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DESCRIPCION
Derivados de benzoquinona para el tratamiento de enfermedades oculares mitocondriales
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a derivados de benzoquinona que son eficaces como moduladores de la funcidn
mitocondrial y como tales son utiles para el tratamiento de estados patolégicos en los que esta afectada la funcion
mitocondrial.

Antecedentes de la invencion

Las mitocondrias, descritas a veces como “plantas de energia celulares” debido a que generan la mayor parte del
suministro celular de adenosina trifosfato (ATP), son esenciales para la vida de los eucariotas. Ademas de
suministrar la energia celular, las mitocondrias también estan implicadas en una gama de otros procesos, tales como
sefializacion, diferenciacion celular, muerte celular, asi como el control del ciclo celular y el crecimiento celular. Se
han implicado las mitocondrias en varias enfermedades humanas, incluyendo trastornos mitocondriales y disfuncion
cardiaca y pueden desempeiiar un papel en el proceso de envejecimiento.

Con su lugar central place en el metabolismo celular, la disfuncion mitocondrial es un factor importante en una
amplia gama de enfermedades humanas.

Chrysostomou et al. (Chrysostomou V, Trounce IA, Crowston JG. Ophthalmic Res. 2010; 44(3): 173-8) sugirieron
que la disfuncion mitocondrial, heredada o como causa o consecuencia de lesién, vuelve células oculares (en
particular células ganglionares de la retina) sensibles a la degeneracién. Los enfoques terapéuticos que seleccionan
como diana las mitocondrias deben proporcionar por tanto un medio general de protecciéon de células ganglionares
de la retina y el cristalino frente a la degeneracion, independientemente de la etiologia de la enfermedad.

Asi, los compuestos que puedan proteger o recuperar la funcién mitocondrial en el ojo deben ser utiles como
agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades asociadas con funcién mitocondrial afectada en el ojo.
Tales enfermedades pueden ser, por una parte, trastornos mitocondriales genéticos del ojo, es decir indicaciones
oftalmoldgicas tales como neuropatia optica hereditaria de Leber (NOHL), atrofia optica autosémica dominante
(AOAD), o indicaciones oftalmolégicas que presentan disfuncién mitocondrial tales como degeneracion macular,
glaucoma, retinopatia, cataratas, drusas del disco &ptico (DDO). Ademas, algunos trastornos mitocondrial-
neurodegenerativos genéticos, que podrian no ser enfermedades oftalmolégicas per se, tales como MELAS
(miopatia mitocondrial, encefalomiopatia, acidosis lactica, sintomas similares a un accidente cerebrovascular),
EMFRR (epilepsia mioclonica con fibras rojas rasgadas), EMNGI (encefalomiopatia mioneurogastrointestinal),
sindrome de Kearns-Sayre, deficiencia de CoQ10, o deficiencias de complejo mitocondrial (es decir deficiencia de
complejo I, II, 1, IV, V, y OEPC) pueden mostrar facilmente una componente oftalmoldgica entre sus diversos
sintomas y también se encuentran por tanto dentro del alcance de las enfermedades mencionadas anteriormente
asociadas con una funcién mitocondrial afectada.

Ademas, los trastornos mitocondriales se presentan a menudo como trastornos neuroldgicos, pero también se
manifiestan como trastornos multisistémicos, incluyendo miopatia, diabetes, endocrinopatia multiple, o una variedad
de ofras manifestaciones sistémicas. Estos trastornos pueden estar provocados por mutaciones de ADN
mitocondrial, por mutaciones de genes nucleares que codifican directamente para enzimas de fosforilacion oxidativa
y por defectos en genes nucleares que son generalmente importantes para la funcién mitocondrial. También pueden
interaccionar influencias ambientales con predisposiciones hereditarias y provocar enfermedad mitocondrial. Por
ejemplo, existe una fuerte vinculacidon entre la exposicidon a pesticidas y la posterior aparicion de enfermedad de
Parkinson. Otras numerosas patologias que implican disfuncion mitocondrial incluyen esquizofrenia, trastorno
bipolar, epilepsia, accidente cerebrovascular y autismo (Jou et al. Chang Gung Med J. 2009; 32(4):370-9), demencia,
enfermedad de Alzheimer, de Parkinson y de Huntington (Yang et al. DNA Repair (Amst). 2008; 7(7): 1110-20),
enfermedad cardiovascular (Puddu et al. J Biomed Sci. 2009; 16:1 12), tumores malignos (Singh & Kulawiec;
Methods Mol Biol. 2009; 471: 291-303), retinitis pigmentosa, sindrome metabdlico, anorexia, obesidad y diabetes
mellitus (Burchell et al. Expert Opin Ther Targets 2010; 14(4):369-85; Pieczenik & Neustadt Exp Mol Pathol. 2007;
83(1):84-92).

La esclerosis multiple es la enfermedad neurolégica no traumatica mas comun en adultos jovenes, con una
prevalencia de 1:1000 en el norte de Europa y Norteamérica (Compston A Int MS J. 2003. 10:29-31). En primer
lugar, el transcurso de la enfermedad es generalmente episddico; los agravamientos estan seguidos por periodos de
remision que se caracterizan por infiltracion focal de leucocitos y desmielinizaciéon en la materia blanca.
Gradualmente, la enfermedad se vuelve mas progresiva, en las que la desmielinizacién de la materia gris y la
degeneracion axonal en la materia blanca se vuelve mas prominente (Hafler DA J. Clin. Invest. 2004; 1 13:788-794).
Las terapias disponibles son principalmente inmunomoduladoras, que son eficaces en la reduccion del nimero de
recaidas. Sin embargo, la progresion de la enfermedad, permanece inalterada mediante estas terapias (Filippini G et
al. Lancet 2003; 361: 545-552), demostrando la necesidad de estrategias terapéuticas novedosas orientadas hacia
la neuroproteccion.
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Se cree que uno de los defectos subyacentes criticos de estos trastornos es la deficiencia de mitocondrias dafiadas
para proporcionar suficiente energia como para permitir las funciones celulares normales y/o su caracteristica de
generar estrés oxidativo en exceso. Como consecuencia de esta privacion de energia y dafio macromolecular, las
células mueren. Esto afecta a su vez a la funcién tisular y provoca patologias. Esta relacion es mas obvia en
trastornos mitocondriales que se caracterizan por patologias en tejidos con alta demanda de energia tales como
cerebro y células musculares, en los que la pérdida de células o la funcion celular afectada en estos tejidos esta
vinculada intimamente con el fenotipo del paciente.

Aunque existen multiples enfoques terapéuticos para las indicaciones enumeradas anteriormente, sin embargo, sélo
unos cuantos de ellos abordan la disfuncion mitocondrial subyacente. Por tanto, todavia existe la necesidad de
enfoques terapéuticos novedosos para tratar trastornos provocados por mitocondrias afectadas.

El documento WO-A-2006130775 describe un intento por tratar o suprimir enfermedades mitocondriales mediante la
modulacién de biomarcadores de energia tales como los niveles de acido lactico, los niveles de NAD, NADP, NADH
y NADPH, y parametros del citocromo C. Los compuestos dados a conocer en la solicitud se han sometido a prueba
para determinar su capacidad para rescatar fibroblastos dérmicos humanos de pacientes con AF del estrés
oxidativo. Sin embargo, no se representan los datos en la solicitud.

El documento EP-A-0201196 se refiere a derivados de benzoquinona que pueden usarse en la profilaxis y el
tratamiento de enfermedades isquémicas tales como apoplejia cerebral o enfermedades alérgicas basandose en su
actividad inhibidora postulada de la generacion y liberacién de SRS-A.

K. Okamoto et al. comentan la sintesis, el metabolismo y las actividades bioldgicas in vitro de compuestos
relacionados con 6-(10-hidroxidecil)-2,3-dimetoxi-5-metil-1,4-benzoquinona en Chem. Pharm. Bull. 36(1), 178-189
(1988).

D. Y. QOuveau et al. prepararon e investigaron analogos de mitoQ e idebenona para definir los elementos
estructurales que soportan el consumo de oxigeno en la cadena respiratoria mitocondrial en Bioorg. Med. Chem. 18
(2010), 6429-6411.

El documento JP-A-58077839 da a conocer 6-(10-hidroxidodecil)-2,3-dimetoxi-5-metil-1,4-benzoquinona como
agente terapéutico para hipertensiéon maligna y trastorno cerebrovascular.

Es el objeto de la presente invencion proporcionar un tratamiento terapéutico novedoso para estados patolégicos en
los que esté afectada la funcién mitocondrial.

De manera sorprendente, se ha encontrado que derivados de benzoquinona segun la férmula (I) mostrada a
continuacién proporcionan una solucion al objeto de la presente invencion.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a derivados de benzoquinona segun la férmula (1)

0

R* R’

R® R?
° 0

en la que R' R? R® y R* se definen como a continuacion para su uso en el tratamiento de trastornos en los que esta
afectada la funcién mitocondrial.

Los derivados de benzoquinona de férmula (I) son particularmente utiles en el tratamiento de enfermedades
mitocondriales.

Las enfermedades mitocondriales se seleccionan de neuropatia optica hereditaria de Leber (NOHL), atrofia 6ptica
autosomica dominante (AOAD), degeneracion macular, glaucoma, retinopatia, cataratas y drusas del disco dptico
(DDO).

La presente invencion se refiere ademas a un método para tratar trastornos en los que esta afectada la funcion
mitocondrial, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de un compuesto segun la férmula (I) a un
sujeto que lo necesita.

En una realizacién preferida, el sujeto es un mamifero, mas preferiblemente un ser humano.
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra el efecto protector del compuesto IA en células RGC-5 como modelo in vitro de la disfuncion

mitocondrial en células oftalmoldgicas, 1 dia después de la exposicidn a rotenona.

La figura 2 muestra la comparacion del compuesto |IA y propentofilina sobre la supervivencia celular de células RGC
en respuesta a la afectacion mitocondrial por rotenona. Aunque la proteccién celular por propentofilina no fue

significativa (p>0,05), el efecto del compuesto IA fue altamente significativo (p=0,0005).

La figura 3 muestra el efecto del pretratamiento con el compuesto IA sobre la agudeza visual en un modelo de ratén

in vivo para trastornos oculares caracterizados por disfuncion mitocondrial.
Descripcion detallada de la invencidon
La presente invencion se refiere a un compuesto representado por la siguiente férmula

o
H,CO (CH,);(OH

H,CO CH,
(o]

y tautdmeros, solvatos o sales farmacéuticamente aceptables del mismo,

para su uso en el tratamiento oral de una enfermedad mitocondrial seleccionada del grupo que consiste en
neuropatia optica hereditaria de Leber (NOHL), atrofia 6ptica autosémica dominante (AOAD), degeneracion macular,

glaucoma, retinopatia, cataratas y drusas del disco éptico (DDO).

En una realizacion preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o siguientes, el

compuesto esta representado por la siguiente férmula

o)
H,CO (CH,)10OH

H,CO CH,

o]
es decir, el compuesto es idebenona.

En una realizacién preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o siguientes, la
enfermedad mitocondrial se selecciona del grupo que consiste en neuropatia optica hereditaria de Leber (NOHL),

atrofia dptica autosémica dominante (AOAD), degeneracion macular y glaucoma.

En una realizacion preferida en combinacidon con cualquiera de las realizaciones anteriores
enfermedad mitocondrial es neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (NOHL).

En una realizacion preferida en combinacion con cualquiera de las realizaciones anteriores
enfermedad mitocondrial es atrofia éptica autosémica dominante (AOAD).

En una realizacion preferida en combinacion con cualquiera de las realizaciones anteriores
enfermedad mitocondrial es degeneraciéon macular.

En una realizacion preferida en combinaciéon con cualquiera de las realizaciones anteriores
enfermedad mitocondrial es glaucoma.

En una realizacion preferida en combinaciéon con cualquiera de las realizaciones anteriores
enfermedad mitocondrial es retinopatia.

En una realizacion preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o
enfermedad mitocondrial es cataratas. En otras palabras, la enfermedad es la formacién de cataratas.

En una realizacién preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o

enfermedad mitocondrial es drusas del disco 6ptico (DDO).

siguientes,

siguientes,

siguientes,

siguientes,

siguientes,

siguientes,

siguientes,

la
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En otra realizacion, la presente invencion se refiere a derivados de benzoquinona segun la férmula (1)

o)
R* R’

rR® R?
)

y los enantiémeros, tautdmeros, solvatos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,
en la que

a) R'es un sustituyente representado por la formula (11):

OH
- (CHz)?_/Y
6

R* R an

en la que
R® y R® son ambos atomos de hidrégeno, o
R® es un atomo de hidrégeno y R® es un grupo etilo, o
R® y R® son ambos grupos metilo,
R? es un grupo metilo,
R®es un grupo metoxilo, y
R* es un grupo metoxilo;

para su uso en el tratamiento de trastornos en los que esta afectada la funcién mitocondrial, en particular en el
tratamiento de trastornos mitocondriales.

En una realizacion preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o siguientes, la
enfermedad mitocondrial se selecciona del grupo que consiste en neuropatia optica hereditaria de Leber (NOHL),
atrofia Optica autosomica dominante (AOAD), degeneracién macular, glaucoma, retinopatia, cataratas, drusas del
disco optico (DDO).

En una realizacion preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o siguientes, el
compuesto es un compuesto de férmula (1), en la que

R"es un sustituyente representado por la férmula (11):

OH
o (CHz)T—_/X
(]

R® R i

en la que

R® y R® son ambos atomos de hidrégeno,
R? es un grupo metilo,
R®es un grupo metoxilo, y

R* es un grupo metoxilo.
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En una realizacién preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o siguientes, el
compuesto es un compuesto de férmula (1), en la que

R' en formula (I) es un sustituyente representado por la formula (11):

OH
——(Cth—/>(
. 6

R™ R 0

en la que

R® es un atomo de hidrégeno y R® es un grupo etilo,
R? es un grupo metilo,
R®es un grupo metoxilo, y
R*es un grupo metoxilo.

En una realizacién preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o siguientes, el
compuesto es un compuesto de férmula (1), en la que

R" en formula (I) es un sustituyente representado por la féormula (11):

OH
— (CHz):t_/Y
R° R®

en la que

(n

R® y R® son ambos grupos metilo,

R? es un grupo metilo,

R®es un grupo metoxilo, y

R*es un grupo metoxilo.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto representado por la siguiente férmula

o)
H,CO (CHy)4oOH

H,CO CH,
o .
y tautdmeros, solvatos o sales farmacéuticamente aceptables del mismo,

para la preparacién de un medicamento para el tratamiento oral de una enfermedad mitocondrial seleccionada del
grupo que consiste en neuropatia optica hereditaria de Leber (NOHL), atrofia 6ptica autosémica dominante (AOAD),
degeneracion macular, glaucoma, retinopatia, cataratas y drusas del disco 6ptico (DDO).

En otra realizacion, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto segun la férmula general (1)
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en la que R' a R* se definen como anteriormente para la preparacion de un medicamento en el tratamiento de
enfermedades mitocondriales.

En una realizacion preferida en combinacion con cualquiera de las reallzacmnes anterlores y a continuacion, se usan
compuestos segun la formula (I) en los que R representa la féormula (1) y R? a R® se definen como anteriormente.
Mas preferiblemente, R’ representa la formula (Il) y R® y R® representan ambos atomos de hidrégeno.

Segun la invencion, los compuestos de férmula (1) son para su uso en el tratamiento de trastornos mitocondriales.
Los compuestos de férmula (1) y compuestos similares son compuestos conocidos y se han descrito previamente.

El compuesto de formula (I) en el que R' representa la formula (Il), representando ambos de R® y R® atomos de
hidrégeno se conoce como idebenona (denominado en lo sucesivo compuesto |A). Este compuesto se usa ya como
farmaco nootrépico y también se ha descrito que estimula el factor de crecimiento nervioso, una caracteristica que
podria ser importante en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas. El
documento WO 2006100017 describe el uso del compuesto IA en el tratamiento de distrofias musculares tales como
distrofia muscular de Duchenne y distrofia muscular de Becker. El compuesto IA y su preparaciéon se describen por
primera vez en la memoria descriptiva de la publicaciéon de patente japonesa examinada n.° 3134/1987 presentada
por Takeda Chemical Industries, Ltd.

El compuesto de férmula (1) en el que R’ representa la férmula (ll), siendo R® un atomo de hidrégeno y siendo R® un
grupo etilo (denominado en lo sucesivo compuesto IB) se describe en el documento JP 58077839. Se sugiere que
se use el farmaco en el tratamiento de hipertension maligna y trastornos cerebrovasculares.

El compuesto de férmula (1) en el que R’ representa la formula (Il), representando ambos de R® y R® un grupo metilo
(denominado en lo sucesivo compuesto IC) y su sintesis solo se han descrito en Okamoto et al., Chem. Pharm. Bull.
1988, 36, 178 y el documento EP-A-0201196. Los autores comentaron diversos usos terapéuticos posibles de los
compuestos descritos en el documento EP-A-0201196, por ejemplo la terapia de enfermedades isquémicas tales
como apoplejia cerebral e insuficiencia cardiaca. También mencionaron una accién inhibidora de los compuestos
descritos en ese documento sobre la generacion y liberacion de SRS-A en mamiferos asi como su actividad de
mejora de trastornos circulatorios. Sin embargo, debe observarse que los tratamientos propuestos no se han
sustanciado con datos farmacolégicos. Hasta la fecha, que sepan los autores, no se conoce un uso terapéutico
practico del compuesto IC.

El compuesto de férmula (1) en el que R'es un grupo -(CH2)10-OH y cada uno de R?aR* representa un grupo metilo
puede considerarse un analogo de idebenona (denominado en lo sucesivo compuesto ID). Un método general para
la sintesis de compuestos de benzoquinona tales como el compuesto ID se describe en el documento EP-A-
0038674. Dicha solicitud de patente también investiga el papel de compuestos de benzoquinona tales como el
compuesto ID en la inhibicién de la generacion y liberacion de SRS-A y contempla su uso potencial en el tratamiento
de enfermedades alérgicas.

El compuesto de formula (1) en el que R'es un grupo -(CHz)10-CH3s, ambos de R? y R* representan un grupo hidroxilo
y R® es un atomo de hidrégeno (denominado en lo sucesivo compuesto IE) también se conoce con el nombre
embelina ya que se identificé en primer lugar a partir de plantas de Embelia ribes pero hoy en dia esta disponible
comercialmente a través de diversos proveedores. Se ha mostrado que dicho compuesto presenta actividades
antitumorales, antiinflamatorias y apoptéticas a través de un mecanismo desconocido.

Por ejemplo, se afirma en Molecular Carcinogenesis (2010) 49(4), 324-336 que la embelina, el pequefio inhibidor
molecular de XIAP, presenta un amplio espectro de actividades bioldgicas con fuerte inhibicién del factor nuclear
kappa B y genes antiapoptdticos posteriores pero que se desconoce el mecanismo de su inducciéon de muerte
celular. Estudios adicionales sugieren que la embelina puede actuar como antioxidante competitivo en condiciones
fisiolégicas (Chemico-Biological Interactions (2007), 167(2), 125-134).

El compuesto de formula (1) en el que R'es un grupo -(CHz)10-CH3, ambos de R? y R* representan un grupo metoxilo
y R® es un atomo de hidrégeno es un derivado de embelina (denominado en lo sucesivo compuesto IF). Un método
para la sintesis del compuesto IF se proporciona, por ejemplo, en Tetrahedron (1998), 54(49), 14791-802. No se ha
indicado un uso terapéutico para el compuesto IF, sin embargo, el compuesto posiblemente puede mostrar cierta
actividad en la terapia de la hepatitis C tal como puede deducirse a partir de un estudio sobre los efectos inhibidores
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de extractos vegetales usados comunmente en la medicina tradicional sudanesa con la proteasa del virus de la
hepatitis C (Phytoterapia Research (2000), 14(7), 510-6). Se encontr6 que dos compuestos de benzoquinona
extraidos de Embelia schimperi, concretamente embelina y 5-O-metilembelina, son potentes inhibidores de la
proteasa del virus de la hepatitis C.

Los compuestos segun la formula (I) son moduladores de trastornos mitocondriales y son por tanto utiles en el
tratamiento de enfermedades mitocondriales en general.

La biodisponibilidad oral de los compuestos de férmula (l) es generalmente muy baja tal como se ejemplifica para el
compuesto IA (Torii H, Yoshida K, Kobayashi T, Tsukamoto T, Tanayama S. J Pharmacobiodyn. Junio de 1985;
8(6):457-67). Aunque se absorben facil y rapidamente en el intestino cuando se administran por via oral, la mayor
parte del farmaco se metaboliza mediante un efecto de primer paso extremadamente fuerte en el higado, y asi, s6lo
circulan en el torrente sanguineo partes mas pequefias de la dosis.

Los intentos por sortear el fuerte efecto de primer paso de idebenona (compuesto IA) incluyen administrar el
compuesto por vias distintas a la oral. Las formulaciones parenterales son dificiles de obtener ya que la idebenona
sblo presenta una solubilidad en agua muy baja. Los documentos US2010/0130619, US2010/0129431 A1,
US2010/0215725A1 y US2010/0099775 A1 describen una formulacién parenteral de idebenona adecuada para
inyeccion o infusion intravenosa.

El documento W02008/019769 da a conocer una formulaciéon transmucosa de idebenona para sortear el fuerte
efecto de primer paso. Aunque esta formulacion se toma por la boca, el procesamiento del farmaco por el organismo
es completamente diferente en comparacion con la administracién oral. A diferencia de una administracién oral, la
formulacion transmucosa (por ejemplo sublingual) de un farmaco conduce a la absorcion a través de la mucosa que
permite que el farmaco alcance el torrente sanguineo incluso sin procesar por el tracto gastrointestinal, y asi, evita el
efecto de primer paso en el higado. Los solicitantes afirman que la dosis del farmaco puede disminuirse
significativamente en comparacion con la dosis oral a la vez que se alcanzan niveles en plasma altos de manera
similar y reivindican que tal formulacién es util en el tratamiento de enfermedades mitocondriales, neurolégicas y
neuromusculares, incluyendo AF (ataxia de Friedreich), NOHL (neuropatia 6ptica hereditaria de Leber), MELAS
(miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosis lactica con episodios similares a un accidente cerebrovascular) y
miopatias mitocondriales. La consecuencia de evitar el efecto de primer paso es que circulan mayores
concentraciones del farmaco en el torrente sanguineo y finalmente que pueden lograrse mayores concentraciones
del farmaco en el tejido relevante para una enfermedad dada.

A menudo se considera que una administracion parenteral, por ejemplo intravenosa, de un compuesto es o bien
impracticable o bien que provoca costes de cuidados significativos en el entorno de una enfermedad genética (y por
consiguiente crénica), cuando los pacientes reciben atenciéon domiciliaria y no en un hospital pero tienen que tomar
un farmaco durante toda la vida.

También podria verse dificultada una formulacién transmucosa, en particular en el caso de compuestos de férmula
(), debido a su intenso color y potencial mal sabor, por un cumplimiento reducido por parte del paciente.

Otro modo de sortear el fuerte efecto de primer paso es administrar los compuestos de féormula (I) mediante una
formulacion tépica, incluyendo formulacion dérmica, bucal, sublingual e intraocular.

Mas alla del alto efecto de primer paso, un inconveniente adicional de los compuestos de formula (1), y de nuevo
ejemplificado con el compuesto IA como representante para esta clase de compuestos, es el hecho de que estos
compuestos alcanzan el cerebro sélo en cantidades muy limitadas cuando se administran por via oral. Por ejemplo,
se sabe a partir de la bibliografia (Torii H, Yoshida K, Kobayashi T, Tsukamoto T, Tanayama S. J Pharmacobiodyn.
Junio de 1985; 8(6):457-67) que una dosis oral de 10 mg/kg de idebenona (compuesto IA) en ratas conduce a
niveles en plasma de aproximadamente 1000 ng/ml de idebenona total tal como se mide mediante la radiactividad
después de la dosificacion oral del compuesto IA marcado de manera radiactiva. La concentracion total significa
idebenona incluyendo sus metabolitos. Tomado el factor de correccién calculado a partir de Torii et al para obtener
los niveles del compuesto |A original sin metabolizar, esto da como resultado niveles en plasma de idebenona de 3
ng/ml. Los niveles correspondientes en el cerebro son 10 ng/ml de idebenona total (que significa de nuevo
incluyendo los metabolitos), dando como resultado sélo 0,03 ng/ml para la propia idebenona original. Como
resultado, la razén de niveles en cerebro frente a plasma es de aproximadamente el 1%. Esto esta en linea con los
hallazgos de Nagai et al (Nagai Y, Yoshida K, Narumi S, Tanayama S, Nagaoka A. Brain distribution of idebenone
and its effect on local cerebral glucose utilization in rats. Arch Gerontol Geriatr. 1989; 8(3):257-72), en los que
mayores dosis orales de idebenona (100 mg/kg) conducen a una baja razén en cerebro con respecto a plasma
similar del 1 -2% en ratas.

Los farmacos que requieren alcanzar el cerebro para ejercer su accion, tienen que atravesar la denominada barrera
hematoencefélica (BHE). Las bombas de flujo de salida como P-glicoproteinas (P-gp) y proteinas de resistencia a
multiples farmacos (RMF) presentan el mayor obstaculo para que las sustancias atraviesen la BBB y protegen al
cerebro frente a la penetraciéon de sustancias potencialmente téxicas.

El ojo se considera habitualmente parte del sistema nervioso central. Esto resulta evidente en el hecho de que, de
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manera muy similar a la barrera hematoencefalica, la barrera hematorretiniana mantiene la retina protegida frente a
la difusién no deseada de compuestos potencialmente téxicos. En efecto, la barrera hematoencefalica y la barrera
hematorretiniana se denominan conjuntamente barrera hematoneural (Invest Ophthalmol Vis Sci. Marzo de 2005,
46(3), 1047-53: Functional characterization and comparison of the blood-retina barrier and the blood brain barrier:
Steuer H et al. y Kim, JH et al.).

Por tanto, conociendo los bajos niveles del compuesto IA que alcanzan el cerebro después de la administracion oral,
se esperaria que los compuestos de este tipo, en particular compuestos de férmula (I), por consiguiente no
alcanzasen el 0jo en niveles significativos, es decir terapéuticamente relevantes cuando se administran por via oral.

Asi, fue altamente sorprendente, que, después de la administracién oral de dosis clinicamente relevantes del
compuesto A, pudieran detectarse concentraciones del compuesto IA en el liquido ocular de ratones (en humor
vitreo y acuoso) que eran varias veces mayores que las medidas previamente en el cerebro de roedores y perros
(Torii H, Yoshida K, Kobayashi T, Tsukamoto T, Tanayama S. J Pharmacobiodyn. Junio de 1985; 8(6):457-67).

En la presente invencion, se dan a conocer datos farmacodindmicos que demuestran niveles significativos del
compuesto IA en humor acuoso y vitreo del ojo después de una Unica administracion oral.

Por tanto, se ha concluido por primera vez que podrian usarse formulaciones orales de compuestos de formula (1),
en particular el compuesto IA, para contrarrestar de manera eficaz enfermedades del ojo que estan asociadas con
afectacion mitocondrial.

Seria altamente deseable que pudieran administrarse compuestos de férmula (I) en una simple formulacién oral que
se ajuste perfectamente al cumplimiento del paciente en pacientes con atenciéon domiciliaria con necesidad de
tratamiento durante toda la vida.

El descubrimiento de niveles sorprendentemente altos de compuestos de féormula (1), tal como se ejempilifica con la
administracion oral de idebenona (compuesto |A) en el ojo, y asi, la presente invencion constituird un fuerte
fundamento para que los médicos y las autoridades reguladoras investiguen en estudios y den finalmente la
aprobacién a farmacos como la idebenona oral para el uso en enfermedades oculares mitocondriales tal como se
expone en el presente documento.

Los niveles en el ojo del compuesto IA, obtenidos después de la administracién oral, son suficientes para provocar
una recuperacion significativa de la pérdida visual en un modelo animal (Zhang X., Jones D., Gonzalez-Lima F.
Mouse model of optic neuropathy caused by mitochondrial complex | dysfunction. Neurosci. Lett., 2002.) que es
relevante para enfermedades con afectacion mitocondrial subyacente en la retina.

Por una parte, estos enfermedades son oftalmoldgicas enfermedades mitocondriales tales como neuropatia 6ptica
hereditaria de Leber (NOHL), atrofia optica autosémica dominante (AOAD), y trastornos oftalmolégicos que
presentan disfuncion mitocondrial tales como degeneracién macular, glaucoma, retinopatia, cataratas, drusas del
disco optico (DDO).

Por otra parte, estas enfermedades son enfermedades mitocondriales neurodegenerativas genéticas con una
componente oftalmoldgica entre los diversos sintomas tales como MELAS (miopatia mitocondrial, encefalomiopatia,
acidosis lactica, sintomas similares a un accidente cerebrovascular), EMFRR (epilepsia mioclénica con fibras rojas
rasgadas), EMNGI (encefalomiopatia mioneurogastrointestinal), sindrome de Kearns-Sayre, deficiencia de CoQ10 o
deficiencias de complejo mitocondrial (es decir deficiencia de complejo I, 11, lll, IV, V, y OEPC).

Tal como se usa en el presente documento, las siguientes enfermedades se designan como “enfermedad
mitocondrial”: neuropatia optica hereditaria de Leber (NOHL), atrofia optica autosémica dominante (AOAD),
degeneracion macular, glaucoma, retinopatia, cataratas, drusas del disco 6ptico (DDQO), miopatia mitocondrial,
encefalomiopatia, acidosis lactica, sintomas similares a un accidente cerebrovascular (MELAS), epilepsia mioclénica
con fibras rojas rasgadas (MERRF), encefalomiopatia mioneurogastrointestinal (EMNGI), sindrome de Kearns-
Sayre, deficiencia de CoQ10 y deficiencias de complejo mitocondrial (1-5, OEPC).

Se sabe que la idebenona (compuesto IA) es un estimulador del factor de crecimiento neuronal (NGF) (Takeuchi, R.,
Murase, K., Furukawa, Y., Furukawa, S., Hayashi, K. Stimulation of nerve growth factor synthesis/secretion by 1,4-
benzoquinone and its derivados en cultured mouse astroglial cells. FEBS Lett. 1990, 261, 63-66).

La propentofilina es un compuesto de una clase de compuestos completamente diferente y también se ha descrito
como un estimulador de NGF (Shinoda et al, Stimulation of nerve growth factor synthesis/secretion by 1,4-
benzoquinone and its derivados en cultured mouse astroglial cells, Biochem. Pharmacol., vol. 39, 1990, 1813-1816).
En el documento W02000/032197, se dan a conocer datos que muestran efectos positivos de propentofilina en un
ensayo de supervivencia de células ganglionares de la retina (RGC). Unicamente a partir de los datos obtenidos de
propentofilina, los solicitantes concluyen que también se sabe que otros compuestos son estimuladores de NGF,
aunque de clases de compuestos quimicos completamente diferentes, tienen efectos beneficiosos similares sobre la
supervivencia de RGC. Por consiguiente, los solicitantes reivindican que la idebenona y algunos otros compuestos
de diversas clases de compuestos quimicos son utiles en el tratamiento de neuropatia de la retina o la papila 6ptica.
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Ademas, los solicitantes afirman que sus compuestos pueden usarse por via oral. Esto es segun el mecanismo de
accion que, si realmente constituye el fundamento entre compuestos y tratamiento de la enfermedad, no requiere
que el propio compuesto acumule niveles en el ojo sino mas bien en otro lugar en el cuerpo para estimular la
produccion de NGF que entonces alcanza a su vez los tejidos relevantes, por ejemplo el ojo.

Con respecto a estados patolégicos oftalmoldgicos mitocondriales, la relevancia del ensayo de supervivencia de
RGC usado en el documento W02000/032197 para demostrar efectos positivos de propentofilina es altamente
cuestionable ya que las condiciones usadas, es decir reduccion de suero que hace que mueran las RGC, no estan
reflejando las condiciones de tales enfermedades.

La presente solicitud da a conocer datos que muestran que la propentofilina no tiene ningun efecto sobre la
supervivencia de RGC cuando se usa en un ensayo que se basa en la muertes de RGC debido a la inhibicion del
complejo | por rotenona, una condicién que refleja bien la patologia de muchos de los trastornos mitocondriales
descritos anteriormente (revisado por Wong-Riley M., Energy Metabolism of the Visual System, Eye and Brain, 2010,
2 99-116).

Extrayendo una conclusion de este efecto negativo de propentofilina, y siguiendo la argumentacion del documento
WQ02000/032197, se concluiria que se espera que la idebenona (compuesto IA) tampoco muestre ningun efecto en
este ensayo de supervivencia de RGC relevante para la enfermedad, es decir basado en la inhibicién del complejo I.
En su lugar, fue completamente inesperado encontrar que la idebenona, en marcado contraste con la propentofilina,
puede perfectamente proteger fuertemente las RGC frente a la muerte celular en condiciones que reflejan la
situacion patoldgica de la disfuncién mitocondrial, respaldando por tanto adicionalmente la presente invencion.

La atrofia 6ptica autosémica dominante (AOAD) puede asignarse como enfermedad mitocondrial. Las mutaciones de
OPA1 patdgenas provocan atrofia éptica autosémica dominante, un estado caracterizado por la pérdida preferente
de células ganglionares de la retina y degeneracion progresiva del nervio dptico. Aproximadamente el 20% de los
pacientes afectados también desarrollardn complicaciones neuromusculares mas graves, un importante grupo de
enfermedades conocido como AOAD(+). Se demostré que OPA1 controlaba tanto la fusion mitocondrial como la
morfologia de las crestas. Ademas, estudios de pérdida de funcién de OPA1 han mostrado que OPA1 también
regula la induccion de apoptosis (Liesa M et al. Physiol Rev. 2009; 89:799-845). Aunque se expresa en todos los
tejidos sometidos a ensayo, OPA1 muestra un patron de expresion tisular especifico, con la mayor expresion en la
retina, el cerebro, testiculos, higado, corazén, musculo esquelético y pancreas. La pérdida de OPA1 provoca una
notable reduccion en el potencial de la membrana mitocondrial y una reducciéon en la respiracion basal y la
incapacidad para potenciar el consumo de oxigeno en presencia del desacoplador 2,4-dinitrofenol. Los fibroblastos
humanos de pacientes con determinadas mutaciones de OPA1 (que provocan atrofia dptica autosémica dominante o
AOAD), ademas de tasas disminuidas de fusién mitocondrial, también muestran una sintesis de ATP alterada
dirigida por sustratos del complejo |. Debido a su capacidad para potenciar la sintesis de ATP, los compuestos de
férmula (1) son utiles en el tratamiento de AOAD.

Las enfermedades mitocondriales también engloban diversos trastornos de los sistemas 6pticos humanos tales
como degeneracioén macular, glaucoma, retinopatia, cataratas, drusas del disco 6ptico (DDO).

Aunque algunas distrofias maculares que afectan a individuos mas jovenes se describen a veces como
degeneracion macular, el término se refiere generalmente a degeneracion macular asociada con la edad (DMAE) y
es una causa principal de deficiencia visual en adultos de mas edad (>50 afios). Tanto para las formas heredada
(VD) como adquirida de degeneraciéon macular, los principales factores de riesgo para este trastorno son la edad, el
tabaquismo, la hipertension y la diabetes. DMAE, como NOHL, es un estado médico que da como resultado una
pérdida de vision en el centro del campo visual (la macula) debido a dafio en la retina. Aunque, cambios en la
estructura y funcion mitocondrial, tales como pérdida de crestas y densidad de la matriz son una caracteristica
normal del envejecimiento, estas aberraciones son significativamente mayores en DMAE que en el envejecimiento
normal y también se producen en un momento anterior (Feher J, Kovacs |, Artico M, Cavallotti C, Papale A, Balacco
Gabrieli C. Neurobiol Aging. Julio de 2006; 27(7):983-937), lo que sugeriria que la gravedad de las alteraciones
mitocondriales son diferentes entre DMAE y el envejecimiento normal, y que el momento del dafio a las células
retinianas puede ser critico para el desarrollo de DMAE. Ademas, los pacientes con DMAE muestran un aumento de
las mutaciones de ADNmt selectivamente en la retina en comparacion con las células sanguineas mientras que
también se han notificado cambios relacionados con DMAE en el proteoma mitocondrial. De manera acorde con la
implicacion mitocondrial en la patologia de DMAE, SanGiovanni et al. (2009) describieron multiples polimorfismos
(SNP) en ADNmt que se asociaban con DMAE usando una cohorte de 215 pacientes con DMAE avanzada. Estas
asociaciones estaban dirigidas totalmente por el halogrupo T2, y se caracterizaban por dos variantes en los genes
del complejo | (A11812G de MT-ND4 y A14233G de MT-NDG6), reminiscentes de mutaciones en el complejo | que
provocan NOHL. Por consiguiente, se ha intentado el tratamiento de pacientes con DMAE con compuestos que
alteran la funcidon mitocondrial (mitotrépicos) (Feher J, Papale A, Mannino G, Gualdi L, Balacco Gabrieli C.
Ophthalmologica. Septiembre-octubre de 2003; 217(5):351-7), aunque los efectos siguieron siendo hasta la fecha
solamente insignificantes.

El glaucoma (neuropatia 6ptica) es una enfermedad en la que se dafa el nervio éptico, conduciendo a una pérdida
de vision progresiva, irreversible, que esta asociada a menudo, pero no siempre, con un aumento de la presion del
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liquido en el ojo. El dafio nervioso implica pérdida de células ganglionares de la retina en un patrén caracteristico.
Existen muchos subtipos diferentes de glaucoma pero todos pueden considerarse un tipo de neuropatia éptica. La
presion intraocular elevada es un factor de riesgo significativo para desarrollar glaucoma. El glaucoma sin tratar
conduce a dafio permanente del nervio 6ptico y pérdida del campo visual resultante, que puede evolucionar a
ceguera. La implicacion mitocondrial en la patologia del glaucoma esta respaldada por el trabajo de Guo (Guo Y,
Johnson EC, Cepurna WO, Dyck J, Doser T, Morrison JC. Invest Ophthalmol Vis Sci. 4 de noviembre de 2010.
[publicacién electrénica avance de la edicién impresa]), que mostraron la regulacion por disminucion selectiva de
genes mitocondriales y genes relacionados con la produccion de energia en un modelo de rata de glaucoma.
Ademas, de manera similar a los resultados descritos para la degeneracion macular, también se notific6 una mayor
prevalencia de alteraciones de ADNmt para pacientes con glaucoma. Finalmente, la sobreexpresion de la proteina
mitocondrial OPA1, mutada en AOAD, es protector en un modelo de ratéon de glaucoma (Ju WK, Kim KY, Duong-
Polk KX, Lindsey JD, Ellisman MH, Weinreb RN. Increased optic atrophy type 1 expression protects retinal ganglion
cells in a mouse model of glaucoma. Mol Vis. 15 de julio de 2010; 16: 1331-42), lo que demuestra claramente una
relacion causal entre la disfuncion mitocondrial en patologias oculares adquiridas tales como glaucoma. La
disfuncion mitocondrial puede deberse a genes o bien nucleares o bien mitocondriales, mediante estrés mecanico,
insuficiente riego sanguineo, hipoperfusion crénica como consecuencia de la presion intraocular comunmente
elevada en los ojos con glaucoma, o mediante un xenobidtico toxico).

Retinopatia es un término general que se refiere a alguna forma de dafio no inflamatorio a la retina del ojo. Junto a
las formas genéticas o heredadas de retinopatia, pueden inducirse formas espontaneas por farmacos, toxinas y
radiacion (ionizante y ultravioleta). Frecuentemente, las retinopatias son manifestaciones oculares de enfermedades
sistémicas tales como diabetes, hipertensién, anemia drepanocitica o ciliopatia tal como sindrome de Bardet-Bied|.
De manera similar a la degeneracién macular y el glaucoma, la implicacién mitocondrial en la retinopatia se ha
descrito bien (revisado por Jarrett SG, Lewin AS, Boulton ME. Ophthalmic Res. 2010; 44(3): 179-90, Lee S, Van
Bergen NJ, Kong GY, Chrysostomou V, Waugh HS, O'Neill EC, Crowston JG, Trounce | A. Exp Eye Res. 4 de
agosto de 2010. (publicacién electrénica avance de la edicidn impresa).

Las cataratas son un enturbiamiento que se desarrolla en el cristalino del ojo o en su envoltura, de grado variable
desde opacidad ligera hasta completa y que obstruye el paso de luz. El amarilleo y opacificacion graduales del
cristalino pueden reducir la percepcién de colores azules. Las cataratas evolucionan normalmente de forma lenta
para provocar pérdida de visién y potencialmente pueden producir ceguera si no se tratan. El estado afecta
habitualmente a ambos ojos, pero de manera similar a la patologia de NOHL y VD, un ojo se ve casi siempre
afectado antes que el otro. Como para las patologias anteriores, se describe claramente afectacién mitocondrial en
la formacion de cataratas. Ademas, la formaciéon de cataratas esta asociada directamente con algunos trastornos
mitocondriales tales como atrofia 6ptica dominante con cataratas, oftalmoplejia externa progresiva autosémica
dominante (PEOA3), PEOA2, miopatia mitocondrial provocada por mutaciones de COX Il o otros diversos genes,
sindrome de Sengers, asi como mutaciones de genes mitocondriales tales como ARNt-Ser mitocondrial (MTTS2),
GFER, OPAS3 pero también grandes deleciones mitocondriales.

Las drusas del disco optico (DDO) o drusas de la papila optica (DPO) son glébulos de mucoproteinas y
mucopolisacaridos que calcifican progresivamente en el disco 6ptico. Se cree que son remanentes del sistema de
transporte axonal de células ganglionares de la retina degeneradas. DDO también se ha denominado discos
anomalos o elevados de manera congénita, pseudopapiledema, pseudoneuritis, drusas de disco ocultas y cuerpos
hialinos de disco. Se asocian con pérdida de vision de grado variable que da como resultado ocasionalmente
ceguera. Se ha sugerido afectaciéon mitocondrial debida a una sobrecarga de ca®" en el proceso de formacion de
drusas (Tso MO. Ophthalmology. Octubre de 1981; 88(10):1066-80). Ademas, en el caso de maculopatia asociada
con la edad, también se encontré6 que estaba asociado un mayor riesgo de drusas blandas con el haplotipo
mitocondrial J, mientras que el haplotipo H estaba asociado con un riesgo significativamente menor (Jones MM,
Manwaring N, Wang JJ, Rochtchina E, Mitchell P, Sue CM. Arch Ophthalmol. Septiembre de 2007; 125(9):1235-40).

Por tanto, Chrysostomou et al. (Chrysostomou V, Trounce IA, Crowston JG. Ophthalmic Res. 2010;44(3): 173-8)
sugirieron que la disfuncion mitocondrial, heredada o como causa o consecuencia de lesion, vuelve las células
oculares (en particular células ganglionares de la retina) sensibles a la degeneracion. Los enfoques terapéuticos que
seleccionan como diana las mitocondrias deben proporcionar por tanto un medio general de protecciéon de las
células ganglionares de la retina y el cristalino frente a la degeneracion, independientemente de la etiologia de la
enfermedad.

Los compuestos de férmula (l) también pueden ser utiles para tratar trastornos psiquiatricos, trastornos metabdlicos,
cancer, esclerosis multiple, esclerosis multiple progresiva primaria o disfunciéon inmunitaria, tal como se detallara en
lo siguiente.

En la diabetes tipo Il se ha establecido una relacién clara entre la produccion en exceso de radicales de oxigeno, la
disfuncidon mitocondrial y la progresion de la enfermedad [revisado por Friederich M, Hansell P, Palm F Curr
Diabetes Rev. Mayo de 2009; 5(2): 120-44], mientras que en un sentido mas amplio la mayor parte de patologias de
sindrome metabdlico tales como insuficiencia cardiaca también pueden atribuirse a la desregulacién mitocondrial
[revisado por Bugger H, Abel ED. Clin Sci (Lond). Febrero de 2008; 1 14(3): 195-210].
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En condiciones en las que se reduce la produccion de energia celular, tales como durante el deterioro relacionado
con el envejecimiento de la funciéon mitocondrial [Boumezbeur F, Mason GF, de Graaf RA, Behar KL, Cline GW,
Shulman GI, Rothman DL, Petersen KF J Cereb Blood Flow Metab. 30 de septiembre de 2009] o durante actividad
vigorosa, es beneficioso elevar la produccion de ATP para contrarrestar la toxicidad o pérdida celular anticipada
debida a la privacién de energia. Al contrario que esto, en condiciones especiales, tales como obesidad, también
puede ser beneficioso restringir la capacidad mitocondrial para la produccion de ATP para ayudar a esfuerzos
terapéuticos de pérdida de peso.

Sorprendentemente, se encontré que los compuestos de formula (I) tienen un efecto sobre el aumento de peso
corporal, posiblemente debido a un efecto sobre la produccion de ATP, que pudo demostrarse in vitro. Por tanto,
existe una fuerte indicacion de que los compuestos de férmula (I) muestran un efecto beneficioso en el tratamiento
de diabetes tipo Il, obesidad y sindrome metabdlico.

Aunque se han sugerido moduladores de la funcidon mitocondrial como agentes anticancerigenos principalmente
mediante una funcidon de induccién de apoptosis, datos recientes también vinculan el potencial metastasico de
tumores directamente con la produccién de ADN mitocondrial y radicales mitocondriales [revisado por Ishikawa K,
Koshikawa N, Takenaga K, Nakada K, Hayashi J Mitochondrion. 2008; 8(4): 339-44]. Por tanto, la modulacion de las
mitocondrias en este contexto podrian emplearse no sélo como estrategia contra el cancer sino también para
prevenir metastasis de tumores malignos, lo que hace que los compuestos segun la férmula (l) sean utiles como
agentes terapéuticos contra el cancer.

El metabolismo mitocondrial alterado también se vincula con multiples disfunciones del sistema inmunitario. En
pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica, por ejemplo, se observd expresion reducida de genes de la cadena
respiratoria mitocondrial [Ishikawa S, Mima T, Aoki C, Yoshio-Hoshino N, Adachi Y, Imagawa T, Mori M, Tomiita M,
Iwata N, Murata T, Miyoshi M, Takei S, Aihara Y, Yokota S, Matsubara K, Nishimoto N Ann Rheum Dis.
2009;68(2):264-72]. Se ha notificado que el estrés oxidativo y la patologia mitocondrial estan asociados con
septicemia [Victor VM, Espulgues JV, Hernandez-Mijares A, Rocha M Infect Disord Drug Targets. 2009;9(4):376-89].
Ademas, se ha sugerido la seleccion como diana de la funcién mitocondrial como estrategia de tratamiento para
varios trastornos autoinmunitarios tales como artritis y psoriasis [J.J. Bednarski, R.E. Warner, T. Rao, F. Leonetti, R.
Yung, B.C. Richardson, K.J. Johnson, J.A. Ellman, AW. Opipari Jr., y G.D. Glick Arthritis & Rheumatism, 2003;48,
757] y podria aplicarse para modular multiples criterios de valoracion inmunoldgicos tales como infeccién microbiana
[revisado por Arnoult D, Carneiro L, Tattoli I, Girardin SE Semin Immunol. 2009;21 (4):223-32] y alergia [Chodaczek
G, Bacsi A, Dharajiya N, Sur S, Hazra TK, Boldogh |. Mol Immunol. 2009;46(13):2505-14]. Por tanto, los compuestos
de formula (l) también son utiles en el tratamiento de artritis, psoriasis, septicemia, alergia e infecciones microbianas.

Con respecto al tratamiento de la esclerosis multiple (EM), se establecié la primera relacién entre las mitocondrias y
la esclerosis multiple debido al hallazgo de una enfermedad similar a EM en un subconjunto de pacientes con
neuropatia éptica hereditaria de Leber (NOHL), una enfermedad provocada por mutaciones en el ADN mitocondrial
(mt) (Olsen NK, et al. Acta Neurol. Scand. 1995; 91: 326-329). De manera similar a los hallazgos de pacientes con
enfermedad mitocondrial, se han encontrado niveles elevados de metabolitos del metabolismo de glucosa
extramitocondrial en el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con EM y se correlacionaron con la progresion de
la enfermedad (Regenold WT et al. J. Neurol. Sci. 2008; 275:106-112). Como el metabolismo de glucosa
extramitocondrial aumenta con el metabolismo de glucosa mitocondrial afectado (Seyama K et al. Acta Neurol.
Scand. 1989; 80:561-568), esto implica disfuncion mitocondrial en la progresion de la enfermedad de EM. Ademas,
se encontrd que las mitocondrias en cuerpos celulares neuronales en materia gris con EM no desmielinizada tienen
una actividad disminuida de los complejos | y Ill, y, ya que las neuronas dotan parcialmente su axén de mitocondrias,
esto podria afectar adicionalmente a la funcién mitocondrial en axones desmielinizados de manera crénica (Dutta, R.
et al. Ann. Neurol. 2006; 59:478-489). Por tanto, los compuestos de férmula (I) son utiles en el tratamiento de
esclerosis multiple.

La amplia mayoria de pacientes con EM recién diagnosticados desarrollan la forma de recaida-remision de la
enfermedad (EM-RR), en la que periodos de empeoramiento neuroldgico van seguidos por periodos de remision
espontanea, al menos al comienzo del proceso patoldgico. Aproximadamente el 10-15% de los pacientes desarrollan
EM progresiva primaria (EM-PP), caracterizada por la acumulaciéon progresiva de incapacidad neurolégica desde la
aparicion de la enfermedad, sin ningln empeoramiento superpuesto (es decir recaidas) o mejoras (remisiones).

De manera importante, los pacientes con EM progresiva primaria (EM-PP) difieren de los pacientes con EM-RR en
varias caracteristicas importantes: tienden a ser mayor en el momento de la aparicién de la enfermedad (media de
40 afios frente a 30); los hombres y mujeres tienden a verse afectados por igual; clinicamente existe una alta
prevalencia de disfuncién corticoespinal caracterizada por debilidad y espasticidad progresivas; los pacientes tienen
una afectacion mas prominente de la médula espinal y generalmente una menor cantidad de lesiones de la materia
blanca diferenciadas (es decir placas) en el cerebro y menos evidencia de actividad inflamatoria del cerebro y, de la
manera mas importante, los pacientes con EM-PP no responden a terapias inmunomoduladoras con eficacia
probada en EM-RR. Tanto nuevas modalidades de obtencién de imagenes como datos patoldgicos sugieren que en
EM-PP, la patologia del SNC es mas difusa y se produce en cierto grado independientemente de lesiones focales.

Actualmente no existen tratamientos con eficacia terapéutica probada para EM-PP. Sorprendentemente, se ha

12



10

15

20

25

30

35

40

ES 2588770 T3

encontrado que los compuestos de formula (I) que son eficaces como moduladores de enfermedades mitocondriales
pueden aliviar los sintomas de EM-PP.

Preparacion

Tal como se establece en otra parte de la solicitud, los métodos de preparacion para los compuestos de formula (1)
se describen en la bibliografia de patentes asi como en la bibliografia cientifica.

Con respecto a la preparacion del compuesto ID, el método general descrito en el documento EP-A-0038674 para la
preparacion del acido carboxilico correspondiente (COOH en vez de CH2OH) no puede usarse para la preparacion
del compuesto ID ya que la reduccion de la funcion carboxilo conduciria también a una reduccién simultanea del
sistema de quinona. En el documento US4139545 (Takeda) se describe un analogo con una cadena de
hexametileno en vez de un decametileno, que se cita en el documento EP-A-0038674. Sin embargo, esta ruta
resulté que suministraba resultados insatisfactorios en cuanto al tratamiento final de las mezclas de reaccion y los
rendimientos. Se ha encontrado que el compuesto ID puede prepararse mediante el siguiente método de
preparacion novedoso (esquema 1).

Esquema 1

(o} AICh, CECHCHCI2 o]
c
+ \(\N\/\AO/——-— 0/
OH ©

OH
Zn-Hg, HCl, tolueno
LiAlHs, THF o
-—
OH 0/
OH OH
NO(KSQ0a)2, KOH
MeOH, DMF
[o]
OH
[o]

Tal como puede tomarse del esquema 1, se hace reaccionar 2,3,5-trimetilfenol con cloruro de metilsebacoilo en
presencia de un catalizador tal como cloruro de aluminio en un disolvente tal como 1,1,2,2-tetracloroetano (etapa 1)
seguido por una reducciéon con un agente reductor tal como zinc amalgamado en un disolvente tal como tolueno
(etapa 2). Se reduce el éster obtenido con un reactivo tal como hidruro de litio y aluminio en un disolvente tal como
tetrahidrofurano (etapa 3). La reaccion con nitrosodisulfonato de potasio en presencia de una base tal como un
hidréxido de potasio produce el compuesto ID final (etapa 4).

Sales

El término “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales preparadas a partir de bases o acidos no téxicos
farmacéuticamente aceptables incluyendo bases inorganicas u organicas y acidos inorganicos u organicos. Las
sales derivadas de bases inorganicas incluyen sales de aluminio, amonio, calcio, cobre, férricas, ferrosas, de litio,
magnesio, manganicas, manganosas, de potasio, sodio, zinc y similares. Se prefieren particularmente las sales de
amonio, calcio, litio, magnesio, potasio y sodio. Las sales derivadas de farmacéuticamente bases organicas no
téxicas aceptables incluyen sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas incluyendo
aminas que se producen de forma natural, aminas ciclicas y resinas de intercambio iénico basicas, tales como
arginina, betaina, cafeina, colina, N,N‘-dibenciletilendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol,
etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina, histidina, hidrabamina,
isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperidina, resinas de poliamina, procaina, purinas,
teobromina, trietilamina, trimetilamina, tripropilamina, trometamina y similares.

Cuando el compuesto de la presente invencién es basico, pueden prepararse sales a partir de acidos no téxicos
farmacéuticamente aceptables, incluyendo &acidos inorganicos y organicos. Tales acidos incluyen acético,
bencenosulfénico, benzoico, canforsulfonico, citrico, etanosulfénico, férmico, fumarico, glucénico, glutamico,
bromhidrico, clorhidrico, isetidnico, lactico, maleico, malico, mandélico, metanosulfénico, malénico, mucico, nitrico,
pamoico, pantoténico, fosférico, propionico, succinico, sulfurico, tartarico, p-toluenosulfénico, acido trifluoroacético y
similares. Se prefieren particularmente los acidos citrico, fumarico, bromhidrico, clorhidrico, maleico, fosférico,
sulfarico y tartarico.
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Se entendera que, tal como se usa en el presente documento, las referencias a los compuestos de férmula (1)
pretenden incluir también las sales farmacéuticamente aceptables.

Administracién

Los compuestos de formula (l) se formulan preferiblemente en una forma de dosificacién antes de la administracion.
Por consiguiente la presente invencidon también incluye una composiciéon farmacéutica que comprende un
compuesto de férmula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo y un portador farmacéutico
adecuado.

El/los portador(es) debe(n) ser “aceptable(s)” en el sentido de ser compatible(s) con los demas componentes de la
composicion y no perjudiciales para el receptor del/de los mismo(s). La formulacién apropiada depende de la via de
administracion elegida. Pueden usarse cualquiera de las técnicas, portadores, y excipientes bien conocidos segun
sea adecuado y se entienda en la técnica; por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences. Las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden fabricarse de manera conocida en si misma, por
ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezclado, disolucién, granulacion, preparacion de grageas,
levigacion, emulsionamiento, encapsulacién, atrapamiento o compresion.

Puede emplearse cualquier via de administracidon para proporcionar a un mamifero, especialmente un ser humano
una dosificacién eficaz de un compuesto de formula (1).

Las vias de administracion adecuada incluyen administracién oral, parenteral (incluyendo subcutanea, intradérmica,
intramuscular, intravenosa, intraarticular e intramedular), intraperitoneal, transmucosa, transdérmica, rectal y topica
(incluyendo dérmica, bucal, sublingual e intraocular) aunque la via mas adecuada puede depender, por ejemplo, del
estado y trastorno del receptor.

En una realizacion preferida en combinacion con cualquiera de las realizaciones anteriores o siguientes, la via de
administracion es oral. En otra realizacion preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o
siguientes, la via de administracion es ocular tépica. En otra realizacion preferida en combinacion con cualquiera de
las realizaciones anteriores o siguientes, la via de administracion es una inyeccion intraocular. En otra realizacion
preferida en combinacion con cualquiera de las realizaciones anteriores o siguientes, la via de administracion es un
implante de depdsito intraocular.

Formulacion e intervalos de dosis

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en una forma de dosificacién unitaria y prepararse
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Todos los métodos incluyen la
etapa de poner en asociacion un compuesto de la presente invenciéon o una sal farmacéuticamente aceptable o
solvato del mismo (“principio activo”) con el portador que constituye uno o mas componentes auxiliares.
Generalmente, las formulaciones se preparan poniendo en asociacioén el principio activo uniforme e intimamente con
portadores liquidos o portadores sdlidos finamente divididos o ambos y luego, si es necesario, conformando el
producto para dar la formulacion deseada.

Las formulaciones de la presente invenciéon adecuadas para administracion oral pueden presentarse como unidades
diferenciadas tales como capsulas, sellos o0 comprimidos que contienen cada uno una cantidad predeterminada del
principio activo. El principio activo puede presentarse ademas como un polvo o granulos; como una disolucién o una
suspension en un liquido acuoso o en un liquido no acuoso; o como una emulsion liquida de aceite en agua o una
emulsion liquida de agua en aceite. El principio activo también puede presentarse como un bolo, electuario o pasta.

Las preparaciones farmacéuticas que pueden usarse por via oral incluyen comprimidos, capsulas duras compuestas
por gelatina, asi como capsulas selladas blandas compuestas por gelatina y un plastificante, tales como glicerol o
sorbitol. Pueden producirse comprimidos mediante compresiéon o moldeo, opcionalmente con uno o mas
componentes auxiliares. Pueden prepararse comprimidos obtenidos por compresién sometiendo a compresion en
una maquina adecuada el principio activo en una forma de flujo libre tal como un polvo o granulos, opcionalmente
mezclado con aglutinantes, diluyentes inertes, o agentes de lubricacion, tensioactivos o dispersantes. Pueden
producirse comprimidos moldeados mediante moldeo en una maquina adecuada de una mezcla del compuesto
pulverizado humectado con un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden recubrirse o ranurarse
opcionalmente y pueden formularse de modo que proporcionen la liberacién lenta o controlada del principio activo en
los mismos.

Todas las formulaciones para administracion oral deben ser en dosificaciones adecuadas para tal administracion.
Las capsulas duras pueden contener los principios activos en mezcla con una carga tal como lactosa, aglutinantes
tales como almidones, y/o lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizadores.
En las capsulas blandas, los compuestos activos pueden estar disueltos o en suspension en liquidos adecuados,
tales como aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademas, pueden afiadirse estabilizadores.
Los nucleos de gragea estan dotados de recubrimientos adecuados. Para este fin, pueden usarse disoluciones
concentradas de azucar, que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de
carbopol, polietilenglicol, y/o diéxido de titanio, disoluciones de laca y disolventes organicos o mezclas de
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disolventes adecuados. Pueden afiadirse materias colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de
gragea para identificar o caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.

Los compuestos de la presente invencién pueden formularse para administracion parenteral mediante inyeccion, por
ejemplo como inyeccion intraocular, intravenosa, subcutanea, intramuscular o intraarterial. La inyeccién puede
administrarse mediante inyeccién en bolo o infusion continua. Las formulaciones para inyecciéon pueden presentarse
en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes de multiples dosis, con un conservante
afiadido. Las composiciones pueden adoptar formas tales como suspensiones, disoluciones o emulsiones en
vehiculos oleosos 0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension,
estabilizantes y/o dispersantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o de
multiples dosis, por ejemplo ampollas y viales sellados, y pueden almacenarse en forma de polvo o en un estado
secado por congelacion (liofilizado) que requiere sélo la adicion del portador liquido estéril, por ejemplo, solucién
salina o agua estéril libre de pirégenos, inmediatamente antes de su uso. Pueden prepararse disoluciones y
suspensiones para inyeccion extemporaneas a partir de polvos estériles, granulos y comprimidos de la clase descrita
previamente.

Las formulaciones para administracion parenteral incluyen disoluciones para inyeccion estériles acuosas y no
acuosas (oleosas) de los compuestos activos que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y
solutos que hacen que la formulacién sea isoténica con la sangre del receptor pretendido; y suspensiones estériles
acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes. Los vehiculos o disolventes
lipdfilos adecuados incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos,
tales como oleato de etilo o triglicéridos, o liposomas. Las suspensiones para inyeccién acuosas pueden contener
sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa sddica, sorbitol o
dextrano. Opcionalmente, la suspension también puede contener estabilizadores adecuados o agentes que
aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacion de disoluciones altamente concentradas.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, los compuestos también pueden formularse como preparacion
de depdsito. Tales formulaciones de accién prolongada pueden administrarse mediante implantacion (por ejemplo
por via intraocular o subcutanea o por via intramuscular) o mediante inyeccion intramuscular. Por tanto, por ejemplo,
los compuestos pueden formularse con materiales poliméricos o hidrofobos adecuados (por ejemplo como una
emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico, o como derivados moderadamente solubles, por
ejemplo, como una sal moderadamente soluble.

Para administracion bucal o sublingual, las composiciones pueden adoptar la forma de comprimidos, pastillas para
chupar, pastillas o geles formulados de manera convencional. Tales composiciones pueden comprender el principio
activo en una base saborizada tal como sacarosa y goma arabiga o goma tragacanto.

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

Los compuestos de la presente invencion pueden administrarse de forma topica, es decir mediante administracion
no sistémica. Esto incluye la aplicacion de un compuesto de la presente invencion de manera externa a la epidermis
o la cavidad bucal y la instilacion de un compuesto de este tipo en el oido, el ojo y la nariz, de tal manera que el
compuesto no entra significativamente en el torrente sanguineo. En cambio, la administracion sistémica se refiere a
administracion oral, intravenosa, intraperitoneal e intramuscular.

Las formulaciones adecuadas para administracion tépica incluyen preparaciones liquidas o semiliquidas adecuadas
para la penetracion a través de la piel hasta el sitio de inflamacion tales como geles, linimentos, lociones, cremas,
pomadas o pastas, y gotas adecuadas para la administracion al ojo, el oido y la nariz.

En una formulacién ocular tépica, la cantidad del compuesto de formula (I) estara generalmente en el intervalo del
0,001 al 10% peso/volumen (% p/v). Las concentraciones preferidas oscilan entre el 0,1 y el 5% p/v. La
administracion topica al ojo se proporciona de una a seis veces al dia. Una formulacion tipica contiene el 0,1 - 5%
del compuesto de formula (1), el 0,5% p/v de hidroxipropilmetilcelulosa (HMPC), el 0,8% p/v de cloruro de sodio, el
0,28% p/v de fosfato de sodio, el 0,01% p/v de edetato de disodio, el 0,01% p/v de cloruro de benzalconio. Se ajusta
elpHa7,2-7,4. Se afiade agua purificada en c.s.

Los geles para administracion topica o transdérmica de compuestos de la invencion objeto pueden comprender,
generalmente, una mezcla de disolventes volatiles, disolventes no volatiles, y agua. El componente de disolvente
volatil del sistema de disolventes tamponado puede incluir preferiblemente alcoholes de alquilo inferior (C1-Ce),
glicoles de alquilo inferior y polimeros de glicoles inferiores. Mas preferiblemente, el disolvente volatil es etanol. Se
cree que el componente de disolvente volatil actia como potenciador de la penetracion, al tiempo que también
produce un efecto de enfriamiento en la piel a medida que se evapora. La parte de disolvente no volatil del sistema
de disolventes tamponado se selecciona de alquilenglicoles inferiores y polimeros de glicoles inferiores.
Preferiblemente, se usa propilenglicol. El disolvente no volatil ralentiza la evaporacién del disolvente volatil y reduce
la presion de vapor del sistema de disolventes tamponado. La cantidad de este componente de disolvente no volatil,
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como con el disolvente volatil, esta determinada por el compuesto farmacéutico o farmaco que esté usandose.
Cuando hay una cantidad demasiado pequefia del disolvente no volatil en el sistema, el compuesto farmacéutico
puede cristalizar debido a la evaporacién del disolvente volatil, mientras que un exceso dara como resultado una
falta de biodisponibilidad debido a una escasa liberacion de farmaco de la mezcla de disolventes.

El componente tamponante del sistema de disolventes tamponado puede seleccionarse de cualquier tampdn usado
comunmente en la técnica; preferiblemente, se usa agua. Existen varios componentes opcionales que pueden
afadirse a la composicién topica. Estos incluyen, pero no se limitan a, quelantes y agentes gelificantes. Los agentes
gelificantes apropiados pueden incluir, pero no se limitan a, derivados de celulosa semisintéticos (tales como
hidroxipropilmetilcelulosa) y polimeros sintéticos, y agentes cosméticos.

Las lociones segun la presente invencién incluyen las adecuadas para la aplicacién a la piel o al ojo. Una locién
ocular puede comprender una disolucidon acuosa estéril que contiene opcionalmente un bactericida y puede
prepararse mediante métodos similares a aquellos para la preparacion de gotas. Las lociones o los linimentos para
la aplicacion a la piel también pueden incluir un agente para acelerar el secado y enfriar la piel, tal como un alcohol o
acetona, y/o un hidratante tal como glicerol o un aceite tal como aceite de ricino o aceite de mani.

Las cremas, pomadas o pastas segun la presente invencion son formulaciones semisdlidas del principio activo para
aplicacion externa. Pueden producirse mediante mezclado del principio activo en forma finamente dividida o
pulverizada, solo o en disolucién o suspension en un fluido acuoso o no acuoso, con la ayuda de la maquinaria
adecuada, con una base grasa o no grasa. La base puede comprender hidrocarburos tales como parafina dura,
blanda o liquida, glicerol, cera de abejas, un jabon metalico, un mucilago; un aceite de origen natural tal como aceite
de almendras, maiz, mani, ricino u oliva, lanolina o sus derivados o un acido graso tal como acido estearico u oleico
junto con un alcohol tal como propilenglicol o un macrogel. La formulacidon puede incorporar cualquier agente
tensioactivo adecuado tal como un surfactante anionico, catiénico o no iénico tal como un éster de sorbitano o un
derivado de polioxietileno del mismo. También pueden incluirse agentes de suspension tales como gomas naturales,
derivados de celulosa o materiales inorganicos tales como silices silicogénicas y otros componentes tales como
lanolina.

Las gotas segun la presente invencién pueden comprender disoluciones o suspensiones estériles acuosas u oleosas
y pueden prepararse mediante la disolucién del principio activo en una disolucién acuosa adecuada de un agente
bactericida y/o fungicida y/o cualquier otro conservante adecuado, e incluyendo preferiblemente un agente
tensioactivo.

Las formulaciones para administracion topica en la boca, por ejemplo por via bucal o por via sublingual, incluyen
pastillas para chupar que comprenden el principio activo en una base saborizada tal como sacarosa y goma arabiga
0 goma tragacanto, y pastillas que comprenden el principio activo en una base tal como gelatina y glicerina o
sacarosa y goma arabiga.

Para la administraciéon por inhalacién, los compuestos segun la presente invenciéon se suministran de manera
conveniente en forma de un insuflador, envases a presion de nebulizador u otro medio conveniente de suministro de
una pulverizacion de aerosol. Los envases a presién pueden comprender un propelente adecuado, tal como
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el
caso del aerosol a presion, la unidad de dosificacion puede determinarse proporcionando una valvula para
suministrar una cantidad medida. Alternativamente, para la administracion por inhalacién o insuflacion, los
compuestos segun la invencion pueden adoptar la forma de una composicion de polvo seco, por ejemplo una mezcla
de polvo del compuesto y un polvo adecuado tal como lactosa o almidén. La composicion de polvo puede
presentarse en forma unitaria, por ejemplo, en capsulas, cartuchos, paquetes de tipo blister o gelatina desde los que
puede estar el polvo con la ayuda de un inhalador o insuflador.

Las formulaciones de dosificacién unitaria preferidas son aquellas que contienen una dosis eficaz, tal como se cita a
continuacién en el presente documento o una fraccién apropiada de la misma, del principio activo.

Debe entenderse que ademas de los componentes particularmente mencionados anteriormente, las formulaciones
de esta invencion pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo de
formulacion en cuestién, por ejemplo las adecuadas para administracién oral pueden incluir agentes saborizantes.

Los compuestos de la presente invencion pueden administrarse por cualquier via comentada anteriormente en un
intervalo de dosis para seres humanos adultos que es generalmente de desde 0,01 mg/kg/dia hasta 60 mg/kg/dia,
mas preferiblemente desde 0,01 mg/kg/dia hasta 30 mg/kg/dia, lo mas preferiblemente desde 0,01 mg/kg/dia hasta
15 mg/kg/dia.

La cantidad de principio activo que puede combinarse con los materiales portadores para producir una forma de
dosificacién individual variara dependiendo del huésped tratado y del modo de administracion particular.

Los compuestos de la invencion objeto pueden administrarse de diversos modos, por ejemplo por via oral, de forma
tépica o mediante inyeccion. La cantidad precisa de compuesto administrado a un paciente sera responsabilidad del
médico encargado. El nivel de dosis especifico para cualquier paciente particular dependera de una variedad de
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factores incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el
sexo, las dietas, el momento de administracién, la via de administracion, la tasa de excrecién, la combinaciéon de
farmacos, el trastorno preciso que esté tratandose y la gravedad de la indicacién o el estado que esté tratandose.
Ademas, la via de administraciéon puede variar dependiendo del estado y su gravedad.

CL-EM analitica

Se analizaron los compuestos de férmula () mediante CL-EM analitica. Se resumen las condiciones a continuacion.

Resumen de condiciones analiticas:

Bomba LC10Advp (Shimadzu) con detector por red de diodos UV/Vis SPD-M10Avp (Shimadzu) y detector EM
QP2010 (Shimadzu) en modo ESI+ con deteccion UV a 214, 254 y 275 nm,

ES 2588770 T3

Columna: Waters XTerra MS C18, 3,5 um, 2,1 * 100 mm,

gradiente lineal con acetonitrilo en agua (HCOOH al 0,15%)

Velocidad de flujo de 0,4 ml/min;
Fase movil A: agua (HCOOH al 0,15%)

Fase movil B: acetonitrilo (HCOOH al 0,15%)

Los métodos son:

A:

Gradiente lineal de QC polar;

concentracion inicial 1% de acetonitrilo

9,00 B.Conc. 30
10,00 B.Curva 3
12,00 B.Conc. 99
15,00 B.Conc. 99
15,20 B.Conc. 1
18,00 Detener bomba

B:

Gradiente lineal de QC medio;

concentracion inicial 10% de acetonitrilo

10,00 B.Conc. 60
11,00 B.Curva 2

12,00 B.Conc. 99
15,00 B.Conc. 99
15,20 B.Conc. 10
18,00 Detener bomba

C:

Gradiente lineal de QC apolar;

concentracion inicial 15% de acetonitrilo

12,00 B.Conc. 99
15,00 B.Conc. 99
15,20 B.Conc. 15
18,00 Detener 0

B.Curva Ajustar la curva de gradiente de liquido B (C, D) en el modo de gradiente. La curva en
C.Curva 0<=t<=T puede calcularse mediante la siguiente ecuacion, en la que c(t) es la

D.Curva concentracion del liquido B (C, D) en el tiempo relativo t en cada intervalo, T es el tiempo de gradiente, y a

es el valor para [B(C,D). Curval.
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1.a>0

C(t)=C1 + (C2-C1)<*>{ (exp(a*t/T)-1) / (exp(a)-1

2. a=0(linea)

C(t)=C1 + (C2-C1)*(t/T)

3. a<0

C(t)=C1 + (C2-C1)*{ (exp{lal] (1-/T) }-1) / (explal-1) }

C1: Valor inicial de [B(C,D).Conc.]

C2: Valor final de [B(C,D).Conc.] (Debe ajustarse mediante el programa de CL)
-10-10

Ejemplos

Sintesis del compuesto ID:

Producto intermedio IDa):

OH O

A una disolucioén de 2,3,5-trimetilfenol (0,5 g, 1 eq.) en 1,1,2,2-tetracloroetano (15 ml) se le afiadié una disolucion de
cloruro de aluminio (1,22 g, 2,5 eq.) y cloruro de metilsebacoilo (1,03 g, 1,2 eq.) en 1,1,2,2-tetracloroetano (5 ml) a
0°C bajo atmésfera de argon. Se agité la mezcla de reaccion a 140°C durante 24 h y se hidrolizé a 0°C con agua
(10 ml) y una disolucion de acido clorhidrico 2 N (10 ml). Se extrajo la disolucién con acetato de etilo (20 ml).
Después de la separacion de fases, se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (2 X 20 ml), se combinaron las
fases organicas y se eliminaron los disolventes a presion reducida. Se purificé el producto en bruto mediante
cromatografia ultrarrapida (acetato de etilo-ciclohexano).

Producto intermedio IDb):

OH

En un matraz de fondo redondo, se agitaron zinc (13 g, 11 eq.), cloruro de mercurio (1,3 g, 0,26 eq.), agua (15 ml) y
acido clorhidrico conc. (0,15 ml) durante 5 min y se decanté la disolucion. Se lavé el zinc con agua y se transfirié a
un nuevo matraz de fondo redondo limpio. A este zinc amalgamado, se le afiadieron agua (2 ml), acido clorhidrico
conc. (10 ml), tolueno (10 ml) y el producto intermedio IDa (6 g, 1 eq.). Se agité la mezcla de reaccion vigorosamente
a temperatura ambiente durante 10 minutos y a 140°C durante 3 dias. Se le afiadié la misma cantidad de zinc
amalgamado que anteriormente y se agitd la mezcla de reaccion durante 3 dias adicionales a 140°C. Se transfirio la
mezcla de reaccién a un embudo de separacion, y se transfirié la fase organica obtenida a un nuevo matraz de
fondo redondo limpio. A esta mezcla de reaccién, se le afiadieron agua (0,5 ml), acido clorhidrico conc. (2 ml), y zinc
recién activado (2 g). Se agité la mezcla de reaccion durante 2 dias adicionales a 140°C. Se decantd la disolucion
del zinc sin reaccionar y se extrajo dos veces con acetato de etilo. Se lavd el extracto organico combinado con
disolucién acuosa de acido clorhidrico 0,1 M (25 ml), se secé sobre sulfato de sodio, se filtrd, y se eliminaron los
componentes volatiles a presion reducida. Se purificé el producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida
(acetato de etilo-ciclohexano).

Producto intermedio IDc):
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OH
OH

Se disolvié el producto intermedio IDb (3,7 g, 1 eq.) en tetrahidrofurano (100 ml) y se le afadié hidruro de litio y
aluminio (0,26 g, 1,1 eq.) a 0°C bajo atmédsfera de argén. Se agitd la mezcla de reaccion a 0°C durante 10 minutos
hasta obtener una conversion completa. Se verti6 la disolucion sobre una disolucién saturada de cloruro de amonio
(200 ml) a 0°C y se le anadioé acetato de etilo (200 ml). Después de la separacion de fases, se extrajo la fase acuosa
con acetato de etilo (150 ml). Se secaron las fases organicas combinadas sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
eliminaron los disolventes a presion reducida. Se purificd el producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida
(acetato de etilo-ciclohexano).

Ejemplo ID:

OH
O

Se disolvié el producto intermedio IDc (1,62 g, 1 eq.) en una mezcla de metanol (50 ml) y N,N-dimetilformamida
(50 ml). A esta disolucion, se le afadieron una disolucion del 0,5% de hidroxido de potasio (80 ml) y
nitrosodisulfonato de potasio (4 g, 3 eq.) y se agité la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 14 h hasta
obtener una conversion completa. Se le afadié una disoluciéon acuosa de acido clorhidrico 1 M (100 ml) y se extrajo
la disolucién con acetato de etilo (2 X 200 ml). Se secaron las fases organicas combinadas sobre sulfato de sodio,
se filtraron, y se eliminaron los componentes volatiles a presion reducida. Se purificé el producto en bruto en primer
lugar mediante cromatografia ultrarrapida (acetato de etilo-ciclohexano) y luego con HPLC-EM preparativa.

CL-EM: método C, tr (min) = 8,86, MW (calc.) = 306,44, [M+H]" (hallado) = 307.

Ensayos biolégicos:

A. Ensayo de citotoxicidad

Este ensayo investiga la citotoxicidad que se define como la propiedad de destruccion de células de un compuesto
quimico, independientemente de los mecanismos de muerte celular. La linea celular de hepatoblastoma HepG2 es
una de las lineas de celulares humanas mas comunes para estudios de hepatotoxicidad. Aunque las células
carezcan de una parte de las enzimas metabolizadoras presentes en hepatocitos nuevos, han mostrado que son una
herramienta util para estudiar la toxicidad de hepatotoxinas. Este ensayo mide la actividad de metabdlica de células
vivas usando el reactivo de proliferacion celular WST-1 (Roche Diagnostics). La sal de tetrazolio de WST-1 se
escinde para dar formazan soluble en agua por enzimas celulares. Una expansién en el numero de células viables
da como resultado un aumento de la actividad global de deshidrogenasas mitocondriales en la muestra. Este
aumento de la actividad enzimatica conduce a un aumento de la cantidad de colorante formazan formado, que se
correlaciona directamente con el numero de células metabdlicamente activas en el cultivo. El colorante formazan
producido por células metabdlicamente activas se cuantifica directamente en un espectrofotémetro de barrido de
multiples pocillos midiendo la absorbancia de la disolucidon de colorante formazan entre 420 y 480 nm. Las células
HepG2 sanas, cuando se mantienen en cultivo, se dividen de manera continua y se multiplican a lo largo del tiempo.
Un producto quimico téxico, independiente del sitio y el mecanismo de accién, interferird en este proceso y dara
como resultado la reduccién de la tasa de crecimiento reflejada en el nimero de células.

Procedimiento experimental: se siembran células Hep-G2 en una microplaca de 96 pocillos y se mantienen en
cultivo durante 24 horas. Entonces se exponen al compuesto de prueba a lo largo de un intervalo de ocho
concentraciones. Después de la exposicion durante 24 horas, se incuban las células en presencia del reactivo WST-
1 durante 30 min antes de medir la absorbancia del colorante formazan formado. Se expresa la citotoxicidad como
una reduccion dependiente de la concentracion de la formacion de colorante por conversion debido a una
disminucion de la proliferacion celular en comparacion con células sin tratar. La CTsg (concentracion téxica al 50%),
se define como la concentracion de compuesto sometido a prueba requerida para reducir la viabilidad celular en el
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50% con relacion al cultivo de control. Cuanto menor es el valor de CTso, mayor es el potencial citotéxico del
compuesto de prueba. Se calcularon los valores de CT al 50% usando la siguiente formula:

(Conc.>50 —Conc._, )(%.>50 —50)
(%>50 - %<50 )

a) Conc. > 50 = maxima concentracion medida con el % de control de disolvente > 50%

CT,, = Conc._, —

b) Conc. < 50 = minima concentracién medida con el % de control de disolvente < 50%
¢) % > 50 = absorbancia relativa en a) en %

d) % < 50 = absorbancia relativa en b) en %

Tabla 1
Compuesto CTso [uM]
Compuesto IA 100
Compuesto IC 71,94
Compuesto IE 100
Compuesto IF 100

Tal como puede tomarse de la tabla 3, los compuestos de férmula (1) demuestran claramente ausencia de toxicidad
en el intervalo de dosis evaluado.

B. Ensayo de ATP

Los electrones donados desde el ciclo del acido citrico en forma de NADH se transfieren entre los complejos I, 11 y 11l
de la cadena respiratoria. En este proceso, se genera potencial de membrana mitocondrial a través de bombas de
protones en la membrana mitocondrial interna. Este gradiente electroquimico a través de la membrana mitocondrial
interna se usa en células sanas para proporcionar la energia para dirigir la produccion de ATP mitocondrial. Por
consiguiente, los niveles celulares de ATP son un buen indicador de la funcién mitocondrial. En multiples estados
patolégicos (es decir enfermedad de Alzheimer, de Parkinson, de Huntington y trastornos mitocondriales) este modo
de produccion de ATP esta afectado y se usan modos alternativos de produccion de ATP que pueden estar
asociados con subproductos téxicos (es decir acidosis lactica debida a un aumento de la glicdlisis anaerobia). Existe
un consenso general de que especialmente en tejidos con alta demanda de energia tales como musculo y cerebro,
una reduccion crénica de los niveles de ATP conduce en Ultima instancia a muerte celular. Por tanto, puede
considerarse que los compuestos que reducen significativamente los niveles de ATP en condiciones de crecimiento
normales in vitro albergan cierto potencial de toxicidad. Sin embargo, se ha descrito que algunos compuestos
ejercen efectos positivos sobre la duraciéon de vida y los criterios de valoracion patoldgicos tales como estrés
oxidativo a pesar de una reduccion de la produccion de energia (Onken & Driscoll 2010). Puede detectarse una
posible inhibicion de la respiracion mitocondrial a través de condiciones de crecimiento especiales in vitro. C puede
distinguir entre la produccion mitocondrial y no mitocondrial de ATP (es decir glicdlisis), puesto que en condiciones
de baja concentracion de glucosa, el ATP se produce principalmente mediante fosforilaciéon oxidativa.

Procedimiento experimental: Este ensayo se realizd por tanto en ausencia de glucosa en el medio. Sin embargo, ha
de observarse que los bajos niveles de glucosa contenidos en el suero dan como resultado concentraciones
estimadas de glucosa de aproximadamente 0,5 mM. Por tanto se denomina esta condicion como “baja
concentracion de glucosa”. Se usaron células linfoblastoides inmortalizadas (BC1 LCL) para caracterizar el efecto de
los compuestos sobre los niveles de ATP en diferentes niveles de glucosa mediante una reaccién de luciferasa
dependiente de ATP. En resumen, se sembraron células en una placa de 24 pocillos a una densidad de 5*10°
células/ml con 1 ml por pocillo en dos medios diferentes que no contenian glucosa o contenian glucosa 25 mM,
respectivamente. Se complementaron ambos medios con suero bovino fetal al 10%, pen./estrep. al 1%, L-glutamina
200 mM. Se trataron las células con el 0,1% (v/v) de compuestos (10 mM en DMSO; concentracion final: 10 uM) y se
incubaron durante 72 h a 37°C, el 5% de CO, y HR del 90%. Se cont6 el numero de células y después de un breve
lavado en PBS y recogida a través de centrifugacion (5 min; 200 x g) se lisaron las células en un volumen de 0,5 ml
de disolucion de lisis (EDTA 4 mM, Triton X-100 al 0,2%) durante 15 min sobre hielo y se afiadieron 10 pl de lisado a
una placa blanca de 96 pocillos. En paralelo, también se afiadieron patrones de ATP (concentraciones: 0, 1, 2, 4, 6,
8 y 12 uM en PBS) a la placa de 96 pocillos. Se inici6 la reacciéon mediante la adicion de 100 pl de mezcla de
reaccion (D-luciferina 300 uM, luciferasa de luciérnaga 5 ug/ml, DTT 75 uM, HEPES 25 mM, MgCl, 6,25 mM, EDTA
625 uM y BSA 1 mg/ml) y se cuantifico la sefial de luminiscencia en un lector de placas multimodo (lector de placas
Tecan M1000; tiempo de integracion de luminiscencia: 100 ms). Se calcula la concentracion de ATP celular
normalizada con respecto al numero de células para cada pocillo y se promedian mediciones por triplicado. En la
tabla 2, se facilitan los niveles de ATP.

Tabla 2
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Compuesto Niveles de ATP [%)]
Compuesto IC 63
Compuesto IE 95

En general, en condiciones de crecimiento normales, mas ATP es beneficioso para la célula. Sin embargo, en
condiciones de baja concentracién de glucosa, una reduccién dependiente del tratamiento de los niveles de ATP
puede indicar una inhibiciéon de la respiracion mitocondrial, que imita la restriccion calérica y es probable por tanto
que inicie todos los efectos positivos asociados con la restriccion caldrica, tales como longevidad (Copeland et al.
Current Biol 2009; 19:1-8). No obstante, es necesario determinar que no se asocian efectos de toxicidad u otros
efectos adversos tales como produccién de especies reactivas del oxigeno (ERO) con esta respiracion reducida.

C: Ensayo de peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica es un mecanismo bien definido de dafio celular tanto en animales como en plantas que se
produce durante el envejecimiento y en algunos estados patolégicos. Este proceso avanza mediante un mecanismo
de reaccion en cadena por radicales libres. Con la mayor frecuencia afecta a acidos graos poliinsaturados, porque
contienen una multiplicidad de dobles enlaces entre los que grupos metileno-CHx- presentan hidrégenos
especialmente reactivos. Si no se termina lo suficientemente rapido, la peroxidacion lipidica dafia las membranas
celulares, afecta a la fluidez de membrana y también a la funcién mitocondrial. Ademas, los productos finales de la
peroxidacion lipidica pueden ser mutagénicos y carcinogénicos. Por ejemplo, el producto final reactivo de la
peroxidacion lipidica, malondialdehido, provoca directamente dafio al ADN.

Procedimiento experimental: El fluoréforo fluorescente BODIPY® (4,4-difluoro-3a,4a-diaza-s-indaceno) es un
trazador eficaz del trafico de lipidos, asi como que es Util en sondas de membranas para fines generales. BODIPY
581/591-C11 puede usarse para medir la actividad antioxidante en entornos lipidicos aprovechando su pérdida de
fluorescencia tras la interaccion con radicales peroxilo. Se sembraron fibroblastos humanos primarios C4 (GM04545,
Coriell) (pase <12) a una concentracion de 2000 células/pocillo en placas negras de 96 pocillos y se incubaron
durante 72 horas en DMEM en presencia de compuesto de prueba 10 uM o DMSO solamente. Después de eso, se
afadieron 0,1 ml de disolucién de colorante recién preparada (HBSS, que contenia colorante BODIPY 1:1000 a
partir de una disolucién madre) y se devolvieron las células al incubador durante 30 min. Después de 2 lavados
breves con 0,1 ml de PBS calentado, se midi6 la fluorescencia en 50 ul de PBS. Se cuantificé individualmente la
fluorescencia para 4 areas individuales por pocillo a dos longitudes de onda (Exi: 490, Em+: 600; Exz: 490, Emg: 530,
ancho de banda de 10 nm, 50 parpadeos, frecuencia de 400 Hz, tiempo de integracion de 20 pus).

A continuacion en la tabla 3 se muestra el grado de peroxidacion lipidica de diversos compuestos de la presente
invencion.

Tabla 3
Compuesto Peroxidacion lipidica [%]
Compuesto IA 98
Compuesto IC 92
Compuesto ID 110
Compuesto IE 110
Compuesto IF 93

La funcién mitocondrial alterada, tal como en trastornos mitocondriales, puede conducir a dafio celular mediante
peroxidacion lipidica. La alteracion de la funcion mitocondrial a través de moléculas pequefias también tiene por
tanto el riesgo inherente de producir peroxidacion lipidica. En este contexto, todos los compuestos de la tabla 3 que
dejan los niveles basales de peroxidacion lipidica inalterados (aproximadamente del 100%) no muestran ninguna
carga toxica inherente importante tal como se demuestra mediante los datos incluidos en la tabla 1.

D: Medicion de la actividad del complejo mitocondrial Il

El complejo 1l (Cll) es un complejo enzimatico unido a la cara de la matriz de las membranas mitocondriales internas.
Consiste en cuatro subunidades con varias actividades enzimaticas diferentes. Una de estas es la enzima del ciclo
del acido citrico succinato deshidrogenasa, que cataliza la conversién de succinato en fumarato. En esta reaccion,
se transfieren electrones de succinato al grupo prostético FAD generando asi FADH, (Ackrell 2000). Estos
electrones se transfieren entonces del FADH; reducido a ubiquinona, de ubiquinona a los centros de reaccion del
complejo Il (1ll), y finalmente al citocromo c. Durante este proceso de translocacion de electrones, el complejo Il
bombea cuatro protones desde la matriz hasta el espacio intermembranoso. Estos flujos de protones pueden
detectarse como corrientes eléctricas en sensores SURFE2R basados en SSM (http://www.sd-
heidelberg.de/index.html). En el ensayo de CII-Clll con SURFE2R, ambos, CM y Olll se activan simultaneamente
equilibrando en primer lugar los sensores con succinato y luego activando la reaccion ClI-Clll mediante citocromo ¢
oxidado. El flujo de salida resultante de protones fuera del compartimento de la membrana induce corrientes
negativas, que son sensibles a inhibidores de Cll y Clll, malonato y antimicina A, respectivamente.

Procedimiento experimental. Los sensores de SSM SURFE2R se recubrieron con membranas mitocondriales
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internas segun los protocolos convencionales. En resumen, se llenaron los sensores con 50 ul de disolucion
SensorPrep Ay se incubaron durante 10-15 min. Después de eso, se retiro la disolucidn, se enjuagaron los sensores
con agua desionizada tres veces, se secaron en una corriente de gas nitrégeno y se incubaron durante 15 min a
temperatura ambiente para librarse de los disolventes restantes. Se aplicaron 1,5 ul de disolucién SensorPrep B1 al
sensor y se cubrieron inmediatamente con 50 pl del tampdn (gluconato de Na 150 mM, Hepes 30 mM pH 7,2/NMG,
MgClz 10 mM, NaPi 12,5 mM, pH 7,2, DTT 0,2 mM recién afiadido). Se incubo el sensor durante 15-60 min a 4°C.
Se descongeld rapidamente una alicuota (10 pl) de la suspensiéon de membrana mitocondrial interna (almacenada a
-80°C), se diluyd con 190 nl del tampodn de preparaciéon de sensor usado anteriormente y se sonicé en un tubo
Eppendorff de 1,5 ml aplicando 5 rafagas con una amplitud del 30% y una razén de tiempo de ciclo de 0,5
(procesador ultrasénico UP 50 H, Dr. Hielscher GmbH, Alemania, equipado con 1 punta de EM). Se aplicaron 5 ul de
la suspension de membrana sobre la superficie del sensor, que representaban 4,3 ug de contenido de proteina total
por sensor. Se centrifugaron los sensores durante 45 min a 2500 x g, se incubaron a 4°C durante 3-5 h y se
congelaron a -80°C.

Se descongelaron los biosensores inmediatamente antes del experimento y se midieron con los dispositivos de
estacion de trabajo 50 6 500 de SURFE2R. Se estudi6 la actividad de CII-Clll mediante un intercambio rapido de
una disolucion “no activante” por una “activante” que contenia el citocromo ¢ oxidado 3 pM. 2 s de tampodn no
activante estuvieron seguidos por 1 s de tampén activante y luego de nuevo por 1 s tampdn no activante. Después
de eso, se enjuagd el sensor 3 veces con 1 ml de tampdn no activante. Se realizé una activacién adicional con
citocromo c después de un tiempo de incubacion de ~11 min. Ambos tampones contenian succinato 1 mM y BSA
350 mg/l para potenciar la solubilidad de los compuestos de prueba. Para determinar la actividad de ClI-lll, se evalud
la corriente pico (amplitud de corriente). Las mediciones realizadas de actividades de ClI-lll consistian en dos partes.
En primer lugar, se registré la actividad de ClI-lll en ausencia del compuesto (en su lugar DMSO al 0,01%) durante
aproximadamente 50 min para obtener una actividad de CII-lll constante (amplitudes de corriente pico constantes).
Después de eso, se suministr6 un compuesto de prueba (~4 uM) a las disoluciones no activante y activante y se
registro la actividad de CII-lll durante ~50 min adicionales (110 min en total). Para cada sensor, se normalizaron
todas las corrientes pico con respecto a la media de las actividades después de 24, 36 y 48 min. Para cada
compuesto de prueba, se sometieron a ensayo al menos dos biosensores diferentes durante ~110 min en total,
indicado mediante n (t 0-110) = 2. Para aquellos compuestos de prueba que activaron ClI-lll en mas del 30% en un
tiempo de 80 a 110 min, se registré la actividad de ClI-lll durante ~50 min adicionales (hasta 160 min en total).

En la tabla 4 a continuacion se notifican los resultados de diversos compuestos usados en la invencion.

Tabla 4
Compuesto Actividad del complejo ClI-Il [%]
Compuesto IA 102
Compuesto IC 97
Compuesto IE 110

Compuesto IF -

La restriccion caldrica funcional, que se ha mostrado eficazmente a través de estudios que usan activadores de
SIRT, puede cambiar el metabolismo de glucosa a un aumento de lipidos como fuente de energia principal (Lomb et
al. Biochim Biophy Acta. 2010; 1804(8): 1652-7). Los lipidos se descomponen normalmente durante la beta-
oxidacion mitocondrial de acidos grasos (AG). Puesto que se cree que los equivalentes electronicos de la
peroxidacion lipidica se alimentan preferentemente en la cadena respiratoria mitocondrial a nivel del complejo Il
(Bruss et al. Am. J. Physiol. Edocrinol. Metab. 2010; 298:E108-E116), es de importancia evaluar que la funcién de
este complejo no se altera mediante el tratamiento.

E: Ensayo de microalineamiento y analisis de rutas

Puesto que apenas esta disponible ningun informe sobre los efectos de quinonas de cadena corta sobre los
patrones de expresion génica in vivo, se realizaron analisis de microalineamientos de tejido cardiaco derivado de
ratones después de un tratamiento a largo plazo con el compuesto IA.

Procedimiento experimental: Se mantuvieron ratones C57BI/6 macho en condiciones de laboratorio habituales (12
horas de luz al dia, 22 + 2°C, humedad del 40-60%) con alimento y agua disponibles a voluntad. A la edad de nueve
semanas, se administro el compuesto IA (200 mg/kg, formulado en una comida para roedores convencional) por v.o.
durante un periodo de tres semanas. Se administraron viales que contenian 8 g de alimento triturado a animales en
jaulas individuales al inicio del ciclo de oscuridad, a la vez que se les permitia el acceso a alimento complementario
a voluntad. Después del periodo de tratamiento, se sacrificaron los animales y se extirpd inmediatamente el
ventriculo izquierdo del corazén y se lisé para la extraccion de ARN. Se purificé el ARN siguiendo protocolos
convencionales. Se sintetizd ADN bicatenario a partir de 1,8 ng de ARN mediante transcripcién inversa de ADNc
monocatenario usando una polimerasa Superscript || y cebadores T7-(N)s y sintesis posterior de ADNc bicatenario
usando ADN polimerasa 1. Tras la transcripcion in vitro durante la noche para generar ARNc, se sintetiz6 ADNc
bicatenario mediante transcripcién inversa usando Superscript I, cebadores al azar y dUTP y después de eso se
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limpiaron de los moldes de ARN. Se hibridaron las muestras con alineamientos de exén 1.0 ST de ratéon Affymetrix
GeneChip® que cubrian mas de un millén de agrupamientos de exones (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.UU.) segun
las instrucciones de Affymetrix. Se realiz6 el analisis de los datos (analisis de componentes principales; PCA y
cambios en la expresion de genes individuales) usando dos programas: el software de analisis génico Partek (Partek
Incorporated, St. Louis, MO, EE.UU.) y Aligent Genespring GX 10 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.).
Se realizaron nuevas tomas de muestras de puntuaciones de genes que incluian todos los genes usando ermineJ
(Lee et al, BMC Bioinformatics 6:269, 2005). Para el andlisis funcional que incluia sélo genes que se expresaban de
diferente manera se us6 DAVID (Huang DW et al, Nature Protoc. 4(1):44-57, 2009; Dennis G et al, Genome Biol.
4(5):P3, 2003). Se realizé un analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes usando Ariadne Pathway Studio 6
(Ariadne Genomics, Rockville, MD, EE.UU.).

Resultados: Después del tratamiento durante 3 semanas con el compuesto IA, se expresaron de diferente manera
mas de 650 genes. Mdultiples formas de analisis, incluyendo nueva toma de muestras de puntuaciones de genes,
indicaron claramente que el principal parametro metabdlico en tejido cardiaco mas afectado por el tratamiento con el
compuesto IA es el metabolismo de acidos grasos.

F: Efecto de los compuestos sobre la ingesta de alimentos y/o el peso corporal

Aunque se describe que los compuestos de quinona de cadena corta tales como el compuesto |A tienen multiples
efectos protectores sobre la funcidon mitocondrial, no hay actualmente informacién publicada con respecto a los
cambios en el metabolismo in vivo. Debido a los resultados del analisis de microalineamientos, se evaluaron los
posibles efectos de los compuestos sobre el peso corporal y la ingesta de alimentos.

Procedimiento experimental: Se adquirieron ratones C57BLJ6J macho de ocho semanas de edad de Janvier
(Francia). Después de un periodo de aclimataciéon de una semana en las instalaciones (12 horas de luz al dia, 22 +
2°C, humedad del 60%), se alojaron individualmente los animales en jaulas con un entorno enriquecido (es decir
ruedas para correr) y recibieron una dosis diaria de 200 mg/kg de compuesto IA en los alimentos tal como se
describié anteriormente para el analisis de microalineamientos. Se complementaron porciones que ascendian al
75% de la ingesta caldrica diaria con edulcorante artificial para preferencia de gusto. Se almacenaron porciones
individuales a -20 °C y se administraron diariamente antes del comienzo del periodo de oscuridad. Se prepararon las
porciones para animales control de forma idéntica con la excepcién de que se omitia el compuesto IA.
Adicionalmente, los ratones tenian acceso a alimentos a voluntad. Se midieron el peso corporal de los animales y la
ingesta de alimentos de los granulos a voluntad tres veces a la semana a lo largo de un periodo de cuatro semanas.
Se usaron el peso corporal de los animales asi como la ingesta de alimentos acumulada con relacién al peso
corporal como criterios de valoracion.

G. Viabilidad celular de células similares a RGC

La afectacion mitocondrial influye directamente en la supervivencia celular. Especialmente las células y los tejidos
que presentan un alto nivel de consumo de energia, tales como neuronas, son especialmente vulnerables. Por
consiguiente, es probable que estas células y tejidos sean las que mas respondan a una estrategia que selecciona
como diana la funcién mitocondrial. Se abordé esta posibilidad evaluando la viabilidad de la linea de células
ganglionares de la retina RGC-5, expuesta al inhibidor del complejo | mitocondrial rotenona, en ausencia o presencia
de compuestos.

Procedimiento experimental: Se cultivaron células RGC-5 en condiciones ambientales (37°C, el 5% de COg,
humedad del 90%) en DMEM (glucosa 1 g/l; suero bovino fetal (FBS) al 10%, penicilina-estreptomicina-glutamina
(PSG)). Se sembraran células RGC-5 en DMEM (glucosa 1 g/l; FBS al 2%) en placas de cultivo celular BD Falcon™.
Antes de la inhibicién del complejo | inducida por rotenona, se pretrataron las células con el compuesto IA o
vehiculo. Para el tratamiento conjunto de compuesto IA con rotenona, se afiadié nuevo compuesto junto con medios
de cultivo celular que contenian rotenona. Después de la exposicién a rotenona, se intercambiaron los medios y se
reemplazaron por BSS de Hanks para el 1 dia tras la incubacién. Los medios de tratamiento posterior contenian el
compuesto IA o vehiculo solamente. Como medida de la viabilidad celular, se analizé el contenido celular de ATP
usando la luminiscencia de la oxidacion enzimatica de luciferina dependiente de ATP por luciferasa. Se lavaron las
células RGC-5 con PBS y se lisaron en tampén de lisis (EDTA 4 mM, Triton X-100 al 0,2%) a temperatura ambiente.
En placas de 96 pocillos, se combin6é tampdn de medicion de ATP (HEPES 25 mM, pH 7,25, D-luciferina 300 pM,
luciferasa de luciérnaga 5 pg/ml, DTT 75 uM, MgCl, 6,25 mM, EDTA 625 uM y BSA 1 mg/ml) con lisado para iniciar
la reaccién. Se cuantificé la luminiscencia inmediatamente usando un lector de placas multimodo (Tecan M1000,
software Tecan iControl 1.6; Tecan Austria GmbH, Grédig, Austria). Se definieron los efectos sobre la viabilidad
celular como el porcentaje de cambio mediado por compuesto en la viabilidad celular con relacién a la reduccién
inducida por rotenona de la viabilidad celular. Se presentan los datos como media + E.E.M. Se usé la prueba de la t
de Student para datos apareados para comparar datos no normalizados. Se fij6 la significacion estadistica a p<0,05
(*), p<0,01 (**) y p<0,001 (***).

Resultados: En este sistema, la rotenona provoco una reduccion de la viabilidad celular del 59% en células RGC-5
tratadas con DMSO, mientras que el compuesto IA rescatd significativamente la viabilidad de células RGC-5 de
manera dependiente de la dosis a concentraciones de > 10 nM (véase la figura 1). El tratamiento con el compuesto
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IA que incluy6 una preincubacion de 1 dia medidé en un rescate significativo en la viabilidad celular a 100 nM y
1000 nM, mientras que un tratamiento que incluyé una preincubacion con el compuesto IA de 2 dias medié en un
rescate significativo de la viabilidad celular ya a 10 nM. Especificamente, la preincubaciéon con el compuesto 1A
durante 1 dia (figura 1, barras blancas) aumento la viabilidad de RGC-5 en hasta el 26% (a 1 uM), mientras que
concentraciones de 1 y 10 nM mostraron un ligero efecto protector pero no significativo. En comparacién con un
pretratamiento durante 1 dia (figura 1, barras blancas), la proteccidn de la viabilidad celular mejoro significativamente
mediante un pretratamiento durante 2 dias (figura 1, barras negras). A concentraciones de 10 nM, 100 nM y
1000 nM, el compuesto IA aumenté significativamente la viabilidad celular en el 7%, el 35% y el 58%,
respectivamente.

Se cree que la supervivencia celular de células neuronales esta influenciada por factores neurotréficos tales como
NGF. Por tanto, se considera que los compuestos que pueden inducir la expresion de factores neurotréficos tales
como propentofilina son potencialmente neuroprotectores. Sin embargo, cuando se compard el compuesto |A con
propentofilina (figura 2) con respecto a un papel protector en el sistema de cultivo celular de disfuncién mitocondrial
descrito anteriormente, la propentofilina (100 pM) no demostré una actividad protectora significativa (p > 0,05)
mientras que la proteccion de la supervivencia celular por el compuesto IA (1 uM) fue altamente significativa (p =
0,0005).

Fig. 1 | Preincubacion durante 1 dia con el compuesto IA | Preincubacién durante 2 dias con el compuesto IA

1nM 10 nM 100 nM 1000 nM 1nM 10 nM 100 nM 1000 nM
media 4,0 4,8 12,6 25,9 1,0 7,3 34,9 58,4
D.E. 6,3 4,7 3,0 5.1 4,8 53 6,6 6,1
Fig. 2 | Preincubacion durante 1 dia con el compuesto IA (IA) o propentofilina (PP)

IA PP

media 22,0 2,2
D.E. 1,5 2,0

H. Modelo de ratén para enfermedades asociadas con la afectacion mitocondrial en enfermedades oculares

Este modelo de ratén se usa para evaluar el potencial terapéutico de compuestos en trastornos oculares
caracterizado por disfuncion mitocondrial tales como NOHL, AOAD, degeneracion macular, retinopatia y deficiencia
de complejo I. Es un modelo in vivo ampliamente aceptado basado en una inyeccion intravitrea en un solo ojo del
inhibidor del complejo mitocondrial | rotenona en el ratén adulto. La inyeccion intravitrea de rotenona induce
neurotoxicidad a través de la disfuncién del complejo mitocondrial | en la retina que es la disfuncién molecular
principal asociada con la misma. El impacto del pretratamiento oral con los compuestos de prueba durante 3
semanas se evalla histolégicamente en integridad de la retina a diferentes puntos de tiempo después de la
inyeccion de rotenona. El analisis histoldgico incluye la medicion cuantitativa del grosor de la retina (retina completa
y capas individuales), apoptosis de RGC y muerte celular, estrés oxidativo, expresién de glutamina sintetasa y
gliosis. El ojo no inyectado se usa como control dentro del sujeto, es decir intraindividual.

Procedimiento experimental (I): Analisis histopatologicos de la degeneracion de la retina

Se alojan individualmente ratones C57BL/6J silvestres macho (7 semanas de edad, aproximadamente 25 g de peso
corporal) en jaulas Makrolon tipo Il con lecho convencional y libre acceso a alimento y agua bajo un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas regular (de 8 a.m. a 8 p.m.). Se tratan los ratones una vez al dia durante 3 semanas con un
intervalo de dosis del compuesto de prueba (de 20 a 2000 mg/kg de peso corporal en CMC al 0,5%) o con vehiculo
(CMC al 0,5%) administrados en la dieta (mezclados 1:1 con alimento en polvo esterilizado en autoclave
complementado con el 10% de sacarosa; 5,5 g/dia) o mediante sonda nasogastrica (v.0.; 10 ml/kg de peso
corporal/dia) antes de una inyeccion intravitrea en un solo ojo de rotenona (15 mM en DMSO, 1 pnl) o vehiculo de
DMSO (1 pl). Se anestesian los ratones (mediante inhalacion del 1,5% al 2% de isoflurano) y se inyecta rotenona (o
vehiculo de DMSO) en la camara vitrea del ojo derecho usando una jeringa Hamilton de 10 pul adaptada con una
aguja pequena. Se inserta la punta de la aguja en el hemisferio superior del ojo, al nivel de la pars plana y con un
angulo de 45° a través de la esclerdtica. Se realiza la inyeccion a lo largo de un periodo de 2 min y se mantiene la
aguja en su sitio durante 3 min adicionales, tras lo cual se retira suavemente. Se usa pegamento quirurgico estéril
(Histoacryl, BRAUN/Aesculap AG, Alemania) para sellar el sitio de la inyeccion y se aplica una pomada oftalmica
antimicrobiana estéril (Neosporin, GlaxoSmithKline, RU) al ojo inyectado para evitar cualquier infeccion. Se
devuelven entonces los ratones a sus jaulas domésticas en donde se exponen de manera continua al compuesto de
prueba (o vehiculo) hasta que se sacrifican para el andlisis histolégico (1 y 7 dias tras la inyeccion de rotenona). En
resumen, se anestesian los ratones son mediante inyeccion i.p. de ketamina/xilazina (2/1, 200 pl) y posteriormente
se perfunden por via intracardiaca con una disolucion de paraformaldehido al 4% en tampodn fosfato (PB 0,1 M) para
la fijacion del ojo. Se extraen los globos oculares, se disecan las retinas, se fijan durante 2 h adicionales a 4°C, se
incuban en PB 0,1 M y sacarosa al 30% durante la noche, se congelan en compuesto de temperatura de corte
optima (O.C.T., Tissue-Tek, Miles Laboratories, Elkhart, EN, EE.UU.), se cortan a 14 um y se recogen sobre
portaobjetos de vidrio para la inmunotincion. Se realiza la inmunotincién por consiguiente segin un método
convencional usando anticuerpos primarios multiples. Se usan anticuerpos segundarios conjugados fluorescentes y
DAPI para la visualizacion bajo un microscopio de fluorescencia. Se realizan todos los procedimientos segun la
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regulacion Suiza y con una licencia aprobada por el “Kantonales Veterinaramt Basel-Land”.

Resultados: En un primer estudio, el pretratamiento de ratones C57/B6 adultos con compuesto IA (400 y
2000 mg/kg/dia) durante 3 semanas mostré fuertes efectos protectores frente a la toxicidad de la inyeccién
intravitrea del inhibidor del complejo | rotenona, con respecto a mudltiples criterios de valoracién relacionados con
NOHL tales como muerte celular de células ganglionares de la retina (RGC), grosor reducido de la retina, gliosis y
expresion de glutamina sintetasa. Los resultados se muestran en la tabla 5 a continuacién.

Tabla 5
Tratamiento/criterio de Numero de Grosor de la . Glutamina
. . Gliosis .

valoraciéon RGC retina sintetasa
Inyectado de manera simulada 100+ 12,2 100 £4,1 _ 100+ 0,5

(DMSO) (n=3) (n=6) 100 £9,7 (n=6) (n=3)
Vehiculo + rotenona 73,5 £2,9 (n=3) 61,5+ 3,9 241,4 + 33,7 89,4 +3,3

T (n=4) (n=4) (n=6)
94,6 +3,2* 84,3+29* 112,7+11,9* 98,5+1,9

IA 400 + rotenona (n=3) (n=3) (n=3) (n=5)
101,3+11,3 76,9 +£10,1 134,7 +10,7 * 99+29*

IA 2000 + rotenona (n=3) (n=4) (n=3) (n=6)

En la tabla 5, se expresan los datos histolégicos como % del control inyectado de manera simulada (DMSO) + EEM.
El numero de RGC se basa en células RGC / mm? en el 1 dia tras la inyeccion; el grosor de la retina (um) se basa
en 7 dias tras la inyeccion; la gliosis se basa en unidades relativas de fluorescencia (RFU) de la inmunotincién
especifica de GFAP a los 7 dias tras la inyeccion; la glutamina-sintetasa (GS) se basa en unidades relativas de
fluorescencia (RFU) de inmunotincién especifica de GS 1 dia tras la inyeccion. 1A 400 significa un pretratamiento con
compuesto IA a 400 mg/kg, de manera similar IA 2000 significa un pretratamiento con compuesto IA a 2000 mg/kg.
La significacion estadistica con relacién al grupo de vehiculo + rotenona es p < 0,05 (*), p< 0,01 (**). n es el numero
de retinas por grupo.

Se repitieron estos resultados en un segundo estudio in vivo con la inclusién de una concentracién inferior del
compuesto |A (concretamente 200 mg/kg/dia), usando el mismo sistema modelo. Se usé un método de inyeccién
modificado, menos invasivo para minimizar adicionalmente el dafio provocado por la propia inyeccién. Como
consecuencia no se detectd una reduccion significativa en el numero de RGC 24 h después de la inyeccion de
rotenona y por consiguiente, no pudo demostrarse un efecto protector en este punto de tiempo. No obstante, 7 dias
después de la exposiciéon a rotenona, los nimeros de RGC se redujeron significativamente (< 35% de células
residuales) en comparacion con el control inyectado con vehiculo (tabla 2). En estas condiciones, el compuesto 1A
mostré una proteccion significativa de la supervivencia de RGC a dosis de 400 y 2000 mg/kg y una tendencia (p =
0,102) hacia la proteccién a una dosis de 200 mg/kg. El compuesto IA también protegié significativamente frente a la
disminucion del grosor de la retina 7 dias después de la inyeccion de rotenona (tabla 2). Mientras que la rotenona,
en promedio, redujo el grosor de la retina desde aproximadamente 300 ym (inyectado de manera simulada) hasta
220 um (inyectado con rotenona), el pretratamiento con compuesto IA impidié esta reduccién en un grado diferente
dependiendo de la concentracion. Los animales pretratados compuesto IA con 200 mg/kg mostraron proteccion del
grosor de la retina (272 ym), aunque este efecto no alcanzé la significacion (p = 0,1347). A 400 mg/kg de compuesto
IA, se observé una proteccion significativa clara (269 um; p = 0,03), mientras que a 2000 mg/kg se detectdé una
tendencia protectora fuerte (258 ym; p = 0,06). Ademas, en respuesta a rotenona, era evidente una sefial fuerte
especifica de GFAP asociada a fibras, indicativa de gliosis, después de 7 dias, que se redujo en gran medida
mediante el compuesto |A. Los datos obtenidos se resumen en la tabla 6 a continuacion.

Tabla 6
Tratamiento Nuamero de RGC Grosor de la retina Gliosis
StV 100 + 7,33 (n=8) 100 + 5,2 (n=6) 100 + 9,7 (n=7)
R+V 34,79 + 9 (n=3) 73,74 +7,92 (n=3) | 178,14+21,6 (n=3)
R + IA 200 62,53 9,13 (n=7) 91,17 +5,72 (n=8) | 124,46 £7,37 " (n=7)
R + A 400 63,68 £5,98 * (n=6) | 89,93 +2,16 * (n=6) | 125.04£9,12" (n=6)
R +IA 2000 64,44 + 4,56 * (n=8) | 86,58 +2,51 (n=8) | 129.86£7,32% (n=7)

En Tabla 6, se expresan los datos histoldgicos a los 7 dias tras la inyeccién como el % de del control inyectado de
manera simulada (DMSO) + EEM. El numero de RGC se basa células RGC / mm?; el grosor de la retina se mide en
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um vy la gliosis se basa en unidades relativas de fluorescencia (RFU) de inmunotincion especifica de GFAP. “S”
dentro de la tabla 6 significa inyectado de manera simulada (DMSO); “V” significa tratado con vehiculo; “R” significa
inyectado con rotenona. El término IA 200 define un tratamiento con compuesto IA a una concentracién de
200 mg/kg; de manera similar, 1A 400 e IA 2000: definen un tratamiento con compuesto IA a 400 mg/kg y a
2000 mg/kg, respectivamente. La significacion estadistica con relacion al grupo de vehiculo + rotenona se expresa
como p< 0,05 (*). n designa el numero de retinas por grupo.

Procedimiento experimental (Il): Pruebas optomotoras

Puesto que la pérdida de RGC esta asociada con alteracién de la agudeza visual, se sometié a prueba si el efecto
neuroprotector del compuesto de prueba IA también se correlaciona con una recuperacion de la funcion visual. Para
este fin, se detectod la agudeza visual mediante la cuantificacion de la respuesta optomotora de animales sometidos
al sistema de prueba descrito anteriormente. Se midié la respuesta optomotora tal como se describié previamente
(véase Jellali A., Meziane H., Ouagazzal A-M., et al. Vis. Res., 2005). Se colocaron ratones en una plataforma
central rodeada por un tambor motorizado con tiras verticales blancas y negras que puede rotar en ambos sentido,
horario y antihorario, a diferentes velocidades (que pueden ajustarse para provocar la respuesta cinética 6ptima), y
bajo niveles de luz constantes. Se permiti6 que los ratones se habituaran durante 5 min a las condiciones
experimentales antes de que se hicieran rotar las tiras alternativamente en sentido horario y antihorario, durante 2
min en cada sentido y con un intervalo de 30 s entre las dos rotaciones. Se grabaron los ratones en un ordenador
usando una camara de video digital montada por encima del aparato para puntuar posteriormente el numero de
movimientos de la cabeza mediante recuento manual. Se puntuaron los movimientos de la cabeza sélo cuando la
velocidad angular del giro de la cabeza se correspondia con la rotaciéon del tabor. Después de la adquisicion y
codificacién por un investigador, un segundo investigador ciego para el tratamiento realizé todas las evaluaciones.
Un tercer investigador rompid los cédigos tras la finalizacion de la adquisicion de datos. Se sometié a prueba cada
ratén a diferentes puntos de tiempo y el aparato se limpiara entre ratones. Los datos se presentaran como media +
EEM. Se usaran la prueba de la t de Student para datos apareados y analisis de la varianza (ANOVA) para
comparar datos no normalizados. La significacion estadistica se fijara a p<0,05(*), p<0,01 (**) y p<0,001 (***).

Tabla 7: Efecto de pretratamiento con idebenona sobre la agudeza visual en an modelo de ratén in vivo para NOHL.

Numero de movimientos de la cabeza
Tiempo tr(‘ifl,;z)'”yecc'°“ Vehiculo Idebenona (2000 mg/kg)
-7 7,6 £1,2 (n=5) 9,7 40,7 n=7)
1 0+ 0 (n=5) 0+ 0 (n=7)
7 0+ 0 (n=5) 0,5+0,5n=7)
14 0+ 0 (n=5) 1,8 +0,8 n=7)
21 0+ 0 (n=5) 2,8+14n=7
28 0+ 0 (n=5) 2,8+14n=7
35 0,4+0,4 (n=5) 3,5+1,5n=7
56 0+ 0 (n=3) 6 +2,1(n=4)

La cuantificacion de la agudeza visual del ratén se basé en la respuesta optomotora en ratones pretratados durante
3 semanas con vehiculo e idebenona 2000 mg/kg en la dieta. Los resultados se expresan como la media de
movimientos de la cabeza/2 min + EEM; n = nimero de ratones por grupo.

Cuantificacién de la respuesta optomotora 5 semanas después de la inyeccion de rotenona 1 y 5 mM. Se trataron los
ratones durante 3 semanas con vehiculo e idebenona 2000 mg/kg en la dieta antes de la inyeccién de rotenona. Se
examino la respuesta optomotora en ambos sentidos de movimiento horario (a) y antihorario (b), reflejando el
seguimiento en sentido horario y antihorario de los movimientos de la cabeza la agudeza visual del ojo inyectado con
rotenona (izquierdo) y no inyectado (derecho), respectivamente. Nimero de movimientos de la cabeza en sentido
horario/2 min: vehiculo + rotenona 1 mM = 0,5 £ 0,5 (n = 2), vehiculo + rotenona 5 mM = 0,4 £ 0,4 (n = 5), idebenona
2000 mg/kg + rotenona 1 mM =9 + 2 (n = 2), idebenona 2000 mg/kg + rotenona 5 mM = 3,5 £ 1,5 (n = 7). Numero de
movimientos de la cabeza en sentido antihorario/2 min: vehiculo + rotenona 1 mM = 12 £ 0 (n = 2), vehiculo +
rotenona 5 mM = 13,6 £ 1 (n = 5), idebenona 2000 mg/kg + rotenona 1 mM = 12,5 + 4,5 (n = 2), idebenona
2000 mg/kg + rotenona 5 mM = 10,5 £ 0,6 (n = 6). Los resultados se expresan como la media de movimientos de la
cabeza/2 min £ EEM; n = numero de ratones por grupo; id2000 = idebenona 2000 mg/kg de peso corporal.

Resultados:

Después de la inyeccion intravitrea de rotenona, los animales que se trataron de manera simulada perdieron la
agudeza visual (evidenciado por una pérdida total de movimientos de la cabeza en sentido horario). Sin embargo,
los animales pretratados por via oral con compuesto de prueba IA recobraron la agudeza visual a lo largo de un
periodo de 56 dias (tabla 7, figuras 3 y 4).

1. Anélisis farmacocinético del compuesto de prueba y metabolitos relacionados en plasma y fluidos oculares
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El andlisis farmacocinético de compuestos de prueba después de la administracion oral tiene como objetivo
determinar su biodisponibilidad y aclaramiento en el plasma y en los fluidos oculares (humor acuoso y vitreo). Los
compuestos de prueba se cuantifican en el plasma y en el humor acuoso y vitreo después del tratamiento agudo y
repetido (con diferentes vias de administracién). Entonces se determina la concentracion dependiente del tiempo y
se calculan los parametros farmacocinéticos (Cmax, AUCo-t, tmax)-

Procedimiento experimental: Se alojan individualmente ratones C57BLJ6J silvestres macho (7 semanas de edad,
aproximadamente 25 g de peso corporal) en jaulas Makrolon tipo Il con lecho convencional y libre acceso a alimento
y agua bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas regular (de 8 a.m. a 8 p.m.). Los ratones reciben dosis orales
repetidas diariamente o individuales de los compuestos de prueba (que oscilan entre 20 y 2000 mg/kg de peso
corporal) o el vehiculo administradas a través de la dieta 0 mediante sonda nasogastrica al final de la fase de luz. El
tratamiento puede ir seguido de un periodo de lavado. Se toman muestras para el analisis farmacocinético a
diferentes intervalos de tiempo tras la administracion del compuesto. Se anestesian los ratones mediante inhalacién
de isoflurano al 5% en una cdmara de induccion y se sacrifican mediante dislocacion cervical. Se recoge sangre del
corte de la cabeza para la extraccién de plasma. Se disecan los globos oculares para recoger el humor acuoso y
vitreo. Se congelan instantdneamente las muestras en nitrégeno liquido y se almacenan (-80°C) hasta que se
analizan mediante CK-EM/EM vy por consiguiente segun procedimientos normalizados. Todos los procedimientos con
ratones se realizan segun la regulacién Suiza y con una licencia aprobada por el “Kantonales Veterinaramt Basel-
Land”.

Se evalué el perfil farmacocinético de idebenona (compuesto |A), tras una sola dosis por sonda nasogastrica oral a
ratones macho. Tras una sola dosis oral de 400 mg/kg las concentraciones de idebenona en plasma, y humores
vitreo y acuoso alcanzaron generalmente un maximo en el primer tiempo de toma de muestras (15 min tras la dosis),
lo que sugiere una rapida absorcién y una rapida captacién de idebenona en el ojo (tabla 8). Después de eso, las
concentraciones de idebenona en plasma, y humores vitreo y acuoso disminuyeron generalmente a lo largo de un
periodo tras la dosis de 6 h, lo que sugiere una falta de secuestro de idebenona en el ojo. Ademas, la razén (humor
vitreo/plasma y humor acuoso/plasma) parecia ser independiente del tiempo tras la dosis, lo que concuerda con una
falta de acumulacién de idebenona en el ojo. El grado global de exposicidn a idebenona en el humor vitreo, tal como
se mide mediante AUCo. n, representd aproximadamente el 2% del observado en plasma (razon vitreo/plasma; tabla
8). De manera similar, el grado de exposicion a idebenona en el humor acuoso representé aproximadamente el 3%
del observado en plasma (razén acuoso/plasma; tabla 8).

La semivida terminal aparente (t12) de idebenona en plasma era de 1,70 h, respectivamente (tabla 8). (Las
semividas terminales aparentes ti» de idebenona no pudieron estimarse en el humor vitreo y en el humor acuoso,
debido a datos limitados).

Tabla 8 Parametros farmacocinéticos del compuesto |IA, en plasma, humor vitreo y humor acuoso tras una sola
administracion oral a 400 mg/kg a ratones macho.

Plasma

Analito Croax tmax () AUCo6n AUC,., A (/h) tiz (h)
(ng/ml) (ng.h/ml) (ng.h/ml)

1A 1070 0,25 1857 1963 0,409 1,70

Humor vitreo

Analito Crax tmax (h) AUCo.6n AUC,., Az (/h) t1/2 (h) Acuoso/plasma
(ng/ml) (ng.h/ml) (ng.h/ml) Crmax AUCo.6n

1A 37,9 0,25 38,1 NC NC NC 0,0354 0,0205

Humor acuoso

Analito Crax tmax (h) AUCo.6 AUC,., Az (/h) t1/2 (h) Acuoso/plasma
(ng/ml) (ng.h/ml) (ng.h/ml) Cmax  AUCosn

1A 86,2 0,25 62,6 NC NC NC 0,0806 0,0337

NC: No calculado; no pudo identificarse inequivocamente una fase monoexponencial terminal
Resultados:

En resumen, tras una administracién con sonda nasogastrica o en la dieta oral del compuesto IA al ratén, hubo una
rapida absorcion de idebenona a partir del tracto Gl.

Sorprendentemente, se observé una rapida recaptacion de idebenona al interior del ojo, es decir los humores vitreo
y acuoso del ratéon (maximo < 15 min tras la dosis). Por lo que conocen los autores, no hay precedentes en la
bibliografia de cualquier estudio que se refiera al examen de los niveles oculares del compuesto IA. En particular, no
hay precedentes de ninguna medicién de los niveles oculares de idebenona después de una administracion oral
simple (mediante sonda nasogastrica o en la dieta).
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Por tanto, se encontrdé sorprendentemente que una dosificacion oral simple (mediante sonda nasogastrica o en la
dieta) da como resultado suficientes niveles del compuesto IA en el ojo como para que ejerza efectos beneficiosos
sobre enfermedades mitocondriales como NOHL, atrofia éptica autosémica dominante (AOAD), degeneracion
macular, glaucoma, retinopatia, cataratas, drusas del disco éptico (DDO), miopatia mitocondrial, encefalomiopatia,
acidosis lactica, sintomas similares a un accidente cerebrovascular (MELAS), epilepsia mioclénica con fibras rojas
rasgadas (MERRF), encefalomiopatia mioneurogastrointestinal (EMNGI), sindrome de Kearns-Sayre, deficiencia de
CoQ10 o deficiencias de complejo mitocondrial (1-5, OEPC) ya que todas estas enfermedades estan asociadas con
un fenotipo oftalmolégico.

Las concentraciones correspondientes del compuesto IA en humor vitreo y acuoso aumentaron de manera
aproximadamente proporcional a la dosis. Por tanto, como una importante caracteristica con respecto a la capacidad
de desarrollo terapéutico, el compuesto IA (IA) presenta una cinética de absorcién lineal de los fluidos oculares,
puesto que la razon ratio (humor vitreo/plasma y humor acuoso/plasma) es independiente de la dosis usada.
Ademas, no hubo acumulacion del compuesto IA en el ojo, puesto que la razén (humor vitreo/plasma y humor
acuoso/plasma) es independiente de la duracién de la dosificacién o el tiempo tras la dosificacion. Tampoco se
encontré secuestro del compuesto IA en el ojo.
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REIVINDICACIONES

Compuesto representado por la siguiente formula general (1)

0o
R* R’

° 0)
y los enantiémeros, tautémeros, solvatos o sales farmacéuticamente aceptables del mismo,

en la que

R'es un sustituyente representado por la formula (11):

OH
——(CHz)T_/Y
6

R® R an

en la que
R® y R® son ambos atomos de hidrégeno, o
R® es un atomo de hidrégeno y R® es un grupo etilo, o
R® y R® son ambos grupos metilo,
R? es un grupo metilo,
R®es un grupo metoxilo, y
R*es un grupo metoxilo;

para su uso en el tratamiento de una enfermedad mitocondrial, en la que la enfermedad mitocondrial se
selecciona del grupo que consiste en neuropatia oOptica hereditaria de Leber (NOHL), atrofia optica
autosdmica dominante (AOAD), degeneracion macular, glaucoma, retinopatia, cataratas y drusas del disco
6ptico (DDO).

Compuesto para su uso segun la reivindicacién 1, en el que R® y R® son ambos atomos de hidrégeno.
Compuesto para su uso segun la reivindicacion 2, en el que el compuesto se administra por via oral.

Compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en el que la enfermedad mitocondrial se selecciona del
grupo que consiste en neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (NOHL), atrofia 6ptica autosémica dominante
(AOAD), degeneracién macular y glaucoma.

Uso de un compuesto segun la formula general (1)

o]

R* R’

R® R?
o )

en la que R' a R* son tal como se definen en la reivindicacion 1 para la preparacion de un medicamento en
el tratamiento de una enfermedad mitocondrial, en la que la enfermedad mitocondrial se selecciona del
grupo que consiste en neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (NOHL), atrofia 6ptica autosdémica dominante
(AOAD), degeneraciéon macular, glaucoma, retinopatia, cataratas y drusas del disco 6ptico (DDO).
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Viabilidad de células RGC-5 - 1 dia tras la incubacién

==t

1nM 10 nM 100 nM 1000 nM

[nM de Compuesto IA]
O Preincubacion durante 1 dia B Preincubacion durante 2 dias

Figura 1: Efecto del compuesto |A sobre la supervivencia celular de células RGC en respuesta a disfuncion
mitocondrial por rotenona
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Figura 2: Comparacion del compuesto |A y propentofilina sobre la supervivencia celular de células RGC
en respuesta a la afectacion mitocondrial por rotenona. Aunque la proteccion celular por propentofilina
no fue significativa (p=0,05), el efecto del compuesto |A fue altamente significativo (p=0,0005).
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Figura 3: Efecto del pretratamiento con el compuesto |A sobre la agudeza visual en un modelo de raton
in vivo para trastornos oculares caracterizados por disfuncion mitocondrial.
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