonilazida (1,5 mL) a una solucién de 3-oxobutanoato de terc.-butilo (1,86 g, 10,12
mmol) y TEA (3,85 mL) en CH3CN (60 mL). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante una noche, se
concentro y se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida ("flash”, en inglés) para proporcionar 2-diazo-3-
oxobutanoato de terc.-butilo en forma de un liquido amarillo (1,3 g, 77% de rendimiento).

Se afiadié una disolucion de 2-diazo-3-oxobutanoato de ferc.-butilo (13,1 g, 71,7 mmol) en 1,2-dicloroetano, en el
transcurso de 12 horas, a una disolucion a reflujo de benzamida (6,16 g, 50,8 mmol) y tetraacetato de dirrodio (786
mg, 1,78 mmol) en 1,2-dicloroetano (75 mL). Se evaporé en vacio la mezcla y se purificé por cromatografia
ultrarrapida para proporcionar 2-benzamido-3-oxobutanoato de terc.-butilo en forma de un sdlido blanco (6,97 g,
51% de rendimiento).

Se calento a reflujo durante 6 horas una disolucién de 2-benzamido-3-oxobutanoato de terc.-butilo (842 mg, 3,04
mmol) y 2,4-disulfuro de 2,4-bis(4-metoxifenil)-1,3,2,4-ditiadifosfetano (reactivo de Lawesson) (1,88 g, 6,07 mmol) en
THF (20 mL). Se evapor6 en vacio la mezcla y se purificé mediante cromatografia ultrarrapida para proporcionar
5-metil-2-feniltiazol-4-carboxilato de terc.-butilo en forma de un soélido amarillo (520 mg, 62% de rendimiento).

Se calenté a reflujo durante 16 horas una disolucion de 5-metil-2-feniltiazol-4-carboxilato de terc.-butilo (1,0 g, 3,64
mmol), N-bromosuccinimida (NBS) (0,65 g, 3,64 mmol) y peréxido de benzoilo (BPO) (5,5 mg, 0,023 mmol) en CCl,4
(30 mL). Se concentré en vacio la mezcla de reaccién y se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida para
proporcionar 5-(bromometil)-2-feniltiazol-4-carboxilato de terc.-butilo en forma de un soélido de color amarillo claro
(0,96 g, 75% de rendimiento).

Se afadié pirrolidina (0,5 mL) a una disolucidon de 5-(bromometil)-2-feniltiazol-4-carboxilato de terc.-butilo (1,029 g,
2,90 mmol) y diisopropiletilamina (DIPEA) (1,5 mL) en CH,Cl, (10 mL). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente
durante 30 minutos, se concentré en vacio y se purifico mediante cromatografia ultrarrapida para proporcionar
2-fenil-5-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazol-4-carboxilato de terc.-butilo en forma de un sélido amarillo (920 mg, 98% de
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rendimiento).

Se afiadié HCI concentrado (2,8 mL, 33,9 mmol) a una disolucion de 2-fenil-5-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazol-4-carboxilato

de terc.-butilo (2,1 g, 6,1 mmol) en THF (30 mL). Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante una noche y se

concentro en vacio para proporcionar hicrocloruro de 2-fenil-5-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazol-4-carboxilato (1,5 g, 82% de
5 rendimiento).

Preparacion de hicrocloruro de acido 5-(morfolinometil)-2-feniltiazol-4-carboxilico:

(‘O

S Nj

\

\ 7 wa
8]

HO

Se prepar6 el compuesto del titulo por el procedimiento descrito para el acido 2-fenil-5-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazol-4-
carboxilico, reemplazando pirrolidina por morfolina, con 52% de rendimiento.

10 Preparacion de hidrocloruro de acido 5-((4-isopropilpiperazin-1-il)metil)-2-feniltiazol-4-carboxilico:
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Se prepar6 el compuesto del titulo por el procedimiento descrito para el acido 2-fenil-5-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazol-4-
carboxilico, reemplazando pirrolidina por 4-(i-propil)piperazina, con 80% de rendimiento.

Preparacion de hidrocloruro de acido 5-((4-(2-metoxietil)piperazin-1-il)metil)-2-feniltiazol-4-carboxilico:

f—'\o
(7
s N
\
W HCl
0
HO

15

Se prepar6 el compuesto del titulo por el procedimiento descrito para el acido 2-fenil-5-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazol-4-
carboxilico, reemplazando pirrolidina por morfolina, con 49% de rendimiento.
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Preparacion de cloruro de 5-(3-metoxipropil)-2-feniltiazol-4-carbonilo:

S Cul, DME, TEA @‘\(S = P ©"Y
g\ﬁ;’ Br ) = “o— diC, H; \ g

N , CPdPPh: N ElOAC N 0~

EIO EID Et0
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Se hizo burbujear nitrégeno a través de una disolucion de 5-bromo-2-feniltiazol-4-carboxilato de etilo (13,1 g, 41,9
mmol) y éter metilpropargilico (7,1 mL, 83,9 mmol) en dimetoxietano (DME) (200 mL). Se afadieron
diclorobis(trifenilfosfina)paladio(ll) (1,47 g, 2,2 mmol), yoduro de cobre(l) (0,2 g, 1,1 mmol) y TEA (29 mL, 210 mmol),
y se calentd a reflujo la mezcla de reaccion durante 16 horas. Se enfrié hasta la temperatura ambiente la mezcla de
reaccion, se vertiéo en H,O (200 mL) y se extrajo con EtOAc (2 x 200 mL). Se lavaron con salmuera las fracciones
organicas combinadas, se secaron (MgSO), y se concentraron. Se purifico6 mediante MPLC el producto crudo,
eluyendo con pentano/EtOAc (gradiente de 0-50%), para proporcionar 5-(3-metoxiprop-1-inil)-2-feniltiazol-4-
carboxilato de etilo en forma de un sélido de color bronce (11 g, 88% de rendimiento).

Se disolvié 5-(3-metoxiprop-1-inil)-2-feniltiazol-4-carboxilato de etilo (26,1 g, 86,6 mmol) en EtOAc (350 rnL) y se
hidrogené bajo presion de globo durante cuatro dias hasta que la LCMS indicé la reduccién completa de la
insaturacion. En el dia tres se elimind el catalizador por filtracion, se afnadié catalizador fresco y se sometid
nuevamente la mezcla a hidrogenacién con presion de globo. Se eliminé el catalizador por filtracién a través de una
torta de Celite. Se enjuagd con EtOAc la torta del filtro y se concentré hasta sequedad el filtrado. Se purificé por
MPLC el producto crudo, eluyendo con pentano/EtOAc, para proporcionar 5-(3-metoxipropil)-2-feniltiazol-4-
carboxilato de etilo (23,2 g, 88% de rendimiento).

Se disolvio 5-(3-metoxipropil)-2-feniltiazol-4-carboxilato de etilo (26,3 g, 76,1 mmol) en THF/MeOH (1:1, 300 mL) y se
afiadié una disolucién de LiOH (3,6 g, 152 mmol) en H2O (75 mL). Se agit6 la reaccion durante ~ 5 horas y se ajusté
el pH a ~ 3 mediante la adicién de HCI 3N. Se verti6é la mezcla en salmuera y se extrajo con EtOAc. Se lavaron con
salmuera las fracciones organicas combinadas, se secaron (MgSQ4) y se concentraron para proporcionar acido 5-(3-
metoxipropil)-2-feniltiazol-4-carboxilico (21 g, 99% de rendimiento) en forma de un sélido de color bronce.

Se afadié lentamente cloruro de oxalilo (67,2 mmol, 5,9 mL), a temperatura ambiente, a una disolucion de 5-(3-
metoxipropil)-2-feniltiazol-4-carboxilato (22,4 mmol, 6,2 g) en CH.Cl, (100 mL). Se afiadieron 3 gotas de DMF y la
reaccion se volvié homogénea en el transcurso de ~ 20 minutos. Se agitd la reaccién durante 3 horas, y después se
concentro bajo presion reducida. Se disolvio en CH;Cl, (150 mL) el producto crudo, y se concentrd bajo presion
reducida. Se disolvio en EtOAc (150 mL) el producto crudo, se lavé con salmuera (2 x 100 mL), se sec6 (MgSOQ.), y
se concentrd bajo presion reducida para proporcionar cloruro de 5-(3-metoxipropil)-2-feniltiazol-4-carbonilo en forma
de un sdlido de color bronce (6,6 g, 99% de rendimiento).

Preparacion de acido 5-(3-metoxiprop-1-inil)-2-feniltiazol-4-carboxilico:

S — S )
W o L) 0
MeOH, THF
o O
EtO HO

Se disolvié 5-(3-metoxiprop-1-inil)-2-feniltiazol-4-carboxilato de etilo (701 mg, 2,3 mmol) en THF/MeOH (1:1, 40 mL)
y se afadié una disolucion de LiOH (167 mg, 7,0 mmol) en H>O (10 mL). Se agité la reacciéon durante ~ 16 horas y
se ajustd el pH a ~ 3 mediante la adicion de HCL 3N. Se vertio la mezcla en salmuera y se extrajo con EtOAc. Se
lavaron con salmuera las fracciones organicas combinadas, se secaron (MgSO.) y se concentraron para
proporcionar acido 5-(3-metoxiprop-1-inil)-2-feniltiazol-4-carboxilico (636 mg, 99% de rendimiento) en forma de un
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solido de color bronce.

Método de referencia: Preparacion de 5-(3-cloropropil)-2-fenil-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil)tiazol-4-

carboxamida:
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M ' M
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Se hizo burbujear nitrégeno a través de una disolucion de 5-bromo-2-feniltiazol-4-carboxilato de etilo (3,6 g, 11,5
mmol) y 2-(prop-2-iniloxi)tetrahidro-2H-pirano (3,3 L, 23,1 mmol) en THF (30 mL). Se afadieron
diclorobis(trifenilfosfina)paladio(ll) (405 mg, 0,6 mmol), yoduro de cobre(l) (55 mg, 0,3 mmol) y trietilamina (TEA) (8
mL, 57,7 mmol) y se calent6 la mezcla de reaccion a 100°C durante 30 minutos en un reactor de microondas. Se
vertio en H,O la mezcla de reaccion y se extrajo con EtOAc. Se lavaron con salmuera las fracciones organicas
combinadas, se secaron (MgSQO.) y se concentraron. Se purific6 mediante MPLC el producto crudo, eluyendo con
pentano/EtOAc (gradiente de 0-50%) para proporcionar 2-fenil-5-(3-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)prop-1-inil)tiazol-4-
carboxilato de etilo (3,8 g, 88% de rendimiento).

Se disolvié 2-fenil-5-(3-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)prop-1-inill)tiazol-4-carboxilato de etilo (3,8 g, 10,1 mmol) en
MeOH/THF (1:1, 60 mL) y se hidrogend bajo presion de globo durante cuatro dias hasta que la LCMS indicé la
reduccion completa de la insaturaciéon. En el dia tres se elimind el catalizador por filtracion, se afiadié catalizador
fresco y se sometid6 nuevamente la mezcla a hidrogenacion con presion de globo. Se elimind el catalizador por
filtracion a través de una torta de Celite. Se enjuagé con EtOAc la torta del filtro y se concentrd hasta sequedad el
filtrado. Se disolvié en MeOH el producto crudo. Se afiadié acido p-toluenosulfonico (p-TsOH) (0,15 equiv.) y se agitd
la mezcla de reaccion durante 16 horas y después se concentré hasta sequedad. Se tomoé en EtOAc el residuo
crudo, se lavo con NaHCO3 acuoso saturado y con salmuera, se seco y se concentré. Se purificd mediante MPLC el
producto crudo, eluyendo con pentano/EtOAc (gradiente de 0-100%) para proporcionar una mezcla (1,9 g) de
ésteres etilico y metilico del producto esperado.

Se disolvio en THF/MeOH (1:1, 30 mL) la mezcla de producto de mas arriba (1,9 g) y se afadié una disolucion de
LiOH (313 mg, 13 mmol) en H2O (15 mL). Se agito la reaccion durante ~ 5 h y se ajustd el pH a ~ 3 mediante la
adicion de HCL 3N. Se vertio en salmuera la mezcla y se extrajo con EtOAc. Se lavaron con salmuera las fracciones
organicas combinadas, se secaron (MgSQO.) y se concentraron para proporcionar acido 5-(3-hidroxipropil)-2-
feniltiazol-4-carboxilico (1,7 g).

Se calento a reflujo durante 16 horas una mezcla de acido 5-(3-hidroxipropil)-2-feniltiazol-4-carboxilico (850 mg, 3,2
mmol) y LiCl (3,2 mmol) en cloruro de tionilo (10 mL), y después se concentré hasta sequedad. Se disolvié en EtOAc
el producto crudo, se lavé con salmuera, se secod (MgSO.) y se concentrd bajo presion reducida para proporcionar
cloruro de 5-(3-cloropropil)-2-feniltiazol-4-carbonilo (906 mg, 99% de rendimiento).

Se agité durante 16 horas una suspension de cloruro de 5-(3-cloropropil)-2-feniltiazol-4-carbonilo (906 mg, 3,2
mmol), DIPEA (1,1 mL, 6,4 mmol) y 2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)anilina (585 mg, 2,6 mmol) en CH3CN (12 mL). Se
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recuper6 por filtracion el precipitado resultante, se enjuagd con CH3CN y se sec6. Se purifico mediante MPLC el
producto crudo, eluyendo con DCM/MeOH (gradiente de 0-5%) para proporcionar 5-(3-cloropropil)-2-fenil-N-(2-
(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil)tiazol-4-carboxamida (316 mg, 26% de rendimiento).

Método de referencia: Preparacion de 5-(3-oxopropil)-2-fenil-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil )tiazol-4-carboxamida:
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Se afiadié una disolucién de bromuro de (2-(1,3-dioxolan-2-il)etil)cinc(ll) (35 mL, 17,3 mmol) en THF a una disolucion
desgasificada de 5-bromo-2-feniltiazol-4-carboxilato de etilo (3,6 g, 11,5 mmol) y tetraquistrifenilfosfina-paladio (666
mg, 0,58 mmol) en THF (20 mL). Se calenté a reflujo la mezcla de reaccién durante 16 horas y después se vertié en
NaHCO3; acuoso saturado. Se extrajo con EtOAc la mezcla, se lavé con salmuera, se secd (MgSO.) y se concentro.
Se purific6 mediante MPLC el producto crudo, eluyendo con pentano/EtOAc (gradiente de 0-100%) para
proporcionar 5-(2-(1,3-dioxolan-2-il)etil)-2-feniltiazol-4-carboxilato de etilo (2,0 g, 52% de rendimiento).

/

Se disolvid 5-(2-(1,3-dioxolan-2-il)etil)-2-feniltiazol-4-carboxilato de etilo (2,6 g, 7,9 mmol) en MeOH/THF (1:1, 60 mL)
y se afiadié una disolucion de LiOH (378 mg, 15,7 mmol) en H,O (15 mL). Se agit6 la reaccién durante ~ 5 h y se
ajusto el pH a ~ 3 mediante la adicion de HCI 3N. Se vertié en salmuera la mezcla, y se extrajo con EtOAc. Se
lavaron con salmuera las fracciones organicas combinadas, se secaron (MgSO.) y se concentraron. Se cristalizé en
EtOAc el producto crudo para proporcionar acido 5-(2-(1,3-dioxolan-2-il)etil)-2-feniltiazol-4-carboxilico (1,8 g, 75% de
rendimiento).

Se afiadié hexafluorofosfato metanaminio de 2-(1H-7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU) (669 mg,
1,8 mmol) a una disolucién de acido 5-(2-(1,3-dioxolan-2-il)etil)-2-feniltiazol-4-carboxilico (504 mg, 1,7 mmol), DIPEA
(613 pL, 3,5 mmol) y 2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)anilina (250 mg, 1,1 mmol) en DMF (7 mL). Se agit6 la mezcla de
reaccion durante 16 horas, se verti6 en NaHCO3 acuoso saturado, y se extrajo con EtOAc. Se lavaron con salmuera
las fracciones organicas, se secaron y se concentraron. Se cristalizé en EtOH el producto crudo para proporcionar
5-(2-(1,3-dioxolan-2-il)etil)-2-fenil-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil)tiazol-4-carboxamida (372 mg, 66% de
rendimiento).

Se disolvid 5-(2-(1,3-dioxolan-2-il)etil)-2-fenil-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il )fenil)tiazol-4-carboxamida (250 mg, 0,5
mmol) en una mezcla de THF (4 mL), AcOH (8 mL) y H20O (0,5 mL), se calenté a reflujo durante 16 horas, y después
se concentré hasta sequedad. Se disolvié en EtOAc el residuo, se lavé con NaHCO3; acuoso saturado, se secd
(MgSO.) y se concentré bajo presion reducida. Se purific6 mediante MPLC el producto crudo, eluyendo con
CHCl,/MeOH (gradiente de 0-5%) para proporcionar 5-(3-oxopropil)-2-fenil-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil)tiazol-
4-carboxamida (200 mg, 87% de rendimiento).

Método general A para la sintesis de amidas:

Q Ar
HO Ar
H,N
Sor o . @
y)
RN N DIPEA RN

Se agitdé a temperatura ambiente una mezcla de anilina (1 equiv.), acido carboxilico (de 1 a 1,5 equiv.), HATU (1,5
equiv.) y DIPEA (2,0 equiv.) en un disolvente adecuado (es decir DMF) durante 18 horas. Se afiadié agua a la
mezcla de reaccion para precipitar el producto.
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Tratamiento 1: Si el producto precipita se recupera por filtracion, se lava con agua, se tritura en caliente con metanol
o etanol y se seca en vacio para proporcionar la amida deseada. Ulteriormente se purificaron mediante
cromatografia los productos para mejorar la pureza en caso necesario.

Tratamiento 2: Si la solucion resultante no era homogénea, se extrajo el producto con un disolvente organico
(CH2Cl2 o EtOAc) se lavé con NaHCO3 acuoso y salmuera, se sec6 con Na>SO, y se concentrd. Después se purificd
mediante cromatografia el producto crudo, en caso necesario.

Método general B para la sintesis de amidas:

Ha Ar.
R, |N\ S >=0
. P HN
j\ (COCI), j\ RN Z N R NS
HO” SAr o a7 Car . /
DMF (cat) Rz’N Z N

Se suspendié en CH.ClI; el acido carboxilico deseado (1,2-1,5 equiv.) y se traté con cloruro de oxalilo (6 equiv.) y
DMF (catalitica) durante 1,5 a 18 horas para obtener una solucion transparente. Se concentré la disolucion hasta
sequedad y se ahadié una suspension de la anilina deseada (1,0 equiv.) en piridina y se agité la mezcla de reaccion
a temperatura ambiente durante hasta 18 horas o bien se calenté en microondas (160°C, 10 minutos). Si el producto
habia precipitado de la disolucion, se recuperd por filtracion, se coevapord con metanol y se purificé mediante
cromatografia. Si no habia precipitado de la disolucién, se puede concentrar hasta sequedad, triturar y después
purificar mediante cromatografia.

También se prepararon los cloruros de acido suspendiendo en SOCI; el acido apropiado y calentando a reflujo
durante varias horas. Se elimino bajo presion reducida el exceso de SOCI,, y se lavé con tolueno el residuo. Se seco
bajo vacio el cloruro de acido resultante y se utilizé sin purificacion adicional.

Preparacion de 2-fenil-N-(2-(6-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil )tiazol-4-carboxamida:

S

\ 4

@)
HN
QIO
#

Se prepar6 el compuesto del titulo seguin con el método general A de sintesis de amidas, utilizando 2-(6-(pirrolidin-1-
ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)anilina y acido 2-feniltiazol-4-carboxilico. Se aislé el producto por precipitacion
mediante la adiciéon de agua, se trituré con metanol caliente, se disolvié en CHCl,, se lavé con NaHCO3 diluido, se
concentro y se purifico mediante cromatografia en gel de silice (gradiente de 0 a 10% de metanol en CH.Cl»). EM:
calculado para Cu7H23Ns0S,: 497,13, Hallado (M+H)" m/z = 498.

Compuesto 3

Preparacion de 5-(3-metoxipropil)-2-fenil-N-(2-(6-(pirrolidin-1-ilmetiltiazolo[5,4-b]piridin-2-il )fenil tiazol-4-

carboxamida:
@/3
\

N o—

O
HN
O 050
y/

Compuesto 4
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Se afiadio cloruro de 5-(3-metoxipropil)-2-feniltiazol-4-carbonilo (19,7 g, 66,6 mmol) a una suspension de 2-(6-
(pirrolidin-1-ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)anilina (18,8 g, 60,5 mmol) en acetonitrilo (300 mL). Se afiadio DIPEA (24
mL, 136,3 mmol) y se agitd la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 16 horas. Se recuperd por
filtracion el precipitado resultante, y se enjuagé con acetonitrilo. Se disolvié en CH,Cl, (200 mL) el producto crudo, se
hizo pasar a través de un filtro fritado y se sec6 en vacio para proporcionar el producto en forma de un solido de
color bronce (27 g). La recristalizacion en EtOAc (300 mL) proporcion6 el compuesto del titulo en forma de un sélido
blanco (25 g, 72% de rendimiento). EM: Calculado para C31Hs1N502S2: 569,19. Hallado (M+H)" m/z = 570.

Preparacion de 5-(3-metoxiprop-1-inil)-2-fenil-N-(2-(6-(pirrolidin-1-ilmetil )tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil )tiazol-4-
carboxamida:

O
HN
Q-0
V/
N Z N

Se prepar6 el compuesto del titulo segin el método general A de sintesis de amidas, utilizando 2-(6-(pirrolidin-1-
ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)anilina y acido 5-(3-metoxiprop-1-inil)-2-feniltiazol-4-carboxilico. Se aislé el producto
utilizando el tratamiento 2 y se purifico mediante cromatografia en gel de silice (gradiente de 0 a 10% de metanol en
CHCIl;) seguido por recristalizacion en MeOH para proporcionar el compuesto del titulo (111 mg, 30% de
rendimiento). EM: Calculado para C31H27Ns0,S2: 565,16. Hallado (M+H)" m/z = 566.

Compuesto 5

Método de referencia: Preparacion de 5-(3-(4-(2-metoxietil)piperazin-1-il)propil)-2-fenil-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-

ilfenil)tiazol-4-carboxamida:
Q\(S
\
W
HN N
o S>—<\ )

Se calent6 a 70°C durante 16 horas una disolucion de 5-(3-cloropropil)-2-fenil-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-
il)fenil)tiazol-4-carboxamida (316 mg, 0,67 mmol) y 1-(2-metoxietil)-piperazina (964 mg, 6,7 mmol) en DMSO (12
mL). Se calenté la mezcla de reaccion hasta la temperatura ambiente y se vertid en H,O. Se recuperé por filtracion el
solido resultante fue recolectado y se enjuagé con H2O. Se purificé mediante MPLC el producto crudo, eluyendo con
DCM/MeOH + 1% de TEA (gradiente de 0-10%) para proporcionar el compuesto del titulo (374 mg, 96% de
rendimiento). EM: Calculado para C32H34Ns02S2: 598,22. Hallado (M+H)" m/z = 599.
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Método de referencia: Preparacion de 2-fenil-5-(3-(pirrolidin-1-il)propil)-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil)tiazol-4-

carboxamida:
Q\(S
\
N /
O
HN :

Y/,
Z N

Se afadio pirrolidina (88 pL, 1,06 mmol) a una disolucién de 5-(3-oxopropil)-2-fenil-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-
il)fenil)tiazol-4-carboxamida (250 mg, 0,53 mmol) y AcOH (127 mg, 2,1 mmol) en dicloroetano (DCE) (10 mL). Se
agitd la mezcla de reaccion durante 1 hora. Se afiadié triacetoxiborohidruro de sodio (449 mg, 2,1 mmol) y se
continud la agitacion durante 16 horas. Se verti6 la mezcla de reaccion en NaHCO3 acuoso saturado y se extrajo con
DCM. Se lavaron con salmuera las fracciones organicas combinadas, se secaron (MgSO4) y se concentraron. Se
purific6 mediante MPLC el producto crudo, eluyendo con CH2CI;MeOH + 1% de TEA (gradiente de 0-10%), para
proporcionar el compuesto del titulo (87 mg, 31% de rendimiento). EM: Calculado para Cy9H27NsOS,: 525,17.
Hallado (M+H)" m/z = 526.

Método de referencia: Preparacion de 5-(3-morfolinopropil)-2-fenil-N-(2-(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil)tiazol-4-

carboxamida:
&S

\
o I
HN K’O
s
¥/
Z N

Se prepard el compuesto del titulo segun el procedimiento descrito para 2-fenil-5-(3-(pirrolidin-1-il)propil)-N-(2-
(tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil)tiazol-4-carboxamida reemplazando pirrolidina por morfolina (128 mg, 45% de
rendimiento). EM: Calculado para CagH27Ns02S2: 541,16. Hallado (M+H)" m/z = 542.

Ejemplo 2. Actividad Bioldgica

Se utilizé un ensayo basado en espectrometria de masas para identificar moduladores de actividad de SIRT1. El
ensayo basado en espectrometria de masas utiliza un péptido de 20 residuos de aminoacido como sigue: Ac-EE-
K(biotina)-GQSTSSHSK(Ac)NIeSTEG-K(5TMR)-EE-NH2 (SEQ ID NO: 1) en donde K(Ac) es un resto de lisina
acetilado y Nle es una norleucina. El péptido esta marcado con el fluoréforo 5TMR (excitacion 540 nm/emision 580
nm) en el extremo C-terminal. La secuencia del sustrato peptidico se basa en p53 con varias modificaciones.
Ademas, se reemplazé por norleucina el resto de metionina naturalmente presente en la secuencia porque la
metionina puede ser susceptible de oxidacion durante la sintesis y purificacion.

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

Se realiza un control de la inhibicién de actividad de sirtuina afiadiendo 1 yL de nicotinamida 500 mM como control
negativo al comienzo de la reaccion (permite, por ejemplo, la determinacion de la inhibicion maxima de sirtuina). Se
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realiza un control de la activacién de actividad de sirtuina empleando 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 temporal dado dentro
del intervalo lineal del ensayo. Este punto temporal es el mismo que el empleado para los compuestos de prueba vy,
dentro del intervalo lineal, el punto final representa un cambio en la velocidad.

Para el ensayo anterior, se expreso y purificé proteina SIRT1 de la manera siguiente. Se cloné el gen SirT1 en un
vector que contenia promotor T7 y se transformé en BL21(DE3). Se expreso la proteina por induccion con IPTG 1
mM como una proteina de fusion marcada con His en posicion N-terminal a 18°C durante una noche, y se cosechd a
30.000 x g. Se lisaron las células con lisozima en tampon de lisis (Tris-HCI 50 mM, Tris[2-carboxietillfosfina (TCEP) 2
mM, ZnCl; 10 uM, NaCl 200 mM) y se trataron ademas con sonicacion durante 10 minutos para conseguir una lisis
completa. Se purificd la proteina sobre una columna Ni-NTA (Amersham) y se combinaron las fracciones que
contenian proteina pura, se concentraron y se eluyeron sobre una columna de separacion por tamafio (Sephadex
S200 26/60 global). Se recogio el pico que contenia la proteina soluble y se eluyé en una columna de intercambio
idnico (MonoQ). La elucién en gradiente (NaCl 200 mM - 500 mM) proporcioné proteina pura. Se concentr6 esta
proteina y se dializ6 frente a tampdn de dialisis (Tris-HCI 20 mM, TCEP 2 mM) durante una noche. Se repartié en
alicuotas la proteina y se congelé a -80°C hasta uso posterior.

Empleando el ensayo antes descrito se identificaron los compuestos moduladores de sirtuina que activaban SIRT1,
y se indican a continuacién en la Tabla 1. Los valores de CE1 5 para los compuestos activadores se representan con
A (CE15 =1 uM), B (CE15 >1 y <10 uM) 6 C (CE45 >10 uM). El maximo multiplo de activacion, en porcentaje, se
representa con A (mdultiplo de activacion 2300%), B (multiplo de activacion 2150% y < 300%) 6 C (mdultiplo de
activacion <150%).

Tabla 1
Compuesto CE1s Multiplo
no [M+H]+ Estructura (nM) de activ.
3 498 A B
S
\
N

O
HN
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4 570 A B
S
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5 566 ©\( A B
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\ =  0-CHs;
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En otra realizacion de la invencion, el compuesto se selecciona de cualquiera de los compuestos 3, 4 y 5 de la Tabla 1.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la Férmula Estructural (I11):

S
\
NI,

O
HN
Noo-8

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:
5 R® se selecciona de hidrégeno, metoxipropilo, metoxiprop-1-inilo,

S Re/ DI ey

HsCogrn N HsCo g N

RS

C’]‘/}HJ HSCEE\) 0/\5 O/\/\f'

» Y

2. El compuesto segun la reivindicacion 1, en donde R® se selecciona de hidrégeno,

/\O/CHS
%

3. Un compuesto segun la reivindicacion 1 que es 5-(3-metoxipropil)-2-fenil-N-(2-(6-(pirrolidin-1-
10 ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil)tiazol-4-carboxamida:

, 771'/\\/\O,CH;;

S

\

N/ 0
o |/

HN

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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4. Un compuesto segun la reivindicacion 1 que es 2-fenil-N-(2-(6-(pirrolidin-1-ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridin-2-
ilfenil)tiazol-4-carboxamida:

S
\
NI,

O
HN
<)
y/
C’L Z~N
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Un compuesto segun la reivindicacion 1 que es 5-(3-metoxiprop-1-in-1-il)-2-fenil-N-(2-(6-(pirrolidin-1-
ilmetil)tiazolo[5,4-b]piridin-2-il)fenil)tiazol-4-carboxamida:

HN
Yo
/
AL,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. La composicidn segun la reivindicacion 6, en donde la composicion farmacéutica esta libre de pirégenos.
8. La composicién segun la reivindicacion 7, que comprende ademas un agente activo adicional.

9. La composicion segun la reivindicacion 8, en donde el agente activo adicional se selecciona entre: agentes
antiinflamatorios, analgésicos, agentes antimicrobianos, agentes antifingicos, antibioticos, vitaminas, antioxidantes y
agentes bloqueadores solares.

10. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso como una sustancia terapéutica activa.

11. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso en el tratamiento de un paciente que
padece o es susceptible a resistencia a la insulina, un sindrome metabdlico, diabetes o sus complicaciones, o para
aumentar la resistencia a la insulina en un paciente.

12. El compuesto para uso segun la reivindicacién 11, en donde el sujeto es un ser humano.

13. El compuesto para uso segun la reivindicacion 11, que comprende ademas administrar un agente activo
adicional.

14. El compuesto para uso segun la reivindicacion 13, en donde el agente activo adicional se selecciona entre:

agentes antiinflamatorios, analgésicos, agentes antimicrobianos, agentes antifingicos, antibidticos, vitaminas,
antioxidantes y agentes bloqueadores solares.
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