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DESCRIPCION
Agonistas de receptores de neurotrofinas y su uso como medicamentos
Antecedentes de la invencion

La presente solicitud reivindica el beneficio de la fecha de presentacién anterior de la Solicitud Provisional de los
EE.UU. N.°: 61/378.823, presentada el 31 de agosto, 2010.

Campo de la invencion

La presente invencion se aplica al area de productos terapéuticos para trastornos neurolégicos, psiquiatricos y el
envejecimiento. En particular, se refiere al efecto neuroprotector de agonistas de molécula pequefia de receptores de
neurotrofinas (factor de crecimiento nervioso (NGF) o factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)) y al uso de esos
agonistas como medicamentos.

Técnica antecedente

Trastornos del envejecimiento, neurolégicos y psiquiatricos causan muerte y dafio a células nerviosas. El dafio
frecuente y relevante al sistema nervioso puede ser el resultado de degeneracién neuronal, isquemia, inflamacion,
respuestas inmunes, traumatismo y cancer, entre otras cosas. Como consecuencia de estos, las células nerviosas
pueden morir en minutos u horas o sobrevivir a este dafio inicial en un estado alterado que activa neurodegeneracion,
terminando igualmente en la muerte celular.

Dada la importancia del sistema nervioso en permitir habilidades motoras basicas y en percepcion, existe un interés en
encontrar armas terapéuticas para proteger el sistema nervioso.

La neuroproteccion se centra en la preservacion, recuperacion, cura, o regeneracion del sistema nervioso, sus células,
su estructura y su funcion (Vajda et al., 2002). Un objetivo de neuroproteccion es evitar o minimizar los efectos de un
dafo original sobre el sistema nervioso, o evitar o minimizar las consecuencias de procesos nocivos endégenos o
exogenos que causan dafio a axones, neuronas, sinapsis y dendritas.

Las estrategias de tratamiento en general con frecuencia se basan en la modulacion de un Unico factor de lesion
propuesto. Aunque tales tratamientos pueden mostrar ser beneficiosos en modelos animales altamente restringidos,
es menos probable que resulten eficaces en el trastorno humano mas complejo que implica grados mas variables de
gravedad de la lesion en una poblacion genéticamente diversa (Faden y Stoica, 2007). De forma importante, puesto
que los mecanismos supuestos de muerte neuronal son tanto complejos como variados, tales como estrés oxidativo,
disfuncion mitocondrial, agregacion de proteinas, apoptosis e inflamacion (Youdim et al., 2005), son deseables
compuestos individuales que tengan efectos multipotenciales sobre mecanismos de lesion mdltiples.

Varios farmacos neuroprotectores estan sometidos a investigacion incluyendo las siguientes clases: agentes
antiinflamatorios, antagonistas de N-metil D-aspartato (NMDA), antagonistas de acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (AMPA), dexanabinol, bloqueantes de los canales de sodio, hormona
liberadora de tirotropina (TRH), factores de crecimiento, glucocorticoides, cafeinol, antagonistas opioides, inhibidores
de la apoptosis, atrapadores/neutralizadores de radicales libres , eritropoyetina, bloqueantes de canales de calcio,
sulfato de magnesio y estatinas.

La capacidad de estos agentes farmacologicos para limitar el dafio bioquimico secundario y la muerte celular ha sido
decepcionante (Faden y Stoica, 2007).

Las neurotrofinas son factores de crecimiento que regulan el desarrollo y el mantenimiento de los sistemas nerviosos
periférico y central (Lewin y Barde, 1996). El factor de crecimiento nervioso (NGF) es el primer miembro descubierto y
el mejor caracterizado de la familia de las neurotrofinas, que incluye otras proteinas relacionadas estructuralmente,
tales como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). El factor de crecimiento nervioso (NGF) es una proteina
homodimérica de la familia de las neurotrofinas que desempefa un papel crucial en la supervivencia neuronal, la
diferenciacion neuronal y el crecimiento neuronal (Levi-Montalcini, 1987) y une dos receptores celulares distintos: el
receptor de tirosina cinasa TrkA y el receptor p75 (Chao, 2003). La unién de NGF-TrkA activa la tirosina cinasa
intrinseca del receptor, causando fosforilacion de tirosina de TrkA y compafieros de sefializacion asociados y
activando por lo tanto la promocidn de la supervivencia celular o la diferenciacion celular (Kaplan y Miller, 2000). El
receptor p75 es un miembro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral. Dependiendo del entorno
celular y del tipo de ligando, p75 puede actuar como un transductor de sefales pro-supervivencia, pro-apoptoticas, o
pro-diferenciacion (Barker, 1998; Rabizadeh et al.., 1999; Zaccaro et al., 2001; Saragovi y Zaccaro, 2002). En
consecuencia, dependiendo de la via metabdlica, la unién bien a receptores TrkA o bien a receptores p75 puede
desencadenar sefiales, dependiendo del tipo celular considerado, ligadas a, indistintamente, la diferenciacion y/o la
supervivencia celular. Las neurotrofinas actian a través de dos rutas de sefializacion principales: la ruta de la
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)-AKT y la ruta de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) -MEK (ambas rutas
estan implicadas en la inhibicion de la apoptosis). Se sabe que los factores neurotréficos actian también en neuronas
maduras y en particular en células dafiadas y degenerativas (Lindvall et al. 1994; Tuszynski y Gage 1995; Lykissas et
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al. 2007; Song et al. 2.009).

Se ha indicado el potencial de NGF como un agente terapéutico para varias enfermedades por varios investigadores.
Tales enfermedades incluyen trastornos neurodegenerativos, inflamacién de los nervios y determinados tipos de
canceres, esclerosis multiple, neuromielitis optica, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington, demencia con cuerpos de Lewy, atrofia
muscular espinal, trastorno depresivo mayor, esquizofrenia, glaucoma o neuropatias periféricas (neuropatia diabética
o neuropatia del SIDA) (Longo et al., 2007; Schulte-Herbruggen, 2007; Shi, 2007; Hellveg, 2008; Shoval, 2005; Apfel,
2002; Anand, 2004). NGF tiene propiedades inmunorreguladoras significativas durante la inflamacion en el SNC para
contribuir al mantenimiento del privilegio del SNC (Villoslada y Genain, 2004). Durante la encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE) en titi, NGF pudo inhibir el desarrollo de los sintomas clinicos cuando se administrd
intracerebroventricularmente por infusion continua aparentemente debido a su capacidad para inducir un microentorno
inmunosupresor en el SNC lo que da lugar a infiltracién en el SNC decrecida (Villoslada et al., 2000). El hallazgo de
que NGF induce inmunosupresion durante desmielinizacién autoinmune ademas de sus propiedades
neuroprotectoras en neuronas y oligodendrocitos hace que sea un muy buen candidato para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias en el SNC como EM. Sin embargo, NGF no es el candidato a farmaco ideal debido a su
incapacidad para cruzar la barrera hematoencefalica (BBB) (Poduslo y Curran, 1996), su corta semivida y sus efectos
secundarios (Apfel, 2002). Se ha hecho un gran esfuerzo en la busqueda de moléculas pequefias con actividad
agonista de NGF, con mejores farmacocinéticas y menos efectos secundarios. Para lograr este objetivo, se han
intentado enfoques diferentes (Poduslo y Curran, 1996; Longo et al., 1997; Maliartchouk et al., 2000a; Maliartchouk et
al., 2000b; Peleshok y Saragovi, 2006). El documento EP 1338604 describe trimeros de N-alquilglicina capaces de
proteger las neuronas contra agresiones excitotoxicas, Utiles como neuroprotectores y su uso en el tratamiento de
enfermedades o trastornos mediados por la excitotoxicidad.

Como tal, existe una necesidad creciente para proporcionar farmacos, en particular NGF-miméticos, con propiedades
neuroprotectoras, que tengan preferentemente efectos multipotenciales, pero sin las desventajas de NGF. Los autores
de la presente invencion han desarrollado una familia de compuestos distintos de los divulgados en la técnica. La
familia de los compuestos de la invencion son peptidomiméticos de neurotrofinas (NGF, BDNF) y agonistas para
receptores especificos TrkA, TrkB y p75. Algunos de los compuestos de la invencion promueven, a modo de ejemplo,
la supervivencia celular en un grado incluso mayor que NGF por si mismo. Los compuestos de la invencion se
consideran peptidomiméticos de neurotrofinas y todos ellos comparten una estructura de trimeros de N-alquilglicina.

Sumario de la invenciéon

La presente divulgacion describe el uso de compuestos peptoides de las Férmulas |-V, a continuacion y las sales
farmacéuticamente aceptables, como agonistas de receptores de neurotrofinas y especificamente receptores de factor
de crecimiento nervioso (NGF) y receptores de factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF).

Los compuestos utiles en la presente invencién no se han comunicado hasta el momento. Asi, un aspecto de la
presente invencion se refiere a compuestos novedosos de Férmula Il o a una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos, en la que R es fenilo sustituido con halégeno o trifluorometilo y ademas opcionalmente sustituidos con uno o
dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C+.6 alcoxi (C1.6) y haloalquilo (C1.6); ¥ R2
es 2-oxo-pirrolidin-1-ilmetilo o sulfamoilfenilo, asi como sus sales farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto de lainvencion se refiere a compuestos de Férmula Il y sus sales farmacéuticamente aceptables, para su
uso como agonistas de receptores NGF. Otro aspecto de la invencion se refiere a compuestos de Formula Il y sus
sales farmacéuticamente aceptables, para su uso como agonistas de receptores de BDNF.

Un aspecto adicional de la invencién también proporciona un compuesto de Férmula Il, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como un medicamento. En un aspecto de la invencién, el medicamento es para su
uso en evitar o tratar muerte o dafo de células nerviosas. En un aspecto de la invencion, el medicamento es para su
uso en neuroproteccion. En un aspecto de la invencion, el medicamento es para su uso en la regeneracion de las
células nerviosas. En un aspecto de la invencion, el medicamento es para su uso en mejora neuronal. En un aspecto,
el medicamento es para su uso en evitar o tratar de una enfermedad neurolégica o psiquiatrica. En un aspecto de la
invencion, el medicamento es para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad seleccionada del grupo
que consiste en una enfermedad neuroldgica, un trastorno preferencialmente neurodegenerativo (tal como esclerosis
lateral amiotrofica (ELA), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, ataxia de Friedreich, enfermedad de
Huntington, demencia con cuerpos de Lewy y atrofia muscular espinal), inflamacion de los nervios (tal como esclerosis
multiple y neuromielitis dptica), trastorno depresivo principal, esquizofrenia, glaucoma, neuropatia periférica (tal como
diabética o neuropatia asociada al SIDA) y cancer (tal como glioblastoma, astrocitoma, meduloblastoma, neurinoma,
neuroblastoma, meningioma, cancer de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de prostata, leucemia,
leucemia linfocitica aguda, osteosarcoma, carcinoma hepatocelular, carcinoma ovarico, adenocarcinoma pulmonar y
carcinoma esofagico).

Un aspecto adicional de la invencién es proporcionar un compuesto de Férmula Il, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como un medicamento para el tratamiento de esclerosis multiple.
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Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar un compuesto de Férmula Il, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como un medicamento, en el que el medicamento es un farmaco neurorregenerador.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar un compuesto de Férmula Il, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como un medicamento, en el que el medicamento es un farmaco inmunomodulador.

Un aspecto adicional de la invencién es proporcionar un compuesto de Férmula Il, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como un medicamento, en el que el medicamento tiene una combinacién de efectos
neuroprotectores e inmunomoduladores.

Un aspecto adicional de la presente invencidon es proporcionar una composiciéon farmacéutica, que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto de Férmula Il, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la elaboracién de un medicamento para evitar o tratar muerte o dafio de
células nerviosas.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la elaboracién de un medicamento para proporcionar neuroproteccion.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la elaboracién de un medicamento para la regeneracion de células
nerviosas.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la elaboracion de un medicamento para evitar o tratar una enfermedad
neurolégica o una enfermedad psiquiatrica.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la elaboracion de un medicamento para evitar o tratar una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en una enfermedad neurolégica, un trastorno preferencialmente
neurodegenerativo (tal como esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Alzheimer, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington, demencia con cuerpos de Lewy y atrofia muscular
espinal), inflamacién de los nervios (tal como esclerosis multiple y neuromielitis dptica), trastorno depresivo principal,
esquizofrenia, glaucoma, neuropatia periférica (tal como neuropatia diabética o neuropatia asociada al SIDA) y cancer
(tal como glioblastoma, astrocitoma, meduloblastoma, neurinoma, neuroblastoma, meningioma, cancer de colon,
cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de prostata, leucemia, leucemia linfocitica aguda, osteosarcoma,
carcinoma hepatocelular, carcinoma ovarico, adenocarcinoma pulmonar y carcinoma esofagico).

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la elaboracién de un medicamento para evitar o tratar esclerosis multiple.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la elaboracién de un farmaco neurorregenerativo.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en la elaboracién de un inmunomodulador.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la elaboracién de un medicamento que tiene una combinacién de efectos
neuroprotectores e inmunomoduladores.

Un aspecto adicional de la invencion es proporcionar el uso de un compuesto de Férmula Il, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la elaboracién de un farmaco de mejora neuronal.

En el presente documento se describe un procedimiento para evitar o tratar muerte o dafio de células nerviosas, que
comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas
|-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una cantidad eficaz de una composiciéon farmacéutica que
comprende un compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La divulgacion también describe un procedimiento para proporcionar neuroproteccion, que comprende administrar a
un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

También se describe un procedimiento para proporcionar inmunomodulacién, que comprende administrar a un sujeto
que lo necesita una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o una cantidad eficaz de una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de
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cualquiera de las Formulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La divulgacion también describe un procedimiento para regenerar células nerviosas, que comprende administrar a un
sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Formulas I-V, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

También se divulga un procedimiento para evitar o tratar una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en una
enfermedad neuroldgica, un trastorno neurodegenerativo preferencialmente (tal como esclerosis lateral amiotréfica
(ELA), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington,
demencia con cuerpos de Lewy y atrofia muscular espinal), inflamacion de los nervios (tal como la esclerosis multiple
y la neuromielitis dptica), trastorno depresivo principal, esquizofrenia, glaucoma, neuropatia periférica (tal como
neuropatia diabética o neuropatia asociada al SIDA) y cancer (tal como glioblastoma, astrocitoma, meduloblastoma,
neurinoma, neuroblastoma, meningioma, cancer de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de prostata,
leucemia, leucemia linfocitica aguda, osteosarcoma, carcinoma hepatocelular, carcinoma ovarico, adenocarcinoma
pulmonar y carcinoma esofagico), que comprende administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad
efectiva de un compuesto de cualquiera de las Formulas I-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una
cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de cualquiera de las Féormulas |-V, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La divulgacion describe un procedimiento para evitar o tratar esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, o glaucoma, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de
un compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una cantidad
eficaz de una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

La divulgacion también describe un procedimiento de tratamiento de una enfermedad que responde a la estimulacion
de la actividad de neurotrofinas, o de un receptor de neurotrofinas, en un mamifero que padece ausencia de
estimulacion del mismo, que comprende administrar una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las
Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Un aspecto adicional de la invencién es proporcionar un compuesto de Férmula Il, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en estimular la actividad de neurotrofinas, o de un receptor de neurotrofinas.

La divulgacion describe un procedimiento para estimular actividad de receptores de neurotrofinas en un sujeto que lo
necesita, que comprende administrar un compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, al sujeto. En un modo de realizacion, el receptor de neurotrofinas es receptor TrkA, receptor
TrkB, o receptor p75.

La divulgacion describe un procedimiento de tratamiento de una enfermedad que responde a la estimulacion de la
actividad del factor de crecimiento nervioso, o de un receptor del factor de crecimiento nervioso, en un mamifero que
sufre de ausencia de estimulacién del mismo, que comprende administrar una cantidad eficaz de un compuesto de
cualquiera de las Formulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable o profarmaco del mismo.

Un aspecto adicional de la invencién es proporcionar un compuesto de Férmula Il, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en estimular la actividad del factor de crecimiento nervioso, o de un receptor del
factor de crecimiento nervioso.

La divulgacion describe un procedimiento para estimular actividad del receptor del factor de crecimiento nervioso en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar un compuesto de cualquiera de las féormulas |-V, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En un modo de realizacion, el receptor del factor de crecimiento
nervioso es receptor TrkA o receptor p75.

La divulgacion describe un procedimiento para tratar una enfermedad que responde a la estimulacion de la actividad
de factor neurotréfico derivado del cerebro, o de un receptor de factor neurotréfico derivado del cerebro, en un
mamifero que sufre de ausencia de estimulacion del mismo, que comprende administrar una cantidad eficaz de un
compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Un aspecto adicional de la invencién es proporcionar un compuesto de Férmula Il, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en estimular la actividad del factor neurotréfico derivado del cerebro, o de un
receptor del factor neurotréfico derivado del cerebro.

También se describe un procedimiento para estimular la actividad receptora del factor neurotréfico derivado del
cerebro en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar un compuesto de cualquiera de las Férmulas I-V, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En un modo de realizacion, el receptor del factor de
crecimiento nervioso es receptor TrkB o receptor p75.

La divulgacion describe un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica, que comprende mezclar una



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 575684 T3

cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas I-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Modos de realizacion adicionales y ventajas de la invencion se expondran en parte en la descripcion siguiente y se
derivaran de la descripcién, o se pueden aprender por la practica de la invencion. Los objetivos y ventajas de la
invencion se pondran en practica y se conseguiran por medio de los elementos y combinaciones sefialados en
particular en las reivindicaciones adjuntas.

Debe entenderse que tanto el sumario anterior como la siguiente descripcion detallada son Unicamente ejemplares y
explicativos y no son restrictivos de la invencion segun se reivindica.

Breve descripcion de los dibujos/figuras

FIG. 1 representa los resultados del Ejemplo 2 sobre G79, G80 y G81 en el ensayo de diferenciacion de respuesta a
dosis en la linea celular PC 12. FIG. 1A representa imagenes de células PC 12 diferenciadas en presencia de G79.
FIG. 1B representa imagenes de células PC 12 diferenciadas en presencia de G80. FIG. 1C representa imagenes de
células PC 12 diferenciadas en presencia de G81. FIG. 1D muestra el nimero de células diferenciadas en el ensayo de
diferenciacion de respuesta a dosis. FIG. 1E muestra el porcentaje de células diferenciadas calculado en relaciéon a
diferenciacion inducida por NGF. Los datos son la media + EEM de al menos tres experimentos, cada uno por
duplicado.

FIG. 2 muestra efectos de G79, G80 y G81 en la promocion de supervivencia celular de RN22. Estan representadas
las medias + E.E. de tres experimentos, cada uno por duplicado. *p < 0,05, **p < 0,01 (ANOVA) respecto al control de
estrés.

FIG. 3 representa los efectos de G79, G80 y G81 en un ensayo de actividad de secretagogos (FIG. 3A), en un ensayo
de actividad sinérgico (FIG. 3B), en un ensayo de activacion de TrkA (FIG. 3C), en un ensayo de inhibicion de
sefializacion en presencia de LY294002 (FIG. 3D) y en un ensayo de inhibicién de sefalizacion en presencia de
PD98059 (FIG. 3E). FIG. 3F-3J muestran los efectos representados en la FIG. 3A-3E, respectivamente, como
porcentajes de células diferenciadas calculados con relacion a diferenciacion inducida por NGF.

FIG. 4 representa los resultados de G79 en un modelo de glaucoma. FIG. 4A muestra el recuento de las células
ganglionares retinianas para el control, el placebo, 200 ug/ml de NGF, 200 ug/ml de G79 y 400 ug/ml de G79. FIG. 4B
muestra secciones de la retina después del tratamiento con control, placebo, 200 ug/ml de NGF, 200 ug/ml de G79 y
400 pg/ml de G79. FIG. 4C muestra el recuento de las células ganglionares retinianas para el control, el placebo, 200
pg/ml de G79, timolol y 200 pg/ml de G79 y timolol.

FIG. 5 representa los resultados de G79, G80 y G81 en el modelo de la enfermedad de Parkinson (FIG. 5A) y en el
modelo de estrés oxidativo (FIG. 5B).

FIG. 6 representa las imagenes fluoroféricas de los resultados del analisis de transferencias de western de células
PC12 tratadas con 100 ng/ml de G79.

FIG. 7 muestra la ruta intracelular activada por la fosforilacion del receptor de tirosina cinasa (RTK). FIG. 8 representa
los efectos de G79 y BDNF sobre los niveles de activacion de las fosfoproteinas ATF-2, HSP-27, JNK y STAT-1
probados por tecnologia Luminex.

FIG. 9 representa los efectos de G79 en el ensayo de unién de citometria del Ejemplo 13. FIG. 9A muestra la
fluorescencia de los canales promedio (MCF) en el ensayo de competicion en PC12 (NGF/G79-FITC). FIG. 9B
muestra la MCF en el ensayo de competicion en PC12 (NGF/G79-FITC) con anticuerpo anti-TrkA. FIG. 9C muestra la
MCF en el ensayo de competicion en PC12 (NGF/G79-FITC) con anticuerpo anti-p76. FIG. 9D muestra la MCF en el
ensayo de competicion en SH-SY5Y (BDNF/G79- FITC).

FIG. 10 representa los resultados de G79, G80 y G81 en el modelo in vitro de esclerosis lateral amiotrofica (ELA).

FIG. 11 muestra los resultados de G79, amida gambdgica y xaliprodeno en la aplicacion preventiva en el modelo in vivo
de EM después de la administracion i.p. de G79 o amida gambdgica (FIG. 11A) y después de la administracion oral de
xaliprodeno (FIG. 11B).

FIG. 12 muestra los resultados de G79, amida gambdgica y xaliprodeno en la aplicacion curativa en el modelo in vivo
de EM después de la administracién oral.

FIG. 13 representa los resultados del efecto de G79 en la induccién de la enzima iNOS durante 48 horas.

FIG. 14 representa los resultados de G79 en el modelo in vitro para neuroinflamacién. FIG. 14A muestra la produccion
de TNFa en cultivo organotipico cerebeloso y la FIG. 14B muestra la produccion de IL-13 en cultivo organotipico
cerebeloso.

Descripcion detallada de la invencién
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La presente divulgacion se basa en el uso de los compuestos de las Férmulas |-V y las sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, como los agonistas de receptores de neurotrofinas y en especial como los agonistas de
receptores de factor de crecimiento nervioso (NGF) y de receptores de factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF). En vista de esta propiedad, compuestos de las Formulas |-V y las sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos, son Utiles para evitar o tratar enfermedades que responden a la estimulacion de receptores de neurotrofinas y
en especial el factor de crecimiento nervioso o un receptor del factor de crecimiento nervioso, o el factor neurotréfico
derivado del cerebro o un receptor del factor neurotréfico derivado del cerebro.

Compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V muestran una actividad similar a NGF buena "in vitro" induciendo
diferenciacion de células PC12 y promoviendo la supervivencia celular de células RN22 y por lo tanto, tienen
propiedades neuroprotectoras. La presente invencién se refiere a una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos, en la que R es fenilo sustituido con halégeno o trifluorometilo y ademas opcionalmente sustituido con uno o
dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C+., alcoxi (C+) y haloalquilo (C16) y R2
es 2-oxo-pirrolidin-1-ilmetilo o sulfamoilfenilo.

La divulgacion describe compuestos representados por la Férmula I:

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que

R+ es fenilo sustituido con halégeno o trifluorometilo y ademas opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C1., alcoxi (C1) y haloalquilo (C1.); 0 Ry es pirrolidin-1-ilo;

Rz es 2-oxo-pirrolidin-1-ilmetilo o sulfamoilfenilo; y

R3 se elige de propilo, 1-metiletilo, butilo, 2-metilpropilo, pentilo, 1-metilbutilo, 2-metilbutilo, hexilo, 4-metilpentilo,
3-metilpentilo, 2-metilpentilo y 1-metilpentilo.

Los compuestos descritos en el presente documento incluyen compuestos de Formula I, en los que R; es fluorofenilo.
En un modo de realizacion, el grupo fluorofenilo es 2-fluorofenilo, 3-fluorofenilo o 4-fluorofenilo. Preferentemente, R1 es
2-fluorofenilo. En un modo de realizacién, el grupo fluorofenilo esta sustituido adicionalmente con uno o dos
sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C1., alcoxi (C1.6) y haloalquilo (C1.)alquilo;
preferentemente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C1.4, alcoxi (C14)
y haloalquilo (C+.4); mas preferentemente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en haldégeno,
metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxi, etoxi, fluorometilo y trifluorometilo.

Los compuestos descritos en el presente documento incluyen compuestos de Férmula |, en la que R+ es clorofenilo. En
un modo de realizacion, el grupo clorofenilo es 2-clorofenilo, 3-clorofenilo o 4-clorofenilo. En un modo de realizacion, R+
es 2-clorofenilo. En un modo de realizacion, el grupo clorofenilo esta adicionalmente sustituido con uno o dos
sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en haldgeno, alquilo Cis, alcoxi (Ci6) y haloalquilo (C1s);
preferentemente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C1.4, alcoxi (C14)
y haloalquilo (C+.4); mas preferentemente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en haldégeno,
metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxi, etoxi, fluorometilo y trifluorometilo.

Los compuestos descritos en el presente documento incluyen compuestos de Férmula |, en la que Ry es bromofenilo.
En un modo de realizacion, el grupo bromofenilo es 2-bromofenilo, 3-bromofenilo o 4-bromofenilo. En un modo de
realizacion, Ry es 2-bromofenilo. En un modo de realizacion, el grupo bromofenilo esta adicionalmente sustituido con
uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo Ci., alcoxi (C1.6) y haloalquilo
(C1); preferentemente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C1.4, alcoxi
(C14) y haloalquilo (C+.4); mas preferentemente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en
halégeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxi, etoxi, fluorometilo y trifluorometilo.

Los compuestos descritos en el presente documento incluyen compuestos de Férmula |, en los que R1 es yodofenilo.
En un modo de realizacion, el grupo yodofenilo es 2-yodofenilo, 3-yodofenilo o 4-yodofenilo. En un modo de realizacion,
R1 es 2-yodofenilo. En un modo de realizacion, el grupo yodofenilo esta adicionalmente sustituido con uno o dos
sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en haldgeno, alquilo Cis, alcoxi (Ci.) y haloalquilo (C1s);
preferentemente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C1.4, alcoxi (C1-4)
y haloalquilo (C+.4); mas preferentemente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en haldégeno,
metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxi, etoxi, fluorometilo y trifluorometilo.
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Los compuestos descritos en el presente documento incluyen compuestos de Férmula I, en la que Ry es
trifluorometilfenilo. En un modo de realizacion, el grupo trifluorometilfenilo es 2-trifluorometilfenilo, 3-trifluorometilfenilo
o 4-trifluorometilfenilo. Compuestos utiles incluyen aquellos en los que Ry es 2-trifluorometilfenilo. En un modo de
realizacion, el grupo trifluorometilfenilo esta adicionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del
grupo que consiste en halégeno, alquilo C1.s, alcoxi (C1) y haloalquilo (C1.6); preferentemente uno o dos sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C1.4, alcoxi (C+) y haloalquilo (C+.4); mas preferentemente
uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, metoxi,
etoxi, fluorometilo y trifluorometilo.

Los compuestos descritos en el presente documento incluyen compuestos de Formula I, en los que R; es
pirrolidin-1-ilo.

Los compuestos descritos en el presente documento incluyen compuestos de Formula 1, en los que R: es
2-oxo-pirrolidin-1il-metilo.

Los compuestos descritos en el presente documento incluyen compuestos de Formula I, en los que R. es
sulfamoilfenilo. En un modo de realizacion, el grupo sulfamoilfenilo es 2-sulfamoilfenilo, 3-sulfamoilfenilo, o
4-sulfamoilfenilo. Preferentemente, R, es 4-sulfamoiletilo.

En un modo de realizacion, los compuestos Utiles en la presente invencién son compuestos de Férmula |, donde Rz es
2- metilpropilo, que tiene la Férmula Il:

O
R N NH
1\/\H/E \)j\N/\ér 2

\

Rz 11

y sales farmacéuticamente aceptables, en la que R1 es fenilo sustituido con halégeno o trifluorometilo y ademas
opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C1.,
alcoxi (C1.6) y haloalquilo (C16) y Rz es 2-oxo-pirrolidin-1-ilmetilo o sulfamoilfenilo.

La divulgacion describe compuestos de las Formulas |-l y sales farmacéuticamente aceptables, en las que R1 es
2-fluorofenil o pirrolidin-1-ilo y R es 2-oxo-pirrolidin-1-ilmetilo o 4-sulfamoilfenilo como sigue:

~ C(, Q,

(o]

o
R.. 'Zi/'\N
2 _ SONH,

Los compuestos preferidos son los compuestos de Férmula |, representados por cualquiera de las siguientes Férmulas
IlI-V y sus sales farmacéuticamente aceptables:

Foérmula lll:
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o
111

[N-(2-(2'-fluorofenil)etil)glicil]-[N-(2-metilpropil)glicil]-N-[3-(2'-oxopirrolidinil)propil]glicinamida (G79);

Foérmula IV:

[N-(2-(2'-fluorofenil)etil)glicil]-[N-(2-metilpropil)glicil]-N-[2-(4'-sulfamoilfenil)etil]glicinamida (G80) ; y

Férmula (V):

CL\/\N_/\WN\)&N/\],NW

AN 0

802NH2 V
[N-(2-(1-pirrolidinil)etil)glicil]-[ N-(2-metilpropil)glicil]-N-[2-(4'-sulfamoilfenil)etil]glicinamida (G81) y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En un modo de realizacion, el compuesto de Férmula | es el compuesto de Férmula lll, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

En un modo de realizacién, el compuesto de Férmula | es el compuesto de Formula 1V, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

En un modo de realizacién, el compuesto de Férmula | es el compuesto de Férmula V, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

Grupos halégeno utiles incluyen fldor, cloro, bromo y yodo.

Grupos alquilo utiles se seleccionan de grupos alquilo Ci.s de cadena lineal y ramificada y mas preferentemente
grupos alquilo C44 y grupos de cadena ramificada C1.4. Los ejemplos de grupos alquilo C+ tipicos incluyen metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, iso-butilo, 3-pentilo, hexilo, entre otros.

Grupos haloalquilo (C+.6) utiles incluyen cualesquiera de los grupos alquilo C1.s mencionados anteriormente sustituidos
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con uno o mas atomos de fluor, cloro, bromo o yodo (por ejemplo, grupos fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo,
pentafluoroetilo, 1,1-difluoroetilo y triclorometilo). Preferentemente, el grupo haloalquilo (C1.) es trifluorometilo.

Grupos alcoxi C1- Utiles incluyen oxigeno sustituido con uno de los grupos alquilo C1. mencionados anteriormente (por
ejemplo, metoxi, etoxi, propoxi, iso-propoxi, butoxi, terc-butoxi, iso-butoxi, sec-butoxi y pentiloxi).

Se ha descubierto que los compuestos de Férmula Ill-V inducen la diferenciacion en células PC 12 y la supervivencia
de células RN22 después de la induccion de estrés. EI mecanismo de accién de los compuestos de las Férmulas I11-V
se ha investigado. En consecuencia, el efecto de los compuestos de las Formulas Ill-V junto con NGF en cultivo se
sometio a prueba. Si los compuestos funcionan como ligandos o interfieren en la ruta inducida por NGF, pueden inhibir
la actividad de NGF. En caso contrario si los compuestos producen un efecto aditivo, pueden funcionar a través de
mecanismos paralelos. Como resultado, se ha descubierto que G79, G80 y G81 no producen un efecto aditivo en
combinacion con NGF. No existe una diferencia grande en el nimero de células diferenciadas en el tratamiento solo
con el compuesto en comparacion con el tratamiento de combinacion. Esto significa que los compuestos de las
Férmulas IlI-V actian en la misma ruta de NGF. La reduccién en la respuesta neurotréfica de NGF biotinilada
corresponde a un perfil de un agonista parcial de NGF.

Para entender mejor la unién de los compuestos de las Férmulas 1lI-V a la superficie de la célula, se trataron las células
PC 12 con NGF o los compuestos en la presencia del anticuerpo anti-TrkA que bloquea el sitio de unién de TrkA para
NGF en el dominio extracelular. Por lo tanto, si los peptidomiméticos ejercen su actividad activando el sitio de union, la
presencia de este anticuerpo impedira su actividad. De otro modo, si la actividad sobre la ruta NGF se mantiene, ello
indicara que los peptidomiméticos de neurotrofina ejercen su actividad activando TrkA en otro punto de la molécula
diferente del sitio de unién de TrkA. Los resultados muestran que mientras que la actividad neurotréfica de NGF se
redujo afiadiendo en el cultivo el anticuerpo anti-TrkA, el porcentaje de la diferenciacion entre el tratamiento con los
compuestos solos o los compuestos en combinacion con el anticuerpo no fue muy diferente. Ello puede sugerir que la
actividad de los compuestos no esta mediada por la unién a la porcion extracelular del receptor TrkA. Sin embargo,
este resultado no excluye que los compuestos de las Férmulas Ill-V se unan bien a la parte intracelular del TrkA o bien
a otros miembros de la ruta de sefializacion intracelular. También se descubrié que G79 compite con NGF y BDNF
para la unién a receptores de neurotrofinas. Este efecto puede deberse a la competicién sobre el receptor p75, que se
expresa de forma mucho mas elevada sobre la superficie celular de lineas celulares que se usaron en los
experimentos.

Se consideré también la posibilidad de que los compuestos de las Férmulas 111-V puedan actuar como secretagogos,
induciendo sus efectos a través de la regulacion por incremento de la sintesis de NGF. Se descubridé que aunque el
tratamiento de NGF junto con el anticuerpo anti-NGF induce una reduccion en la diferenciacion de células PC 12, no
existe ninguna diferencia en el porcentaje de diferenciacién inducida por G79, G80 y G81 en presencia del mismo
anticuerpo en comparacion con el tratamiento con los compuestos solos. Por este motivo, G79, G80 y G81 no actuan
como secretagogos.

Para estudiar el mecanismo de accién de los compuestos de las Formulas IlI-V, se investigé si la actividad neurotréfica
de las moléculas depende de activacion de AKT y ERK, las dos rutas principales de sefalizacion de TrkA. Se
descubrié que a medida que el tratamiento con NGF en combinacién con los inhibidores LY294002 o PD98059 reduce
el porcentaje de la diferenciacion en células PC 12 en comparacion con el tratamiento con solo NGF, también el
porcentaje de diferenciacion con G79, G80 y G81 en combinacién con los inhibidores se reduce en comparacion con el
tratamiento con los compuestos solos.

Como conclusién, las moléculas pequefas similares a NGF de la presente invencion inducen diferenciacion sin activar
la sintesis de NGF. También actuan a través de la activacion de rutas de PI3K/AKT y de MAPK/ERK sin la union a la
parte extracelular de TrkA.

La capacidad de los compuestos de Férmula IlI-V para activar las rutas de neurotrofinas se puso a prueba en los
ensayos de diferenciacion en presencia de inhibidores de Pi3K y de MAPcinasa conjuntamente con ensayos de
Luminex. De acuerdo con los resultados, los compuestos G79, G80 y G81 activan la ruta de neurotrofinas. Por
ejemplo, las proteinas de golpe de calor tales como HSP-27, se pueden activar por agentes diferentes y factores
neurotréficos (Liu H. et al., J Neurochem., 86, 1553-1563, 2003; Yuan Y et al., Eur. J. Pharmacol. 586, 100-105, 2008;
O'Reilly AM et al., Mol Neurobiol, 42, 124-132, 2010). Las pruebas que se llevaron a cabo mostraron que HSP-27 se activa
significativamente después de estimulacion in vitro, de forma similar a NGF.

El efecto de los compuestos de Férmula IlI-V sobre los modelos in vivo e in vitro de enfermedad neurodegenerativa
también se puso a prueba. Se muestra el efecto neuroprotector de G79 en los modelos in vitro de PD, ELA y
neuroinflamacion. Ademas, G79 mostraron efectos beneficiosos in vivo en los modelos animales tanto de EM como de
glaucoma mejorando la puntuacién clinica de los animales afectados por EAE y reduciendo la muerte celular de RGC
en ojos glaucomatosos. La penetracion a través de la barrera hematoencefalica (BBB) de los compuestos de Formula
[1I-V también se puso a prueba. De acuerdo con los resultados, G79 muestra una mejor penetracion a través de la BBB
por transporte activo, que explica su perfil mejor que G80 y G81. Esta forma de transporte garantiza una administracion
mas especifica del farmaco y permanencia dentro del cerebro, en comparacion con el transporte pasivo.
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En conclusién, los resultados muestran que moléculas similares a neurotrofinas pueden proporcionar una buena
estrategia terapéutica para superar el problema de la administracion de neurotrofinas en el cerebro, preservando e
incluso potenciando, los efectos beneficiosos de las neurotrofinas por si mismas para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas.

El término "profarmaco”, como se usa en el presente documento, incluye cualquier compuesto derivado de los
compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V, por ejemplo, el éster, amida, fosfato, etc., que, tras su administracion a
un individuo, es capaz de proporcionar los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, directa o indirectamente, a dicho individuo. Preferentemente, dicho derivado es un compuesto
que incrementa la biodisponibilidad de los compuestos de cualquiera de las Féormulas |-V cuando se administra a un
individuo o que promueve la liberacién de los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V en un compartimento
bioldgico. La naturaleza de dicho derivado no es critica, siempre que se pueda administrar a un individuo y que
proporcione los compuestos de cualquiera de las Formulas I-V en un compartimento biolégico de un individuo. La
preparacion de dicho profarmaco se puede llevar a cabo por procedimientos convencionales conocido por los expertos
en la técnica. Los procedimientos convencionales para la seleccion y la preparacion de derivados de profarmaco
adecuados se describen, por ejemplo, en "Design of Prodrugs", ed. H. Bundgaard, Elsevier (1985). Un ejemplo de
profarmaco de los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V puede ser su encapsulacién en liposomas. Por este
procedimiento, el peptoide se trata con el precursor de liposomas apropiado (combinacion de un fosfolipido como
lecitina, colesterol y agua) con el fin de encapsularse. Dependiendo de la lipofilicidad del peptoide, el compuesto estara
retenido en la parte lipéfila del liposoma o en la parte interna acuosa. En lo que respecta al polimero terapéutico, el
peptoide se podria unir al polimero por enlaces covalentes creados después de la hidrdlisis regioselectiva de la
carboxamida terminal. Esta hidrolisis deja un acido carboxilico libre que pueden estar condensado con un grupo
activado amino o hidroxilo del polimero.

El término "farmacéuticamente aceptable" quiere decir que un compuesto o una combinacién de compuestos es
suficientemente compatible con los otros ingredientes de una formulacién y no perjudicial para el paciente hasta los
niveles aceptables por los estandares de la industria.

Para su uso terapéutico, las sales de los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V son aquellas en las que el
contraion es farmacéuticamente aceptable.

El término "sal" como se menciona en el presente documento se pretende que comprenda cualesquiera sales
estables, que los compuestos de cualquiera de las formulas |-V sean capaces de formar. Se prefieren las sales
farmacéuticamente aceptables. Las sales que no son farmacéuticamente aceptables también estan abarcadas en el
ambito de la presente invencioén, puesto que se refieren a intermedios que pueden ser Utiles en la preparacion de los
compuestos con actividad farmacoldgica.

Las sales se pueden obtener convenientemente tratando la forma base de los compuestos de cualquiera de las
Foérmulas |-V con acidos apropiados tales como acidos inorganicos tales como acido clorhidrico o acido bromhidrico,
acidos sulfurico, nitrico, fosférico y similares; o acidos organicos tales como, por ejemplo, acidos acético, propanoico,
hidroxiacético, lactico, pirdvico, oxalico (es decir, etanodioico), maldnico, succinico (es decir, acido butanodioico),
maleico, fumarico, malico (es decir, acido hidroxibutanedioico), tartarico, citrico, metanosulfénico, etanosulfénico,
bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, ciclamico, salicilico, p-aminosalicilico, pamoico y similares.

Las sales farmacéuticamente aceptables se pueden obtener tratando la forma base de los compuestos de cualquiera
de las Formulas I-V con tales acidos farmacéuticamente aceptables apropiados como acidos inorganicos, por ejemplo,
incluyendo acidos clorhidrico, bromhidrico y similares; acido sulfurico; acido nitrico; acido fosférico y similares; o
acidos organicos, por ejemplo, acidos acético, propanoico, hidroxiacético, 2-hidroxipropanoico, 2-oxopropanoico,
oxalico, maldnico, succinico, maleico, fumarico, malico, tartarico, 2-hidroxi-1,2,3-propano-tricarboxilico,
metanosulféonico, etanosulfénico, bencenosulfénico, 4-metilbenceno-sulfénico, ciclohexanosulfamico,
2-hidroxibenzoico, 4-amino-2-hidroxibenzoico y acidos similares.

A la inversa la forma de sal se puede convertir por tratamiento con alcali en la forma de base libre.

El término "composicion farmacéutica" significa para el proposito de la presente invencion cualquier composicion que
comprenda como un compuesto activo, a que se atribuya, totalmente o en parte, el efecto terapéutico (por ejemplo
farmacéutico), al menos uno de los compuestos de la invencién o combinaciones de los mismos y que opcionalmente
puede comprender ademas al menos un ingrediente no activo farmacéuticamente aceptable, como un excipiente,
vehiculo o similar.

El término "evitar" se refiere a guardar de que ocurra, exista, o de forma alternativa retrasar la aparicion de o la
recurrencia de enfermedad, trastorno, o afeccion al que se aplique tal término, o de uno o mas sintomas asociados con
una enfermedad, trastorno, o afeccion. El término "prevencion” se refiere al acto de evitar, segun se define "evitar"
justo anteriormente.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tratar” se refiere a invertir, aliviar, o inhibir la progresién del
trastorno o afeccion al que se aplica tal término, o a evitar uno o mas sintomas de tal trastorno o afeccién. El término
"tratamiento” se refiere al acto de “tratar”, seguin se define "tratar" justo anteriormente.
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El término "sujeto" quiere decir animales, en particular mamiferos tales como perros, gatos, vacas, caballos, ovejas,
gansos y seres humanos. De forma particularmente preferida los sujetos son mamiferos, incluyendo seres humanos
de ambos sexos.

Un "cantidad eficaz" de los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V y sales farmacéuticamente aceptables o
profarmacos de las mismas, puede estar en el intervalo de 0,01 mg a 50 g por dia, de 0,02 mg a 40 g al dia, de 0,05 mg
a 30 g al dia, de 0,1 mg a 20 g al dia, de 0,2 mg a 10 g al dia, de 0,5 mg a 5 g al dia, de 1 mga 3 g al dia, de2mg a 2
g al dia, de 5mg a 1,5 g al dia, de 10 mg a 1 g al dia, de 10 mg a 500 mg al dia.

Las células nerviosas incluyen aquellas células de cualquier region del cerebro, médula espinal, nervio 6ptico, retina 'y
ganglios periféricos. Las neuronas incluyen aquellas en tejido neuronal embrionario, fetal, o adulto, incluyendo tejido
del hipocampo, cerebelo, médula espinal, corteza (por ejemplo, corteza motora o somatosensorial), cuerpo estriado,
prosencéfalo basal (neuronas colinérgicas), mesencéfalo ventral (células de la sustancia negra) y el locus ceruleo
(células de neuroadrenalina del sistema nervioso central).

La divulgacién también describe el uso de los compuestos de cualquiera de las Foérmulas |-V y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, como principios activos en la fabricacién de medicamentos para la
prevencion o el tratamiento de la muerte o dafio de células nerviosas. En otras palabras, la presente divulgacion se
refiere a los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, para
su uso en la prevencién o el tratamiento de la muerte o dafio de células nerviosas. De forma similar, la presente
divulgacion se refiere a un procedimiento de neuroproteccion que comprende administrar a un sujeto que lo necesita
una cantidad eficaz de un compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

En un modo de realizacién de la presente divulgacion, los compuestos de cualquiera de las Formulas |-V y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, se pueden usar para la prevenciéon o el tratamiento de una o mas,
preferentemente de dos o mas, afecciones patoldgicas o perjudiciales relacionadas con muerte o dafio de células
nerviosas seleccionados de, pero sin estar limitados a, sustancias quimicas tales como condiciones de estrés
oxidativo, sustancias toxicas, organismos infecciosos, radiacion, lesion traumatica, hipoxia, isquemia, proteinas mal
plegadas anormales, excitotoxinas, radicales libres, estresores del reticulo endoplasmico, estresores mitocondriales
incluyendo pero sin limitarse a inhibidores de la cadena de transporte de electrones, antagonistas del aparato de Golgi,
dafio o pérdida axonal, desmielinizacion, inflamacion, estallido neuronal patoldgico (convulsiones). También
preferentemente, los usos y procedimientos de la presente divulgacion se refieren a evitar o tratar muerte o dafo de
células nerviosas, independientemente de la causa.

Los términos "neuroproteccion”, "neuroprotector”, o "efecto neuroprotector" se refieren a la capacidad de evitar o
reducir la muerte o el dafio en las células nerviosas, incluyendo las neuronas y la glia, o de rescatar, reanimar o
restablecer las células nerviosas, por ejemplo, siguiendo a afecciones patoldgicas o dafinas al cerebro, sistema
nervioso central o sistema nervioso periférico. Por tanto, este efecto neuroprotector comprende la capacidad conferida
de las células neuronales para mantener o recuperar sus funciones neuronales. Ello estabiliza la membrana celular de
una célula neuronal o ayuda en la normalizaciéon de las funciones de origen neuronal. Ello evita la pérdida de la
viabilidad o de funciones de las células neuronales. Ello comprende la inhibicién de un deterioro progresivo de las
neuronas que da lugar a la muerte celular. Ello se refiere a cualquier proteccion detectable de las neuronas contra el
estrés. La neuroproteccion incluye la regeneracion de las células nerviosas, es decir, el re-crecimiento de una
poblacién de células nerviosas después de enfermedad o traumatismo.

En la actualidad la mayoria de las enfermedades neuroldgicas y trastornos psiquiatricos carece de tratamientos
especificos dirigidos a detener o mejorar la evolucion de la enfermedad, lo que se denomina "farmacos modificadores
de enfermedad". Esto contrasta con las terapias sintomaticas que son comunes para tales enfermedades pero no
cambian la evolucién de la enfermedad. Un neuroprotector es un Farmaco Modificador de Enfermedad (DMD) para el
tratamiento de enfermedades del cerebro.

Como tal, en un modo de realizacion, la presente divulgacion se refiere al uso de los compuestos de cualquiera de las
Férmulas |-V y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, como principios activos en la fabricacion de un
medicamento para la regeneracion de las células nerviosas. En otras palabras, la presente divulgacion se refiere a los
compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, para su uso para
la regeneracion de las células nerviosas. De forma similar, la presente divulgacion se refiere a un procedimiento de
regenerar células nerviosas, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un
compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La neuroproteccion se puede determinar directamente por, por ejemplo, medir el retraso o la prevencién de muerte
neuronal, tal como, por ejemplo, a través de una reduccion en el nimero de neuronas apoptéticas en cultivos
cerebrocorticales después de un estrés. La neuroproteccion también se puede determinar directamente, por ejemplo,
midiendo la gravedad o la extension del dafio a, o la pérdida funcional por, un tejido u 6érgano del sistema nervioso
después de un estrés tal, como, por ejemplo, midiendo una disminucion en el tamafio de infartos cerebrales después
de la oclusion de la arteria cerebral media (MCAOQO) o la lesion por reperfusion. Ademas, se puede identificar
neuroproteccion por la formaciéon de imagenes por resonancia magnética (midiendo volumen cerebral, tractografia,
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niveles de N-acetil-aspartato por espectroscopia, tomografia de coherencia Optica). De forma alternativa, la
neuroproteccion se puede determinar indirectamente detectando la activacion de uno o mas mecanismos bioldgicos
para proteger las neuronas, incluyendo, pero sin limitarse a, detectar la activacion de la ruta Keap1/Nrf2 o la induccion
de una o mas enzimas de fase 2, incluyendo pero sin limitarse a hemoxigenasa-1 (HO-1). Los procedimientos de
deteccion y medicién de proteccion neuronal se proporcionan en los ejemplos que figuran a continuacién y otros
procedimientos tales se conocen en la técnica.

Los diversos usos y procedimientos que emplean los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la presente divulgacion comprenden una administracion aguda, es
decir que se produce desde dentro de varios minutos hasta aproximadamente dentro de varias horas a partir de la
lesién, o administracion cronica, adecuada para enfermedades crénicas neuroldgicas o trastornos psiquiatricos.

En un modo de realizacion de la presente divulgacion, en los diversos usos y procedimientos de neuroproteccion o de
prevencion o tratamiento de la muerte o dafio de las células nerviosas, los compuestos de cualquiera de las Férmulas
I-V y sales farmacéuticamente aceptables, se administran a un sujeto con una enfermedad neurolégica o psiquiatrica.

Las enfermedades neuroldgicas son los trastornos del sistema nervioso central y periférico, incluyendo trastornos del
cerebro, médula espinal, nervios craneales, nervios periféricos, nervios raiz, sistema nervioso auténomo, unién
neuromuscular y musculo.

Las enfermedades del sistema nervioso central y periférico, que se pueden someter de prevencion y/o tratamiento de
acuerdo con la presente invencion incluyen, sin estar limitadas a, segun avanza el conocimiento en manifestaciones
clinicas, ausencia del septum pellucidum, enfermedad de la lipasa acida, deficiencia en maltasa acida, afasia
epileptiforme adquirida, encefalomielitis diseminada aguda, pupila de Adie, sindrome de Adie, adrenoleucodistrofia,
agenesia del cuerpo calloso, agnosia, sindrome de Aicardi, sindrome de Aicardi-Goutieres, complicaciones
neurolégicas del SIDA, enfermedad de Alexander, enfermedad de Alpers, hemiplejia alternante, enfermedad de
Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, anencefalia, aneurisma, sindrome de Angelman, angiomatosis, anoxia,
sindrome antifosfolipido, afasia, apraxia, quistes aracnoideos, aracnoiditis, malformacién de Arnold-Chiari,
malformacion arteriovenosa, sindrome de Asperger, ataxia, ataxia telangiectasia, ataxias y degeneracion cerebelosa o
espinocerebelosa, fibrilacion auricular y apoplejia, trastorno de hiperactividad con déficit de atencion (ADHD), autismo,
disfuncién autonémica, dolor de espalda, sindrome de Barth, sindrome de Batten, miotonia de Becker, enfermedad de
Behcet, paralisis de Bell, blefarospasmo esencial benigno, amiotrofia focal benigna, hipertension intracraneal benigna,
sindrome de Bernhardt-Roth, enfermedad de Binswanger, blefarospasmo, sindrome de Bloch-Sulzberger, lesiones en
el plexo braquial asociadas al nacimiento, lesiones en el plexo braquial, sindrome de Bradbury-Eggleston, tumores
cerebrales y espinales, aneurisma cerebral, infarto cerebral, isquemia cerebral, lesion cerebral, sindrome de
Brown-Sequard, atrofia muscular bulboespinal, arteriopatia cerebral autosémica dominante con infartos subcorticales
y leucoencéfalopatia, enfermedad de Canavan, sindrome del tdnel carpiano, causalgia, cavernomas, angioma
cavernoso, malformacién cavernosa, sindrome de columna cervical central, sindrome de columna central, sindrome
de dolor central, mielinolisis central pontina, trastornos cefalicos, deficiencia en ceramidasa, degeneracion cerebelosa,
hipoplasia cerebelosa, aneurisma cerebral, aterosclerosis cerebral, atrofia cerebral, beriberi cerebral, malformacién
cavernosa cerebral, gigantismo cerebral, hipoxia cerebral, paralisis cerebral, sindrome
cerebro-oculo-facio-esquelético, sindrome de Charcot-Marie, malformacién de Chiari, enfermedad por
almacenamiento de ésteres de colesterol, corea, coreoacantocitosis, polineuropatia desmielinizante inflamatoria
cronica (CIDP), intolerancia ortostatica cronica, dolor crénico, sindrome de Cockayne de Tipo Il, sindrome de Coffin
Lowry, cerebro-oculo-facio-esquelético, colpocefalia, coma, sindrome de dolor regional complejo, diplejia facial
congénita, miastenia congénita, miopatia congénita, malformaciones cavernosas vasculares congénitas,
degeneracion corticobasal, arteritis craneal, craniosinostosis, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, trastornos de trauma
acumulativos, sindrome de Cushing, enfermedad citomegalica de cuerpos de inclusion, infeccion con citomegalovirus,
sindrome de opsoclonia-mioclonia, sindrome de Dandy-Walker, enfermedad de Dawson, enfermedad de De Morsier,
estimulacion cerebral profunda para la enfermedad de Parkinson, paralisis de Dejerine-Klumpke, demencia, demencia
multiinfarto, demencia semantica, demencia subcortical, demencia con cuerpos de Lewy, ataxia cerebelosa dentada,
atrofia dentatorubral, dermatomiositis, dispraxia del desarrollo, sindrome de Devic, neuropatia diabética, esclerosis
difusa, sindrome de Dravet, disautonomia, disgrafia, dislexia, disfagia, dispraxia, disinergia cerebelosa mioclonica,
disinergia cerebelosa progresiva, distonias, encefalopatia epiléptica infantil temprana, sindrome de la silla vacia,
encefalitis, encefalitis letargica, encefaloceles, encefalopatia, encefalopatia familiar infantil, con calcificacion
intracraneal y linfocitosis crénica de liquido cefalorraquideo; encefalitis de Cree; sindrome de pseudo-Torch, sindrome
de pseudotoxoplasmosis, angiomatosis encefalotrigeminal, epilepsia, hemiplejia epiléptica, paralisis de Erb-Duchenne
y paralisis de Dejerine- Klumpke, paralisis de Erb, temblor esencial, mielinolisis extrapontina, enfermedad de Fabry,
sindrome de Fahr, desvanecimiento, disautonomia familiar, hemangioma familiar, calcificacion idiopatica familiar de
los ganglios basales, paralisis periddica familiar, paralisis espastica familiar, enfermedad de Farber, ataques febriles,
displasia fibromuscular, sindrome de Fisher, sindrome infantil de los parpados flexibles, gota del pie, ataxia de
Friedreich, demencia frontotemporal, gangliosidosis, enfermedad de Gaucher, sindrome de Gerstmann, enfermedad
de Gerstmann-Straussler-Scheinker, neuropatia axonal gigante, arteritis de células gigantes, enfermedad de inclusion
de células gigantes, leucodistrofia de células globoides, neuralgia glosofaringea, enfermedad de almacenamiento de
glucogeno, sindrome de Guillain-Barré, enfermedad de Hallervorden-Spatz, traumatismo craneal, dolor de cabeza,
hemicrania continua, espasmo hemifacial, hemiplejias alternas, neuropatias hereditarias, paraplejia espastica
hereditaria, heredopatia atactica polineuritiforme, herpes zdéster, herpes zoster Oticus, sindrome de Hirayama,
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sindrome de Holmes-Adie holoprosencefalia, mielopatia asociada a HTLV-1, sindrome de Hughes, enfermedad de
Huntington, hidranencefalia, hidrocéfalo, hidrocéfalo de presidon normal, hidromielia, hipercortisolismo, hipersomnio,
hipertonia, hipotonia, hipoxia, encefalomielitis mediada por el sistema inmune, miositis por cuerpos de inclusion,
incontinencia pigmentaria, hipotonia infantil, distrofia neuroaxonal infantil, enfermedad de almacenamiento de acido
fitanico infantil, enfermedad de Refsum infantil, espasmos infantiles, miopatias inflamatorias, iniencefalia, lipodistrofia
intestinal, quistes intracraneales, hipertension intracraneal, sindrome de Isaac, sindrome de Joubert, sindrome de
Kearns-Sayre, enfermedad de Kennedy, sindrome de Kinsbourne, sindrome de Kleine-Levin, sindrome de Klippel-Feil,
sindrome de Klippel-Trenaunay (KTS), sindrome de Kliiver-Bucy, sindrome annésico de Korsakoff, enfermedad de
Krabbe, enfermedad de Kugelberg-Welander, kuru, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, sindrome de
Landau-Kleffher, compresion del nervio cutaneo femoral lateral, sindrome medular lateral, discapacidades de
aprendizaje, enfermedad de Leigh, sindrome de Lennox-Gastaut, sindrome de Lesch-Nyhan, leucodistrofia, sindrome
de Levine-Critchley, demencia con cuerpos de Lewy, enfermedades del almacenamiento de lipidos, proteinosis
lipoide, lisencefalia, sindrome Locked-In, enfermedad de Lou Gehrig, secuelas neuroldgicas de lupus, complicaciones
neurolégicas de enfermedad de Lyme, enfermedad de Machado-Joseph, macroencefalia, megaloencefalia, sindrome
de Melkersson-Rosenthal, meningitis, meningitis y encefalitis, enfermedad de Menkes, meralgia parestética,
leucodistrofia metacromatica, microcefalia, migrafa, sindrome de Miller Fisher, deterioro cognitivo leve,
mini-apoplejias, miopatias mitocondriales, sindrome de Moebius, amiotrofia monomélica, enfermedades de las
neuronas motoras, enfermedad de Moyamoya, mucolipidosis, mucopolisacaridosis, neuropatia motora multifocal,
demencia multi-infarto, esclerosis multiple, atrofia multisistémica, atrofia multisistémica con hipotensién ortostatica,
distrofia muscular, miastenia congénita, miastenia gravis, esclerosis mielinoclastica difusa, encefalopatia mioclénica
infantil, mioclonus, miopatia, miopatia congénita, miopatia tirotdxica, miotonia, miotonia congénita, narcolepsia,
neuroacantocitosis, neurodegeneracion con acumulacion de hierro en el cerebro, neurofibromatosis, sindrome
neuroléptico maligno, complicaciones neurolégicas del SIDA, complicaciones neuroldgicas de la enfermedad de Lyme,
consecuencias neuroldgicas de la infeccion de citomegalovirus, manifestaciones neurologicas de la Enfermedad de
Pompe, secuelas neuroldgicas de lupus, neuromielitis optica, neuromiotonia, lipofuscinosis neuronal ceroidea,
trastornos de migracion neuronal, neuropatia hereditaria, neurosarcoidosis, neurotoxicidad, nevus cavernosus,
enfermedad de Niemann-Pick, hidrocéfalo de presion normal, neuralgia occipital, sindrome de Ohtahara, atrofia
olivopontocerebelosa, opsoclonus mioclonus, hipotensién ortostatica, sindrome de O'Sullivan-McLeod, sindrome de
uso excesivo, dolor cronico, neurodegeneracion asociada a pantotenato cinasa, sindromes paraneoplasicos,
parestesia, enfermedad de Parkinson, coreoatetosis paroxistica, hemicranea paroxistica, Parry-Romberg, enfermedad
de Pelizaeus-Merzbacher, sindrome de Pena Shokeir I, quistes perineurales, paralisis peridédicas, neuropatia
periférica, leucomalacia periventricular, estado vegetativo persistente, trastorno generalizado del desarrollo,
enfermedad del almacenamiento de acido fitanico, enfermedad de Pick, pinzamiento, sindrome piriforme, tumores
pituitarios, polimiositis, enfermedad de Pompe, porencefalia, neuralgia postherpética, encefalomielitis postinfecciosa,
sindrome post-polio, hipotensién postural, sindrome de taquicardia ortostatica postural, sindrome de taquicardia
postural, atrofia primaria dentatum, esclerosis primaria lateral, afasia primaria progresiva, enfermedades por priones,
atrofia hemifacial progresiva, ataxia locomotora progresiva, leucoencefalopatia multifocal progresiva, poliodistrofia
esclerosante progresiva, paralisis supranuclear progresiva, prosopagnosia, seudotumor cerebral, sindrome de
Ramsay Hunt | (anteriormente conocido como disinergia cerebelosa mioclénica, disinergia cerebelosa progresiva,
degeneracion dentatorubral, o sindrome cerebeloso de Ramsay Hunt), sindrome de Ramsay Hunt Il (anteriormente
conocido como herpes zdster 6tico), encefalitis de Rasmussen, sindrome de distrofia simpatico refleja, enfermedad de
Refsum, enfermedad de Refsum infantil, trastornos por movimientos repetitivos, lesiones por estrés repetitivo,
sindrome de las piernas inquietas, mielopatia asociada a retrovirus, sindrome de Rette, sindrome de Reye, encefalitis
reumatica, sindrome de Riley-Day, quistes de raiz del nervio sacro, baile de San Vito, enfermedad de las glandulas
salivares, enfermedad de Sandhoff, enfermedad de Schilder, esquizoencefalia, enfermedad de Seitelberger, trastorno
convulsivo, demencia semantica, displasia septo-0ptica, epilepsia mioclénica grave de la infancia (SMEI, sindrome del
bebé sacudido, culebrilla, sindrome de Shy-Drager, sindrome de Sjdgren, apnea del suefio, enfermedad del suefio,
sindrome de Sotos, espasticidad, espina bifida, infarto de la médula espinal, lesién de la médula espinal, tumores de la
médula espinal, atrofia muscular espinal, atrofia espinocerebelosa, degeneracion espinocerebelosa, sindrome de
Steele-Richardson-Olszewski, sindrome de Stiff-Person, degeneracion estriatonigral, apoplejia, sindrome de
Sturge-Weber, panencefalitis esclerosante subaguda, encefalopatia arterosclerética subcortical, dolor de cabeza
SUNCT, trastornos de la deglucion, corea de Sydenham, sincope, esclerosis espinal sifilitica, siringohidromielia,
siringomielia, lupus eritematoso sistémico, tabes dorsal, discinesia tardia, quistes de Tarlov, enfermedad de
Tay-Sachs, arteritis temporal, sindrome de la médula espinal anclada, miotonia de Thomsen, sindrome de la salida
toracica, miopatia tirotdxica, tic doloroso, paralisis de Todd, sindrome de Tourette, ataque isquémico transitorio,
encefalopatias espongiformes transmisibles, mielitis transversa, lesion cerebral traumatica, temblor, neuralgia
trigeminal, paraparesia espastica tropical, sindrome de Troyer, esclerosis tuberosa, tumor vascular eréctil, sindromes
de vasculitis de los sistemas nerviosos central y periférico, enfermedad de Von Economo, enfermedad de Von
Hippel-Lindau (VHL), enfermedad de von Recklinghausen, sindrome de Wallenberg, enfermedad de
Werdnig-Hoffman, sindrome de Wernicke-Korsakoff, sindrome de West, latigazo cervical, enfermedad de Whipple,
sindrome de Williams, enfermedad de Wilson, enfermedad de Wolman, atrofia muscular bulboespinal ligada al X,
sindrome de Zellweger, neuritis éptica, sindrome de fatiga cronica, fibromialgia, enfermedades psiquiatricas tales
como trastornos del humor, depresion mayor, sindrome bipolar, psicosis, esquizofrenia, sindrome
obsesivo-compulsivo, etc., enfermedades de abuso de productos toxicos o drogas tales como alcoholismo y abuso de
drogas, encefalopatia tipo encefalopatia hepatica.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 575684 T3

Los trastornos psiquiatricos, que puede ser el objeto de prevencién y/o tratamiento de acuerdo con la presente
invencion incluyen los que se enumeran en el Diagnostic y Statistical Manual of Mental Disorders, cuarta edicion
(DSM-1V) publicado por la American Psychiatric Association y cubren todos los trastornos mentales tanto para nifios
como para adultos. En particular, los trastornos psiquiatricos incluyen un trastorno seleccionado entre trastorno de
estrés agudo; trastorno de adaptacion no especificado; trastorno de adaptacion con ansiedad; trastorno de adaptacion
con humor depresivo; trastorno de adaptacion con alteracién de la conducta; trastorno de adaptacién mixto con
ansiedad y humor depresivo; trastorno de adaptacion mixto con alteracién de emociones y conducta; agorafobia sin
historial de trastorno del panico; anorexia nerviosa; trastorno de personalidad antisocial; trastorno de ansiedad debido
a una afeccidon médica; trastorno de ansiedad, NOS; trastorno de personalidad evitadora; trastorno bipolar NOS;
trastorno bipolar |, episodio depresivo mas reciente, en remision total; trastorno bipolar |, episodio depresivo mas
reciente, en remisién parcial; trastorno bipolar |, episodio depresivo mas reciente, leve; trastorno bipolar |, episodio
depresivo mas reciente, moderado; trastorno bipolar |, episodio depresivo mas reciente, grave con caracteristicas
psicoticas; trastorno bipolar |, episodio depresivo mas reciente, grave sin caracteristicas psicéticas; trastorno bipolar |,
episodio depresivo mas reciente, no especificado; trastorno bipolar |, episodio maniaco mas reciente, en remision total;
trastorno bipolar |, episodio maniaco mas reciente, en remision parcial; trastorno bipolar I, episodio maniaco mas
reciente, leve; trastorno bipolar | episodio maniaco mas reciente, moderado; trastorno bipolar |, episodio maniaco mas
reciente, grave con caracteristicas psicoticas; trastorno bipolar |, episodio maniaco mas reciente, grave sin
caracteristicas psicoticas; trastorno bipolar I, episodio maniaco mas reciente, no especificado; trastorno bipolar |,
episodio mixto mas reciente, en remision total; trastorno bipolar |, episodio mixto mas reciente, en remisién parcial;
trastorno bipolar |, episodio mixto mas reciente, leve; trastorno bipolar |, episodio mixto mas reciente, moderado;
trastorno bipolar I, episodio mixto mas reciente, grave con caracteristicas psicoticas; trastorno bipolar I, episodio mixto
mas reciente, grave sin caracteristicas psicoticas; trastorno bipolar I, episodio mixto mas reciente, no especificado;
trastorno bipolar |, episodio mas reciente no especificado; trastorno bipolar |, episodio mas reciente hipomaniaco;
trastorno bipolar I, Unico episodio maniaco, en remision total; trastorno bipolar I, Unico episodio maniaco, en remision
parcial; trastorno bipolar |, Unico episodio maniaco, leve; trastorno bipolar |, Unico episodio maniaco, moderado;
trastorno bipolar I, Unico episodio maniaco, grave con caracteristicas psicoticas; trastorno bipolar I, Unico episodio
maniaco, grave sin caracteristicas psicoticas; trastorno bipolar |, Unico episodio maniaco, no especificado; trastorno
bipolar II; trastorno dismorfico corporal; trastorno limite de la personalidad; trastorno del suefio relacionado con la
respiracion; trastorno psicético breve; bulimia nerviosa; trastorno del suefio del ritmo circadiano; trastorno de
conversion; trastorno ciclotimico; trastorno delirante; trastorno de personalidad dependiente; trastorno de
despersonalizacion; trastorno depresivo NOS; amnesia disociativa; trastorno disociativo NOS; fuga disociativa;
trastorno de la identidad disociativo; dispareunia; disomnia NOS; disomnia relacionada con otro trastorno; trastorno
distimico; trastorno alimentario NOS; exhibicionismo; dispareunia femenina debido a una afecciéon médica; trastorno
del deseo sexual hipoactivo femenino trastorno debido a una afeccién médica; trastorno orgasmico femenino; trastorno
de la excitacion sexual femenina; fetichismo; frotteurismo; trastorno en la identidad de género en adolescentes o
adultos; trastorno en la identidad de género en nifios; trastorno en la identidad de género NOS; trastorno de la
ansiedad generalizado; trastorno histridnico de la personalidad; trastorno del deseo sexual hipoactivo; hipocondriasis;
trastorno del control de los impulsos NOS; insomnio relacionado con otro trastorno; trastorno explosivo intermitente;
cleptomania; trastorno depresivo mayor, recurrente, en remision total; trastorno depresivo mayor, recurrente, en
remision parcial; trastorno depresivo mayor, recurrente, leve; trastorno depresivo mayor, recurrente, moderado;
trastorno depresivo mayor, recurrente, grave con caracteristicas psicoéticas; trastorno depresivo mayor, recurrente,
grave sin caracteristicas psicoticas; trastorno depresivo mayor, recurrente, no especificado; trastorno depresivo
mayor, episodio Unico, en remision total; trastorno depresivo mayor, episodio Unico, en remisién parcial; trastorno
depresivo mayor, episodio Unico, leve; trastorno depresivo mayor, episodio Unico, moderado; trastorno depresivo
mayor, episodio Unico, grave con caracteristicas psicoticas; trastorno depresivo mayor, episodio Unico, grave sin
caracteristicas psicéticas; trastorno depresivo mayor, episodio Unico, no especificado; dispareunia masculina debida a
una afecciéon médica; trastorno eréctil masculino; trastorno eréctil masculino debido a una afeccién médica; trastorno
del deseo sexual hipoactivo masculino debido a una afeccién médica; trastorno orgasmico masculino; trastorno del
humor debido a una afeccidon médica; trastorno de personalidad narcisista; narcolepsia; trastorno de la pesadilla;
trastorno obsesivo compulsivo; trastorno de la personalidad obsesivo-compulsivo; otra disfuncién sexual femenina
debida a afeccion médica; otra disfuncién sexual masculina debido a afeccion médica; trastorno del dolor asociado
tanto con factores psicolégicos como con afecciones médicas; trastorno del dolor asociado con caracteristicas
psicoldgicas; trastorno del panico con agorafobia; trastorno del panico sin agorafobia; trastorno paranoide de la
personalidad; parafilia, NOS; parasomnia NOS; ludopatia; pedofilia; trastorno de la personalidad NOS; trastorno de
estrés posttraumatico; eyaculacion precoz; hipersomnio primario; insomnio primario; trastorno psicético debido a una
afeccion médica, con delirios; trastorno psicético debido a una afeccién médica, con alucinaciones; trastorno psicético,
NOS; piromania; trastorno esquizoafectivo; trastorno de la personalidad esquizoide; esquizofrenia, tipo cataténica;
esquizofrenia, tipo desorganizada; esquizofrenia, tipo paranoide; esquizofrenia, tipo residual; esquizofrenia, tipo no
diferenciada; trastorno esquizofreniforme; trastorno esquizotipico de la personalidad; trastorno de aversion sexual;
trastorno sexual NOS; disfuncién sexual NOS; masoquismo sexual; sadismo sexual; trastorno psicoético compartido;
trastorno del suefio debido a una afeccién médica, tipo hipersomnia; trastorno del suefio debido a una afeccion
médica, tipo insomnio; trastorno del suefio debido a una afeccién médica, tipo mixto; trastorno del suefio debido a una
afeccion médica, tipo parasomnia; trastorno de terror nocturno; trastorno de sonambulismo; fobia social; trastorno de
somatizacion; trastorno somatoforme NOS; fobia especifica; fetichismo transvéstico; tricotilomania; trastorno
somatoforme no diferenciado; vaginismo; y voyerismo.
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Preferentemente, los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V y las sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos, se pueden usar en el tratamiento de enfermedades en las que NGF u otras neurotrofinas han demostrado
eficacia en el estado de la técnica, ni in vivo o in vitro, debido a sus efectos mejorados sobre la diferenciacion celular y
la supervivencia celular, a través de cualesquiera rutas TrkA, TrkB y/o p75. Por lo tanto, los compuestos abarcados en
la presente divulgacion se pueden usar en el tratamiento de enfermedades neurolégicas seleccionadas de entre:
trastornos neurodegenerativos, tales como esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad de Parkinson, enfermedad
de Alzheimer, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington, demencia con cuerpos de Lewy, atrofia muscular
espinal; inflamacién nerviosa, tal como esclerosis multiple y neuromielitis 6ptica; trastorno depresivo mayor;
esquizofrenia; glaucoma; o neuropatias periféricas, tales como neuropatia diabéticas o neuropatia del SIDA. Ademas,
los compuestos de la invencién también pueden estar indicados para el tratamiento de cancer, modulando
diferenciacion de células por NGF y deteniendo la proliferacion celular. Entre los tipos de cancer en los que NGF ha
demostrado eficacia en el estado de la técnica, bien in vivo o bien in vitro, debido a efectos de mejora sobre la
diferenciacion celular y la supervivencia celular, a través de bien ruta de TrkA y/o bien ruta de p75, se pueden citar los
siguientes: glioblastoma, astrocitoma, meduloblastoma, neurinoma, neuroblastoma, meningioma, cancer de colon,
cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de prostata, leucemia linfocitica aguda, osteosarcoma, carcinoma
hepatocelular, carcinoma ovarico, adenocarcinoma de pulmén o carcinoma esofagico.

En un modo de realizacion de la presente divulgacion, en los diversos usos y procedimientos de neuroproteccion o de
prevencion o tratamiento de la muerte celular o dafio de las células nerviosas, los compuestos de cualquiera de las
Foérmulas I-V y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran a un sujeto sano, preferentemente
un sujeto sano mayor de 18 afios de edad, mas preferentemente un sujeto sano mayor de 45 afos de edad, incluso
mas preferentemente un sujeto sano mayor de 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, o 100 afios de edad.

El término "sujeto sano" se pretende que comprenda su significado manifiesto asi como aquellos individuos que
pueden sufrir de una o mas afecciones patolégicas distintas de una enfermedad neuroldgica o psiquiatrica.

Las propiedades neuroprotectoras de los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V y farmacéuticamente
aceptables de los mismos, tienen como consecuencia la prevencién parcial o completa o el tratamiento parcial o
completo de los diversos trastornos en las funciones del sistema nervioso causados por la muerte o el dafio de las
células nerviosas. Por lo tanto, la presente invencion se refiere ademas al uso de los compuestos de cualquiera de las
Férmulas |-V y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, como principios activos en la fabricaciéon de un
medicamento para la prevencion o tratamiento de una enfermedad neuroldgica o psiquiatrica. En otras palabras, la
presente divulgacion también se refiere a los compuestos de cualquiera de las Formulas |-V y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, para su uso en la prevenciéon o tratamiento de una enfermedad
neurolégica o psiquiatrica. De forma similar, la presente divulgacion también se refiere a un procedimiento de
prevencion o tratamiento de una enfermedad neurolégica o psiquiatrica que comprende administrar a un sujeto que lo
necesita una cantidad eficaz del compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo. La enfermedad neuroldgica o psiquiatrica puede ser una cualquiera de las enumeradas anteriormente.

Preferentemente, la enfermedad neurolégica o psiquiatrica se selecciona de trastornos neurodegenerativos,
inflamacioén y determinados tipos de canceres, esclerosis multiple, neuromielitis 6ptica, esclerosis lateral amiotrofica
(ELA), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington,
demencia con cuerpos de Lewy, atrofia espinal muscular, trastorno depresivo mayor, esquizofrenia, glaucoma o
neuropatias periféricas (neuropatia diabética o neuropatia de SIDA).

Otro objetivo de la presente divulgacion es el uso de los compuestos de cualquiera de las Formulas |-V y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, como farmacos neuropotenciadores o el uso para fabricar farmacos
neuropotenciadores.

Los farmacos neuropotenciadores incluyen los que mejoran el aprendizaje y la memoria, la atencion, el estado de
animo, las capacidades comunicativas y la actividad sexual. Ejemplos de farmacos neuropotenciadores son aquellos
que se dirigen a potenciacion sinaptica a largo plazo (LTP) o a depresioén a largo plazo (LTD), a modulacion de los
canales de calcio, o a la proteina elemento de unién de respuesta de AMPc (CREB). AMPc es el acrénimo para
adenosin monofosfato ciclico. Los ejemplos particulares de farmacos neuropotenciadores son inhibidores de la
fosfodiesterasa como rolipram; donepezilo; agonistas del receptor de glutamato NMDA como D-cicloserina ;
ampakinas; modafinilo; metilfenidato.

Una composicion farmacéutica de la presente invencion se puede administrar por cualquier medio que consiga su fin
deseado. Por ejemplo, la administracion puede ser via oral, parenteral, subcutanea, intravenosa, intramuscular,
intraperinoneal, transdérmica, intranasal, transmucosal, rectal, o bucal. En un modo de realizacién, la composiciéon
farmacéutica se administra oralmente.

Los compuestos de cualquiera de las Férmulas |-V y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se pueden
formular en diversas formas farmacéuticas para fines de administracién. Como composiciones apropiadas se pueden
citar todas las composiciones empleadas normalmente para farmacos administrados sistémicamente, por ejemplo,
cualquier composicion sdlida (por ejemplo comprimidos, capsulas, granulos, etc.) o composicion liquida (por ejemplo
soluciones, suspensiones, emulsiones, etc.). Para preparar las composiciones farmacéuticas de los compuestos de
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cualquiera de las férmulas |-V, una cantidad eficaz del compuesto de cualquiera de las férmulas |-V, opcionalmente en
una forma salina, como el principio activo se combina en mezcla intima con un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
vehiculo que puede tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparaciéon deseada para su
administracion. Estas composiciones farmacéuticas son deseables en una forma de dosificacion farmacéutica unitaria
adecuada, en particular, para su administracion por via oral, por via rectal, por via percutanea, intratecal, intravenosa o
por inyeccioén parenteral. Por ejemplo, en la preparacion de las composiciones en forma de dosificacion oral, se puede
emplear cualquiera de los medios farmacéuticos usuales tal como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y
similares en el caso de preparaciones liquidas orales tales como suspensiones, jarabes, elixires, emulsiones y
soluciones; o vehiculos sdlidos tales como almidones, azucares, caolin, lubricantes, aglutinantes, agentes
disgregantes y similares en el caso de polvos, pildoras, capsulas y comprimidos. Debido a su facilidad de
administracion, los comprimidos y las capsulas representan las formas unitarias de dosificacion oral mas ventajosas,
caso en el que se emplean obviamente vehiculos farmacéuticos solidos. Para composiciones parenterales,
normalmente el vehiculo comprende agua estéril, al menos en gran parte, aunque otros ingredientes, por ejemplo,
para favorecer la solubilidad, se pueden incluir. Se pueden preparar soluciones inyectables, por ejemplo, en las que el
vehiculo comprende solucién salina, solucion de glucosa o una mezcla de solucién salina y de glucosa. También se
pueden preparar suspensiones inyectables, caso en el que se pueden emplear vehiculos liquidos apropiados, agentes
de suspension y similares. También se incluyen preparaciones en forma sélida, que estan destinadas a convertirse,
poco antes de su uso, en preparaciones en forma liquida. En las composiciones adecuadas para administracion
percutanea, el vehiculo opcionalmente comprende un agente de potenciacion de la penetracion o un agente
humectante adecuado, o ambos, opcionalmente combinados con aditivos adecuados de cualquier naturaleza en
proporciones menores, aditivos que no introducen ningun efecto perjudicial significativo en la piel. Una revision de las
diferentes formas farmacéuticas para la administracion de farmacos y su preparacion se pueden encontrar en el libro
"Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo, 102 edicion, 1993, Luzan 5, S.A. de Ediciones.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente en forma de
dosificacion unitaria para facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. Forma de dosificacion unitaria
como se usa en el presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas como dosificaciones unitarias,
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de principio activo calculada para producir el efecto terapéutico
deseado junto con el vehiculo farmacéutico requerido. Los ejemplos de dichas formas de dosificacion unitaria son
comprimidos (incluyendo comprimidos marcados o revestidos), capsulas, pildoras, supositorios, paquetes de polvos,
obleas, soluciones inyectables o suspensiones y similares,y multiples segregados de los mismos.

Las composiciones de acuerdo con la presente invencion, incluyendo formas de dosificacion unitaria, pueden contener
el principio activo en una cantidad que esta en el intervalo de aproximadamente el 0,1 % al 70 %, o aproximadamente
el 0,5 % al 50 %, o aproximadamente el 1 % al 25 %, o aproximadamente el 5 % al 20 %, comprendiendo el resto el
vehiculo, en el que los anteriores porcentajes son p/p frente al peso total de la composicion o la forma de dosificacion.

La dosis del compuesto de cualquiera de las Férmulas |-V, su sal farmacéuticamente aceptable del mismo, a
administrarse depende del caso individual y como de costumbre, se debe adaptar a las condiciones del caso individual
para un efecto éptimo. Por lo tanto ello depende, por supuesto, de la frecuencia de administracion y de la potencia y la
duracion de la accion del compuesto empleado en cada caso para el tratamiento o profilaxis, pero también de la
naturaleza y la gravedad de la enfermedad y sintomas y del sexo, la edad, el peso, la medicacién concomitante y el
grado de respuesta del sujeto que se va a tratar y de si el tratamiento es agudo o profilactico. Las dosis se pueden
adaptar en funcion del peso y para aplicaciones pediatricas. Las dosis diarias se pueden administrar cada dia o en
multiples cantidades tales como dos veces al dia, tres veces al dia o cuatro veces al dia.

Sintesis de compuestos

Los compuestos de la presente invencién se pueden preparar usando procedimientos conocidos por los expertos en la
técnica en vista de esta divulgacion. Por ejemplo, los compuestos de la presente invencion se pueden preparar como
se describe en Masip, et al., 2005.

Prueba de compuestos

Ademas de las pruebas descritas en los ejemplos, los compuestos de la presente invencion se pueden someter a
prueba para modelo in vitro de la enfermedad de Alzheimer como sigue: La linea celular de neuroblastoma humano
SH-SY5Y se usa para estudiar el efecto neuroprotector del compuesto sometido a prueba en enfermedad de
Alzheimer. Las células se pre-tratan durante 3 horas con el compuesto sometido a prueba a concentraciones
diferentes (20 ng/ml, 100 ng/ml, 2 pg/ml, 20 pg/ml y 50 pg/ml) con el compuesto sometido a prueba (100 ng/ml). A
continuacion se afaden las fibrillas de beta amiloides (100 uM) y se incuban durante 24 h. El nimero de células
supervivientes se determina el dia después por ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT).

La induccion de TrkA, kBa y fosforilacion SAPK/JNK por los compuestos de la presente invencion se pueden someter a
prueba como sigue. La activacion de TrkA es el primer episodio en la cascada de sefializacion que da lugar a la
diferenciacion y a la supervivencia de neuronas que responden a NGF y a células PC 12 (Greene y Tischler, 1976;
Chao, 2003; Huang y Reichardt, 2003). Para evaluar si la actividad neurotrofica de peptoides similares a NGF esta
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mediada por la interaccion con receptor TrkA, se analiza su capacidad para inducir fosforilacién de TrkA en células PC
12. La actividad de peptoides se pueden someter a prueba en el intervalo de concentraciones que fueron eficaces en
diferenciacion de células PC 12.

Anélisis de transferencias de western. Las células aubconfluentes se hacen crecer durante toda una noche en medio
que contenia FBS al 2 % y HS al 1 % y se estimulan con 100 ng/ml de NGF o con los productos quimicos pequefios
similares a NGF para los puntos temporales indicados. A continuaciéon se lavan las células con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) fria y brevemente se someten a sonicacién en tampén de muestra de SDS (que contiene
B-mercaptoetanol y PMSF 2 mM). Los lisados (200 ugde proteinas totales) se separan en SDS-PAGE y se transfieren
a la nitrocelulosa (Whatman, Dassel, Alemania). Después de bloquear con leche descremada en tampén de TBST al
5 % (Tris 10 mM (pH 7,5; NaCl 150 mM/Tween 20 al 0,2 %), las transferencias se sondean durante la noche a 4 °C con
anticuerpo anti-p-TrkA (Tyr 490 (1:1000), anticuerpo anti TrkA (1:1000), anticuerpo de ratén anti-p-kBa (Ser
32/36)(5A5) (1/ 1000), anticuerpo de raton anti kBa (L35A5) (1:1000), anticuerpo anti-p-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185)
(1:1000) o anticuerpo anti-SAPK/JNK (1/1000) (todos ellos de Cell Signaling), seguido por incubacion con IgG
conjugada con HRP (Jackson ImmunoResearch) durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). La deteccion de
especies fosforiladas se realiza usando el sistema de quimioluminiscencia potenciada (ECL) (GE Healthcare
Bio-Sciences, Piscataway, NJ).

Para investigar si los compuestos de la presente invencion activan p75, se puede analizar la activacion de la RUTA DE
NF-kB (Bonizzi G, Karin M. 2004) y la ruta SAPK/JNK (muerte celular) en las lineas celulares PC 12 y RN22. Las
células RN22 expresan niveles altos del mensaje del receptor p75 y de la proteina p75, mientras que la expresion de
TrkA es indetectable (Gentry et al., 2000). NF-kB funcionalmente activo es como un regulador transcripcional en una
forma dimérica que consiste en homo- o heterodimeros, el dimero NF-kB prototipico consiste en las subunidades p65
y p50. La activacion de NF-kB tiene lugar principalmente a través de la degradacion de las proteinas IkB, una familia de
proteinas inhibidoras unida a los dimeros NF-kB. En respuesta a los estimulos activadores, las proteinas inhibidoras
se fosforilan, lo que los marca como objetivos para la ubiquitinacion y la posterior degradacion. Un miembro de la
familia inhibidora, IkBa, se degrada en respuesta a la mayoria de los activadores NF-kB (Ghosh et al., 1998). Para
examinar activacion de NF-kB en respuesta a NGF y los diferentes peptoides seleccionados, las transferencias de
western del total de los extractos celulares de células RN22 y PC 12 tratadas con NGF y los peptoides a tiempos
variantes se sondearon con un anticuerpo anti-fosfo-kBa.

En varios sistemas neuronales, la activacion de JNK se ha vinculado causalmente con la inducciéon de muerte celular
programada (Bhakar et al., 2003). En cultivo, la sefializacion de NGF a través de p75 dio lugar a la activacion tanto de
NF-kB como de JNK, dando como resultado finalmente la muerte celular programada (Yoon et al., 1998). Para
examinar la actividad de JNK en células RN22 se pueden hacer transferencias de western con anticuerpo
anti-fosfo-SAPK/JNK para evaluar la activacion de la ruta.

El efecto de los peptidomiméticos de neurotrofinas (por ejemplo, peptoides NGF-miméticos) en encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) se puede evaluar como sigue:

Animales, induccién de encefalomielitis autoinmune experimental y tratamiento. Los ensayos estan aprobados por el
Comité de Cuidado Animal de la Universidad de Barcelona. Se inmunizan subcutaneamente ratones C57BL/6 hembra
de Harlan (8-12 semanas de edad) por via subcutanea en ambas almohadillas traseras con 300 pg de péptido 35-55
de glucoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG) (Spikem, Firenze) emulsionados con 50 pg de Mycobacterium
tuberculosis (cepa H37Ra; Difco, Detroit, MI) en coadyuvante de Freund incompleto (IFA) como se describe
previamente (Palacios et al. 2.007). Los ratones se inyectaron por via intraperitoneal con toxina perttsica (Sigma)(500
ng) en el momento de la inmunizacién y 2 dias después. Los animales se pesan y se inspeccionan en busca de signos
clinicos de la enfermedad diariamente por un observador ciego. La gravedad de la enfermedad de EAE se evalua de
acuerdo con la siguiente escala: 0 = normal; 0,5 = flojedad de rabo leve; 1 = flojedad de rabo; 2 = parapesia leve de los
miembros traseros, marcha inestable; 3 = parapesia moderada, movimientos voluntarios aun posibles; 4 = paraplejia o
tetraparesia; 5 = estado moribundo Los datos mostrados durante los ensayos clinicos son representativos de dos
experimentos independientes realizados con el nimero indicado de animales (Moreno et al., 2006).

Se preparan los compuestos de prueba en agua con DMSO al 5 %. Los animales se tratan con el compuesto de
prueba (25, 50 y 100 mg/kg) o con placebo (agua + DMSO al 5 %) a través de inyeccién intraperitoneal diaria
comenzando después de la inmunizacion. Al final del estudio, los ratones se anestesiaron y se perfundieron
intracardialmente con el 4 % de paraformaldehido en tampoén fosfato 0,1 M (pH 7,6). Los cerebros, las médulas
espinales y los bazos se diseccionan y bien se fijan o bien se congelan hasta su uso. El suero se obtiene a partir de
todos los animales incluidos en el estudio y se miden los niveles de transaminasas.

Con el fin de evaluar los efectos de los peptidomiméticos de neurotrofina (por ejemplo, los peptoides similares a NGF)
"in vivo”, se puede estudiar el efecto de los peptidomiméticos de neurotrofinas (por ejemplo, los peptoides miméticos
de NGF) en el modelo animal de EM. Ratones C57BL/6 inmunizados con péptido MOG35-55 se tratan diariamente con
un compuesto de prueba por via intraperitoneal desde el dia 0 hasta el dia 25 a diferentes concentraciones del
compuesto. El efecto de los compuestos de la presente invencion en SNC y la inflamacion periférica se puede someter
a prueba como sigue.
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Reaccioén en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real. Cerebros y médulas espinales de ratones obtenidos
en el momento de la muerte se homogeneizan en tampdn de lisis de ARN. Se extrae el ARN total usando el sistema de
aislamiento Mini Kit RNeasy (Qiagen, Chatwworth, CA), que incluye tratamiento de ADNasa usando el conjunto de
ADNasa libre de ARNasa I(Quiagen). EI ARN total (35 mg) se somete a transcripcion inversa usando el Sistema de
Transcripcion Inversa (kit de archivo de ADNc de capacidad alta, Applied Biosystems, Foster City, CA). La reaccion a
tiempo real se lleva a cabo a 25 °C durante 10 minutos, seguida de a 37 °C durante 2 horas y finalmente se almacend
a 4 °C. Los cebadores y sondas de TagMan marcados con fluorescencia especifica de diana pueden adquirirse de
Applied Biosystems (ensayos de expresion génica de TagMan). Por ejemplo, se puede usar la mezcla maestra
universal TagMan (Applied Biosystems). Se lleva a cabo amplificacion de ADN complementario en un sistema en
tiempo real DNA Engine Opticon 2 (MJ Research, Watertown, MA) usando 0,9 uM para cada cebador y 0,25 yM para
la sonda y 20 ng de ADN complementario. Las condiciones de reaccion son 2 minutos iniciales a 50 °C, seguidos de 10
minutos a 95 °C y 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C. Cada muestra se somete a ello por triplicado y
en cada placa la diana y el control enddégeno se amplifican en diferentes pocillos. La expresion del gen sometido a
prueba se cuantifica en relacion al nivel del gen constitutivo 18rRNA (Palacios et al., 2008).

Inmunohistoquimica. Se realiza la evaluacion histologica en secciones de cerebro y de médula espinal fijadas en
paraformaldehido, incluidas en parafina. Se tifieron secciones 10 um de grosor con hematoxilina y Luxol Fast Blue
para evaluar la inflamacion y la desmielinizacion. Se realiza evaluacion histoldgica semicuantitativa para inflamacion y
desmielinizacion y se puntia a ciegas usando la siguiente escala: 0 = normal; 1 = 1 a 3 manguitos
perivasculares/seccion con desmielinizacion minima; 2 = 3 a 10 manguitos perivasculares/seccion acompafados de
desmielinizacion moderada; 3 = formacion de manguitos perivasculares generalizada, desmielinizacion extensa con
lesiones confluentes grandes (Villoslada et al., 2001).

Se llevan a cabo procedimientos inmunohistoquimicos en secciones incluidas en parafina de 10 ym de cerebro y
médula espinal como se describe previamente (Villoslada et al., 2001). Se afiaden anticuerpos primarios a las
concentraciones de 1/1000 para MCA500 (de rata anti-CD3-de raton de Serotec) y de 1/500 para MCA1107 (de rata
anti-CD4 de ratén de Serotec). La especificidad de las inmunorreacciones se determina incubando secciones sin los
anticuerpos primarios o0 sin usar los controles isotipicos correspondientes que no proporcionaron ninguna
inmunorreactividad.

Ensayo de proliferacién. Los esplenocitos de ratones C57BL/6 sin tratamiento anterior, no inmunizados se obtienen
para valoracion in vitro del efecto del compuesto de prueba en la proliferacion celular. El ensayo para la proliferacion de
esplenocitos se realiza como se describe previamente (Martinez-Forero et al., 2008).

Para evaluar el efecto del compuesto de prueba en la respuesta inmunitaria periférica, se evalian la respuesta
proliferativa contra el antigeno inmunizante (MOG) en esplenocitos de animales sin tratamiento anterior y el perfil de
citocinas en células del bazo de animales de placebo y de animales tratados. La expresion génica de interleucina 2
(IL2), interferén y (IFNy), factor de necrosis tumoral a (TNFa), sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) e interleucina 10
(IL10) puede ser investigada mediante PCR con transcriptasa inversa cuantitativa al final del experimento en
esplenocitos de animales de placebo y de animales tratados.

Anédlisis estadistico. Se pueden realizar analisis estadisticos con la prueba U de Mann-Whitney de dos colas para
comparar puntuaciones EAE, prueba chi 2 para comparar incidencia de enfermedad y curvas de Kaplan-Meier para las
diferencias en el dia de la aparicién de EAE. Los valores de p menores de 0,05 se considera que indican una diferencia
significativa. La evaluacion estadistica se lleva a cabo usando el programa estadistico SPSS 16.0 (SPSS, Chicago, IL).

Los siguientes ejemplos son ilustrativos, pero no limitantes, de los compuestos, composiciones y procedimientos de la
presente divulgacion. Modificaciones y adaptaciones adecuadas de la diversidad de condiciones y parametros, que se
encuentran normalmente en terapia clinica, son obvias para los expertos en la técnica a la vista de esta divulgacion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Diseino de agonistas de NGF por quimica combinatoria

General. Disolventes, aminas y otros reactivos se adquirieron de proveedores comerciales y se usaron sin purificacion
adicional. Las reacciones realizadas en condiciones de irradiacion de microondas se llevaron a cabo en un matraz de
fondo redondo de 100 ml equipado con un condensador de Dimroth. Se introdujo el matraz en la cavidad monomodo
de un aparato CEM Model Discover. Se registraron los espectros de RMN en un aparato Varlan Inova 500 (RMN de H,
500 MHz; RMN de "*C, 125 MHz) y en un aparato Unity 300 (RMN de "H, 300 MHz; RMN de *C, 75 MHz). Cuando sea
necesario, la asignacion de picos de RMN de H y de "c para los compuestos se confirmé por experimentos de
gDQCOSY y gHSQC. La aparicion de conférmeros diferentes dio lugar a espectros altamente complejos; las
absorciones dadas a continuacion se refieren al conférmero principal presente en la muestra. Los analisis de RP-HPLC
se realizaron con un sistema modulat Hewlett Packard Series 1100 (detector de UV 1315A) usando una columna
Kromasil 100 C8 en fase reversa (25 x 0,46 cm, 5 ym), con mezclas CH3CN-tampdn formiato de amonio (20 mM, pH =
5,0) a 1 ml/min como fase mévil y monitorizando a 220 nm. La RP-HPLC semi-preparativa se realizé con un sistema
Waters (Milford, MA, EE.UU.). Espectros de masas de alta resolucién (HREM-FAB) se llevaron a cabo en el IQAC -
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Instituto de Quimica Avanzada de Catalufia - (Espafia).

Sintesis de peptoides individuales. La sintesis de peptoides individuales G79, G80 y G81 para los ensayos in vitro e
vivo se llevd a cabo tras el procedimiento de subestructura comunicado por el grupo de Zuckermann con algunas
modificaciones (Zuckermann et al., 1992)

La sintesis se llevo a cabo en una resina de poliestireno reticulado al 1 % que lleva el engarce de amida de Rink
protegido con fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) AM RAM (0,79 mmol/g, Rapp Polymer; Alemania). Una suspension de 4
g de resina en 50 ml de DMF se dispuso en un matraz de fondo redondo de 100 ml provisto de un agitador magnético.
Se agitd la suspension durante 5 minutos a 20 °C, el disolvente se retird por filtracion a través de una jeringa de
polipropileno de 60 ml provista de una placa porosa de polietileno. A continuacion, la resina se transfirié de nuevo al
matraz de reaccion.

1. Desproteccién de Fmoc. Se afiadié una solucion de 60 ml de piperidina al 20 % en DMF al matraz de fondo redondo
que contiene la resina. Se dejo reaccionar a la mezcla sometida a la activacion de microondas durante 5 minutos a 60
°C y 150 W. La resina se dreno sobre la jeringa de 60 ml y se lavé con 40 ml de DMF. El tratamiento se realizd por
duplicado. A continuacion, la resina se filtré y se lavd con DMF (3 x 40 ml), iPrOH (3 x 40 ml) y CH2Cl» (3 x 40 ml).
Finalmente, se extrajo durante 2 minutos y se transfirié al matraz de reaccion. La desproteccion se monitorizé usando
la prueba de TNBS (color rojo como positivo).

2. Primera acilacion. La resina se tratdé con una solucién de 5 equivalentes de acido bromoacético (2,2 g, 15,8 mmol) y
5 equivalentes de N, N-diisopropilcarbodiimida (2,5 ml, 15,8 mmol) en 50 ml de DMF. La acilacion se llevé a cabo en
condiciones de irradiacion de microondas (5 min, 60 °C, 150 W). A continuacion, la resina se filtré usando la jeringa y
se lavo con 40 ml de DMF. Se llevé a cabo la reaccion por duplicado. Después de esto, la resina se filtré y se lavé con
DMF (3 x 40 ml), iPrOH (3 x 40 ml) y CHxCI; (4 x 10 ml). A continuacién, se extrajo durante 2 min y la ausencia de
amina primaria se evalud por prueba de TNBS.

3. Primer acoplamiento de aminacién. Una suspension de la resina acilada en 50 ml de DMF se traté con la amina
primaria adecuada de acuerdo con el compuesto final: 5 equivalentes (2,2 ml, 158 mmol) de 2,2 ml
1-(3-aminopropil)-2- pirrolidinona, o 5 equivalentes (3,2 g, 15,8 mmol) de 4-(2-aminoetil)bencenosulfonamida. La
reaccion se llevo a cabo en condiciones de irradiacion de microondas (7 min, 80 °C, 150 W). Se llevo a cabo la reaccion
por duplicado, lavando y escurriendo la resina a través de la jeringa entre los tratamientos. Finalmente, la resina se
drend durante 2 minutos y se transfirié al matraz. La incorporacién de la amina se confirmo por la prueba de cloranilo
(color verde para aminas secundarias).

4. Segunda y tercera etapas de acilacion. Se llevaron a cabo de forma similar a la primera etapa de acilacion. En este
caso, dos tratamientos de acilacién fueron suficientes para completar la reaccion.

5. Etapas de acoplamiento de aminacién segunda y tercera. Se llevaron a cabo de forma similar a la primera etapa de
aminacion, usando las aminas primarias correspondientes. Por tanto, se usaron 5 equivalentes (1,8 ml, 15,8 mmol) de
2-metil-1-propanamina para el segundo acoplamiento de aminacion. Para la tercera aminaciéon, se usaron 5
equivalentes (2,0 ml, 15,8 mmol) de 2-(2-fluorofenil)etanamina o 5 equivalentes (2,0 ml, 15,8 mmol) de
2-(1-pirrolidinil)etanamina de acuerdo con la composicion del peptoide correspondiente.

6. Escision. Después de drenar la resina, se dividié en 4 alicuotas y cada una se traté con 20 ml del coctel de escision
(FA/CH,Cl2/H20 60:40:2 (v/viv)). Las mezclas se agitaron durante 30 min a 20 °C y se filtraron a través de jeringas de
polipropileno de 10 ml provistas de una placa porosa de polietileno. Los filtrados se recogieron en un matraz de 250 mi
y los disolventes se retiraron a presion reducida. Finalmente, el residuo de aceite amarillo que se obtiene para el caso
de cada peptoide se redisolvio en mezcla de H,O/ACN vy se liofilizé para dar 1,25-1,80 g del peptoide en bruto
esperado en purezas mas altas del 85 % por HPLC.

7. Purificacién y caracterizacion quimica. Los compuestos se purificaron por el sistema de HPLC semipreparativa
usando una columna Waters PrePack®-Cq (47 x 300 mm, 15-20 pym), eluyendo con mezclas CH3CN/H.O que
contienen TFA al 0,1 % como fases moviles y un caudal de al 60 mI/min. Se obtuvieron compuestos finales en purezas
mas altas del 98 % por HPLC. Las cantidades obtenidas fueron: 10,64 mg de G79 (pureza al 99 %; HPLC), 7,55 mg de
G80 (pureza al 99 %; HPLC) y 12,68 mg de G81 (pureza del 99 %; HPLC).

[N-(2-(2'-fluorofenil)etil)glicil]-[N-(2-metilpropil)glicil]-N-[3-(2'-oxopirrolidinil)propil]glicinamida (G79). Férmula quimica:
C25H38FN5Oy4; P.M.: 491.5987.

[N-(2-(2'-fluorofenil)etil)glicil]-[N-(2-metilpropil)glicil]-N-[2-(4'-sulfamoilfenil)etil]glicinamida (G80). Férmula quimica:
C25H35FN505S; P.M.: 549.658.

[N-(2-(1-pirrolidinil)etil)glicil]-[N-(2-metilpropil)glicil]-N-[2-(4'-sulfamoilfenil)etillglicinamida (G80). Fdérmula quimica:
C24H40N505S; P.M.: 524.6766.

Ejemplo 2
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Ensayo de diferenciacion de respuesta a dosis en la linea celular de PC12

Cultivo celular: Se mantuvo reserva de los cultivos de PC12 en medio de Ham F12 suplementado con suero bovino
fetal al 2,5 % (FBS), 15 % de suero de caballo (SH) y penicilina/estreptomicina al 1 %. El cultivo celular se mantuvo en
COz al 5 % a 37 °C.

Se evaluo diferenciacion de células PC12 tratando las células con todos los compuestos de prueba (G79, G80y G81) a
concentraciones de realizacion de pruebas diferentes (2-20-100 ng/ml y 2-20-50 ug/ml). Las células se plaquearon
primero en placas de 24 pocillos revestidos de colageno con FBS al 2,5 % en el medio para des-diferenciarse.
Después de 72 horas, se afiadieron compuestos de prueba y NGF (Sigma Aldrich; 100 ng/ml) como control positivo de
la diferenciacion. El nimero de células diferenciadas, con procesos de neuritas mayores de dos cuerpos celulares de
longitud, se cuenta después de 3 dias de tratamiento. El recuento celular se realiza en tres campos seleccionados al
azar con 100 células.

Los compuestos G79, G80 y G81 inducen la diferenciacion de células PC12 (FIG. 1A-1D). El control positivo de NGF
induce una diferenciacion de 16,1 + 1,9 células en un campo de 100 células. G79 induce diferenciacion significativa, en
comparacion con las células control PC12 no tratadas, en una manera dependiente de la dosis (2-20-100 ng/ml y 2-20
pg/ml). La mejor concentracion de trabajo es 20 pyg/ml (nimero de células: 11,3 + 2,68). A 50 pyg/ml el nimero de
células diferenciadas disminuye.

G80 induce buena diferenciacion con neuritas muy largas en células PC12. La mejor concentracion de trabajo es 20
ng/ml. G81 induce diferenciacion significativa, en comparacion con las células no tratadas PC12 control, en una
manera dependiente de dosis hasta 100 ng/ml, que es la mejor concentracion de trabajo (nUmero de células: 9,2 + 3,9).
Para concentracion mas alta el niumero de células diferenciadas disminuye. El porcentaje de células diferenciadas se
calcula segun esta relacionado con diferenciacion inducida de NGF (FIG. 1E).

Ejemplo 3
Ensayos de supervivencia
Peptidomiméticos de neurotrofinas G79, G80 y G81 promueven la supervivencia celular

Cultivo celular. La linea celular rata de schwannoma de rata RN22 se cultivd en medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) con FBS al 10 % y penicilina/estreptomicina al 1 %. El cultivo celular se mantiene en CO; al 5 % a 37 °C.

Las RN22 se plaguearon en placas de 24 pocillos a la concentracién de 30000 células/pocillo en medio sin suero.
Después de 24 horas, los compuestos de prueba G79, G80 y G81 se afadieron a diferentes concentraciones (1-10-50
ng/ml y 1-10 ug/ml) y NGF se usé como control positivo de supervivencia. Las células se incubaron asi durante 2
horas. Se indujo estrés oxidativo con sulfato de cobre (CuSO4) a la concentracion final de 150 pg/ml. Después de
incubacion durante toda una noche la viabilidad celular se determiné leyendo la absorbancia después de afiadir MTT
(Sigma Aldrich).

El porcentaje de las células supervivientes se calcul6 en relacion a diferenciacion inducida por NGF (FIG. 2). G79
incremento la viabilidad celular a todas las concentraciones que se sometieron a prueba (1-10-50 ng/ml y 1-10 pg/ml)
con una mejor concentracion de trabajo a 10 ng/ml (98,11 % de la viabilidad celular, como % en relacion al control sin
estrés). G80 incrementd la viabilidad celular a todas las concentraciones que se sometieron a prueba (1-10-50 ng/ml y
1-10 pg/ml) con una mejor concentracion de trabajo a 50 ng/ml (viabilidad celular al 99,86 %, como % en relacion al
control sin estrés). G80 incrementd la viabilidad celular a todas las concentraciones que se sometieron a prueba
(1-10-50 ng/ml y 1-10 pg/ml) con una mejor concentracion de trabajo a 50 ng/ml (viabilidad celular al 101,86 %,
como % en relacion al control sin estrés).

Ejemplo 4
Ensayo de actividad de secretagogos;
G79, G80 y G81 no inducen la secrecion de NGF.

Para evaluar si los compuestos sometidos a prueba, G79, G80 y G81, actian como secretagogos, induciendo
actividad neurotréfica a través de la sintesis de NGF, las células PC12 se plaquean en placas de 24 pocillos con FBS
solamente al 2,5 % y después de 72 horas se trataron las células con los compuestos sometidos a prueba (cada uno
en 100 ng/ml) junto con anticuerpo anti-NGF (1 ug/ml, AbCam). Después de tres dias de tratamiento, la diferenciacion
se evalud. El recuento celular se realizé en tres campos seleccionados al azar con 100 células.

El tratamiento con G79, G80 o G81 junto con anticuerpo anti-NGF indujo diferenciacion de PC 12 de forma similar a la
diferenciacion inducida por los compuestos sometidos a pruebas solos (FIG. 3A). Aunque el nimero de células
diferenciadas por NGF disminuye afiadiendo anticuerpo anti-NGF (12,8 + 6,3 frente a 20,7 £ 7,1), el nimero de células
diferenciadas resulta ser bastante similar comparando el tratamiento con los compuestos sometidos a prueba solo con
el tratamiento con estos compuestos y anticuerpo anti-NGF. El tratamiento de G79/anti-NGF obtenido un numero de
células diferenciadas para cada campo resulté ser 18,8 + 4,9 frente a 11,5 £ 2,8 para el tratamiento solamente con
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G79; para G80/anti-NGF es 14,1 + 1,8 frente a 15,1 + 6,3 para el tratamiento solamente con G80; para G81/anti-NGF
es 15,5 + 4,1 frente a 14,1 + 3,3. El porcentaje de células diferenciadas se calcula como con relacion a diferenciacion
inducida por NGF (FIG. 3F).

Ejemplo 5
Ensayo de actividad sinérgica; G79, G80 y G81 no tienen una actividad sinérgica con NGF.

Para evaluar si las moléculas pequenas G79, G80 y G81 interfieren con la actividad maxima de NGF o dan lugar a
efectos aditivos, las células PC 12 se plaquearon en placas de 24 pocillos revestidos con colageno con FBS al 2,5 % y
se trataron después de 72 horas con los productos quimicos pequefios (cada uno a 100 ng/ml) en combinacion con
NGF a la concentracién de 100 ng/ml. En el mismo experimento las células PC12 se trataron con las moléculas
pequefias o NGF solo, como controles. EI nimero de células diferenciadas se evalué después de tres dias de
tratamiento. El recuento celular se realizé en tres campos seleccionados al azar con 100 células.

Los resultados se muestran en la figura 3B. El tratamiento con moléculas G79, G80 o G81 junto con NGF disminuyo la
actividad de NGF, lo que da como resultado una disminucién en el numero de células diferenciadas en el tratamiento
de combinacion NGF/G79- G80-G81. Aunque el niumero de células diferenciadas de NGF en este experimento da
como resultado 20 + 7,1, el nimero de células diferenciadas obtenidas por el tratamiento NGF/G79 da como resultado
11,3 + 2,6. Con el tratamiento NGF/G80 el niimero de células diferenciadas obtenido es 13 + 5,9. Con el tratamiento
NGF/G81 el numero de células diferenciadas obtenido es 13,3 + 3,8. En conjunto, estos resultados descartaron que
G79, G80 o G81 puedan tener efectos aditivos, sinérgicos o antagonistas con NGF. El porcentaje de células
diferenciadas se calcula como con relacion a diferenciacion inducida por NGF (FIG. 3G).

Ejemplo 6
Ensayo de activacion de los receptores

La hipétesis de que G79, G80 y G81 pueden actuar a través de la unién a la porcion extracelular de TrkA (sitio de
union) y activar los receptores de tirosina cinasas se probo6 tratando las células PC 12 con los productos quimicos
pequefios en combinacién con el anticuerpo anti-TrkA o el K252a, un inhibidor de tirosina cinasa. Para este propoésito
las células PC 12 se plaquearon en placas de 24 pocillos revestidos con colageno con FBS al 2,5 % y después se
incubaron 72 horas con las moléculas pequefias solas o en combinacion con el anticuerpo anti-TrkA (AbCam, 1:2000)
o0 K252a. NGF (100 ng/ml) se usé como control y se afiadié solo o en combinacién con anticuerpo anti-TrkA o con
K252a. El nimero de células diferenciadas se evalué después de tres dias de tratamiento. El recuento celular se
realizd en tres campos seleccionados al azar con 100 células. Los resultados se muestran en la figura 3C.

El tratamiento con G79, G80 y G81 moléculas conjuntamente con anticuerpo anti-TrkA no inhibié la diferenciacion de
células PC 12. Aunque el niumero de células diferenciadas por NGF se disminuye afiadiendo anticuerpo antiTrkA (12,8
+ 6,3 frente a 20,7 + 7,1), el nUmero de células diferenciadas resultd ser similar. El tratamiento de G79/antiTrkA indujo
la diferenciacion de células PC12: 19,6 = 8,1 frente a 11,5 £ 2,8 para el tratamiento solamente con G79; para
G80/antiTrkA es 14,6 + 4,1; 15,1 £ 6,3 para el tratamiento solo con G80; para G81/antiTrkA es 16,5 £ 5,9 frente a 14,1
+ 3,3. El porcentaje de células diferenciadas se calcula como con relacién a diferenciacion inducida por NGF (FIG. 3H).

Ejemplo 7
Ensayos de G79, G80 y G81 de inhibicion de senalizacion de ruta de diferenciacion activada por NGF.

Para evaluar si la ruta de transduccion inducida por G79, G80 y G81 implica activacion de AKT y ERK, se trataron
células PC 12 con los compuestos de prueba en presencia de LY294002, un inhibidor de PI3K (un activador corriente
arriba de AKT) y PD98059, un inhibidor de MAPK cinasa (un activador corriente arriba de ERK). Para este propésito,
las células PC12 se plaquearon en placas de 24 pocillos revestidos con colageno con FBS al 2,5 % y después de 72 h
se trataron las células con las moléculas pequefias en combinacion con LY294002 (Sigma Aldrich, 10 uM) o PD98059
(Sigma Aldrich, 50 uM). NGF (100 ng/ml) se usé como control y se afiadié solo o en combinacion con los inhibidores.

Con el fin de evaluar si G79, G80 o G81 modulan ruta de sefalizaciéon de TrkA, se usaron inhibidores de ruta de AKT y
ERK. El tratamiento con NGF mas LY294002 (FIG. 3D) disminuy6 el nimero de células diferenciadas en comparacion
con NGF solo (6,8 + 2,7 frente a 20,7 + 7,1). De la misma manera, el tratamiento con G79 mas LY294002 disminuyo el
numero de células diferenciadas en comparaciéon con G79 solo (5,28 + 2,54 frente a 11,5 £ 2,8). El tratamiento con G80
mas LY294002 disminuy6 el numero de células diferenciadas en comparacion con G80 solo (8,5 + 2,6 frente a 15,1 +
6,3). El tratamiento con G81 mas LY294002 disminuyd el nimero de células diferenciadas en comparacion con G81
solo (6,6 + 4,02 frente a 14,1 + 3,3). El porcentaje de células diferenciadas se calcula como con relacién a
diferenciacion inducida por NGF (FIG. 3l).

El tratamiento con NGF mas PD98059 (FIG. 3E) disminuyd el niumero de células diferenciadas en comparacion con
NGF solo (2,1 + 1,9 frente a 20,7 + 7.1). De la misma manera el tratamiento con G79 mas PD98059 disminuyo el
numero de células diferenciadas en comparacion con G79 solo (3,1 + 1,06 frente a 11,5 + 2,8). El tratamiento con G80
mas PD98059 disminuy6 el numero de células diferenciadas en comparacion con G80 solo (4 + 2,3 frente a 15,1 £ 6,3).
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El tratamiento con G81 mas PD98059 disminuyd el nimero de células diferenciadas en comparacion con G81 solo (1,6
+ 1,1 frente a 14,1 £ 3,3). El porcentaje de células diferenciadas se calcula como con relacién a diferenciacion inducida
por NGF (FIG. 3J).

Ejemplo 8
Ensayo de union

La unién de los compuestos de prueba, G79, G80 y G81, a través de la TrkA o del receptor p75 se puede poner a
prueba por un ELISA competitivo basado en células. En primer lugar se sembraron células PC 12 en placas de 96
pocillos (Fisher Scientific) y se incubaron hasta 85 %-90 % de confluencia. Para someter a prueba la unién de los
compuestos de prueba a receptor TrkA, el receptor p75 expresado en la superficie de PC 12 se inhibe por la unién de
un anticuerpo de bloqueo anti-p75 (AbCam) que se une al dominio extracelular del receptor. Se incuban las células
durante 45' con NGF a diferentes concentraciones crecientes (0,01-0,1-1 nM) con o sin cada una de las moléculas
pequefias como competidores a una concentracion constante. Después de un lavado en PBS frio las células se fijaron
durante 15' con 4 % de PFA. A continuacion, las células se lavan con PBS y se incuban con anticuerpo anti-NGF (1
pg/ml) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las células se aclararon dos veces con PBS y se incubaron con un
anticuerpo secundario anti-NGF durante 1 hora a temperatura ambiente (1:500; anticuerpo conjugado con DyLight
488, Jackson ImmunoResearch). Las células se lavaron y la fluorescencia se lee por un espectrofluorimetro a 488 nm.

Ejemplo 9
El modelo de glaucoma G79 evita la muerte neuronal en un modelo animal para glaucoma.

12 ratas Sprague Dawley (4 meses de edad) se anestesiaron con isobutano y se sometieron a inyeccion de solucién
solucion salina hiperténica en la vena epiescleral del ojo derecho. La presion intraocular (IOP) se midié antes de la
operacion y se monitorizé una vez a la semana usando un TonolLab durante 7 semanas. El tratamiento con G79 se
comenzo6 a una semana después de la induccion de glaucoma por su aplicacion topica al conjuntivo. Se llevaron a
cabo dos experimentos diferentes.

En el primer experimento, G79 se disolvid en solucion fisioldgica y se us6 a dos concentraciones diferentes (200 pug/ml
y 400 pg/ml). NGF se us6 como control positivo (200 ug/ml) y la solucion fisiolégica, usada para disolver todas las
moléculas, se suministr6 como placebo. Los animales se dividieron en 4 grupos (3 animales en cada grupo) :
glaucoma-G79 200ug/ml; glaucoma-G79 400 ug/ml; glaucoma-NGF; glaucoma-placebo. El ojo izquierdo se usé como
el control sin glaucoma. En ambos experimentos, siete semanas después de la induccion de glaucoma, los animales
se sacrificaron por sobredosis de anestésico y sus ojos se tomaron y se fijaron en 4 % de PFA. Los ojos se incluyeron
en parafina y se cortaron en secciones de 20 ym que se van a usar para estudios histologicos (tincion
hematoxilina-eosina). El recuento celular del numero de células glanglionares retinianas (RGC) se realizd al azar en
diez campos diferentes por cada ojo.

Las ratas se inyectaron con una solucion hiperténica en el ojo que indujo alta presién intraocular durante cinco
semanas. Los animales se trataron con colirio de NGF (200 uM/ml), de G79 (200-400 uM/ml) o de placebo cada dia
durante cinco semanas. Los animales con glaucoma y tratados con placebo (solucién salina) tienen un decrecimiento
significativo en el nimero de células ganglionares retinianas en comparacion con el control. Por el contrario, los
animales tratados con gotas de NGF asi como los animales tratados con G79 tienen una proteccion significativa de las
células ganglionares (FIG. 4A). Los resultados sugieren que el tratamiento de G79 ejerce neuroproteccion sobre
células ganglionares retinianas (RGC).

En el segundo experimento, se usé G79 a la concentracion de 200 ug/ml. El objetivo de este segundo experimento era
comparar la eficiencia de G79 con timolol, la terapia mas comun para glaucoma que funciona disminuyendo la presion
intraocular. También en este experimento, se realizé un tratamiento combinatorio con G79 y timolol. Los animales se
dividieron en 4 grupos que tenian 4 animales en cada grupo: glaucoma-G79 (200 ug/ml) (n = 4) ; glaucoma-timolol (n =
4) ; glaucoma-G79/timolol (n = 4) ; glaucoma-placebo (n = 4). El ojo izquierdo se us6 como el control sin glaucoma. Los
resultados se muestran en la figura 4C, donde G79 se comparo con la terapia actual para IOP en glaucoma, es decir,
timolol. La inducciéon de IOP redujo significativamente el nimero de RGC y esta reduccion fue significativa en
comparacion con los ojos control (C) (p < 0,0001) y a todos los tipos de tratamiento sometido a prueba (p < 0,0001). El
tratamiento de combinacion no ejerce efecto aditivo en la proteccion de RGC (**GL/timolol + G79 frente a Ctr p = 0,02;
§ GL/timolol frente a GL/timolol + G79 p = 0,003).

Ejemplo 10

Modelo in vitro de enfermedad de Parkinson (estrés de MPP); G79, G80 y G81 evitan la muerte neuronal en un
modelo in vitro de enfermedad de Parkinson.

Cultivo celular: La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y se mantuvo en un cultivo con un 50 % de medio
F12 de Ham y un medio EMEM al 50 %, suplementado con FBS al 10 %, L-glutamina 2 nM y penicilina/estreptomicina
al 1 %. El cultivo celular se mantiene en una atmosfera humidificada de aire al 95 % y CO- a 37 °C.
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La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y se usé para estudiar el efecto neuroprotector de las moléculas
pequeias en la enfermedad de Parkinson. Las células SH-SY5Y tras la diferenciacion a fenotipo neuronal con acido
retinoico, se pretrataron durante 3 horas con los compuestos de prueba a concentraciones diferentes (20 ng/ml, 100
ng/ml, 2 pg/ml, 20 pg/ml y 50 pg/ml) o con BDNF (20 ng/ml) como control positivo. A continuacion, se afadio
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (100 pM) y se incubé durante 24 h. El ndmero de las células
supervivientes se determino el dia después por ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol- bromuro 2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y se expuso a MPTP, que dafé las neuronas por estrés oxidativo.
Las células se trataron con BDNF, G79, G80, G81 o placebo cada dia durante cinco semanas. Las células tratadas con
placebo (solucioén salina) tienen una pérdida significativa de células en comparacién con el control. Por el contrario, las
células pretratadas con BDNF asi como con G79 tienen una proteccion significativa de células neuronales (FIG. 5A).

Ejemplo 11
Estrés oxidativo en la linea celular humana SH-SY5Y

La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y se us6 para estudiar el efecto neuroprotector de los compuestos
de prueba G79, G80 y G81 en estrés oxidativo. Se pretrataron las células durante 3 horas con los compuestos de
prueba a concentraciones diferentes (20 ng/ml, 100 ng/ml, 2 ug/ml, 20 pyg/ml y 50 ug/ml) o con BDNF (20 ng/ml) como
un control positivo. A continuacion se anadié H;O, (100 uM) y se incubd durante 24 h. El nimero de las células
supervivientes se determind por ensayo MTT. Se observé un efecto protector de G79, G80 y G81 cuando se us6 H20;
para inducir estrés oxidativo en la linea celular neuronal SH-SY5Y, con un efecto antioxidativo mas soélido de G79 que
de BDNF (FIG. 5B). En la FIG. 5B, la viabilidad celular de BDNF se ha considerado como el 100 %. El estrés por H.O»
indujo un decrecimiento en el porcentaje de la viabilidad celular (Ctr sin estrés frente a estrés por H,O2 = 100 £ 2 %
frente @ 95,9 £ 0,5 %). G79, en comparacion con G80 y G81, es la que ejerce mejor proteccion, a la concentracion de
20 ng/ml (BDNF frente a G79 = 100 + 2,6 frente a 107,4 + 5,8).

Ejemplo 12
Andlisis de transferencias de western y ensayo de sefalizacion de Luminex; G79 activa la ruta de neurotrofina

Anédlisis de transferencias de western: La activacion (fosforilacion) de los receptores de neurotrofina TrkA y TrkB se
evaluo por transferencias de western como sigue: se trataron células PC12 creciendo en placas de 24 pocillos con
medio de suero bajo (FBS al 0,5 %) para reducir el nivel basal de fosforilacion. Después de 24 horas, las células PC12
se trataron con G79 (100 ng/ml), a continuacion se recuperaron y se lisaron en 300 pl de tampodn de lisis helado (Sigma
Aldrich) a 5-15-30-60 min. Después de sonicacion, los restos celulares se retiraron por centrifugacion (14000 rpm
durante 10 min) y se cargd cantidad igual de sobrenadante (30-35 upg/pocillo) y se separaron después por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 % (PAGE) y a continuacion se electrotransfirieron sobre membranas de
PVDF. Se bloquearon las membranas por leche descremada al 5 % y a continuacién se incubaron secuencialmente
con los anticuerpos primarios [fosfo-TrkA, Tyr490 (Cell Signaling) o fosfo-TrkB, Tyr515 (NovusBiological)] 1:1000
durante toda una noche y con los anticuerpos secundarios 1:2000, durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
transferencias se procesaron de otro modo para la visualizacion por sistema de quimioluminiscencia (Amersham) y se
expusieron a pelicula Kodak para visualizar la imagen fluorografica. Como se muestra en la FIG. 6, ambos receptores
se fosforilaron ya después de 5 min.

Ensayo de sefalizacion Luminex : La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y se uso6 para realizar ensayos
de sefalizacion Luminex usando el Kit de Sefalizacion 10-Plex MAPK/SAPK-Fosfoproteina (Millipore). Esta linea
celular expresa el receptor TrkB y la ruta de sefalizacion MAPK/SAPK, tipicamente se activa por los receptores de
tirosina cinasas. Los anticuerpos de fosfoproteinas incluidos en el kit son los siguientes: ERK/MAP cinasa
(Thr185/Tyr187); STAT-1 (Tyr701); JNK (Thr183/Tyr185); MEK-1 (Ser212); ATF-2 (Thr69/71); p53 (Ser15); HSP27
(Ser78); ruta enzimatica c-Jun (Ser73); p38 (Thr180/Tyr182), cinasa p70 S6 (Thr412) ; 1kBa (Ser32) (adquirido de
Millipore).

Las células se propagaron y a continuacion se sembraron en placas de 24 pocillos (30000 células/pocillo). Después de
24 horas, se trataron las células con dos concentraciones diferentes de agonista G79 de receptor de NGF: 100 ng/ml y
20 pg/ml. Después de anadir G79 en el medio, se recogieron las células en el tampon de lisis del kit en los siguientes
puntos temporales: 30 minutos, 1 hora, 2 horas y 6 horas. El ensayo se realizé de esta forma para evaluar tanto los
efectos del tiempo como los de las dosis comparando las muestras tratadas con las células no tratadas usadas como
controles negativos (células SH-SY5Y no estimuladas). BDNF se usé como control positivo a la concentracion de 20
ng/ml, que es la mejor concentracion de trabajo conocida en la bibliografia. En la placa Luminex, cada muestra se
afadié en un pocillo por duplicado. Después de afiadir todas las muestras, se afiadieron los controles positivo y
negativo de fosforilacion, incluidos en el kit de Luminex. El tampdn de ensayo también se afiadié por duplicado, como
un control de fondo.

FIG. 7 muestra la ruta intracelular activada por la fosforilacion del receptor de tirosina cinasa (RTK). En los circulos
estan los factores activados, mientras que en los circulos grises estan los factores sometidos a prueba. Sus efectos de
la linea celular SY-SY5Y en la fosforilacion de varias rutas se evaluaron usando ensayo xMAP de Luminex. FIG. 8
muestra los niveles de activacion de las fosfoproteinas sometidas a prueba por tecnologia Luminex. Los niveles de
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activacion se expresan como intensidad de fluorescencia media (MFI). Segun se sometié a prueba por tecnologia
Luminex, ATF-2, HSP-27, JNK y STAT-1 dieron como resultado modularse y fosfoactivarse significativamente en
comparacion con el control no estimulado. FIG. 8 muestra los graficos del MFI para tratamientos tanto de G79 y como
de BDNF, a diferentes puntos temporales.

ATF-2 se activo significativamente a 6 horas después del tratamiento de G79 (20 ug/ml), en comparacion con control
no estimulado (* p < 0,05). El control de BDNF muestra activacion de ATF-2 significativa a las 2 horas después del
tratamiento (§ p < 0,05). HSP-27 se activo significativamente a 1 hora después del tratamiento con G79 (tanto a 20
mg/ml como a 100 ng/ml), en comparacién con control no estimulado (* p < 0,05). EI BDNF no activa HSP-27. JNK se
activa significativamente 6 horas después del tratamiento con G79 (tanto a 20 pg/ml como a 100 ng/ml), en
comparacion con control no estimulado (* y § p < 0,05). El control de BDNF mostré activacion de JNK significativa a las
2 horas después del tratamiento (‘ p < 0,05). STAT-1 se activé significativamente a 6 horas después del tratamiento de
G79 (20 mg/ml), en comparacion con control no estimulado (* p < 0,05). EI BDNF no activa STAT-1.

Ejemplo 13
Ensayo de union de citometria; G79 compite con NGF y BDNF para la union a receptores de neurotrofinas

Con el fin de evaluar la unién de G79 a los receptores TrkA (células PC 12) y TrkB (SH-SY5Y), los autores de la
invencion realizaron ensayos de unidén competitiva por citometria de flujo. Con el fin de evaluar la competicién de unién
entre p75 y TrkA, las células PC 12 que expresan tanto receptores TrkA como receptores p75 se cultivaron en medio
de crecimiento normal. Después de separar células con solucién de tripsina, se afiadieron 200.000 células/pocillo a
tubos para las incubaciones siguientes. Un tubo contiene células control no tratadas. En los otros tubos, las células se
preincubaron durante 45 minutos con diferentes concentraciones de NGF (0-10-20-50-100 ng/ml), que se pueden unir
directamente tanto a receptores TrkA como a receptores p75, bloqueando la posible uniéon de G79 si compiten por los
mismos receptores. A continuacion, sin lavar las células, se afiadido G79 conjugada con fluorescencia de FITC (100
ng/ml) y se incubaron las células asi durante 1 hora. Se leen las muestras en un citdmetro (FCAScan).

Para detectar la unién por separado en ambos receptores, se hizo una incubacion anterior de células (antes de
incubacién con NGF) con anticuerpos de bloqueo. Las células se preincubaron durante 1 hora con anticuerpo de
bloqueo anti-p75 (1:100; Chemicon Int.), para detectar la uniéon sobre TrkA, o con anticuerpo de bloqueo anti-TrkA
(1:200; AbCam) para detectar la unidon sobre p75. El mismo protocolo experimental se repiti6 con linea celular
SH-SY5Y para detectar la unién con TrkB y p75 sobre estas células. En este caso BDNF se usé como un competidor
para la union sobre TrkB y p75. Todos los resultados se expresan como fluorescencia de canal promedio (MCF), que
es una medida de la fluorescencia de superficie celular producida por unién G79-FITC.

FIG. 9A muestra que la sefial (MCF) decrece en presencia de concentracion creciente de NGF, lo que quiere decir que
G79 compite por la unién sobre los mismos receptores de NGF. Con el fin de evaluar la unién sobre p75, las células se
preincubaron con anticuerpo anti-TrkA, en el que se descubrié que la sefial (MCF) aun disminuye, lo que indica que
G79 se podria unir sobre el receptor p75 (FIG. 9B). Con el fin de evaluar la union sobre TrkA, la preincubacion con el
anticuerpo anti-p75 no alteré la sefial (MCF), lo que quiere decir que G79 aparentemente no compite con NGF para la
union sobre TrkA (FIG. 9C). Sin embargo, este resultado podria estar afectado por la presencia de cantidades muy
pequefias de TrkA sobre la superficie de la célula, en comparacion la presencia mucho mas alta de p75 (~ 75000
receptores por célula). De forma similar, la uniéon de G79 a TrkB se evalud usando la linea celular SH-SY5Y (FIG. 9D).
En este caso, la sefial (MCF) disminuyé en presencia de concentraciones crecientes de BDNF, lo que indica que G79
compite con BDNF para uno de sus receptores.

Ejemplo 14

Modelo in vitro de esclerosis lateral amiotréfica (ELA); G79, G80 y G81 son neuroprotectoras en el modelo in
vitro de ELA

Cultivo celular: células similares a neuronas motoras de raton NCS-34 se cultivaron en DMEM (Gibco) suplementado
con FBS inactivado con calor al 10 % y penicilina/estreptomicina al 1 %. El cultivo celular se mantiene en una
atmosfera humidificada de aire al 95 % y CO2 a 37 °C.

El estrés por deprivacion nutricional en neuronas motoras se llevé a cabo como se describe previamente en Masahito
T. et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol. 65(8):816-825 (2006). Para evaluar el efecto de la condicién de estrés tréfico en
ELA, se investigo la presencia de apoptosis usando deprivacion sérica. Las células NSC-34 se sembraron en placas
con poli-lisina de 24 pocillos a 30.000 células/pocillo y se preincubaron durante 24 horas en DMEM mas FBS al 10 %
con diversas dosis de G79, G80 y G81 (20 ng/ml, 100 ng/ml, 2 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pg/ml) y de G-CSF (2 ug/ml) o BDNF
(20 ng/ml) que se usaron ambos como controles positivos (Masahito T. et al., ibid.; Elliot J.L., Neurobiology de
Enfermedad 6: 310-320 (1999)). A continuacion, se retir6 el medio y se reemplazé con DMEM recién preparado sin
FBS. Después de 48 horas, la viabilidad celular se sometié a ensayo por ensayo MTT, como se describe previamente.

Como se muestra en la FIG. 10, G79, G80 y G81 ejercieron neuroproteccion sobre neuronas motoras expuestas a
privacion de suero. La viabilidad celular se expresa como el porcentaje relativo al control sin estrés. G79 mostro el
mejor efecto neuroprotector a la concentracion de 100 ng/ml, con un incremento significativo en la viabilidad celular en
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comparacion con estrés-Ctr (98,11 + 6,14 % frente a 69,64 + 10,12 %; aplicabilidad). También G79 mostré viabilidad
celular incrementada en comparacién con ambos controles positivos, G-CSF y BDNF, incluso si no es significativa
(viabilidad celular de G-CSF: 76,50 * 8,3 %; viabilidad celular de BDNF: 80,62 + 5,2).

Ejemplo 15

Modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE); G79 mejora el modelo animal de esclerosis
multiple (EM)

El efecto de G79 se sometid a prueba en el modelo animal de EM, la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE),
realizando un ensayo preventivo (en el que la terapia comienza en el momento de la induccién de la enfermedad) y un
ensayo curativo (en el que la terapia comienza cuando los animales estan ya sufriendo la enfermedad). Se inmunizaron
ratones C57BL/6 hembra de Harlan (8-12 semanas de edad) por via subcutanea en ambas almohadillas traseras con
300 ug del péptido glucoproteico oligodendrocitico de mielina (MOG) 35-55 (Spikem, Firenze) emulsionado con 50 ug
de Mycobacterium tuberculosis (cepa H37Ra; Difco, Detroit, MI) en coadyuvante de Freund incompleto (IFA) como se
describe previamente en Palacios et al., 2007. A los ratones se les inyecté por via intraperitoneal con foxina pertusica
(Sigma) (500 ng) en el momento de la inmunizacién y 2 dias después. Los animales se pesaron y se inspeccionaron en
busca de signos clinicos de enfermedad diariamente por un observador ciego. La gravedad de la enfermedad EAE se
evalué durante 30 dias de acuerdo con la siguiente escala: 0 = normal; 0,5 = flojedad de rabo leve; 1 = flojedad de rabo;
2 = paraparesia leve de los miembros traseros, marcha inestable; 3 = paraparesia moderada, movimientos voluntarios
aun posibles; 4 = paraplejia o tetraparesia; 5 = estado moribundo Al final del estudio, los ratones se anestesiaron y se
perfundieron intracardialmente con 4 % de paraformaldehido en tampén fosfato 0,1 M (pH 7,6). Los cerebros, las
médulas espinales y los bazos se diseccionaron y bien se fijaron o bien se congelaron hasta su uso. Ademas se obtuvo
suero de todos los animales incluidos en el estudio. Este procedimiento se aprobé por el Comité de Cuidado Animal de
la Universidad de Barcelona.

Dos experimentos diferentes se realizaron para evaluar tanto el efecto preventivo como el efecto curativo de G79, en
comparacion con otros farmacos que tienen como objetivo ruta neurotrofinica (amida gambdgica y xaliprodeno) o con
uno de la terapia de primera linea para el tratamiento de EM, es decir, acetato de glatiramero.

Para el ensayo preventivo, 10 animales se trataron con inyeccion intraperitoneal de G79 a la concentracion de 40
mg/kg, 10 animales se trataron con inyeccion intraperitoneal de G79 a la concentracion de 100 mg/kg, 10 animales se
trataron con inyeccion intraperitoneal de amida gambdgica a la concentracion de 2 mg/kg, 10 animales se trataron con
la administracion oral de xaliprodeno a la concentracion de 10 mg/kg. Como tanto amida gambdgica como xaliprodeno
se diluyeron con diferentes porcentajes de DMSO, 5 animales se trataron con inyeccion intraperitoneal de placebo
(solucion fisiolégica mas DMSO al 1 %) y otros 5 animales se trataron con placebo oral (solucion fisiologica mas DMSO
al 2,5 %), respectivamente.

Se realizaron los tratamientos diariamente, comenzando después del dia de la inmunizacion.

Para el ensayo curativo, para reducir la discrepancia entre la administracion oral y la inyeccion intraperitoneal, como el
estrés puede afectar profundamente el desarrollo de las lesiones clinicas en animales, todos los tratamientos se
llevaron a cabo por inyecciones intraperitoneales. Para este estudio, se trataron 8 animales con G79 a la concentracion
de 40 mg/kg, 8 animales se trataron con G79 a la concentracion de 100 mg/kg, 8 animales se trataron con amida
gambadgica a la concentracion de 2 mg/kg, 8 animales se trataron con xaliprodeno a la concentracion de 10 mg/kg, 8
animales se trataron con acetato de glatiramero a la concentracion de 5 mg/kg, 8 animales se trataron con placebo
(solucion fisioldgica mas DMSO al 2,5 %). Se realizaron los tratamientos diariamente comenzando después del
aumento de la puntuacion clinica a puntuacion 2 (después del segundo dia a esta puntuacion).

FIG. 11Ay FIG. 11B muestran los resultados de la aplicacion preventiva de G79 en el modelo in vivo de EM (terapia de
aparicion en el mismo dia de la induccion de enfermedad). Los graficos muestran la puntuacion clinica de los ratones
afectados por EAE y tratados con diferentes farmacos desde el dia de la inmunizacion. En la FIG. 11A, los animales
tratados con G79 muestran un retraso en la presencia de la enfermedad, aunque no significativo. En particular, la
concentracion de 100 mg/kg fue mas eficaz en retrasar la enfermedad. Ademas, la puntuacion clinica final, en el dia
30°, de los animales tratados con 100 mg/kg de G79 fue mas baja en comparacién con animales tratados con placebo.

FIG. 12 muestra los resultados del ensayo curativo. G79 a la dosis de 100 mg/kg, muestra el mejor efecto terapéutico
en mejorar la puntuacion clinica. En particular G79 , en comparacion con placebo, disminuy6 la puntuacion clinica
significativamente, entre el dia 16°y 23° (16° dia: puntuacion de G79 2,8 + 1,2 frente a puntuacion de placebo 4 + 0,7,
p=0,01; dia 19°: puntuacién de G79 1,75 % 1 frente a puntuacion de placebo 3,3 + 0,5, p = 0,003; puntuacion de G79
1,6 = 0,8 frente a puntuacion de placebo 2,8 + 0,8). También 100 mg/kg de G79 ejercieron un mejor efecto terapéutico
en comparacion con los otros tratamientos sometidos a prueba (amida gambodgica, xaliprodeno, acetato de
glatiramero).

Ejemplo 16

Modelos de neuroinflamaciéon in vitro; G79 reduce neuroinflamacion en un modelo in vitro de
neuroinflamacion
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La inflamacién cerebral es un procedimiento comin en muchas enfermedades neuroldgicas y es prominente en el
caso de EM. Con el fin de evaluar el efecto de G79 en la inflamacion cerebral, su efecto se sometié a prueba en un
modelo in vitro de neuroinflamacion usando cultivos cerebelosos organotipicos puestos a prueba con endotoxina. En
primer lugar, el efecto de G79 se sometio a prueba en la induccion de la enzima iNOS, que producen el 6xido nitrico y
promueve la inflamacién. Como se muestra en la FIG. 13, G79 disminuyo la expresion de iINOS. Las muestras
pretratadas con G79 mostraron una disminucion en la expresion de iINOS 24 horas después de la exposiciéon con LPS,
en comparacion con las muestras pretratadas con placebo.

Con respecto al efecto de G79 en la liberacion de citocinas proinflamatorias, los niveles de TNFa y IL-1 se sometieron
a prueba en los sobrenadantes de cultivos cerebelosos organotipicos puestos a prueba con LPS. FIG. 14A muestra la
produccion de TNFa en cultivos cerebelosos organotipicos. La produccion de TNFa se redujo a 6 y 12 horas en cultivo
organotipico pretratado con G79 en comparacion con placebo. FIG. 14B muestra la produccién de IL-18 en cultivo
organotipico cerebeloso. El pretratamiento con G79 no afecto a la liberacion de IL-18.

Modelo in vitro de neuroinflamacioén en cultivo de cortes organotipicos cerebelosos: se decapitaron ratones neonatos
(dia 8 después del nacimiento (P8) ) después de inyeccion IP anestésica y los cerebros completos se retiraron de
forma aséptica. El cerebelo se separd del resto del cerebro y se dispuso en una placa de vibratomo metalica. Una vez
que el cerebelo se une a la superficie de la placa, se cortaron secciones sagitales de 400 pm usando el vibratomo. Los
cortes se transfirieron después con una pipeta Pasteur de plastico a una placa de cultivo celular que contiene un medio
de cultivo organotipico (CO- al 5 % en medio basal al 50 % con sal de Earle, solucién de sal tamponada de Hank al
25 %, suero de caballo inactivo al 25%, 5 mg/ml de glucosa, L-glutamina 0,25 mM y 25 pg/ml de
penicilina/estreptomicina). Después de separar y aislar cada corte, los cortes cerebelosos se transfirieron a
continuacion a placas de 6 pocillos (3 cortes para cada pocillo) que contenian un inserto de placas de cultivo de 30 mm
con poros de 0,4 ym (Millipore) y 1 ml de medio de cultivo completo, preacondicionado por incubacion durante al
menos 2 horas a 37 °C y se afiadiéo CO- al 5 % en cada pocillo a continuacion del inserto. Se mantuvieron las placas de
seis pocillos a 37 °C y en CO; al 5 % y la mitad del medio se reemplaz6 cada 2 dias. Todos los experimentos se
realizaron después de 1 semana de cultivo en tales condiciones.

Después de una semana de cultivos cerebelosos organotipicos, el medio de cada pocillo se reemplazé con medio
recién preparado y G79 (100 ng/ml) o se afadié placebo (solucion fisiologica) a los pocillos y se mantuvieron en
incubacion durante 1 hora. A continuacion se afiadié lipopolisacarido (LPS) (15 pg/ml) y se mantuvo en incubacioén. Se
recuperaron cortes y medio de cultivo organotipico en diferentes puntos temporales: 0 horas, 1 hora, 3 horas, 6 horas,
12 horas, 24 horas y 48 horas. Para cada punto temporal, se obtuvieron cortes de control no tratado, cortes tratados
con LPS/placebo y cortes tratados con LPS/G79. Se recogieron cortes en tres experimentos diferentes para extraccion
de ARN. Para este propésito, se recuperaron cortes directamente en tampon de lisis de ARN (Qiagen) y se congelaron
a -20 ° en el mismo tampdén. En los ofros tres experimentos diferentes, se recuperaron cortes para
inmunofluorescencia y se fijaron en paraformaldehido al 4 % (PFA) durante 45 minutos a temperatura ambiente. En
todos los experimentos, se recogié el medio de cultivo organotipico y se almacen6 a -20 ° para ensayo de ELISA.

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real: Cortes organotipicos recogidos del experimento de
estimulacion de LPS se homogeneizaron en tampoén de lisis de ARN. Se extrajo el ARN total usando el sistema de
aislamiento Mini Kit RNeasy (Qiagen, Chatwworth, CA), que incluye tratamiento de ADNasas usando el conjunto de
ADNasas libre de ARNasas (Quiagen). EI ARN total (35 pg) se sometié a transcripcién reversa usando el sistema de
transcripcion reversa (kit de archivo de ADNc de capacidad alta; Applied Biosystems, Foster City, CA). La reaccion a
tiempo real se llevo a cabo a 25 °C durante 10 minutos, seguida de a 37 °C durante 2 horas y finalmente se almacend
a4 °C. Los cebadores y sondas de TagMan marcadas con fluorescencia especificos de objetivo pueden adquirirse de
Applied Biosystems (ensayos de expresion génica de TagMan). El cebador se usé para el gen de iNOS. Se uso la
mezcla maestra TagMan Universal (Applied Biosystems). Se realiz6 amplificacion de ADN complementario en un
sistema en tiempo real DNA Engine Opticon 2 (MJ Research, Watertown, MA) usando 0,9 uM para cada cebador y
0,25 uM para la sonda y 20 ng de ADN complementario. Las condiciones de reaccién fueron como sigue: 2 minutos
iniciales a 50 °C, seguidos de 10 minutos a 95 °C y 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C. Cada muestra
se sometid a ello por triplicado y en cada placa el objetivo y el control endégeno se amplificaron en el mismo pocillo.
También se cuantifico la expresion del gen sometido a prueba en relacion al nivel del gen constitutivo GAPDH.

Ensayo de ELISA: Los sobrenadantes de medios de cultivo organotipico cerebelosos se usaron para someter a
ensayo la produccion de citocinas tales como IL-1-f y TNF-a por ELISA. Para IL-1-B, se us6 kit de Quantikine
Immunoassay IL-1- (R&D System) y para TNF-a se uso el kit de Desarrollo de ELISA para TNF-a de ratén (Peprotec).
Todos los ensayos de ELISA se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 17
Transporte a través de la barrera hematoencefalica (BBB)

La capacidad de los compuestos G79, G80 y G81 para atravesar la barrera hematoencefalica se sometié a prueba
usando dos modelos in vitro. El transporte pasivo se sometié a prueba usando el modelo de PAMPA (Ensayo de
Permeabilidad de Membrana Artificial Paralelo) y el transporte activo se sometio a prueba usando un modelo in vitro de
la BBB por co-cultivo de BBEC y de astrocitos. Como resultado, se descubrié que G79 era incapaz de cruzar la BBB en
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el modelo de PAMPA en comparacion con otros farmacos con una buena capacidad para cruzar en el modelo de
PAMPA, tales como propanolol y carbamazepina (permeabilidad eficaz (pe) de propanolol = 11,5; pe de
carbamazepina = 10,3; pe de G79 =0 x 10 cm/s). Por el contrario, en el modelo de células in vitro de la BBB, las tres
molééculas presentaron cruce de medio a alto de la BBB por transporte activo (pe G79 = 4,1; pe G80 = 2,8; pe G81 = 2,1
x 0™ cm/s).

Ensayo de permeabilidad de membrana artificial paralela (PAMPA): PAMPA se usa como un modelo in vitro de
permeabilidad de BBB pasiva. Una membrana artificial inmovilizada sobre un filtro se sitia entre un compartimento
donante y un compartimento aceptor. En el comienzo de la prueba, un farmaco se introduce en el compartimento
donante. Después del periodo de permeacion, la concentracion del farmaco en los compartimentos donante y aceptor
se mide usando espectroscopia de UV. Por lo tanto la permeabilidad de cualquier compuesto con un croméforo UV se
puede determinar por este procedimiento.

Las soluciones de reserva del compuesto sometido a prueba se diluyeron 200 veces en tampdn universal a pH 7,4 y se
afadieron a los pocillos de donante. El filtro de membrana se revistié con PBL en dodecano y el pocillo de aceptor se
cargo6 con tampon de pH 7,4. La placa de filtro aceptora se puso cuidadosamente sobre la placa donante para formar
un 'emparedado’ (que consiste en el donante acuoso con realizacion de prueba del compuesto en la parte inferior, una
membrana lipidica artificial en la mitad y un aceptor acuoso en la parte superior). El compuesto de prueba difundio
desde el pocillo de donante a través de la membrana lipidica y dentro del pocillo aceptor. El 'emparedado’ se dejé
reposar durante 18 horas mientras tuvo lugar la permeacion. La concentracion del compuesto de prueba en el aceptor,
el donante y los pocillos de referencia se determind usando el lector de placas de UV. La permeabilidad efectiva (Pe)
de cada compuesto se calculé usando el programa informatico plON PSR4p. Se analizaron las muestras por triplicado
y se comunicé el promedio de los tres funcionamientos. Los estandares de control de calidad se realizaron con cada
conjunto de muestras para monitorizar la consistencia del conjunto de analisis.

Modelo celular in vitro de transporte a través de la barrera hematoencefalica (BBB): el modelo celular in vitro se
establecié usando un cocultivo de células endoteliales de la barrera hematoencefalica (BBEC) y de astrocitos de ratas
recién nacidas. En resumen, antes del cocultivo de células (placas Transwell de 24 pocillos de policarbonato con un
area de superficie de 0,33 cm? y un tamafio de poro de 0,4 um, Corning Costar), la superficie superior de los insertos
de placa se revistid con colageno tipo IV y fibronectina. A continuacion, los insertos se colocaron boca abajo en una
placa de Petri grande y se colocaron 40 pl de una suspension (que contiene aproximadamente 45,000 astrocitos)
sobre el fondo de cada filtro. La placa de Petri se colocé en un incubador durante 1 hora y se afadieron 40 yl de DMEM
+ S recién preparado a la parte inferior de cada filtro cada 15 minutos. Las inserciones se transfirieron después de
nuevo dentro de la placa y se incubaron a 37 °C, CO, al 5 % durante tres dias. Después de este tiempo, 2 horas antes
de sembrar las BBEC, se reemplaz6 el medio por DMEM + S suplementado con 125 pg/ml de heparina. Dos horas
después, las células se sembraron en las inserciones (45.000 células por filtro). La placa se mantuvo en la incubadora
a 37 °C, CO; al 5 % durante tres dias mas. Después de tres dias de cocultivo, el medio se reemplazé por DMEM + S
suplementado con AMPc y RO-20-1724 y se mantuvo a 37 °C y COz al 5 %. En el dia 8 de cocultivo, las medidas de
resistencia eléctrica transendotelial (TEER) mostraron que el sistema estaba preparado para estudios de transporte.
Para validar la madurez del modelo, el mismo dia del experimento, se realizaron ensayos de permeabilidad en paralelo
con amarillo Lucifer (LY) como marcador de la integridad de la barrera in vitro. Durante el ensayo de permeabilidad, las
muestras se co-incubaron con LY a una concentracion de 20 yM para evaluar la integridad de la monocapa celular
durante el ensayo.

La TEER se determiné usando un sistema Millicell ERS de ohmimetro (MERS 000 01, Millipore). Las medidas de TEER
confirman la formaciéon de una BBB in vitro funcionalmente intacta en el dia 8 de cocultivo. Los valores de TEER
representan la tension o integridad de la BBB in vitro. El valor de TEER (media + D.E.) para todos los pocillos era 141
+57 ohmios/cm?.

Papp = (dQ/dt) * (1/A) * (1/Co) (cm/s) 1)

En la ecuacion (1) anterior, (dQ/dt) es la cantidad del compuesto presente en el compartimento aceptor en funcién del
tiempo (nmol/s), A es el area del inserto (cm?) y Co es la concentracion inicial del compuesto aplicada al
compartimento donante (nmol/ml).

Durante los estudios de transporte, los compuestos se co-incubaron con LY (20 pM) con el fin de garantizar la
integridad de la membrana celular durante el ensayo de transporte.

Habiendo descrito completamente ahora esta invencion, se entendera por aquellos expertos en la técnica que la
misma se puede llevar a cabo dentro de un intervalo amplio y equivalente de condiciones, formulaciones y otros
parametros sin afectar el ambito de la invencion o cualquier modo de realizacién de la misma.

Otros modos de realizacién de la invencién seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la consideracion
de la memoria descriptiva y de la practica de la invencion divulgada en el presente documento. Se pretende que la
memoria descriptiva y los ejemplos se consideren como ejemplares Unicamente, con un verdadero alcance de la
invencion que esta indicado en las siguientes reivindicaciones.
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1. Un compuesto que tiene la Férmula Il

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que

5 R+ es fenilo sustituido con halégeno o trifluorometilo y ademas opcionalmente sustituido con uno o dos sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alquilo C+.6, alcoxi (C1.6) y haloalquilo (C1); ¥

R2 es 2-oxo-pirrolidin-1-ilmetilo o sulfamoilfenilo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que Ry es fluorofenilo y Rz es segun se define en la reivindicacion 1,
preferentemente en el que R1 es 2-fluorofenilo.

10 3. El compuesto de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que Rz es 4-sulfamoilfenilo.

4. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la Férmula 11l
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15 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, o una sal farmacéuticamente aceptable, para su uso
como un medicamento.

6. Una composicion farmacéutica, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto
de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

20 7. El compuesto de la reivindicacion 5 o una composicion farmacéutica de la reivindicacién 6 para su uso como un
medicamento Util en la prevencion o el tratamiento de la muerte o del dafio de células nerviosas; la regeneracion de las
células nerviosas o en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad neurolégica o psiquiatrica.

8. El compuesto para el uso de la reivindicacion 5, en el que el medicamento es un farmaco neuroprotector o un
farmaco neuropotenciador; o un farmaco neurorregenerador o un inmunomodulador.

25 9. El compuesto para el uso de la reivindicacién 5 o una composicién farmacéutica de la reivindicacion 6, en el que el
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medicamento o composicion farmacéutica es util en la prevencién o tratamiento de una enfermedad seleccionada de:
enfermedades neuroldgicas, preferentemente trastornos neurodegenerativos, tales como esclerosis lateral amiotréfica
(ELA), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington,
demencia con cuerpos de Lewy, atrofia muscular espinal; inflamacién nerviosa, tal como esclerosis multiple o
neuromielitis 6ptica; trastorno depresivo principal, esquizofrenia, glaucoma, neuropatia periférica, tal como neuropatia
diabética o neuropatia asociada al SIDA; y cancer, tal como glioblastoma, astrocitoma, meduloblastoma, neurinoma,
neuroblastoma, meningioma, cancer de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de proéstata, leucemia,
leucemia linfocitica aguda, osteosarcoma, carcinoma hepatocelular, carcinoma ovarico, adenocarcinoma pulmonar y
carcinoma esofagico.

10. El compuesto para el uso de la reivindicaciéon 5 o una composicién farmacéutica de la reivindicacion 6, en el que el
medicamento o composicion farmacéutica tiene una combinacién de efectos neuroprotectores e inmunomoduladores.

11. Uso del compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 como un principio activo en la fabricacion de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de la muerte o el dafio de células nerviosas, o un medicamento
neuroprotector; o un medicamento para la regeneracion de las células nerviosas; o un medicamento para la
prevencion o el tratamiento de una enfermedad neuroldgica o psiquiatrica; o un farmaco neurorregenerativo; o un
inmunomodulador; o un medicamento que tiene una combinaciéon de efectos neuroprotectores e inmunomoduladores;
o un farmaco neuropotenciador.

12. Uso del compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 como un principio activo en la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o tratamiento de una enfermedad seleccionada de: enfermedades neuroldgicas,
preferentemente trastornos neurodegenerativos, tales como esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington, demencia con cuerpos de
Lewy y atrofia muscular espinal; inflamacién nerviosa, tal como esclerosis multiple o neuromielitis dptica; trastorno
depresivo principal, esquizofrenia, glaucoma, neuropatia periférica, tal como neuropatia diabética o neuropatia
asociada al SIDA; y cancer, tal como glioblastoma, astrocitoma, meduloblastoma, neurinoma, neuroblastoma,
meningioma, cancer de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de prostata, leucemia, leucemia linfocitica
aguda, osteosarcoma, carcinoma hepatocelular, carcinoma ovarico, adenocarcinoma pulmonar y carcinoma
esofagico.

13. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para su uso en un procedimiento para estimular la actividad del factor de crecimiento nervioso, o de un receptor del
factor de crecimiento nervioso, o en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad que responde a la
estimulacién de la actividad del factor de crecimiento nervioso, o de un receptor del factor de crecimiento nervioso, en
un mamifero que padece ausencia de estimulaciéon del mismo.

14. El compuesto para el uso de la reivindicacién 13, en el que el receptor del factor de crecimiento nervioso es
receptor TrkA o receptor p75.

15. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para su uso en un procedimiento para estimular la actividad del factor neurotrofina, o de un receptor del factor
neurotrofina, o en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad que responde a la estimulacién de la actividad
del factor neurotrofina, o de un receptor del factor neurotrofina, en un mamifero que padece ausencia de estimulacion
del mismo.

16. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para su uso en un procedimiento para estimular la actividad del factor neurotréfico derivado del cerebro, o de un
receptor del factor neurotréfico derivado del cerebro, o en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad que
responde a la estimulacién de la actividad del factor neurotréfico derivado del cerebro, o de un receptor del factor
neurotréfico derivado del cerebro, en un mamifero que padece ausencia de estimulacion del mismo.

17. El compuesto para el uso de la reivindicacion 16, en el que el receptor del factor neurotréfico derivado del cerebro
es receptor TrkB o receptor p75.

18. Un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica, que comprende mezclar una cantidad eficaz de un
compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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