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@Resumen:

Compuestos acilados para el tratamiento de
patologias oculares.

La presente invencién se refiere al uso terapéutico de
compuestos derivados piceido acilados en patologias
oculares, en particular retinitis pigmentosa y en
degeneracién macular asociada a la edad, entre
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Compuestos acilados para el tratamiento de patologias oculares

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere al uso terapéutico de derivados piceido acilados en
patologias oculares, en particular en degeneracion de la retina. Por tanto, la presente

invencién se puede englobar dentro del campo farmacéutico.

ESTADO DE LA TECNICA

La retinosis pigmentaria (RP) y la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE)
son una causa de ceguera en la poblacion adulta debida a la degeneracion de
fotorreceptores y del epitelio pigmentario de la retina (EPR). La RP es una
enfermedad rara, pero la prevalencia de la DMAE es bastante alta estimandose en un
8-16% de la poblacién entre 50 y 64 afios. A pesar de su alta prevalencia la variedad

seca de la DMAE no tiene tratamiento al igual que la RP.

En la solicitud de patente WO2007020673A1 se describen compuestos derivados de
hidroxiestilbenos glucosilados que podrian ser Utiles para el tratamiento de algunas
enfermedades oculares. Derivados piceido (3-glucosilresveratrol) acilados se han
propuesto para el tratamiento de enfermedades de inflamacién intestinal
(ES2362065A1) y como antibidticos (Selma MV et al., J. Agric. Food. Chem. 2012,
60(30), 7367-74).

Sin embargo, en la actualidad no existen tratamientos efectivos que puedan evitar o
enlentecer el proceso degenerativo de los fotorreceptores o del EPR en la DMAE seca
ni en la RP. Por lo tanto, seria conveniente la busqueda de nuevas moléculas Utiles
para el tratamiento o la prevencién de estas y otras enfermedades oculares que

cursen con degeneracion de la retina.
DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invencion proporciona compuestos Utiles para la elaboracién de una

composicion farmacéutica para el tratamiento o prevencidon de enfermedades

oculares. Para ello, en los ejemplos se demuestra como algunos derivados acilados
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de resveratrol inducen la proteccion de los fotorreceptores en dos modelos animales

de degeneracion retiniana.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere al uso de compuestos de

o

formula general (1)

R,0cO™\_-O~_ -0 O N
HO OH

HO OH

(0

o cualquiera de sus isémeros, o cualquiera de sus sales, preferiblemente cualquier sal
farmacéuticamente  aceptable, ésteres, tautémeros, polimorfos, hidratos
farmacéuticamente aceptables, o profarmacos, derivados, solvatos o analogos, o
cualquiera de sus combinaciones,
donde:
R; es un grupo alquilo (C1-C,,) o0 un grupo alquenilo (C,-Cy,), preferiblemente R; es un
grupo alquilo (C1-C5y);
para la elaboracion de una composicion farmacéutica para la prevencion y/o el

tratamiento de patologias oculares.

En una realizacion preferida, R; es un grupo alquilo (C,-Cyo), mas preferiblemente es

un grupo alquilo (C3-Cy7).

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencion, a cadenas alifaticas, lineales o
ramificadas, que tienen de 1 a 22 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-
propilo, i-propilo, n-butilo, tert-butilo, sec-butilo, n-pentilo, n-hexilo, etc. Preferiblemente
el grupo alquilo tiene entre 2 y 20 atomos de carbono, y mas preferiblemente tiene

entre 3y 17 atomos de carbono.

El término “alquenilo” se refiere, en la presente invencion, a cadenas alifaticas
insaturadas, lineales o ramificadas, que tienen de 2 a 22 atomos de carbono, y que

poseen entre una y seis insaturaciones, dependiendo del niumero de carbonos, por
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ejemplo, sin limitarse a vinilo, alilo, oleilo, linoleilo, linolenilo, eicosapentaenoilo,

docosahexaenoilo, etc.

En una realizacion preferida, los compuestos de la invencion se pueden seleccionar

5 de entre:
(0]
/\)J\ OH
(@]
H %e/ X
1 OH

trans-resveratrol-3-O-(6’-O-butanoil)-f-D-glucopiranésido (1),
o)

A~ o
O
H % N
OH

2

10 trans-resveratrol-3-O-(6’-O-octanoil)-B-D-glucopiranésido (2),

O
o
H %e/ X
3 OH

trans-resveratrol-3-O-(6’-O-hexadecanoil)-B-D-glucopirandsido (3),

0]

NN NN NN N o
HO S0 O
2

X
OH
15 4

trans-resveratrol-3-O-(6’-O-octadecanoil)-B-D-glucopiranésido (4) y cualquiera de sus

combinaciones.
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La composicién farmacéutica de la presente invencion puede formularse para su
administracién en una variedad de formas conocidas en el estado de la técnica. Como
ejemplos de preparaciones se incluye cualquier composicion sélida (comprimidos,
pildoras, capsulas, granulos, etc.) o liquida (soluciones, suspensiones o emulsiones)
para administracion oral, topica o parenteral. La composicién de la presente invencion
también puede estar en forma de formulaciones de liberacion sostenida de drogas o
de cualquier otro sistema convencional de liberacién, asi puede estar contenida,
aungue sin limitarnos, en nanoparticulas, liposomas o nanoesferas, en un material
polimérico, en un implante biodegradable o no biodegradable o en microparticulas

biodegradables, como por ejemplo, microesferas biodegradables.

Tal composicion y/o sus formulaciones pueden administrarse a un animal, incluyendo
un mamifero y, por tanto, al hombre, en una variedad de formas, incluyendo, pero sin
limitarse, intraperitoneal, intravenosa, intradérmica, intraespinal, intraestromal,
intraarticular, intrasinovial, intratecal, intralesional, intraarterial, intramuscular,
intranasal, intracraneal, subcutanea, intraorbital (sub-retinal, intravitrea), intracapsular,
topica, mediante parches transdérmicos, percutdnea, espray nasal, implante

quirargico, pintura quirdrgica interna o bomba de infusién.

En una realizacion aun mas preferida, la composicion de la invencién se encuentra
formulada para su administracion oftalmica. La expresiéon “formulada para su
administracion oftalmica” se refiere a una formulaciéon que permita que la composicion
de la invencion pueda ser administrada ocularmente, por ejemplo, aunque sin
limitarnos, de manera tépica o de manera intraocular, sin que dicha administracién

afecte negativamente a las propiedades, por ejemplo épticas y/o fisiolégicas, del ojo.

Ejemplos de la composiciébn de la invencién formulada para su administracion
oftalmica son, aunque sin limitarnos, dicha composicién asociada a agua, a sales, a
un vehiculo liquido polimérico o semi-sélido, a un tampoén fosfato o a cualquier otro

vehiculo liquido oftalmicamente aceptable de los conocidos en el estado de la técnica.

En una realizacion preferida, la composicién farmaceutica de la invencién comprende
un sistema de liberacion controlada de los compuestos de la invencion, mas
preferiblemente comprenden ciclodextrinas y ain mas preferiblemente 2-hidroxipropil

beta ciclodextrina.
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Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion
oftalmoldgica que comprende al menos un compuesto de formula () segin se han
descrito anteriormente junto con un sistema de liberacion controlada, en particular una

ciclodextrina, y mas concretamente con 2-hidroxipropil beta ciclodextrina.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método de tratamiento y/o
prevencion de patologia oculares en un mamifero, preferiblemente un humano, que
comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicion de formula general (l) segun descrita anteriormente.

La dosificacion para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva depende de una
variedad de factores, como por ejemplo, la edad, peso, sexo o tolerancia del individuo
al que le va a ser administrada la composicién de la invencion. En el sentido utilizado
en esta descripcion, el término "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a la
cantidad de la composicion (I), calculada para producir el efecto deseado y, en
general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de la
composicion, la edad, estado y antecedentes del paciente, la severidad de la
alteracion o trastorno, y de la ruta y frecuencia de administracion.

Las patologias oculares de la presente invencion se pueden seleccionar de:

1. Patologias hereditarias degenerativas de la retina englobadas la retinosis
pigmentaria y todas aquellas patologias dentro del grupo de distrofias retinianas
donde se incluyen, por ejemplo, pero sin limitarse: retinosis pigmentaria autosémica
dominante, retinosis pigmentaria autosomica recesiva, retinosis pigmentaria ligada al
cromosoma X, retinosis pigmentaria esporadica, retinosis pigmentaria asociada a
otros sindromes, sindrome de Cokayne, distrofias de conos, degeneracién de conos y
bastones, amaurosis congénita de Leber, retinitis punctata albescens, coroideremia,
atrofia girata de coroides y retina, distrofia coroidea generalizada, retinosquisis juvenil,
degeneracién vitreo-retiniana de Wagner, vitreorretinocoroidopatia autosémica
dominante, fundus albipunctatus, enfermedad de Stargardt, distrofia macular
viletiforme de Best, sindrome de Usher, sindrome de Bardet-Bied|, distrofia macular
fenestrada, distrofia macular pseudoinflamatoria de Sorsby, drusas dominantes, entre
otras distrofias retinianas que cursen con degeneracion de fotorreceptores y/o EPR.

2. Degeneracion macular asociada a la edad exudativa (himeda o neovascular) y/o no
exudativa (seca o atréfica) temprana y/o tardia; asi como también otras enfermedades
maculares tales como: membrana epirretiniana, agujero macular y edema macular,

etc.
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3. Patologias inflamatorias degenerativas de la retina y del nervio éptico de origen
infeccioso, inmune, vascular, traumatico, post-quirdrgico o teratogénico como:
toxoplasmosis ocular, criptococosis, lupus, enfermedad de Behcet, retinopatia
diabética, neuropatia 6ptica isquémica, neuritis Optica, desprendimiento de la retina,
vitrectomia, pelado de membrana limitante interna, cirugia, retinoblastoma, etc.

4. Patologias oculares que incrementen la presion intra-ocular y que cursen con
degeneracion de las células ganglionares de la retina y atrofia del nervio 6ptico como:
glaucoma de angulo abierto o cerrado.

5. Patologias neurolégicas que se acompafien de lesiones degenerativas de la
retiniana o del nervio Optico tales como: esclerosis lateral amiotrofica, esclerosis
multiple, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, sindrome de Graefe,
sindrome de Hallgren, sindrome de Hallen Vorden Spatz, ataxia cerebelosa
autosémica dominante y degeneracion pigmentaria de la retina.

6. Otras patologias oculares que cursen con inflamacion de la cornea, coroides,
cuerpo ciliar de cualquier etiologia como: uveitis, escleritis, queratoconjuntivitis,
cirugia de trasplante de cérnea, cirugia de cataratas.

7. Otras patologias oculares o neurodegenerativas que cursen con infiltracion de
microglias o acortamiento de los telomeros debidos al envejecimiento celular o estrés

oxidativo.

En una realizacion preferida las patologias oculares se seleccionan entre retinitis

pigmentosa y degeneracion macular asociada a la edad.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencién se desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG.1 . Viabilidad celular en neuroblastoma SH-SY5Y tras dafio con H,O, y
tratamiento con los distintos compuestos 1-4. Los controles son -H,O, = disolucién 1%
DMSO; +H,0,= H,0, en 1% DMSO; RES 10 uM + H,O,= resveratrol 10 uM en H,0,
en 1% DMSO.
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FIG. 2. Viabilidad celular en macrofagos RAW tras inflamacién producida con LPS vy
tratamiento con los distintos compuestos 1-2. Los controles son -LPS = disolucion 1%
DMSO; +LPS= disolucion de 1% DMSO con LPS; RES 10 uM+LPS = resveratrol 10
MM en disolucion 1% DMSO con LPS.

FIG. 3 Concentracién de TNF-alfa en medio de cultivo tras inflamacion por LPS en
macrofagos RAW y tratamiento con compuesto 2 y el control RES. Los controles son
LPS sélo= disolucion 1% DMSO con LPS; DMSO sélo= disolucion 1% DMSO.

FIG. 4 Concentracion de NO en medio de cultivo tras inflamacion por LPS en
macréfagos RAW y tratamiento con compuesto 2 y el control RES. Los controles son
LPS solo= disolucion 1% DMSO con LPS; DMSO sélo= disolucion 1% DMSO.

FIG.5 Concentracion de IL6 en medio de cultivo tras inflamacion por LPS en
macrofagos RAW y tratamiento con compuesto 2 y el control RES. Los controles son
LPS solo= disolucion 1% DMSO con LPS; DMSO sélo= disolucion 1% DMSO.

FIG. 6 Actividad AChE respecto al control del compuesto 2 y el control RES.

FIG.7 Fundus de raton C57/bl6 normal (WT) (A), de ratén rd10 no tratado (B) e
inyectado con 5 mM del compuesto 2 (C) a los 15 dias después de realizar la
administraciébn de los compuestos via sub-retiniana. Se observa la ausencia de

pigmento en el fundus del raton tratado con el compuesto 2.

FIG. 8 Electrorretinograma de ratén c57/bl6 normal (WT), raton rd10 no tratado,
vehiculo 5% DMSO, 5 mM resveratrol (RES) y 5 mM compuesto 2, 15 dias después
de la inyeccion sub-retinal. La amplitud de las ondas a y b se preservd en el grupo
tratado con el compuesto 2 en una mayor proporcion que en los ratones rd10 sin tratar

o tratados con RES o con vehiculo 5% DMSO.

FIG. 9 Amplitud de la onda b en ratones rd10 no tratados, tratados con vehiculo 5%
DMSO, con 5 mM RES y con 5 mM del compuesto 2, 15 dias después de realizar las
inyecciones sub-retinianas. Cada barra representa el promedio de la onda b en 6
ratones por cada grupo * el error estandar de la media. La amplitud de la onda b

significativamente se increment6 en los ratones tratados con el compuesto 2 en el

8
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ERG adaptado a la oscuridad con las intensidades de flash de 0,2, 1, 3y 10 cd x s/m?.
El analisis estadistico fue realizado por ANOVA de una via con post hoc DMS test *p<
0,05; #p< 0,01.

FIG. 10 Inmunofluorescencia de raton ¢57/blé normal (WT) (A, G, M), raton rd10 no
tratado (B, H, N), o ratones rd10 tratados con vehiculo (C, I, O), con RES 5 mM (D, J,
P) y con 5 mM del compuesto 2 (F, L, R) 15 dias después de realizadas las
inyecciones sub-retinianas. Las secciones de la retina fueron inmuno-tefiidas con
anticuerpos anti-rodopsina (rojo) para marcar los bastones y anti-opsina (verde) para
marcar los conos. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. En todos los grupos tratados
con activadores de SIRT1 se observd mas marcaje de rodopsina y opsina que en
grupo no tratado, pero la sefial de este inmuno-marcaje fue mas intensa en el grupo
tratado con el compuesto 2. Igualmente, el grosor de la capa nuclear externa (ONL)

fue mayor que en el grupo tratado con RES.

FIG. 11 Fundus y autofluorescencia de la retina en ratones normales (WT control),
ratones Prpf31°%'%"" sin tratar (K| control) y ratones Prpf31°%'%"* tratados con gotas
oculares administradas diariamente por 2 meses y medio conteniendo 2 mM
resveratrol (KI RES) 6 2 mM del compuesto 2 diluidos en un vehiculo de 13%
hidroxipropil-beta-ciclodextrina en PBS (KI 2) 6 solamente con el vehiculo de 13%
hidroxipropil-beta-ciclodextrina en PBS (KI CICLO). Como controles se utilizaron tanto
ratones WT como KI los cuales no recibieron ningun tratamiento (WT control y Ki
control). Todos los grupos fueron sometidos a 5.000 lux por 3 h y las evaluaciones se
realizaron a los 15 dias después de inducir el dafio luminico, durante este periodo de
2 semanas se siguieron administrando las gotas oculares. En los grupos Kl control, Kl
CICLO y KI RES se observaron areas con lesiones blanco-amarillentas puntiformes
autofluorescentes (flechas) las cuales se ven claramente en la amplificacion de la
imagen en la fila inferior. Ademas, en estos ratones se observaron areas de atrofia
focal (puntas de flechas). Los fundus con este tipo de caracteristicas fueron
considerados anormales. En la mayoria de los fundus de los grupos WT control y Kl 2

no se observaron este tipo de lesiones y fueron catalogados como fundus normales.

FIG. 12 Grosor de la retina cuantificado a través de OCT en ratones normales (WT

A216P/+ A216P/+
1 1

control), ratones Prpf3 (Kl control) y ratones Prpf3 (KI) tratados con gotas
oculares administradas diariamente por 2 meses y medio conteniendo 2 mM

resveratrol (KI RES) 6 2 mM del compuesto 2 diluidos en un vehiculo de 13%

9



10

15

20

25

30

35

ES 2673942 Al

hidroxipropil-beta-ciclodextrina en PBS (KI 2) 6 solamente con el vehiculo de 13%
hidroxipropil-beta-ciclodextrina en PBS (KI CICLO). Como controles se utilizaron tanto
ratones WT como KI los cuales no recibieron ningun tratamiento (WT control y KiI
control). Todos los grupos fueron sometidos a 5.000 lux por 3 h y las evaluaciones se
realizaron a los 15 dias después de inducir el dafio luminico, durante este periodo de
2 semanas se siguieron administrando las gotas oculares. Los mapas retinianos (A)
muestran el grosor de la retina en 9 areas concéntricas a 1, 2,22 y 3,45 mm y
representado por una escala colorimétrica (B). Los datos se cuantificaron y se
muestran en (C). Las barras representan promedios de grosor retiniano medido en pm
+/- el error estdndar (WT control n=5, resto de los grupos n=10). La normalidad de los
datos fue confirmada por test de Kolmogorov-Smirnov (P=0,98), para determinar
diferencias en las medias de los grupos se realizé ANOVA de una via (P<0,001) y post
hoc test de LSD. *P<0,001 KI control vs KI RES o KI control vs KI 2.

FIG. 13 Evaluacion de la amplitud de la onda c en ratones normales (WT control),

A216P/+ A216P/+
1 1

ratones Prpf3 (KI control) y ratones Prpf3 (KI) tratados con gotas oculares
administradas diariamente por 2 meses y medio conteniendo 2 mM resveratrol (Kl
RES) 6 2 mM compuesto 2 diluidos en un vehiculo de 13% hidroxipropil-beta-
ciclodextrina en PBS (Kl 2) 6 solamente con el vehiculo de 13% hidroxipropil-beta-
ciclodextrina en PBS (KI CICLO). Como controles se utilizaron tanto ratones WT como
Kl los cuales no recibieron ningun tratamiento (WT control y Kl control). Todos los
grupos fueron sometidos a 5.000 lux por 3 h y las evaluaciones se realizaron a los 15
dias después de inducir el dafio luminico, durante este periodo de 2 semanas se
siguieron administrando las gotas oculares. La amplitud de la onda c fue medida por
ERG (A) y luego se cuantifico tanto la amplitud de la onda b (B), asi como también se
estimo la ratio de onda c/b (C). Las barras representan promedios de la ratio onda c¢/b
+/- el error estdndar (WT control n=5, resto de los grupos n=10). La normalidad de los
datos fue confirmada por test de Kolmogorov-Smirnov (P=0,43), para determinar
diferencias en las medias de los grupos se realizé6 ANOVA de una via (P<0,05) y post

hoc test de LSD. *P<0,01 Kl control vs KI 2.

FIG. 14 Test optomotor mostrando la curva de agudeza visual en ratones normales
(WT control), ratones Prpf31*2'""*(KI control) y ratones Prpf31°?**"*(K]|) tratados con
gotas oculares administradas diariamente por 2 meses y medio conteniendo 2 mM
resveratrol (KI RES) 6 2 mM compuesto 2 diluidos en un vehiculo de 13%

hidroxipropil-beta-ciclodextrina en PBS (KI 2) 6 solamente con el vehiculo de 13%

10
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hidroxipropil-beta-ciclodextrina en PBS (KI CICLO). Como controles se utilizaron tanto
ratones WT como KI los cuales no recibieron ningun tratamiento (WT control y Ki
control). Todos los grupos fueron sometidos a 5.000 lux por 3 h y las evaluaciones se
realizaron a los 15 dias después de inducir el dafio luminico, durante este periodo de
2 semanas se siguieron administrando las gotas oculares. Los datos del test
optomotor se cuantificaron y se muestran en la grafica. Cada punto representa
promedios del nimero de respuestas positivas +/- el error estandar (WT control n=5,
resto de los grupos n=10). La normalidad de los datos fue confirmada por test de
Kolmogorov-Smirnov en todas las frecuencias espaciales a excepcion de 0,031 vy
0,061. Para determinar diferencias en las medias de los grupos se realizo ANOVA de
dos vias relacionado tanto las diferentes frecuencias y los grupos (P<0,001) y post hoc
test de LSD. *P<0,05 KI control vs KI RES o **P<0,001 KI control vs Kl 2.

EJEMPLOS

A continuacion, se ilustrara la invencibn mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

Ejemplo 1. Ensayos in vitro de neuroproteccion

Se cultivé la linea de neuroblastoma SH-SY5Y en placas petri pre-tratadas con
colageno (100 ug/ml) con medio F12 suplementado con penicilina/estreptomicina y un

10 % de suero bovino fetal inactivado.

Los ensayos de viabilidad celular con neuronas se hicieron en placas de 96 pocillos
pre-tratadas con colageno sembrando 20.000 células/pocillo en un volumen de 100 uL
e incubando las células 24h antes de la adicién de los compuestos. Los compuestos a
ensayar se disolvieron en DMSO y se afadieron a tres concentraciones distintas (1,
10 y 100 uM) para determinar la toxicidad de los mismos. El porcentaje final de DMSO
en cada pocillo se ajust6 al 1%. La viabilidad celular se evalué 24h después de la
adicion de los compuestos mediante el ensayo de MTT, de acuerdo con el
procedimiento del fabricante. Los valores medios y las desviaciones estandares se
calcularon a partir de al menos 8 medidas distintas de varios experimentos

independientes.

11
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Ensayos de neuroproteccion. Las neuronas se cultivaron y sembraron de igual manera
gue para el ensayo de viabilidad celular. Los compuestos a ensayar se disolvieron en
DMSO vy se afiadieron a tres concentraciones distintas (1, 10 y 100 uM) vy tras una
incubacién de 10 minutos se afiadié perdxido de hidrogeno (100 uM) al medio. El
porcentaje final de DMSO en cada pocillo se ajusté al 1%. La viabilidad celular se
evalud 24h después de la adicion de los compuestos mediante el ensayo de MTT, de
acuerdo con el procedimiento del fabricante. Los valores medios y las desviaciones
estandares se calcularon a partir de al menos 8 medidas distintas de varios
experimentos independientes. La recuperacion neuronal se calculé normalizando los
resultados de los experimentos de viabilidad neuronal tras la adicion de nuestros
compuestos y de H,O, a la del control positivo de cada experimento (neuronas +
H205).

Se observa que el control de RES 10 uM recupera hasta un 50% de viabilidad celular
(indicado por la flecha en la Fig. 1). En cambio, los derivados piceido acilados (1, 2, 3
y 4) recuperan entre un 70 y 200% de viabilidad a concentraciones entre 1 y 10 uM.

Todos ellos a 100 uM parecen mostrar toxicidad.

Ejemplo 2. Ensayos in vitro de inflamacion

Los macréfagos RAW 264.7 fueron cultivados en P75 con DMEm high glucose
suplementado con Penicilina/Estreptomicina y un 10 % de suero bovino fetal

inactivado.

Los ensayos de viabilidad celular con macréfagos RAW se hicieron en placas de 96
pocillos sembrando 25.000 células/pocillo en un volumen de 100uL e incubando las
células durante 4h antes de afadir los compuestos. Los compuestos a ensayar se
disolvieron en DMSO y se afiadieron a tres concentraciones distintas (1, 10 y 100 uM)
para determinar la toxicidad de los mismos. El porcentaje final de DMSO en cada
pocillo se ajustd al 1%. La viabilidad celular se evalué 24h después de la adicion de
los compuestos mediante el ensayo de MTT, de acuerdo con el procedimiento del
fabricante. Los valores medios y las desviaciones estandares se calcularon a partir de

al menos 8 medidas distintas de varios experimentos independientes.
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Ensayo de mitigacion del dafio ocasionado por adicion de LPS. Los macréfagos RAW
264,7 se cultivaron de acuerdo al procedimiento arriba descrito. Los compuestos a
ensayar se disolvieron en DMSO y se afiadieron a tres concentraciones distintas (1,
10 y 100 uM) y tras una incubacion de 10 minutos se afiadio LPS (100 ng/mL) al
medio. El porcentaje final de DMSO en cada pocillo se ajusté al 1%. La viabilidad
celular se evalu6 24h después de la adicion de los compuestos mediante el ensayo de
MTT, de acuerdo con el procedimiento del fabricante. Los valores medios y las
desviaciones estandares se calcularon a partir de al menos 8 medidas distintas de

varios experimentos independientes.
Se observa que el control de RES 10 uM recupera hasta un 82% de viabilidad celular
(indicado por la flecha en la Fig. 2). EI compuesto 2 recupera entre un 80 y 140% de

viabilidad a concentraciones entre 1y 100 uM.

Ejemplo 3. Medidas de parametros de inflamacidn (citoquinas) en ensayo con LPS.

Para determinar la produccién de citoquinas se sembraron 5 x 10° macréfagos RAW
264,7 en placas de 24 pocillos (0,5 ml por pocillo). Se afadieron entonces los
compuestos a ensayar (10 uM) y se estimul6é o no a los macréfagos mediante adicion
de LPS (1 ug/ml) al medio de cultivo. Pasadas 24 horas se midieron los niveles de IL-6
y TNF-a en los sobrenadantes mediante ELISA usando los anticuerpos de captura y
biotinilados de BD PharMingen y PrepoTech (Gonzalez-Rey et al., Gut. 2009; 58:929—
939; Séanchez etal., Stem Cells. 2011; 29:251-262). Los niveles de NO en los
sobrenadantes a 24 horas se midieron de manera indirecta mediante la determinacion
de la concentracion de nitrito en el medio usando el reactivo de Griess (Anderson
etal., Gut.2013; 62:1131-1141). Se realizaron un minimo de dos experimentos
independientes y tres réplicas por experimento para cada valor medido. Los valores se

expresan como la media + desviacion estandar.

En el ensayo anterior se midieron los niveles de varios pardmetros de inflamacion
(TNF-o,, NO e IL-6) mediante ELISA después del tratamiento con RES o con el
compuesto 2 (Fig. 3,4y 5).
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Se observa que el control de RES 10 uM disminuye considerablemente los
parametros inflamatorios (TNF-o,, NO e IL-6) (indicado por la barra en negrita). El

compuesto 2 disminuye TNF-a y NO aun mas que RES y de manera similar IL-6.

Ejemplo 4. Evaluacién de la capacidad neuroprotectora de varios compuestos sililados

en_un_ modelo de neurodegeneracion en larva de pez cebra inducido por

pentilentetrazol (PTZ).

El objetivo de este ensayo fue analizar el efecto protector del compuesto 2 y del
control resveratrol (RES) en un modelo de neurotoxicidad inducida por la neurotoxina
pentilentetrazol (PTZ). Como modelo experimental se utilizé la larva de pez cebra
(Danio rerio) estudiando el efecto de los compuestos sobre la actividad

acetilcolinesterasa (AChE) en larvas de 5 dias post-fertilizacion (dpf).

Los estudios del sistema nervioso central (SNC) en el pez cebra (Kimmel et al., Dev
Dyn. 1995 Jul;203(3):253-310.), muestran que a las 24 horas de desarrollo el embrion
ya tiene el cerebro segmentado y algunas estructuras como el tubo neural, la
notocorda y las somitas (musculo y precursores de los huesos). A los 5 dias post-
fertilizacion (5 dpf), el animal tiene los 6rganos sensoriales formados como los ojos y
los otolitos. Ademas, el corazon, el higado, los rifilones y el pancreas, asi como los
sistemas circulatorio, digestivo y nervioso son completamente funcionales. A este
tiempo, el animal es capaz de responder a estimulos visuales, olfatorios y mecanicos

y comienza la busqueda de alimento.

La AChE es una enzima que degrada a través de su actividad hidrolitica el
neurotransmisor acetilcolina en colina y un grupo acetato. Se encuentra
principalmente en las uniones neuromusculares y en el sistema nervioso colinérgico,
donde su actividad sirve para terminar la transmisién sinaptica (Behra eta al, Nat
Neurosci. 2002 Feb; 5(2): 111-8.). La acetilcolina es un neurotransmisor implicado en
el control del movimiento y un importante modulador de las funciones cognitivas tales
como el aprendizaje y la memoria (Hasselmo et al, Neuropsychopharmacology. 2011
Jan; 36(1): 52-73). Por lo tanto, los niveles adecuados de la acetilcolinesterasa

reflejan un estado neuronal saludable.
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Los embriones de pez cebra fueron sembrados en 50 mL de agua de dilucion (AD) en
una placa Petri y crecidos hasta 5 dpf (estado larvario). Para la realizacion del ensayo,
fueron utilizadas Unicamente aquellas larvas que no presentaron ningldn tipo de
anomalia externa. Seguidamente, mediante el uso de una pipeta Pasteur, se
transfirieron las larvas a una microplaca de 24 pocillos, de modo que cada pocillo
contuviera cinco larvas realizandose diez réplicas por condicion. En primer lugar, se
realizé el pretratamiento de las larvas de 5 dpf. Para ello, las larvas fueron incubadas
en un volumen de 2 mL de AD para los dos grupos Control (Control y Control + PTZ),
de fisostigmina 20 uyM (Phys, del término en inglés Physostigmine) que es un inhibidor
comercial de la enzima AChE para el grupo Phys, y de los compuestos de ensayo a
concentraciéon 10 uM a 26+1 °C durante 1 hora. Posteriormente, se realizé un
recambio del medio y se incubaron las larvas con los compuestos en combinacién con
con PTZ 5 mM durante 6 horas a 26+1 °C. Transcurrido este tiempo de incubacion, se
examinaron todas las larvas y se determind que el estado general de las larvas era
totalmente normal, sin ningln tipo de anomalia visible o comportamiento anémalo.

Finalmente, las larvas fueron procesadas para el andlisis de la actividad AChE.

Determinacion de los niveles de AChE. Una vez finalizado el periodo experimental, se
llevo a cabo el procesamiento de las larvas para la determinacion de AChE segun el
protocolo técnico de estudio (Medida de la actividad acetilcolinesterasa (AChE) en
cultivos celulares y larvas de pez cebra). Las larvas fueron homogenizadas
mecanicamente y las muestras se centrifugaron para la obtencion del sobrenadante,
los cuales fueron utilizados para la determinacion de los niveles de la enzima AChE en
funciébn de los tratamientos administrados. Adicionalmente, se llevé a cabo la
determinacion de proteina total de cada grupo experimental segun el protocolo técnico
de estudio (Cuantificacion de proteina por BCA, como proceso de normalizaciéon).
Finalmente, se tomaron como medida de referencia los niveles de AChE determinados

en el grupo control, considerandolos como el 100%.
El compuesto 2 previene de manera significativa la disminucién de la actividad AChE

inducida por el PTZ en las larvas 5dpf, mostrando un claro efecto neuroprotector y que

es superior al observado para RES (ver Fig. 6).
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Ejemplo 5.- Ensayo de toxicidad en pez cebra.

Se realiz6 la incubacion de 20 embriones de pez cebra para cada concentracion de
compuesto a ensayar (1 a 4). Las concentraciones usadas de cada compuesto son de
0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM y 1 mM. El tiempo de incubacién va desde las 0 a las 96
horas post fertilizacion (hpf). Se incluyen un control negativo de 1% DMSO y un
control positivo de N,N-dietilaminobenzaldehido (DEAB). Pasado el tiempo de

incubacion se calcula la LC50 (dosis letal para el 50% de los animales).
El ensayo de toxicidad en embrién de pez cebra se llevé a cabo para el compuesto 2 y
el control resveratrol (RES) y ambos mostraron una toxicidad aceptable (LC50 <140

uM) y (LC50 <1000 uM), respectivamente.

Ejemplo 6. Ensayos en ratones rd10 modelo de degeneracion de retina.

El ratén rd10 es un modelo de retinosis pigmentaria debido a una mutacién en el gen
Pde6b que conlleva a la degeneracion de los fotorreceptores que se inicia al dia post-
natal 15-16 (P15-16) y se completa en el lapso de un mes (P30). En este modelo la
degeneracién comienza en los bastones y luego contindia con conos y finalmente el
epitelio pigmentario de la retina (RPE). La degeneracién en este modelo ocurre como
consecuencia de la perdida de la funcion de Pde6b, lo que finalmente conduce a una
entrada continua de Ca™ en los bastones con una importante produccion de radicales
libres de oxigeno (ROS), infiltracion de macréfagos y activacién de proteinas pro-
apoptoticas. A nivel histolégico se evidencia una pérdida de nudcleos en la capa
nuclear externa de la retina (capa donde se encuentran los nucleos de los
fotorreceptores) y ademas por la pérdida de los marcadores especificos de bastones
(rodopsina) y conos (opsina). El electrorretinograma (ERG) que mide la respuesta
eléctrica de la retina ante estimulos visuales, se ve marcadamente afectada en los
ratones rd10 con pérdida progresiva de la amplitud de las ondas a y b del ERG.
Finalmente, el fundus que evalia la morfologia macroscépica del fondo del ojo
muestra cambios al mes de edad en los ratones rd10 con acumulacién de pigmentos
oscuros en la periferia debido a la degeneracion del RPE. Para evaluar el efecto
protector en la retina de nuestros compuestos utilizamos primero el modelo rd10.
Ratones homacigotos rd10 fueron inyectados en el espacio sub-retiniano a P13 (dos a
tres dias antes de que se inicie la degeneracién) con 1 pyL de vehiculo (5% DMSO en

PBS) o los compuestos resveratrol RES (5 mM), y el compuesto 2 (5 mM). Luego a los
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15 dias de haber sido inyectados se evaluo el fundus, ERG y cambios histoldgicos en
los ratones no tratados, tratados con el vehiculo o con los compuestos RES y 2. La
evaluacién del fundus mostré una menor cantidad de acumulacién de pigmento en las
retinas de ratones tratados con el compuesto 2 en comparacion con los ratones no
tratados (Fig. 7). EI ERG en los ratones tratados fue igualmente evaluado 15 dias
después de realizar las inyecciones. La amplitud de las ondas a y b se cuantificaron
en los ERGs, y el analisis estadistico se realizé mediante Two-way ANOVA y post hoc
DMS. Un valor de p <0,05 fue considerado significativo. La amplitud de onda b en el
ERG de ratones adaptados a la oscuridad (intensidades de flash de 0,2, 1, 3y 10 x cd
s / m 2) sufri6 un aumento significativo en el grupo de ratones tratados con el
compuesto 2 en comparacion con los controles (Fig. 8 y 9). Finalmente se realiz6 el
estudio de inmunofluorescencia para observar la presencia de marcadores de
bastones (rodopsina) y de conos (opsina) (Fig. 10). EI nimero de nlcleos de
fotorreceptores presentes en la capa nuclear externa (ONL), al igual que la inmuno-
tincién de rodopsina fue mucho mayor en los ratones rd10 tratados con el compuesto

2 que en los tratados con RES y que en los controles.

Ejemplo 7.- Ensayos en ratones Prpf31 (modelo de degeneracién del RPE).

Los ratones Prpf31A%16P"*

son un modelo util para valorar la degeneracion del RPE.
Este modelo se caracteriza por un incremento en el grosor de la membrana de Bruch
y acumulacion de colesterol esterificado entre dicha membrana y el RPE producido
por defecto en el empalme del ARNm de genes relevantes del ciclo visual como
RPEG65 y RDH12. La acumulacion de productos téxicos derivados del retinol conlleva
a un aumento de ROS, infiltracion de macrofagos y degeneracion primaria del RPE.
La degeneracion del RPE se presenta en forma tardia aproximadamente a los 8
meses de edad. Las caracteristicas fenotipicas de este modelo pueden ser
exacerbadas por la exposicibn a una funeste de luz intensa y se caracterizan
principalmente por acumulo de lesiones pseudo-drusenoides y areas de atrofia que se
observan en el fundus, ademas presentan perdida de la agudeza visual y de la
percepcion de contraste, existe disminucion en la amplitud de la onda c del ERG y

disminucion del grosor de la retina.

Para evaluar el efecto protector de la administraciébn en gotas oculares de nuestros
compuestos utilizamos ratones heterocigotos Prpf31*?**""* (KI) de 6 meses de edad,

los cuales fueron tratados tépicamente con 20 uL de los compuestos estudiados
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aplicados directamente sobre la superficie corneal diariamente (L-V) durante 2 meses
y medio. Los compuestos utilizados fueron RES y el compuesto 2, los cuales se
diluyeron en una solucion de 13% hidroxipropil-beta-ciclodextrina (CICLO) para
obtener una concentracion final de 2 mM de cada compuesto. Después de los 2
meses y medio de aplicacion de las gotas oculares con CICLO, RES o el compuesto 2
los ratones mutantes Kl fueron expuestos a una fuente de luz de 5.000 lux durante 3
horas. Ratones normales (WT) y Kl sin recibir ningun tratamiento también fueron
expuestos a la luz intensa como control de la prueba. Posteriormente el fundus de los
animales fue evaluado, ademas de la agudeza visual a través del test optomotor,
grosor de la retina por tomografia de coherencia 6ptica (OCT) y amplitud de la onda ¢
por ERG.

Evaluacion del fundus:

Para la cuantificacion de las caracteristicas macroscopicas del fundus se utilizaron
dos categorias: fundus anormal y normal. Los fundus catalogados como anormales
fueron aquellos donde se observé la presencia de lesiones pseudo-drusenoides
autofluorescentes (Fig. 11; flechas) o con areas de atrofia focal (Fig. 11; puntas de
flecha). El porcentaje de fundus anormales en los ratones WT expuestos a la luz (WT
control) fue 20% y en los Kl no tratados (KI control) fue 90%. Mientras que este
porcentaje se redujo a un 30% en los ratones tratados con el compuesto 2 (Kl 2) y tan
solo en un 60% tanto en los ratones tratados con CICLO (KI CICLO) como RES (Kl
RES) (Tabla 1). Al realizar el andlisis estadistico para cada variable dicotémica
pudimos observar que existe una relacion estadisticamente significativa entre la
presencia de fundus normales y los ratones tratados con el compuesto 2 al
compararlos con el grupo Kl control (Chi-cuadrado = 7,5; P < 0,01; Test exacto de
Fisher P < 0,05) y con una probabilidad 7 veces mayor de obtener un fundus normal
en el grupo tratado con el compuesto 2 que en el Kl control (RR normal= 7; 1C95%=
1,044-46,949). Estos valores fueron similares a los observados al comparar el WT
control y Kl control (Chi-cuadrado = 7,35; P < 0,01; Test exacto de Fisher P < 0,05) y
con una probabilidad 8 veces mayor de obtener un fundus normal en el grupo WT
control que en el Kl control (RR normal= 8; IC95%= 1,184-54,043). Tanto en el grupo
tratado con CICLO como RES no se observaron ninguna asociacion estadisticamente
significativa al comparar cada uno con el grupo Kl control. La conclusion de este
experimento es que el tratamiento con el compuesto 2 evitd la formacion de lesiones
pseudo-drusenoides autofluorescentes y areas de atrofia focal en el ratdn
Prpf31A216P/+.
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Tabla 1. Cuantificacion del nimero de fundus anormales y normales en ratones WT y
Prpf31*2P*(K1) sin tratamiento o tratados con 13% CICLO, RES y el compuesto 2.

Fundus/Grupos Anormal (%) Normal (%) Total
WT control 1 (20) 4 (80)" 5

Kl control 9 (90) 1(10) 10
KI CICLO 6 (60) 4 (40) 10
Kl RES 6 (60) 4 (40) 10
Kl 2 3 (30) 7 (70)* 10
Total (%) 25 (55,6) 20 (44,4) 45

*KI 2 vs Kl control (Chi-cuadrado = 7,5; P < 0,01; Test exacto de Fisher P < 0,05; RR
normal= 7; IC95%= 1,044-46,949). "WT control vs Kl control (Chi-cuadrado = 7,35; P <
0,01; Test exacto de Fisher P < 0,05; RR normal= 8; IC95%= 1,184-54,043).

Grosor de la retina:

Para evaluar el grosor de la retina in vivo se utilizd un OCT Stratus (Zeiss) con un
escaner ajustado a 6 lineas de 3,45 mm cada una dispuestas en forma radial. Se
realizaron 6 medidas en cada ojo y luego se procedio a realizar el mapa retiniano (Fig.
12) con el grosor de la retina cuantificado desde la capa de células ganglionares hasta
el RPE. El grosor de la retina fue significativamente mayor en los grupos tratados con
RES y el compuesto 2 cuando se comparan con el grupo Kl control (Fig. 12; C), estos
resultados muestran que el tratamiento con los activadores de SIRT1 evitaron la
produccién de atrofia de la retina en los ratones Kl después de la exposicidon a una

fuente de luz intensa.

Evaluacion de la funcién del RPE:

Para evaluar la integridad funcional del RPE se midi6 la amplitud de la onda c en el
ERG. La onda c se define como una onda lenta positiva que aparece después de la
onda b y sirve para medir la integridad funcional del RPE. Como la amplitud de esta
onda se puede ver afectada por la integridad de los fotorreceptores, para su mejor
valoracion es conveniente normalizar los resultados con la amplitud de la onda b, por

ello se realiz6 la cuantificacion de la proporcién de la amplitud onda c entre la amplitud
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de la onda b (ratio onda c/b) (Fig. 13). La ratio onda c/b fue significativamente mayor
en el grupo tratado con el compuesto 2 lo que sugiere que se mantuvo la integridad

funcional del RPE en este grupo.

Agudeza visual:

Finalmente, para valorar la agudeza visual se realiz6 el test optomotor el cual consiste
en la evaluacion del reflejo optocinético de seguimiento visual que se estimula por el
movimiento rotatorio de diferentes barras horizontales seriadas negras y blancas. La
respuesta a dicho estimulo visual se manifiesta por un movimiento de seguimiento
cervical en el mismo sentido de la rotacién de las barras. EI movimiento cervical se
registra con una camara y la frecuencia espacial de las barras varia aleatoriamente al
igual que la direccion del giro de las barras. El test optomotor fue evaluado a 6
diferentes frecuencias espaciales (0,031, 0,061, 0,092, 0,103, 0,194 y 0,272
ciclos/grado) y la visién espacial fue medida por el nimero de respuestas positivas. En
el grupo tratado con el compuesto 2 el numero de respuestas positivas fue
significativamente mayor que en los grupos Kl control en la mayoria de las frecuencias
estudiadas (0,092, 0,103, 0,194 y 0,272 ciclos/grado) y Kl RES solo fue significativo a
0,194 ciclos/grado (Fig. 14).

En conclusién, en los experimentos descritos en los ejemplos 6 y 7 hemos
demostrado que el activador de SIRT1 (compuesto 2) tiene un efecto protector en la
retina de los ratones rd10 y Prpf31%*%F" Este efecto retino-protector sugiere que esta
molécula pudiera ser potencialmente Util para el tratamiento de RP y otras patologias
degenerativas de la retina y el EPR donde se produzcan ROS, inflamacion y apoptosis

como en la DMAE.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de férmula general (1)

OH
R10CO"\ O~ -0 O N O
HO OH
HO OH

0
0 cualquiera de sus isémeros, de sus sales, ésteres, tautébmeros, polimorfos, o
hidratos farmacéuticamente aceptables,
donde:
R; es un grupo alquilo (C;-Cy,) 0 un grupo alquenilo (C2-Cy),
para la elaboracién de una composicion farmacéutica para la prevencion y/o el

tratamiento de patologias oculares.
Uso segun la reivindicacion 1, donde R; es un grupo alquilo (C»-Cy).

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde los compuestos se
seleccionan de entre: trans-resveratrol-3-O-(6’-O-butanoil)-B-D-glucopiranésido,
trans-resveratrol-3-O-(6’-O-octanoil)-pB-D-glucopiranésido, trans-resveratrol-3-O-(6'-
O-hexadecanoil)-B-D-glucopirandsido, trans-resveratrol-3-O-(6-O-octadecanoil)-p-

D-glucopirandésido y cualquiera de sus combinaciones.

Uso segun la reivindicacion 3, donde el compuesto es trans-resveratrol-3-O-(6'-O-

octanoil)-B-D-glucopirandsido.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde las patologias oculares
son patologias hereditarias degenerativas de la retina seleccionada entre la
retinosis pigmentaria y las patologias englobadas dentro del grupo de distrofias
retinianas seleccionada de entre retinosis pigmentaria autosémica dominante,
retinosis pigmentaria autosémica recesiva, retinosis pigmentaria ligada al
cromosoma X, retinosis pigmentaria esporadica, retinosis pigmentaria asociada a
otros sindromes, sindrome de Cokayne, distrofias de conos, degeneracion de

conos y bastones, amaurosis congénita de Leber, retinitis punctata albescens,
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coroideremia, atrofia girata de coroides y retina, distrofia coroidea generalizada,
retinosquisis juvenil, degeneracion vitreo-retiniana de Wagner,
vitreorretinocoroidopatia autosémica dominante, fundus albipunctatus, enfermedad
de Stargardt, distrofia macular viletiforme de Best, sindrome de Usher, sindrome
de Bardet-Bied|, distrofia macular fenestrada, distrofia macular pseudoinflamatoria

de Sorshy y drusas dominantes.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde las patologias oculares

son degeneracion macular asociada a la edad.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde las patologias oculares

son patologias inflamatorias degenerativas de la retina y del nervio éptico.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde las patologias oculares
son patologias oculares que incrementen la presion intra-ocular y que cursen con
degeneracion de las células ganglionares de la retina y atrofia del nervio 6ptico

seleccionadas entre glaucoma de angulo abierto y cerrado.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde las patologias oculares
son patologias neuroldgicas que se acomparien de lesiones degenerativas de la
retiniana o del nervio optico seleccionadas entre esclerosis lateral amiotréfica,
esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer,
sindrome de Graefe, sindrome de Hallgren, sindrome de Hallen Vorden Spatz y

ataxia cerebelosa autosdmica dominante y degeneracién pigmentaria de la retina.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde la composicion

farmacéutica ademas comprende un sistema de liberacion controlada.

Uso segun la reivindicacién 10, donde sistema de liberacién controlada es una

ciclodextrina.

Uso segun la reivindicacion 11, donde la ciclodextrina es 2-hidroxipropil B-

ciclodextrina.

Composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de férmula

general (1I):
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OH
R,0CO™\ ~O~_-O O § O
HO OH
HO OH

(1
0 cualquiera de sus isémeros, de sus sales, ésteres, tautomeros, polimorfos o
hidratos farmacéuticamente aceptables,
donde: R; es un grupo alquilo (C;-C5,) o un grupo alquenilo (C,-Cy);

y una ciclodextrina.

Composicién segun la reivindicacion 13, donde el compuesto de férmula (l) se
selecciona de entre trans-resveratrol-3-O-(6’-O-butanoil)-B-D-glucopiranésido,
trans-resveratrol-3-0-(6’-O-octanoil)-B-D-glucopiranésido, trans-resveratrol-3-O-(6'-
O-hexadecanoil)-B-D-glucopirandsido, trans-resveratrol-3-O-(6’-O-octadecanoil)-p-

D-glucopirandésido y cualquiera de sus combinaciones.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 13 o 14, donde la

ciclodextrina es 2-hidroxipropil B-ciclodextrina.
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FIG.7
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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FIG. 14
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