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DESCRIPCION
Compuestos para la proteccién de células

[0001] Esta invencién se refiere a un compuesto para la proteccion de células, en particular células cultivadas,
células sanguineas vy tisulares y plaguetas sanguineas, o trombocitos. Se refiere adicionalmente a un compuesto
para su uso como o en medicamentos. Ademas, la invencién se refiere a un método para la proteccién de células,
en particular un método para la proteccién de células durante el almacenamiento.

[0002] Se conocen en la técnica compuestos que protegen las células y que se usan como un medicamento para
proteger las células contra, por ejemplo, dafio celular inducido por estrés oxidativo. Por ejemplo, los derivados de
tropolona muestran actividad neuroprotectora como se describe en Koufaki et al. (Eur J Med Chem. 2010 Mar;
45(3):1107-12). El estrés oxidativo en las células y el dafio celular a menudo estan relacionados con el
envejecimiento y enfermedades relacionadas con el envejecimiento. Estudios recientes revelaron que compuestos
tales como las nitronas pueden usarse en el tratamiento del ictus isquémico y como agentes anticancerosos
(revisado en Floyd et al. Free Radic Biol Med. 2011 Sep 1;51(5):931-41). Jacobsen et al. Medicinal Chemistry 1992
35(23): 4464-4472 divulgan 2-(aminometil)cromanos que protegen contra el trauma del sistema nervioso central y la
isquemia.

[0003] Otros ejemplos de compuestos que presentan propiedades protectoras de células, en particular actividad
neuroprotectora, son hibridos de restos de cromano y catecol como se describe en Koufaki et al. (Bioorg Med Chem.
2010 Jun 1;18(11):3898-909; Bioorg Med Chem. 2009 Sep 1;17(17):6432-41), y cromanos sustituidos con isoxazol
(Bioorg Med Chem. 2011 Aug 15; 19 (16) : 4841-50).

[0004] La proteccién celular también se requiere durante el almacenamiento de las células. Este es especialmente el
caso cuando las células se enfrian a, por ejemplo, 4 °C o -80 °C, y se calientan de nuevo para su uso en ensayos
celulares o aplicaciones clinicas.

[0005] Las plaquetas sanguineas son tipos de células que son muy dificiles de almacenar. Actualmente, las
plaquetas sanguineas se almacenan bajo agitacion constante a 20-24 °C. El almacenamiento a temperatura
ambiente proporciona un entorno en el que proliferan bacterias, flora cutdnea u otros microorganismos de la sangre
o la piel que se introducen en el componente sanguineo durante el proceso de recogida, ya que el crecimiento a
estas temperaturas no esta limitado. Estas plaquetas sanguineas contaminadas ya no se pueden usar para la
transfusion. Por esta razon, el almacenamiento no puede exceder los cinco dias, o que da como resultado el hecho
de que mas del 15 % de las plaquetas sanguineas recolectadas expiren antes de que puedan ser utilizadas. El
almacenamiento a baja temperatura evitara la proliferacion bacteriana. Sin embargo, las plaguetas muestran lesion
por almacenamiento de plaquetas (PSL) inducido por frio, [ya que esta abreviatura se usa mas adelante] cuando se
enfrian, incluso brevemente a 4 °C. Estas lesiones por almacenamiento en frio de plaquetas comienzan a aparecer
incluso después de una breve exposicion a temperaturas inferiores a 20 °C, e incluso se observan en pacientes
sometidos a cirugia durante la cual la temperatura de todo el cuerpo o de partes del cuerpo disminuye a menos de
20 °C. La exposicion de las plaquetas a temperaturas inferiores a 20 °C da como resultado una lesion estructural y la
activacion funcional de las plaquetas normales. Las caracteristicas clave de la lesién por almacenamiento en frio de
plaquetas son (1) cambio morfoldgico reversible a irreversible de una célula discoide a esferas especuladas con
filopodia saliente, dependiendo de la duracion de la exposicion a temperaturas inferiores a 20 °C y (2)
microagregacion inmunoindependiente irreversible de plaquetas por el aumento de la interaccion célula-célula, (3)
agrupamiento de membrana de la glucoproteina GPIb en la superficie de las plaquetas, que es la sefial para que los
micréfagos eliminen las plaquetas del torrente sanguineo; y (4) reconocimiento posterior y fagocitosis de las
plaquetas transfundidas por macréfagos tras la transfusién a un receptor. Se han estudiado varios compuestos y su
efecto sobre el almacenamiento de plaquetas. Por ejemplo, la patente US 7.964.339 describe el uso de
polietilenglicol y derivados para modificar plaquetas que tiene un efecto sobre el almacenamiento en frio. Ademas,
Amorini (Blood Transfus. 2007 Jan;5(1):24-32) mostré que una solucion de glucosa puede tener un efecto positivo
en el almacenamiento de plaguetas sanguineas. La patente de Estados Unidos N.° 6.833.236 y la patente EP n.° 1
221 835 Bldescriben el uso de trehalosa para la proteccion de trombocitos cuando se liofilizan o se secan en un
secador FTS, para el almacenamiento de las plaquetas sanguineas.

[0006] A pesar de este conocimiento de compuestos que tienen un efecto sobre el almacenamiento de plaquetas
sanguineas, existe la necesidad adicional de elaborar nuevos compuestos que tengan un efecto positivo en el
almacenamiento de plaquetas sanguineas. Ademas, se requiere adicionalmente encontrar nuevos compuestos que
protejan las células contra el dafio celular in vitro e in vivo, donde el dafio celular puede ser causado por estrés
oxidativo, entre otros.

[0007] Es un objeto de esta invencidon proporcionar compuestos que puedan usarse para proteger células, tales
como células de mamifero, contra lesiones celulares.
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[0008] Es otro objeto proporcionar compuestos que se puedan usar para proteger las plaquetas sanguineas contra
la lesion por almacenamiento en frio.

[0009] Ademas, un objeto es proporcionar compuestos que proporcionen proteccion de las células contra el dafio
causado por varias indicaciones médicas, tales como indicaciones implicadas por enfermedades por envejecimiento,
indicaciones implicadas por estrés oxidativo, y/o indicaciones implicadas por la formacion de un coagulo de sangre.

[0010] Estos objetos y otros objetos se resuelven parcialmente, si no completamente por un compuesto como se
describe en la reivindicacion adjunta 1.

[0011] Se divulgan compuestos con la formula estructural (1)

en la que,

R
HO

R> 0~ CHg
CHj (1)

R1, y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en alquilo C1-Cs y es preferiblemente
metilo, etilo, propilo o isopropilo;
R3 se selecciona del grupo que consiste en CH2NHRy, C(=0)YR1o, -CH20H,

X R4 X

(i1) (1ii)» (iv),

Ris ©
donde * indica el punto de unién de Rz al resto de la molécula;
R4, Rs, Re, R7, Rg se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -OH, alquilo,
alquilo sustituido, preferiblemente hidroxialquilo, arilo, arilo sustituido, halégeno, oxigeno,
heteroarilo, heteroarilo sustituido; preferiblemente en la que R no es arilo,
X se selecciona del grupo que consiste en H, =0, =S;
Y se selecciona del grupo que consiste en O, NH, S;
Ry se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, preferiblemente
hidroxialquilo, alquenilo, arilo, heteroarilo;
Rio se selecciona del grupo que consiste en alquilo, alquilo sustituido, preferiblemente
hidroxialquilo o cianoalquilo, arilo, OH;
R11 y Ri2 junto con el atomo de N al que estan unidos forman un anillo saturado o insaturado de 3,
4,5, 6, 7 u 8 miembros, que incorpora uno o mas adicionales, tales como uno, dos o tres &tomos
deN,O,08S;
Ri3 ¥ Ri4 junto con el atomo de N al que estan unidos forman un anillo saturado o insaturado de 3,
4,5, 6, 7 u 8 miembros, opcionalmente con alcohol alquilico, y en caso de que Rz sea CH2NHRq,
C(:O)YRlo, -CHOH o

que sea R; y Ry isopropilo.
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[0012] Se divulgan compuestos en el presente documento, R7 0 Ripno es OH si Y es O.

[0013] Se divulga un compuesto que no es 5-[4-[N-[(2RS)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-iimetil]-(2S)-pirrolidin-
2-metoxiJfenilmetilen]tiazolidin-2,4-diona.

[0014] En una realizacién, la invencion se refiere al presente compuesto para su uso como un medicamento.

[0015] En un aspecto, la invencién se refiere ademas al uso de (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-iljmetanona en el tratamiento o profilaxis de ictus isquémico, convulsion cerebral, trombosis,
embolia, hemorragia, enfermedad cardiovascular, artritis, diabetes, cancer, en particular cancer relacionado con el
envejecimiento, aterosclerosis, insuficiencia cardiaca, infartos de miocardio, esquizofrenia, trastorno bipolar,
sindrome X fragil, enfermedad de células falciformes, y sindrome de fatiga cronica, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), una enfermedad neurodegenerativa tal como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Lou Gehrig, enfermedad de Huntington, lesion por hipotermia/reperfusién, choque hemorragico,
envejecimiento, hipertension, insuficiencia renal debida a diversas enfermedades renales, asma, enfermedad
inflamatoria del intestino, hepatitis y cirrosis hepatica, migrafia, hiper-homocisteinemia, enfermedades de infeccion
implicadas en el ataque de trombocitos, tal como fiebre hemorragica, en particular ébola y Chagas.

[0016] Los inventores encontraron sorprendentemente que los compuestos que tienen la formula como se ha
descrito anteriormente protegen las células contra el dafio celular. Los inventores desarrollaron varios compuestos
nuevos como se ha descrito anteriormente, y encontraron que son capaces de proteger las células contra el dafio
celular. El dafio celular puede tener varias causas y se establece en condiciones de estrés. El dafio celular puede
eventualmente conducir a necrosis celular o apoptosis. Los inventores realizaron ensayos en varios tipos de células
y, sorprendentemente, encontraron que los compuestos anteriores tienen un efecto sobre las células y protegen la
célula contra el dafio celular o la lesion celular en condiciones de estrés. Con las condiciones de estrés se entiende
la privacion de oxigeno (hipoxia e isquemia); ocurrencia de agentes fisicos (tales como trauma mecanico,
temperaturas extremas, quemaduras y frio profundo, cambios repentinos en la presion atmosférica, radiaciones,
descargas eléctricas); ocurrencia de agentes quimicos y farmacos; ocurrencia de agentes infecciosos, reacciones
inmunolégicas; enfermedades genéticas; desequilibrios nutricionales, tal como lesiones, infecciones, cancer, infarto,
envenenamiento, ocurrencia de ROS (especies de oxigeno reactivo), e inflamacion. EI compuesto de acuerdo con la
invencién se puede usar como un medicamento para proteger las células contra las causas de lesion celular
mencionadas anteriormente.

[0017] En una realizacién, la invencion esta se refiere a (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-iljmetanona para su uso en el tratamiento de estrés oxidativo, inflamacioén, descarrilamiento de
la proteostasis, dafio en el ADN (por ejemplo, irradiacion), sobrecarga de calcio, venenos/agentes toxicos,
descarrilamiento o errores del metabolismo inducidos por dafio celular.

[0018] En otra realizacion, la invencion se refiere a (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-
1-il)metanona para su uso en el tratamiento o profilaxis de enfermedades que estan relacionadas con el
envejecimiento, enfermedades neurodegenerativas, infeccién, diabetes y otras indicaciones en las que esta
involucrado el dafio celular.

[0019] En otra realizacion, la invencion se refiere a (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-
1-il)metanona para el tratamiento o profilaxis de afecciones relacionadas con el envejecimiento o el estrés oxidativo,
en particular ictus isquémico, convulsiones cerebrales, trombosis, embolia, hemorragia, enfermedad cardiovascular,
artritis, diabetes, céncer, en particular cancer relacionado con el envejecimiento, aterosclerosis, insuficiencia
cardiaca, infartos de miocardio, esquizofrenia, trastorno bipolar, sindrome X fragil, enfermedad de células
falciformes, sindrome de fatiga cronica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y enfermedades
neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Lou Gehrig y
enfermedad de Huntington, dafio tisular mediado por una infeccion virica o bacteriana.

[0020] En otra realizacion, la invencion se refiere a (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-
1-il)metanona para su uso en el tratamiento de lesién por isquemia/reperfusion.

[0021] En otra realizacion, la invencion se refiere a (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-
1-il)metanona para su uso en el tratamiento de indicaciones involucradas con el dafio celular inducido por estrés
oxidativo.

[0022] En un aspecto, los inventores también encontraron que (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-

hidroxietil)piperazin-1-iljmetanona protege las plaquetas sanguineas y evita que las plaquetas sanguineas se
adhieran o se agreguen, y evitan experimentar el cambio de forma.
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[0023] En otra realizacion, la invencion se refiere a (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-
1-illmetanona para su uso en el tratamiento o la profilaxis de trastornos que conducen a o son causados por una
disfuncion plaquetaria, tal como trombosis arterial, fibrilacion arterial, embolia pulmonar (PE), trombosis venosa
profunda (TVP) o tromboembolismo venoso (TEV), insuficiencia cardiaca congestiva, ictus, infarto de miocardio,
hipercoagulabilidad genética o adquirida, o defectos plaquetarios causados por fiebres hemorragicas tal como ébola,
enfermedad de Marburg y chagas.

[0024] En otro aspecto, la invencién se refiere a una solucién que comprende (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-illmetanona y células. Los inventores encontraron que (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona protege las células contra una lesién celular, lo que
eventualmente puede conducir a muerte celular por necrosis o apoptosis. (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-
(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona proporciona proteccion contra una lesiéon celular. La proteccidon se puede
proporcionar durante el almacenamiento. Las células almacenadas con los compuestos de acuerdo con la invencién
tienen una muerte celular disminuida en comparacion con las células almacenadas sin el compuesto.

[0025] En una realizacion, (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona protege
las células de mamifero, tales como lineas celulares cultivadas (por ejemplo, de origen humano), células madre,
células primarias, plaquetas sanguineas, células sanguineas y células tisulares. Las lineas celulares pueden
ponerse en cultivo para la fabricacion de vacunas virales, productos bioldgicos producidos por tecnologia de ADN
recombinante en los cultivos celulares, tales como proteinas, hormonas, enzimas, anticuerpos, etc.

[0026] En otra realizacién, la invencion se refiere a un medio que comprende (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
i)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iljmetanona, en el que se cultivan células para formar un cultivo celular bidimensional o
tridimensional. Ademas, los compuestos se pueden usar para proteger las células que se usan para la ingenieria de
tejidos.

[0027] A partir de la siguiente tabla 1, solamente (6-hidroxi-2,5,7,8-tertrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-
1-il)metanona forma parte de la invencion.

Tabla 1:

Cdédigo Nombre quimico
SUL-083 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-ol

SUL-084 acido (S)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico

SUL-085 acido (R)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
SUL-089 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida
SUL-090 N,6-dihidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;

SUL-091 N-butil-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;

SUL-092 6-hidroxi-N-isopropil-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;
SUL-093 (E)-N-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-i)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;
SUL-095 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (morfolino)metanona,;

SUL-097 N-(4-fluorobencil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida,;
SUL-098 6-hidroxi-N-((S)-2-hidroxi-1-feniletil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;
SUL-100 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-N-(2-(metilamino)etil)croman-2-carboxamida;
SUL-101 6-hidroxi-N,2,5,7,8-pentametil-N-(2-(metilamino)etil)croman-2-carboxamida;
SUL-102 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-N-(3-(piperidin-1-il)propil)croman-2-carboxamida;
SUL-104 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-N-(3-nitrofenil)croman-2-carboxamida;
SUL-106 N-(4-fluorofenil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;
SUL-107 4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamido) benzoato de metilo;
SUL-108 (4-butilpiperazin-1-il)(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)metanona;
SUL-109 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona,;
SUL-110 | ((2S,5R)-4-alil-2,5-dimetilpiperazin-1-il)(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-iljmetanona,;
SUL-111 N-((R)-2-amino-2-oxo-1-feniletil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;
SUL-112 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il)metanona,;
SUL-114 N-(2-bromoetil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;
SUL-115 N'-(2-cianoetil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbohidrazida;
SUL-116 2-(((4-fluorobencil)amino)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol;

SUL-117 2-((butilamino)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol;

SUL-118 acido 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxilico;

SUL-119 2-(hidroximetil)-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-6-ol;

SUL-120 6-hidroxi-N-((R)-1-hidroxipropan-2-il)-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida
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SUL-121 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(piperazin-1-il)metanona

SUL-122 | (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-(2-hidroxietoxi)etil)piperazin-1-il)metanona;
SUL-123 N-(2-cianoetil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;

SUL-124 | 6-hidroxi-N-(2-((2-hidroxietil) (metil)amino)etil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;
SUL-125 (R)-N,6-dihidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;

SUL-126 (S)-N,6-dihidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida;

SUL-128 2-(((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-i)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol,
SUL-129 2-((((S)-2-hidroxi-1-feniletillamino)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol;
SUL-130 2,5,7,8-tetrametil-2-(piperidin-1-ilmetil)croman-6-ol;

SUL-131 N,6-dihidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxamida;

SUL-132 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona;
SUL-133 | (6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona,
SUL-134 2-(((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol;
SUL-135 2-(((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol;
SUL-136 acido 2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético;
SUL-137 (6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-il) (piperazin-1-il)metanona;

SUL 138 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona,
SUL-139 | &cido 2-(4-(6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético;
SUL-140 2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acetato de etilo;
SUL-141 acido (S)-2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético;
SUL-142 acido (R)-2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético;
SUL-143 acido (2S)-1-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxilico;
SUL-144 acido (2S)-1-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxilico;
SUL-145 acido (2S)-1-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxilico;

[0028] Una realizacion preferida de acuerdo con la invencién es un medio que comprende plaquetas sanguineas y
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona.

[0029] En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para la proteccion de células que comprende afiadir (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)  (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona a una célula. Preferiblemente, el
presente método es un método ex vivo. Por consiguiente, el compuesto puede usarse para proteccion durante el
almacenamiento de las células. El almacenamiento puede tener lugar a una temperatura que es adecuada para el
almacenamiento de la célula particular y puede estar a y por debajo de 37 °C, preferiblemente entre -80 y 37 °C, tal
como entre 10-25 °C; 0-10 °C, aproximadamente 4 °C; entre -20y 0 °C y entre -80 y -20 °C, a temperatura ambiente,
-80 °C, etc. Los inventores encontraron que (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
illmetanona protege las células contra la lesion celular durante y después del enfriamiento, y especialmente contra la
lesién que se produce durante el calentamiento de nuevo a la temperatura funcional. Mas células sobreviven a estas
condiciones de estrés y, por lo tanto, la capacidad de almacenamiento aumenta cuando las células se almacenan
junto con (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona, en comparacioén con las
células que se almacenan sin la adicion de (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
illmetanona.

[0030] En una realizacion, el medio, que puede ser un tampon de almacenamiento de plaquetas tipico o una
solucién de aditivo, comprende (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametiIcroman-2-iI)(4-(2-hidroxietiI)piperazin-l-iQmetanona que
tiene una concentracién que esta entre 1. 107 - l.lO'lOM, preferiblemente aproximadamente 1.107, 1.10'7, 1.10'8,
1.10%, 1.10°Mm.

[0031] En otro aspecto, la invencidn se refiere a un método para el almacenamiento de células, en el que las células
son plaquetas sanguineas que comprenden afadir (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-
1-il)metanona a las plaquetas sanguineas. Como se ha descrito anteriormente, las plaquetas sanguineas se
almacenan a temperatura ambiente, antes de que puedan usarse para transfusion. El almacenamiento de plaquetas
sanguineas a 4 °C da como resultado una rapida pérdida de la viabilidad y funcion plaquetaria. Los inventores
encontraron que cuando las plaquetas sanguineas se almacenan a una temperatura inferior a 20 °C, por ejemplo, a
4 °C con (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona, la capacidad de
almacenamiento es mucho mayor y, por lo tanto, puede almacenarse durante mas tiempo en comparacion con las
plaquetas sanguineas almacenadas sin 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)  (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
imetanona. Por lo tanto, puede usarse (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
illmetanona para obtener una mayor capacidad de almacenamiento de las plaguetas sanguineas durante el
almacenamiento en frio. Ademas, cuando se afiade (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)  (4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-iljmetanona a las plaquetas sanguineas, disminuyen la agregacion y la adhesion de las
plaquetas sanguineas. Ademas, las plaquetas almacenadas con (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-
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hidroxietil)piperazin-1-iljmetanona aln pueden mostrar una respuesta de agregacion tras la estimulacion con ADP o
epinefrina. (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-i)metanona ayuda a mantener la
funcionalidad de las plaquetas.

[0032] Se divulga un método para la proteccion de las plaguetas sanguineas contra las lesiones por
almacenamiento de plaquetas. Esto significa que un compuesto de acuerdo con la invencién esta implicado en el
proceso que afecta a los cambios morfolégicos de las plaguetas cuando se almacenan en frio. El compuesto de
acuerdo con la invencion proporciona un cambio de forma reducido, una disminuciéon de la coagulacién y tiene un
efecto sobre la liberacién del contenido de granulos, la exocitosis de proteinas citosélicas o sobre los patrones de
glucoproteinas en las plaquetas. El compuesto de acuerdo con la invencion tiene una influencia sobre el mecanismo
de activacion plaquetaria, y proporciona una disminucién de la PSL (PSL de plaquetas = lesién por almacenamiento
de plaquetas), o una cantidad disminuida de plaquetas activadas, conduciendo posteriormente a una disminucion de
la apoptosis. El compuesto anterior conserva la funcién plaquetaria de las plaquetas sanguineas después de haber
sido almacenadas en un entorno frio.

[0033] (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iljmetanona conserva mejor la capacidad
de las plaguetas para agregarse o adherirse tras la estimulacién, incluso cuando se han almacenado a 4 °C.

[0034] Se divulgan plaquetas almacenadas con un compuesto de acuerdo con la invencion para su uso como
transfusion de plaguetas.

[0035] Las plaguetas sanguineas se pueden obtener a partir del plasma rico en plaquetas (PRP). Las plaguetas se
pueden derivar de una capa leucocitaria (BC) o el método de la aféresis. Las plaquetas para transfusiéon pueden
prepararse por tres métodos diferentes: (a) el método de plasma rico en plaquetas (PRP); (b) el método de capa
leucocitaria (BC); y (c) el método de la aféresis. Los estudios que compararon plaquetas PRP y BC no mostraron
diferencias en la calidad in vitro de dichos concentrados de plaquetas cuando se almacenan durante hasta 5 dias a
temperatura ambiente. En la aféresis de plaquetas o plaquetoféresis, las plaquetas se obtienen de un donante
especifico. Los tres métodos estan bien descritos y se conocen por el experto en la técnica.

[0036] Se divulga Sul 109 para aumentar la tolerancia isquémica en frio de 6rganos de trasplante, preferiblemente
corazones. En otras palabras, también se divulga el uso de Sul 109 para almacenar érganos de trasplante, tal como
corazones.

[0037] Los efectos técnicos y las ventajas de las diversas realizaciones y aspectos de los métodos de la invencion
corresponden mutatis mutandis a los descritos para los productos de la invencion y viceversa.

[0038] A continuacion, esto generalmente describe la invencion, pero para facilitar la comprension, se hara
referencia ahora a la comparacion adjunta y los ejemplos y figuras no limitantes.

Descripcion de las figuras:

Figura 1: Resumen esquemético del ensayo de induccién de lesién por hipotermia/reperfusion donde el
compuesto se afiade en primer a las células a 37 °C, se incuba durante 1 h, se enfria a 4 °C durante 24 h,
se calienta de nuevo y se ensaya a 37 °C.

Figura 2: Ensayo de absorciéon de azul de tripano. Se usa NOD como control positivo. Sul 112 ((6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)  ((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il)metanona), Sul 121 ((6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-il)(piperazin-1-iljmetanona) Sul 127 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilato de
metilo), Sul 136 (acido 2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético), Sul 89 (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida), Sul 85 (acido (R)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico), Sul 141 (&cido (S)-2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético),
Sul 142 (4cido (R)-2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético). Sul 136 es una
mezcla racémica. Sul 141 y Sul 142 son respectivamente el isomero S y R. Los compuestos se afiadieron a
las células SMAC a diferentes concentraciones. Se realizd el ensayo de absorcion después del
recalentamiento hasta 37 °C. 4 °C significa que las células se enfriaron primero hasta 4 °C. C37 °C y C4 °C
son ensayos de células SMAC en los que las células se mantienen a 37 °C y se enfrian primero a 4 °C y
luego se calientan de nuevo hasta 37 °C, respectivamente, sin la presencia de compuestos.

[0040] En los siguientes ejemplos, solamente (6-hidroxi-2,5,7,8-tertrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
ilmetanona forma parte de la invencion.

Ejemplo 1: Conservacion de células HEK

Material y método:
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[0041] Se cultivaron células de rifion de embrion humano (HEK) 293 en medio de cultivo celular DMEM (Life
Technologies, 41965-052) complementado con suero bovino fetal, penicilina y estreptomicina. Las células se
sembraron a una densidad de 0,8 - 1,2E6 ml - 1 en matraces de poliestireno de 25 cm2, se colocaron en una
incubadora humidificada regulada a 37 °C con CO2 y se dejaron proliferar durante 24 horas antes de comenzar los
experimentos. Se ensayaron los compuestos SUL-090 (N,6-dihidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-
091 (N-butil-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-092 (6-hidroxi-N-isopropil-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-093 ((E)-N-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxamida), SUL-095 ((6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(morfolino)metanona), SUL-097 (N-(4-fluorobencil)-
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-098 (6-hidroxi-N-((S)-2-hidroxi-1-feniletil)-2, 5, 7, 8-
tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-100 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-N-(2-(metilamino)etil)croman-2-
carboxamida), SUL-101 (6-hidroxi-N,2,5,7,8-pentametil-N-(2-(metilamino)etil)croman-2-carboxamida), SUL-102 (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-N-(3-(piperidin-1-il)propil)croman-2-carboxamida), SUL-104 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-N-
(3-nitrofenil)croman-2-carboxamida), SUL-106 (N-(4-fluorofenil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida),
SUL-107 (4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamido)benzoato de metilo), SUL-108 ((4-butilpiperazin-1-il)
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)metanona), SUL-109 ((6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-iljmetanona), SUL-111 (N-((R)-2-amino-2-oxo-1-feniletil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxamida), SUL-112 ((6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) ((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il)metanona), SUL-
114 (N-(2-bromoetil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-117 (2-((butilamino)metil)-2,5,7,8-
tetrametilcroman-6-ol), SUL-118 (acido 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxilico), SUL-120 (6-hidroxi-
N-((R)-1-hidroxipropan-2-il)-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-121 ((6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-il) (piperazin-1-il)metanona), SUL-122 ((6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-(2-hidroxietoxi)etil)piperazin-1-
illmetanona), SUL-123 (N-(2-cianoetil)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-124 (6-hidroxi-N-(2-
((2-hidroxietil)(metil)amino)etil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-125 ((R)-N,6-dihidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxamida), SUL-126 ((S)-N,6-dihidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamida, SUL-128 (2-
(((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol), SUL-129 (2-((((S)-2-hidroxi-1-
feniletillamino)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol), SUL-130 (2,5,7,8-tetrametil-2-(piperidin-1-ilmetil)croman-6-ol),
SUL-131 (N,6-dihidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxamida), SUL-132 ((6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona), SUL-134 (2-(((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il)metil)-
2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol), SUL-135 (2-(((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-ol),
SUL-136 (acido 2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético), SUL-137 ((6-hidroxi-5,7-
diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-il)(piperazin-1-il)metanona), SUL 138 ((6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il) (4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-il)metanona), SUL-139 (&cido 2-(4-(6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-
carbonil)piperazin-1-il)acético), SUL-140 (2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acetato de
etilo), SUL-141 (4cido (S)-2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético), SUL-142 (acido
(R)-2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acético), SUL-143 (acido (2S)-1-(6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxilico), SUL-144 (acido (2S)-1-(6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxilico), SUL-145 (acido (2S)-1-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carbonil)pirrolidin-2-carboxilico.

[0042] Los compuestos se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) a varias concentraciones. Antes de comenzar los
experimentos, esta solucion madre se disolvi6 en DMEM precalentado y se diluy6 adicionalmente para obtener un
intervalo de concentracién de 10 nM - 1 mM. El protocolo de lesiéon por recalentamiento de hipotermia se usé como
se indica a continuacién y se resume en la Figura 1. El medio de cultivo celular se reemplazé después por estas
diluciones y las células se incubaron en presencia del compuesto durante 1 hora. Después de la incubacién, las
tapas se cerraron herméticamente y los matraces se colocaron en una sala a 4 °C y se enfriaron durante 24 horas.
Después de este periodo de enfriamiento, las células se volvieron a colocar en la incubadora a 37 °C con las tapas
cerradas y se dejaron calentar durante 24 horas mas.

Evaluacién de viabilidad

[0043] Después de este periodo de recalentamiento, se tomaron imagenes microscopicas para evaluar la morfologia
celular (Nikon D5100, Nikon Diaphot-TMD). El medio de cultivo celular se recogié y se centrifugd (4 minutos, 2000
rpm). Se recogi6 el sobrenadante y se midié inmediatamente el pH para evitar el equilibrio del pH mediante el
tampon de carbonato en el medio, mientras que las células granuladas se resuspendieron en 5 ml de PBS. Las
células que quedaban en el matraz se lavaron dos veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) mientras
se descart6 el producto de lavado. Posteriormente, las células se tripsinizaron mediante la adicion de 0,5 ml de
tripsina y se combinaron con el sedimento resuspendido. Esta suspension celular se tifié a continuacion en una
concentracion final de azul de tripano al 0,2 % (Sigma, T8154), seguido de una evaluacion manual de la viabilidad y
el nimero de células en un hemocitémetro Birker-Tlrk. Para concluir el ensayo, se midieron los niveles de glucosa
del medio de cultivo celular (Roche Accutrend Plus) como una indicacién de la actividad metabdlica. Todas estas
etapas se realizaron con cuidado para evitar que el estrés mecanico influyera o alterara la viabilidad de las células
después del enfriamiento.
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Resultados

[0044] La Tabla 2 muestra los resultados de la cantidad de células que sobrevivieron al proceso de enfriamiento y
recalentamiento con la adicion del compuesto de acuerdo con la invencion en diferentes concentraciones. La
cantidad representa el % de células que sobrevivieron. El nimero del compuesto se corresponde con el compuesto
como se describe en la tabla 1. En el control, se aplico el mismo procedimiento a dos placas de células HEK. El
medio no comprendia un compuesto de acuerdo con la invencién. La cantidad de células que sobrevivieron depende
de la concentracion utilizada y del tipo de compuesto.

Tabla 2
10nM [ 100nM | 1pM [ 10puM [ 100 pM | 1 mM | Media
SUL-17 91,95 93,10 91,77 95,58 95,34 94
SUL-83 0,00 79,38 70,12 55,74 1,11 41
SUL-84 6,22 19,79 70,08 95,74 94,50 57
SUL-85 1,23 0,00 1,43 84,88 78,26 33
SUL-89 34,90 88,63 91,61 87,57 76
SUL-90 8,67 91,34 | 90,25 77,92 20,41 58
SUL-91 2,28 82,44 | 89,53 87,54 0,00 52
SUL-92 3,13 64,58 87,14 86,47 1,55 49
SUL-93 97,05 96,08 | 84,04 21,69 8,00 61
SUL-94 98,63 97,31 96,35 89,02 0,00 76
SUL-95 2,76 86,75 90,38 92,09 85,86 72
SUL-96 5,62 96,34 | 93,53 96,88 0,00 58
SUL-97 0,00 95,11 96,37 91,62 517 58
SUL-98 90,99 97,81 97,54 88,49 1,02 75
SUL-99 | 54,44 87,98 93,75 69,18 [ 100,00 81

SUL-100 | 77,78 76,87 63,25 | 68,77 55,61 0,00 57
SUL-102 | 73,24 | 95,77 93,72 | 81,97 73,41 93,33 85
SUL-103 | 99,74 | 98,10 96,85 [ 98,31 10,27 0,00 67
SUL-104 | 99,26 | 99,49 97,52 | 98,91 40,91 52,17 81
SUL-105 | 94,72 | 95,01 80,50 | 96,11 32,86 50,64 75
SUL-106 | 77,78 76,87 63,25 | 68,77 55,61 0,00 57
SUL-107 | 4,42 95,74 92,72 | 94,77 37,62 28,92 59
SUL-108 | 0,00 40,89 94,15 | 96,81 96,57 0,00 55
SUL-109 | 92,64 | 98,05 97,01 | 94,93 93,73 87,37 94
SUL-111 | 90,86 | 81,62 97,33 [ 93,69 94,34 79,21 90
SUL-112 | 96,26 | 96,52 95,38 [ 92,97 93,06 0,00 79
SUL-114 | 81,14 | 87,16 89,94 [ 87,70 77,93 0,00 71
SUL-117 | 0,72 89,29 93,56 | 84,79 90,09 0,00 60
SUL-118 | 13,67 | 45,70 36,22 | 52,88 88,50 92,45 55
SUL-120 | 17,65 65,27 95,54 [ 91,63 88,73 81,46 73
SUL-121 | 87,31 | 88,97 94,75 | 88,94 92,74 0,00 75
SUL-122 | 5,15 22,54 85,60 | 85,17 88,50 55,56 57
SUL-123 | 68,42 | 90,50 83,16 | 88,41 88,16 0,75 70
SUL-125 | 8,09 0,00 97,27 | 96,65 88,44 22,50 52
SUL-126 | 0,00 0,00 68,12 | 92,68 98,62 80,21 57
SUL-127 | 0,00 0,00 97,56 | 96,67 89,19 92,05 63
SUL-128 | 28,21 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 99,41 0,00 71
SUL-129 | 0,00 5,65 88,80 [ 89,92 91,52 0,00 46
SUL-130 | 0,00 12,73 85,65 [ 89,61 86,55 1,49 46
SUL-131 | 2,99 1,59 22,52 | 91,10 75,38 0,00 32
SUL-132 | 93,96 | 91,41 88,30 | 91,11 89,73 80,51 89
SUL-134 | 87,43 | 86,34 87,74 | 86,58 88,82 36,51 79
SUL-135 | 71,94 | 83,90 93,82 [ 93,85 83,46 33,06 77
SUL-136 | 99,60 | 100,00 | 98,37 | 99,52 99,35 [ 100,00 99
SUL-137 | 78,17 | 86,12 93,88 | 90,88 78,71 0,53 71
SUL-138 | 92,84 | 91,74 77,01 | 91,71 93,30 86,94 89
SUL-139 | 13,33 4,57 4,26 90,05 89,67 80,33 47
SUL-140 | 8,70 17,95 95,65 | 97,00 94,63 0,00 52
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SUL-141 | 58,51 96,25 0,75 99,44 96,77 99,12 75
SUL-142 | 0,00 73,02 98,51 99,16 99,42 91,89 77
SUL-143 | 30,59 35,00 14,94 49,47 97,83 98,43 54
SUL-144 | 4,08 18,27 21,57 25,93 91,01 92,59 42
SUL-145 | 12,99 28,68 21,43 7,84 78,61 88,08 40
SUL-146 | 0,96 17,00 90,63 80,65 85,49 0,00 46
DMSO 0,00 0,54 0,62 0,00 0,00 0,00 0
Control 4,71 0,00 2

Ejemplo 2: Conservacion de células SMAC

[0045] Se cultivaron células adrticas de musculo liso de rata (células SMAC) en medio de cultivo celular DMEM (Life
Technologies, 41965-052) complementado con suero bovino fetal, penicilina y estreptomicina. Las células se
pusieron en una incubadora humidificada regulada a 37 °C con CO2 y se dejaron proliferar durante 24 horas antes
de comenzar los experimentos. Los compuestos Sul 84, Sul 85, Sul 89, Sul 112, Sul 121, Sul 127, y Sul 136 se
disolvieron en DMSO a una concentracion final de 100 mM. Esta solucién se disolvié entonces en medio de cultivo
celular DMEM vy se afiadi6 a las células a diferentes concentraciones, se preincub6 durante 1 hora a 37 °C, se enfrié
a 4 °Cy se mantuvo a 4 °C durante 24 h. Las células se volvieron a calentar durante 1 h hasta 37 °C y se analizaron.
Se realiz6 una prueba de azul de tripano, como se ha descrito anteriormente para las células HEK. Ademas de este
ensayo de exclusion con azul de tripano, se realiz6 un ensayo de absorcion. La extension de la absorcion de azul de
tripano se utiliz6 como una indicacion del nimero de células no viables. Se afiadié azul de tripano a una placa de 6
pocillos hasta una concentracién final del 0,05 % y las células se incubaron a 37 °C durante 5 minutos.
Posteriormente, el exceso de colorante se eliminé lavando cuidadosamente los pocillos tres veces con PBS frio.
Después del lavado, se afiadieron 150 pl de SDS al 1 % a los pocillos para lisar las células y liberar el azul de
tripano de cualquier célula no viable. Los lisados celulares se centrifugaron y el sobrenadante se transfirio
posteriormente a una placa de 96 pocillos. Se usé SDS al 1 % como blanco y se midi6 la absorcién a 595 nm. La
muerte celular se expresé como un porcentaje de controles a 4 °C no tratados (100 %).

[0046] La Figura 2 muestra los resultados de un ensayo de absorcion de azul de tripano para evaluar la cantidad de
células que sobrevivieron a la hipotermia y al proceso de recalentamiento. La viabilidad de las células SMAC fue de
hasta el 90 %.

Sul 136 es una mezcla racémica. Sul 141 y Sul 142 son el isémero R y S, respectivamente. El enantibmero S tiene
un mejor efecto que el enantiomero R o la mezcla racémica, incluso a una concentracion inferior.

Ejemplo 3: Conservacion de plaguetas sanguineas
Recoleccidn a través de PRP

[0047] Se recogieron plaquetas de PRP y se suspendieron 2,1 ml en tubos de polipropileno de 5 ml, cerrados con un
tope.

[0048] Se afadieron varios compuestos de acuerdo con la invencion a las plaquetas sanguineas directamente
después de preparar el plasma de PRP y se incubaron durante 10 minutos a 37 °C o durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Las plaquetas sanguineas con el compuesto se almacenaron entonces a 4 °C.

[0049] Se almacend un control en condiciones de agitacion a temperatura ambiente. Otro control se almacené a 4
°C sin la adicién de un compuesto. Los compuestos que se afiadieron son los enumerados en la tabla 3.

[0050] Se tom6 una muestra de cada tubo después de 264 horas después de la adicion del compuesto y se ensayo
como se indica a continuacion:

- Las propiedades de color y coagulacion se analizaron visualmente.

- Se contaron las células trombociticas que sobrevivieron y se evalu6 si los trombocitos se agregaron.

- Se evaluoé si los trombocitos aun podian funcionar después de la estimulaciéon mediante la adicion de ADP
o bajo la influencia del colageno en una placa de 96 pocillos.

- Se evalué la adhesion, es decir, la capacidad de las plaquetas para unirse a colageno en una placa de 6
pocillos preincubada con colageno.

- A través de un ensayo ELISA, se evalud si el tromboxano se secretaba de las plaquetas. El tromboxano
facilita la agregacion y se produce por plaguetas sanguineas activadas.

[0051] La tabla 3 proporciona una vision general de los resultados de la adicién de los compuestos a las plaquetas
sanguineas y evalla la agregacion de los trombocitos después de la adicion del compuesto de acuerdo con la
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invencion y el enfriamiento hasta 4 °C.

Tabla 3
Nombre del compuesto Concentracién final de Agregacién de plaquetas
. Pureza del -

(véase también la Tabla 1 compuesto compuestos afiadidos a los sanguineas después del
para el nombre iupac) P plaquetas sanguineas almacenamiento
SUL-100 >95 % 30 mM +
SUL-117 92 % 30 mM +
SUL-118 100 % 30 mM +
SUL-120 90 % 30 mM +
SUL-121 90 % 30 mM +
SUL-125 90 % 30 mM +
SUL-126 90 % 30 mM +
SUL-132 99,6 % 30 mM +
SUL-136 94 % 30 mM +
SUL-138 98,5 % 30 mM +
SUL-139 90-99 % 30 mM +
SUL-141 97 % 30 mM +
SUL-142 91 % 30 mM ++
SUL-143 98 % 30 mM +
SUL-144 >90 % 30 mM +
SUL-145 95 % 30 mM +

- significa que la mayoria de los trombocitos se agregaron
+ indica que algunas células todavia eran viables pero algunas células se agregaron
++ indica que casi todas las células eran viables

Recoleccién a través del método de aféresis y PRP

[0052] Las plaguetas se obtuvieron a través de procedimientos estandar de plaquetoféresis en Haemonetics
(donante 2611811 y donante 2611855) o en instrumentos Cobe (donante 2611770). De acuerdo con el protocolo,
todas las unidades se obtendrian con el procedimiento de plaquetoféresis con el instrumento Cobe, pero de las tres
donaciones, dos no aprobaron los criterios de control de calidad del banco de sangre. Sin embargo, todas las
donaciones de plaguetas tienen una concentracion similar y una calidad de plaquetas similar. En ninguno de los
concentrados de plaquetas se encontraron coagulos.

[0053] Las plaquetas recién recogidas se pesaron en una balanza y para el muestreo del concentrado de plaquetas
se acoplé de forma sellada una pequefia bolsa de PVC a la bolsa de concentrado de plaquetas principal. La
homogeneizacién estandar del concentrado de plaquetas debe hacerse con un rodillo antes del muestreo.

[0054] Se afiade una suspension de 300 uM de Sul 136 con un procedimiento, que mantiene el contenido de la
bolsa estéril y Sul 136 se mantiene en suspension mediante rotacion frecuente y se almacena a 37 °C antes de que
se afiada a las plaquetas recién recogidas. La suspension de Sul 136 se afiade a tres bolsas de plaguetas
directamente de la bolsa. Después de la adicion, el contenido de la bolsa de plaguetas se mezcla cuidadosamente.
Después de 2 horas, la primera muestra se extrae con una bolsa de muestra acoplada de forma sellada. La bolsa de
muestra se desconecta mediante soldadura y, de esta bolsa de muestra, las muestras se toman para el analisis
hematoldgico, las pruebas del agregémetro y las pruebas de citometria de flujo. La turbulencia en la bolsa se informa
por la experiencia del trabajador de laboratorio en el formato estandar. Se usaron plaquetas sin Sul 136 puestas en
un agitador de superficie plana y almacenadas a temperatura ambiente como control. Otro control se almacena a 4
°C. Las muestras de plaquetas en las que se afiade Sul 136 se almacenan sin agitar en el refrigerador a 4 °C.

[0055] Las muestras se toman después de 2, 24, 48, 96, 168, 216, 264 horas y se almacenan durante 7 semanas.
[0056] Las muestras se miden como se indica a continuacion:

Prueba de anexina V:

[0057] En un citémetro de flujo Beckman Coulter FC 500 usando el kit de tincion FLUOS de anexina-V de Roche.
Procedimiento:

[0058] Se prepar6 una mezcla de 20 ul de anexina-V-fluoresceina del kit Roche en 1 ml de tampén de incubacion y
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se afiadieron 20 pl de una solucidon de yoduro de propidio. Se centrifugaron 2 ml de concentrado de plaquetas en
una centrifuga Eppendorf estandar y se descarto el sobrenadante.

[0059] Se afiadi6 1 ml de tampdn PBS y se verificd si la concentracion de células era de aproximadamente
1.000.000. Se diluyé 100 veces con la mezcla preparada de anexina V-fluoresceina y yoduro de propidio y se incubo
durante 15 minutos. Se afiadieron 500 pl de tampdn de incubacion del kit y el andlisis de células se realizé en un
citémetro de flujo.

Activacién plaquetaria con ADP y TRAP

[0060] La activacion plaquetaria se realizé en un citdémetro de flujo Beckman Coulter FC 500 usando anticuerpos CD
41 PE, CD 62p FITC, IgG1 FITC/IgG1 PE de un kit Beckman Coulter.

Tubo de ensayo 1:

[0061] Se pusieron 40 ul de tampdn de dilucion en aproximadamente 15 minutos a 37 °C; se afadieron 10 pl de IgG
FITC/IgG PE + 10 pl de CD41 PE y se mezclaron con Vortex, se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente;
se afiadieron 1000 pl de tampdn HBSS frio; la medicion se realiz6 en el citdmetro de flujo.

Tubo de ensayo 2:

[0062] Se pusieron 40 ul de tampodn de dilucion en aproximadamente 15 minutos a 37 °C; se afadieron 10 pl de
CD41 PE + 5 pl de CD62 FITC y se mezclaron con Vortex, se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente; se
afiadieron 1000 pl de tampon HBSS frio; la medicion se realizé en el citbmetro de flujo.

Tubo de ensayo 3:

[0063] Se pusieron 36 pl de tampdn de dilucién + 4 yl de ADP en aproximadamente 15 minutos a 37 °C; se
afiadieron 10 pl de CD41 PE + 5 pl de CD62 FITC y se mezclaron con Vortex, se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente; se afiadieron 1000 pl de tampdn HBSS frio; la medicion se realizé en el citbmetro de flujo.

Tubo de ensayo 4:

[0064] Se pusieron 36 pl de tampdn de dilucion + 4 ul de TRAP en aproximadamente 15 minutos a 37 °C; se
afiadieron 10 pl de CD41 PE + 5 pl de CD62 FITC y se mezclaron con Vortex, se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente; se afiadieron 1000 pl de tampdn HBSS frio; la medicion se realizé en el citbmetro de flujo.

[0065] La agregacion de plaquetas se midio de acuerdo con el perfilador de agregacion de plaquetas PAP 8 (Mdlab)
usando todos los reactivos de Mdlab.

Preparacién de la muestra:

[0066] Se centrifugaron 3 ml de concentrado de plaquetas a 3000 RPM para obtener PPP. Se mezclaron 1800 pl de
PPP y 600 pl de PRP.

Ensayo:

[0067] Se pusieron 225 pl de PRP en un tubo de ensayo con agitador magnético. Se pusieron 225 ul de PPP + 25 ul
de Aquadest en un tubo de ensayo sin agitador magnético. Se usé PPP como base. PRP se puso durante 2 min a
37 °C en un rodillo. La medicion con PRP en el agregdmetro se inici6 después de 30 segundos con 25 pul de
inductor. La medicion se realiz6 durante 6 min.

[0068] La determinacion visual de la turbulencia se realizé6 de acuerdo con Bertolini, F. y Murphy, S. (1994) (A
multicenter evaluation of reproducibility of swirling in platelet concentrates, Transfusion 34, 796-801.)

Resultados de los ensayos con plaquetas recogidas con PRP

[0069] Las plaguetas de PRP se ensayaron con la adicion de Sul 136. La Tabla 4 muestra los resultados del numero
de células que sobrevivieron 24, 48, 72 y 216 horas después del almacenamiento a 4 °C. El nimero de células se da
en % con respecto al nimero de células en el momento 0. El 66 % de las plaquetas almacenadas a temperatura
ambiente sobrevivieron después de 216 horas. Solo el 42,3 % de las células almacenadas a 4 °C sobrevivieron
después de 216 horas. La adicién de Sul 136 dio como resultado que sobrevivieron sustancialmente mas plaquetas
después del almacenamiento de 72 y 216 horas a 4 °C.
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Tabla 4
Tiempo en horas
Muestra 0 72 216
PRP Temp. Amb. | 100 | 80,7 | 66,1
PRP 4 °C 100 | 43,3 | 42,3

60 min 0,001 mM | 100 | 83,8 | 86,1
60 min 0,01 mM 100 | 82,9 | 94,8
60 min 0,1 mM 100 | 76,3 | 77,6
60 min 1 mM 100 | 29,9 | 62,9
60 min 10 mM 100 | 51,8 | 43,4
10 min 0,001 mM | 100 | 58,9 | 55,1
10 min 0,01 mM 100 | 66,0 | 52,1
10 min 0,1 mM 100 | 55,9 | 50,8
10 min 1 mM 100 | 59,1 | 59,3
10 min 10 mM 100 | 64,8 | 47,9

[0070] La Tabla 5 muestra la posibilidad de agregacion de las plaquetas recogidas con PRP y cuando se afadié Sul
136, después de la estimulacion con ADP. Cuando se afadié Sul 136 10 mM, las plaquetas todavia mostraron
actividad después de la estimulacion con ADP. (+ significa que las células muestran agregacion y, por lo tanto,
pueden activarse después de la estimulacion, - significa que no hay agregacion tras la estimulacion)

Tabla 5

Muestra Oh|24h |[48h | 72h | 216 h
PRP KT + + + - -
PRP 4 °C + - - - -
60 min 0,001 mM | + - - - -
60 min 0,01 mM + - - - -
60 min 0,1 mM + - - - -
60 min 1 mM + -
60 min 10 mM + + + + -
10 min 0,001l mM | + - - - -
10 min 0,01 mM + - - - -
10 min 0,1 mM + - - - -
10 min 1 mM + - - - -
10 min 10 mM + + + + +

[0071] La Tabla 6 muestra la posibilidad de agregacién de las plaguetas de PRP con Sul 136 después de la
estimulacion con colageno. Cuando se afiadié Sul 136 10 mM, las plaguetas mostraron aun actividad después de la
estimulacion con colageno. (+ significa que las células muestran agregacion, ++ significa agregacion fuerte, estas
plaquetas pueden activarse de este modo después de la estimulacion, - significa que no hay agregacion tras la
estimulacion)

Tabla 6

Muestra Oh|24h |[48h | 72h | 216 h
PRP KT + + + - -
PRP 4 °C + - - - -
60 min 0,001 mM | + - - - -
60 min 0,01 mM + - - - -
60 min 0,1 mM + - - - -
60 min 1 mM + - - - -
60 min 10 mM ++ | ++ ++ ++ -
10 min 0,001 mM | + - - - -
10 min 0,01 mM + - - - -
10 min 0,1 mM + - - - -
10 min 1 mM + - - - -
10 min 10 mM ++ | ++ ++ ++ ++
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Resultados con plaquetas recogidas a través de aféresis

[0072] La Tabla 7 muestra los resultados del ensayo de las plaquetas sanguineas de aféresis almacenadas del
donante 1 (2611770) almacenadas a temperatura ambiente en un agitador de superficie plana sin Sul 136. El pH el

dia 12 fue de 6,3. El pH el dia 19 fue de 5,7.

[0073] La Tabla 8 muestra los resultados de los ensayos de las plaguetas sanguineas de aféresis almacenadas del
donante 1, almacenadas a 4 °C con la adicién de Sul 136. El pH el dia 12 fue de 6,2, el pH el dia 19 fue de 5,9.

Tabla 7
Plaquetas | MPV | Agregacion plaquetaria Citometria de flujo
Fecha Colageno ADP P-selectina Anexina (% de
ful f ("/90) (%) MFI ADP | TRAP positivE)s)

Dial | 1.316.000 | 8,2 35 10 1,99 6,54 | 12,8 3,13
Dia2 | 1.248.000 [ 9,7 72 0 2,09 3,97 | 123 5,15
Dia3 | 1.400.000 [ 9,0 27 0 2,17 4,00 | 11,7 5,72
Dia5 | 1.212.000 | 9,6 0 0 3,21 4,09 | 12,6 6,41
Dia8 | 1.216.000 | 9,6 0 0 3,47 4,53 | 10,2 16,70

Ei'g‘ 1.324.000 | 8,8 0 0 3,00 3,82 | 7,85 14,22

02 | 1528000 | 9,2 0 0 4,34 4,78 | 651 21,45

?g’l 1.328.000 | 9,0 0 0 3,89 3,74 | 3,67 84,53

Tabla 8
Fecha Plaguetas | MPV [ Agregacién plaguetaria _ Citometria de flujo _ _
[l fl Coldgeno (%) | ADP (%) [ P-selectina MFI | ADP | TRAP | Anexina (% de positivos)

Dial | 1.000.000 [ 10,6 0 0 2,09 3,07 | 357 4,51
Dia2 | 1.192.000 [ 9,5 0 0 3,04 3,28 | 3,78 14,48

Dia 3 | 1.240.000 | 9,2 0 0 3,73 4,12 | 4,95 18,24
Dia5 | 1.232.000 | 9,1 0 0 4,12 4,20 | 5,55 20,38
Dia8 | 1.352.000 [ 9,3 0 0 4,82 483 | 5,52 34,56
Dia 10 | 1.228.000 [ 9,6 0 0 4,48 4,46 | 5,52 43,52
Dia 12 | 1.204.000 | 9,8 17 12 4,57 4,43 | 4,42 56,91
Dia 19 | 1.068.000 | 8,8 32 31 2,92 2,74 | 2,76 88,34

[0074] Los ensayos de citometria de flujo fueron similares para las plaquetas almacenadas a temperatura ambiente
y las plaquetas almacenadas a 4 °C con el compuesto Sul 136. Ademas, la agregacion plaquetaria tras la
estimulacion con colageno y ADP se restauré el dia 12 y el dia 19 para las plaquetas almacenadas con el
compuesto Sul 136. Este resultado es comparable con las plaquetas almacenadas a temperatura ambiente el dia 1-

3.

[0075] Las Tablas 9 y 10 muestran los resultados del ensayo realizado con plaguetas del Donante 2. Las plaquetas
de la Tabla 9 se almacenaron a 4 °C sin Sul 136. Las plaquetas de la Tabla 10 se almacenaron a 4 °C con Sul 136.

Tabla 9
Fecha Plaguetas | MPV [ Agregacién plaguetaria Citometria de flujo
/ul fl Coldgeno (%) | ADP (%) [ P-selectina MFI | ADP | TRAP | Anexina (% de positivos)

Dial | 1.008.000 [ 7,8 89 15 1,82 4,67 | 7,83 3,89
Dia 2 792.000 6,5 83 36 2,50 562 | 7,18 10,83
Dia 3 632.000 6,3 86 22 2,76 551 | 5,87 17,92
Dia 5 824.000 6,5 82 27 3,43 6,44 | 7,30 24,04
Dia 8 816.000 6,5 77 19 3,35 528 | 7,12 22,52
Dia 10 | 684.000 6,5 83 13 3,00 4,12 | 5,13 22,78
Dia 12 | 732.000 6,5 75 12 2,93 3,92 | 5,15 28,12
Dia 19 | 868.000 6,5 24 9 2,81 2,90 | 3,54 34,18
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Tabla 10
Fecha Plaguetas | MPV | Agregacién plaguetaria Citometria de flujo
[l fl Colageno (%) | ADP (%) | P-selectina MFI | ADP | TRAP | Anexina (% de positivos)

Dial | 1.004.000 | 10,1 0 0 1,67 2,12 | 1,88 5,98
Dia2 | 1.272.000 | 7,6 0 0 2,13 253 | 2,35 10,96
Dia3 | 1.220.000 [ 7,8 4 0 2,59 3,21 | 2,76 19,56
Dia5 | 1.252.000 [ 8,0 0 0 2,95 3,19 | 3,16 32,11
Dia8 | 1.168.000 [ 8,0 0 0 2,99 3,08 [ 3,22 45,71
Dia 10 | 1.104.000 | 8,1 0 0 2,76 2,83 | 2,96 53,96
Dia 12 | 1.032.000 [ 8,6 5 0 2,63 2,62 | 2,73 62,97
Dia 19 | 860.000 8,8 0 0 2,01 199 | 2,14 72,67

[0076] Las Tablas 11 y 12 muestran los resultados del ensayo realizado con plaquetas del Donante 3. Las plaquetas
de la tabla 9 se almacenaron a temperatura ambiente sin Sul 136. Las plaguetas de la Tabla 10 se almacenaron a 4
°C con Sul 136.

Tabla 11
Fecha Plaguetas | MPV [ Agregacién plaquetaria Citometria de flujo
[l fl Coldgeno (%) | ADP (%) [ P-selectina MFI | ADP | TRAP | Anexina (% de positivos)
Dial | 1.060.000 | 7,7 80 9 2,10 6,09 | 10,80 3,69
Dia2 | 1.004.000 | 9,6 81 0 2,18 3,81 | 9,20 3,87
Dia3 | 1.060.000 [ 7,6 75 0 2,34 3,74 | 9,48 5,21
Dia 5 964.000 | 10,1 34 0 2,80 4,29 | 10,80 6,12
Dia 8 956.000 9,6 72 0 3,55 4,70 | 11,30 5,38
Dia 10 | 976.000 9,3 23 0 3,30 4,36 | 8,44 8,09
Dia 12 | 1.068.000 | 9,2 41 0 3,67 485 | 7,39 14,08
Dia 19 [ 1.028.000 [ 9,7 0 0 4,76 4,56 | 4,59 90,52
Tabla 12
Fecha Plaquetas | MPV [ Agregacion plaguetaria Citometria de flujo
[l fl Coldgeno (%) | ADP (%) [ P-selectina MFI | ADP | TRAP | Anexina (% de positivos)

Dia 1 980.000 | 10,3 0 0 1,90 2,71 | 2,08 514
Dia2 | 1.188.000 | 7,7 0 0 2,82 3,49 | 3,62 8,68
Dia3 | 1.072.000 | 7,7 0 0 3,84 4,96 | 4,42 14,34
Dia5 | 1.068.000 | 8,0 0 6 4,50 4,84 | 5,04 27,77
Dia 8 992.000 8,3 0 0 4,82 491 | 524 41,97
Dia 10 | 892.000 8,3 0 0 4,37 4,25 | 5,04 62,65
Dia12 | 912.000 9,0 8 0 3,89 3,84 | 4,20 70,33
Dia 19 [ 692.000 9,5 0 0 2,22 2,37 | 2,01 80,99

Ensayo de turbulencia

[0077] Aln después de 7 semanas se observa turbulencia en las plaguetas almacenadas con los compuestos a 4
°C.

[0078] No se observa turbulencia en las plaquetas sin compuestos afiadidos almacenados a 4 °C, medidas después
de 24 horas.

Ejemplo 4: Sintesis de los compuestos

[0079] Los compuestos de acuerdo con la invencién se sintetizan de acuerdo con métodos de sintesis estandar que
se conocen bien por los expertos en la técnica.

[0080] SUL-0083, SUL-0084 y SUL-0085 estan disponibles en el mercado.
Sintesis de SUL 089-112, 114-117, 120-126, 128-130, 132, 134-135, 138, y 140.
[0081] La amidaciéon de trolox se logré por reaccion con la amina apropiada en presencia de reactivos de

acoplamiento estandar para la formacion de amida, por ejemplo, HATU y CDI. Las aminas correspondientes se
prepararon por reduccién de las amidas formadas con BHs.
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Los derivados de acido hidroxamico se prepararon por reaccion con hidroxilamina/CDI. La sintesis de analogos de

carbohidrazida de trolox se logr6 por reaccibn con
enantioméricos/diastereoméricos se prepararon partiendo de (R) o
cromatografia quiral.

hidrazinas (sustituidas). Los compuestos
(S)-Trolox enantioméricamente puro 0 mediante

HO 0]
o NHNHR
HNHNR
CDI
HO o HO 0 HATU o CDI HO [e)
OH N2
0 NOH - NOH 0 R, 0o R,
HN
Ry
BH3
HO.
N
R

Sintesis de SUL-118, SUL-119 y SUL-146

[0082] La oxidacion de propofol disponible en el mercado con salcomina, un complejo de coordinacion del ligando
salen con cobalto, seguido de reduccién con NaBH4 produjo 2,6-diisopropilbenceno-1,4-diol. La metilacién posterior
con HCO/SnCI/HCI y la reaccién con metacrilato de metilo proporcioné SUL-146 (6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-
dimetilcroman-2-carboxilato de metilo). La hidrdlisis con LIOH produjo el acido carboxilico SUL-118 (4cido 6-hidroxi-

5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxilico). El alcohol

dimetilcroman-6-ol) se obtuvo por reduccién de SUL-146 con LiAIH,.

NaBH
CH2(:I2
MeQOH

salcomlna

DMF
0°C ->ta

Propofol

HO
COOH
0]

SUL-118

HO

o OH

SUL-119

16

SUL-119 (2-(hidroximetil)-5,7-diisopropil-2,8-
HCHO HO
SnCI2
HCI OH
6
HCHO ac.
)LCOOMe
LiOH 3h 180 °C
MeOH autoclave
«Melr
HO
— COOMe
0
SUL-146
-—
LiAIH,
THF
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Sintesis de SUL-131, SUL-133, SUL 137 y SUL-146

[0083] Partiendo del acido carboxilico SUL-118 (acido 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxilico), la
hidroxilamina se obtuvo por reaccion con hidroxilamina usando CDI como reactivo de acoplamiento. Los compuestos
SUL 133 ((6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-il) (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona) y SUL 137 ((6-
hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-il) (piperazin-1-il)jmetanona) se prepararon por reaccion de SUL-118 con
el derivado de piperazina apropiado. Ambos reactivos de acoplamiento HATU y CDI dieron como resultado
rendimientos satisfactorios. Se prepar6 SUL 139 (acido 2-(4-(6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-
carbonil)piperazin-1-il)acético) por aminacion reductora de SUL 137 ((6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-il)
(piperazin-1-il)metanona) con acido glioxalico.

HO o
™
° N ~"0H
SUL-133

HATUo CDI HN N
/ “—0oH

o o col HO HATU o CDI o o
-— COOH .
NOH Nl\
0 H,NOH o —\ © L_NH

SUL-131 SUL-118 HN,  NH SUL-137

NaBH,CN o

LWOH

o}

HO O

UL,

SUL-139
Sintesis de SUL-136, SUL-141 y SUL-142.

[0084] La hidrdlisis de SUL-140 (2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-il)acetato de etilo) en
una atmosfera de Nz proporcion6 SUL-136 (acido 2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-
illacético) con alto rendimiento. Los enantiomeros SUL-141 y SUL-142 se prepararon de acuerdo con las
condiciones descritas anteriormente.

HO o}
HO. 0]

SUL-140 SUL-136
Sintesis de SUL 143, 144y 145

[0085] La amidacion de trolox con pirrolidin-2-carboxilato de (S)-metilo (éster metilico de L-prolina) proporciono,
después de la cromatografia en columna, dos diastereoisomeros. La hidrélisis posterior de los diastereocisémeros
individuales proporcion6 SUL-144 (4cido (2S)-1-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxilico,
diasteredbmero 1) y SUL-145 (4cido (2S)-1-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxilico,
diasterebmero 2). ElI analogo racémico SUL-143 (acido (2S)-1-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carbonil)pirrolidin-2-carboxilico) se obtuvo mezclando los ésteres de los diastereoisémeros individuales seguido de la
hidrolisis del resto éster usando LiOH.
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/

HO fo) HATU o CDI HO. o 0\;0 LioH HO o HO?O

OH N i _— N H

o] / o] |:> o Q

O,
3 SUL-0143
(o :
HO. Q

=0
3 LIOH HO
N HO 0 "0
0 Q R —— B
0% 1)

ambos diasteredémeros diastereémeros SUL-0144 y SUL-145

Amidacion de Trolox (ejemplo general)

[0086] SUL-108 ((4-butilpiperazin-1-il) (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)metanona). HCIl. Se suspendio
Trolox (11 g, 0,044 mol, 1 equiv.) en acetonitrilo (100-150 ml). Se afiadié en porciones CDI (8,6 g, 0,053 mol, 1,2
equiv.). La mezcla de reaccion se agité durante 0,5-1 hora a temperatura ambiente. Después de la adicion de 1-
butilpiperazina (6,9 g, 0,048 mol, 1,1 equiv.), la mezcla de reaccidn se agité a 25-30 °C durante el fin de semana. La
mezcla de reaccién se concentrd, se afiadido H,O (200 ml) y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (4x). Las capas
organicas combinadas se secaron, se filtraron y se concentraron. El producto en bruto obtenido se purific6 por
cromatografia en columna (DCM/MeOH al 10 %) proporcionando el compuesto pretendido (9 g de producto, puro al
82 %). La cristalizacion en EtOAc/heptanos proporcioné SUL-108 (6 g, 0,016 mol, rendimiento del 36 %, puro al 90
%) en forma de un sélido de color blanco. El material obtenido se disolvi6 en DCM (50-100 ml). Se afiadio HCI (4 M
en dioxano, 8,8 ml, 0,0035 mol, 2,2 equiv.) y la mezcla de reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante el fin de
semana. La mezcla se filtro, se aclar6 con DCM, y se sec6 para proporcionar la sal HCI de SUL-108 (6,3 g, puro al
97-98 %) en forma de un sdlido de color blanco.

'"H RMN (CDCls, en ppm): 0,93 (t, 3H), 1,38 (m, 2H), 1,58 (s, 3H), 1,67 (m, 2H), 2,09 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 2,15 (s,
3H), 2,50-3,20 (m, 14H). M" = 375,3

Reduccién de amidas Trolox (ejemplo general)

[0087] SUL-128. (2-(((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-il)metil)-2,5,7,8-tetrametilcroman-6-0l).HCI. Se enfrid
BH3.THF en THF (16 ml, 0,0156 mol, 2 equiv.) a T = 0 °C. Una solucion de SUL-112 ((6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-il)((S)-2-(hidroximetil)pirrolidin-1-iljmetanona; 2,6 g, 0,0078 mol, 1 equiv.) en THF (50 ml) se
afiadio gota a gota y la mezcla de reaccién se calenté a reflujo durante 1 hora y se enfrid a temperatura ambiente
durante una noche. La mezcla de reaccién se enfrié en un bafio de hielo y se afiadio gota a gota HCI (6 M, 25 ml).
Se afiadi6 DCM (100 ml) y las capas se separaron. La capa acuosa se extrajo con DCM (3 x). Las capas org.
combinadas se secaron sobre K,CO3 hasta que ya no se aprecié formacion de gas. La fase orgéanica se filtro y se
concentrd. El producto en bruto se enfrié en un bafio de hielo, y se afiadié gota a gota NaOH (6 M, 50 ml). Después
de la adicion, la mezcla de reaccion se agité durante 1 hora y se extrajo con DCM (4 x). Las capas de DCM
combinadas se secaron, se filtraron y se concentraron para dar 1,6 g de producto en bruto (puro al 20-40 %). El
material se purificd por cromatografia en columna proporcionando SUL-128 (300 mg, 0,94 mmol, rendimiento del 12
%, puro al 90 %). Se disolvié en DCM (10 ml) y se enfrid a T = 0 °C (bafio de hielo). Se afiadié HCI (4 M en dioxano,
0,3 ml, 0,94 mmol, 1,2 equiv.) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche. El sélido
formado se filtr6, se lavo con Et;O y se secO para proporcionar la sal HCl de SUL-128 (300 mg, puro al 90 %) en
forma de un sélido de color blanco (mezcla de diastereémeros).

"H RMN (CDCls, en ppm): 1,20-1,90 (m, 7H), 2,12 (s, 6H), 2,17 (s, 3H), 2,20-2,90 (m, 9H), 3,4-3,65 (m, 2H). M* =
320,1

Sintesis de SUL-118 (acido 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxilico).

Sintesis de 2,6-Diisopropilciclohexa-2,5-dien-1,4-diona.

O

[0089] Se disolvié Propofol 100 g, 561 mmol) en DMF (250 ml). La solucién se enfrid a 0 °C mientras se agitaba. Se
afadi6 salcomina (16,6 g, 51 mmol; 9 % en moles) y la mezcla de reaccion resultante se agit6 durante 112 h durante

18



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 686 599 T3

la noche mientras se calent6 a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se vertié en agua (7 I). La suspensién
resultante se extrajo con heptanos (5 x 1 I). Los extractos organicos combinados se secaron con Na,SOi. La
concentracion de la solucién al vacio proporcioné la 2,6-diisopropilciclohexa-2,5-dien-1,4-diona en bruto (62,5 g; 325
mmol; rendimiento del 58 %) en forma de un aceite. El producto se us6 en la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

Sintesis de 2,6-Diisopropilbenceno-1,4-diol.

HO

OH

[0091] Se disolvié 2,6-diisopropilciclohexa-2,5-dien-1,4-diona (62,5 g, 325 mmol) en diclorometano (300 ml) y
metanol (100 ml). La solucién se enfrié a 0 °C con un bafio de hielo. Se afiadié en porciones borohidruro sédico (4,5
g, 182 mmol). Después de que se completara la adicion, la mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante una noche. Se afiadié acetona (150 ml) para inactivar el exceso de borohidruro sddico. Después de 30
minutos de agitacion, se afiadié HCl ac. 2 N (200 ml). Después de agitar durante 45 minutos, la mezcla se extrajo
con acetato de etilo (4 x 400 ml). Las capas organicas combinadas se secaron con Na;SO,. La concentracion de la
solucién al vacio proporcioné 2,6-diisopropilbenceno-1,4-diol en bruto (64 g, 330 mmol) en forma de un aceite de
color rojo con un rendimiento cuantitativo. El producto se usé en la siguiente etapa sin purificacién adicional.

Sintesis de 3,5-Diisopropil-2-metilbenceno-1,4-diol

HO

OH

[0093] Una mezcla de 2,6-diisopropilbenceno-1,4-diol (64 g, 0,33 mol), paraformaldehido (9,8 g, 0,327 mol), SnCl,
(217,9 g, 1,15 mol), HCI ac. concentrado al 37 % (0,6 ) y éter diisopropilico (2,5 I) se calentd a reflujo durante 4
horas. Después de enfriar a temperatura ambiente durante la noche, la mezcla bifasica se separ6. La capa acuosa
se extrajo con TBME (2000 ml). Las fracciones organicas combinadas se lavaron con HCl ac. 1 N (1000 ml), agua
(1000 ml) y salmuera (1000 ml). Las fracciones organicas se secaron con Na;SOs y se concentraron al vacio para
dar una mezcla 50 : 35 de 3,5-diisopropil-2-metilbenceno-1,4-diol y 2,6-diisopropil-3,5-dimetilbenceno-1,4-diol (61 g
de aceite) de acuerdo con el andlisis por GCMS. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice (1200 ml)
eluyendo con acetato de etilo/heptanos = 97,5:2,5 (4000 ml), 95:5 (4000 ml) dio 3,5-diisopropil-2-metilbenceno-1,4-
diol 6 (16,6 g, 79,8 mmol; 24 %: puro al 83 %) en forma de un aceite.

Sintesis de 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxilato de metilo.

HO
OMe
o]

[0095] Se disolvio 3,5-diisopropil-2-metilbenceno-1,4-diol (10,6 g, 50,9 mmol; puro al 83 %) en metacrilato de metilo
(20 ml, 186 mmol). La solucion se transfirid a un tubo de Teflon en un reactor Berghof. Se afiadié formaldehido
acuoso (10 ml; solucion al 37 % en peso, estabilizada con MeOH al 10-15 %) y la mezcla de reaccién se calent6 a
180 °C (temperatura interna) en el reactor cerrado durante 5 horas mientras se agitaba. Después del enfriamiento
aprox. 40 °C, la mezcla de reaccion se verti6 en MeOH (200 ml) y la mezcla se concentré al vacio. La purificacion
por cromatografia sobre gel de silice (600 ml) eluyendo con acetato de etilo/heptanos = 95:5 (5000 ml; TLC: Fr ~0,2;
punto tefliido con vapor de yodo) dio el producto puro deseado 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-
carboxilato de metilo (10,0 g, 31,3 mmol, 61 %).
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Sintesis de &cido 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxilico (SUL-118).

HO
COOH
o

[0097] Una mezcla de 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxilato de metilo purificado (8,3 g, 25,9
mmol) e hidréxido de litio monohidrato (4,3 g, 102,5 mmol; 4 equiv.) en MeOH (100 ml), THF (100 ml) y agua (25 ml)
se calenté durante 30 minutos a presion ambiente mientras se giraba con un evaporador rotatorio en un bafio de
agua caliente a 60 °C. Los disolventes organicos se evaporaron al vacio. Se afiadié agua (150 ml) al residuo,
seguido de acido acético (10 ml). Se obtuvo una mezcla de color naranja claro. La extraccién con acetato de etilo (3
x 100 ml), el secado de las fracciones organicas combinadas con Na>SO. y la concentracién al vacio dieron el
producto en bruto en forma de un sélido de color naranja. Los sélidos se agitaron con tBME (150 ml). Un sdélido de
color beige precipité y se obtuvo una solucidon de color naranja. Se afiadié heptano (250 ml) y la mezcla se agitd
durante 15 minutos. La mezcla se filtr6 sobre un filtro de vidrio. Los solidos residuales se lavaron con heptanos (2 x
50 ml) sobre el filtro bajo succion. El secado de los solidos al vacio a 60 °C dio acido 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-
dimetilcroman-2-carboxilico puro (SUL-118) en forma de un sélido de color blanquecino (3,1 g, 10,13 mmol; 39 %,
puro al 100 %). *H RMN (CDCls, en ppm): 1,38 (t, 12 H), 1,52 (s, 3H), 1,87 (m, 1H), 2,20 (s, 3H), 2,30 (m, 1H), 3,20
(m, 1H), 3,38 (m, 1H). M" = 307,10

[0098] Ejemplo 5. Sintesis de SUL 119 (2-(hidroximetil)-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-6-ol). Una solucién
de 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-carboxilato de metilo (500 mg, 1,56 mmol) en THF (12 ml) se afiadio
durante 5 minutos con una jeringa a través de un tapén de caucho a LiAlH4 (238 mg, 6,26 mmol; 4 equiv.), pesada
previamente en un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 100 ml seco en una atmoésfera de nitrégeno inerte
mientras se agitaba a temperatura ambiente. La adicion exotérmica del éster se acompafi6 de desprendimiento de
gas. Después de que se completara la adicion, la suspension de color gris resultante se calent6 a reflujo. Después
de 3 horas, se detuvo el calentamiento y la reaccion se inactivd mediante la adicién gota a gota de EtOAc (6 ml,
exotérmico). Se afiadié agua (5 ml) en pequefas porciones, seguido de HCI 2 N (2 ml) seguido de EtOAc (25 ml). La
mezcla se vertid sobre Na>SO4 (aprox. 50 g) y la capa organica de color ligeramente amarillo se separ6 de la mezcla
de dos fases. La fase acuosa se lavo con EtOAc (50 ml) y las fracciones organicas combinadas se concentraron al
vacio para dar el alcohol en bruto (530 mg) en forma de un aceite transparente. Se afiadié heptano (100 ml) y
después de la concentracion al vacio el 2-(hidroximetil)-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-6-ol (248 mg, 0,85 mmol,
54 %, LCMS: puro al 95,5 %).

M* =293,2

[0099] Ejemplo 6. Sintesis de SUL 139 (2-(4-(acido 6-hidroxi-5,7-diisopropil-2,8-dimetilcroman-2-
carbonil)piperazin-1-il)acético). Se disolvié SUL-137 (440 mg, 1,17 mmol, 1 equiv.) en MeOH (50 ml) y se afiadi6
acido glioxalico (216 mg, 2,35 mmol, 2 equiv.). La mezcla resultante se agité durante 1 hora a temperatura ambiente
y, posteriormente, se afiadi6 NaBH3;CN (183 mg, 2,94 mmol, 2,5 equiv.). La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante una noche. Se afiadié6 acido acético (pocos ml) y después de la agitacion a
temperatura ambiente durante 0,5-1 hora, la mezcla de reaccién se concentré. El residuo obtenido se disolvié en
EtOAc, se lavd con H20 (2 x), se seco, se filtré y se concentré para proporcionar SUL-139 (500 mg, 1,16 mmol, 98
%, puro al 91-92 %) en forma de un sélido de color amarillo claro.

'H RMN (CDs0D, en ppm): 1,33 (dd, 12H), 1,59 (s, 3H), 1,62 (m, 1H), 2,09 (s, 3H), 2-5-3,0 (m, 7H), 3,1-3,6 (m, 4H),
3,81 (s a, 2H), 4,28 (s a, 2H). M" = 433,2.

[0100] Ejemplo 7. Sintesis de SUL 136 (acido 2-(4-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)piperazin-1-
ilJacético). Un matraz de tres bocas de 250 ml equipado con dos tapones (izquierdo y derecho) y una llave de paso
se carg6 con SUL-136 (15,5 g, 38,4 mmol) y THF/agua (240 ml de THF + 80 ml de agua). La solucion transparente
se agitd y se desgasifico durante al menos 30 minutos por burbujeo de argdn, usando un tubo de entrada equipado
con una aguja de jeringa larga a través del tapdn izquierdo; el tap6n derecho se equip6é con una aguja corta y
funcioné como salida. La solucién desgasificada (que se mantuvo en una atmésfera de argén) se enfrié a 0 °C en un
bafio de hielo y se afiadié en una porcién LiOH anhidro sdélido (2,3 9,96 mmol, 2,5 equiv.). La mezcla de reaccion
resultante se agité durante 2 horas a 0 °C después de lo cual se neutralizé por la adicion de una suspension de
MeOH/agua (3/1, v/v) de una resina de intercambio idnico Dowex-50W X8-200; el pH final fue de aprox. 6. La resina
Dowex se eliminé por filtracion con succién y se aclaré con 3 porciones de MeOH/agua (3/1, v/v). El filtrado se redujo
al vacio y al producto himedo se le afiadieron aprox. 100 ml de agua. La suspension acuosa de color blanco
resultante se liofilizé6 durante una noche para proporcionar SUL-136 (13,48 g, 93 %. LCMS: 99,6 %) en forma de un
sélido de color blanco.

1H RMN (CD30OD, en ppm)): 1,60 (s, 3H), 1,65 (m, 1H), 2,05 (s, 3H), 2,10 (s, 6H), 2,55 (m, 2H), 2,62 (m, 1H), 3,0, (s
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a, 4H), 3,40 (s a, 2H), 3,65 (s a, 2H), 4,25 (s a, 2H). M" = 377,1

[0101] Ejemplo 8. Sintesis de SUL 144 (acido (2S)-1-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)pirrolidin-2-
carboxilico). Se disolvi6 1-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxilato de (2S)-metilo
(diasteredmero 1, 3,5 g, 9,7 mmol) en THF/H,O (60/20 ml). Se burbujed N, a través de la solucion durante 1 h. La
mezcla se enfrid en un bafio de hielo y se afiadié LiOH.H-0 (1,01 g, 24,2 mmol, 2,5 equiv.). La mezcla de reaccion
se agitd en una atmosfera de N> a TA durante una noche. Se afiadié Dowex-50WX8-200 (lavado 4x con 3:1 de
MeOH/H;0) en forma de una suspension en MeOH/H>O (3:1) hasta el pH = 6. La mezcla se filtr6, se lavo con
MeOH/H,0 (3:1) y se concentrd al vacio. Se afiadid H,O desmineralizada (50 ml) al concentrado, y la solucion se
liofiliz6 proporcionando SUL-144 (3,4 g, 9,7 mmol, cuant., puro al 99,7 %) en forma de una espuma de color
blanquecino.

1H RMN (CDCls): 1,60 (s, 3H), 1,65-2,30 (m, 14H), 2,60 (m, 2H), 2,81 (m, 1H), 3,49 (m, 1H), 4,01 (t, 1H), 4,50 (d,
1H). M* = 348,1

Ejemplo 9: SUL 109 para tolerancia isquémica al frio de corazones porcinos

[0102] Este ejemplo estudia si SUL 109 como aditivo a los protocolos estandar de trasplante cardiaco ayudara a
prolongar la maxima proteccion isquémica en frio de los corazones porcinos. Para el arresto a largo plazo, por
ejemplo en caso de trasplante, una solucién cominmente utilizada es CUSTODIOL®. Con la solucion CUSTODIOL®
es posible mantener un corazon en un estado isquémico frio durante hasta seis horas antes de que sea necesaria la
reperfusion con sangre oxigenada caliente.

Material y métodos

[0103] Se recogieron dos corazones de cerdos de matadero y se trataron de la siguiente manera. Los cerdos
quedaron aturdidos por una descarga eléctrica en la cabeza y se desangraron cortando la vena cava superior.
Después de la extraccion de la sangre, el esternén se abrié rdpidamente y el corazén y los pulmones se eliminaron
en conjunto. El corazén se sumergié inmediatamente en un bafio enfriado con hielo y la aorta se cort6 proximal a las
ramas laterales bracocefélicas. Se insertd una canula de 19 mm en la aorta y se atd. La canula cuidadosamente
desaireada se us6 para administrar retrégradamente una solucion cardiopléjica fria. En el primer corazén, se
administraron 2 litros de CUSTODIOL® estandar con 5000 Ul/l de heparina afiadida. Al segundo corazon se le
administraron 2 litros de CUSTODIOL® con 5000 Ul/l de heparina y 10 ml/l de SUL 109 en NaCl al 0,9 % a 75 pM.
Ambos corazones se almacenaron en bolsas de plastico llenas con las mismas soluciones y se transportaron al
laboratorio en hielo a aproximadamente 4 °C. Antes de la preparacion, los corazones se almacenaron a 4 °C durante
24 horas. Al dia siguiente, se prepararon ambos corazones para su montaje en la plataforma PhysioHeart como se
describe en DeHart et al. 2011. Después de retirar el aire de los corazones, se inicid la reperfusion retrograda de la
aorta con sangre oxigenada caliente a 38 °C. Tanto el flujo de sangre como la presion en la raiz aértica se
registraron durante el experimento.

Resultados y hallazgos

[0104] Primero, el corazén no tratado con SUL109 se sometid a reperfusion con sangre. Este coraz6n mostré una
gran resistencia vascular en la reperfusion, dando como resultado un flujo sanguineo coronario total de 0,5 litros por
minuto a una presion adrtica establecida de 80 mmHg. No fue visible casi ninguna actividad contractil del musculo
cardiaco después de 5 minutos, solo un leve movimiento de tejido que se asemeja a la fibrilacion. Después de una
desfibrilacién por descarga eléctrica y de ayudar al corazén con un marcapasos, se observé una contraccion vaga
del ventriculo izquierdo lateral y anterior.

[0105] El segundo corazoén, que se traté con SUL109, también se sometid a reperfusién con sangre. Inmediatamente
después del comienzo de la reperfusion, se produjo la primera diferencia notable con el corazén no tratado. El tejido
muscular del corazoén tratado inicialmente era duro y rigido como el corazén no tratado, pero en la reperfusion y el
calentamiento el corazén gradualmente se volvié menos duro y rigido y casi se sentia como un corazén normal a
reperfusion en 6 horas. Esto dio como resultado una menor resistencia vascular, como se observé por un flujo
coronario de 1 1 pm a una presion de perfusion de 80 mmHg. El corazén tratado mostré inmediatamente mas
actividad contractil en comparacion con el no tratado y después de algunas descargas de desfibrilacion se observo
un patron de contraccion débil sin espaciar.

Analisis

[0106] En el procedimiento de recoleccion normal de los experimentos de PhysioHeart, los corazones se detienen
en una solucién cardiopléjica fria y se transportan a los laboratorios de LifeTec Group para una preparacion e
intervenciones quirdrgicas adicionales. Las preparaciones pueden tardar hasta 4 horas, después de lo cual el
corazon se reactiva mediante reperfusion con sangre oxigenada caliente. Para aumentar el tiempo de preparacion, o
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para permitir un tiempo de recorrido mas largo antes de la reperfusion, seria muy Util poder proteger los tejidos del
miocardio durante el tiempo de isquemia en frio. Este ejemplo muestra una clara diferencia observada entre el
corazon tratado con SUL109 y el corazén no tratado, ya que el primero mostré una actividad contractiva regular
mejorada del tejido del miocardio. Por consiguiente, el uso de SUL 109 como un aditivo para los protocolos estandar
de trasplante de corazén prolonga la proteccion contra la isquemia en frio.
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REIVINDICACIONES

1. (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona en su forma racémica o
enantiomérica.
2. (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona en su forma racémica o

enantiomérica para su uso como un medicamento.

3. (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona en su forma racémica o
enantiomérica para su uso en el tratamiento o profilaxis de ictus isquémico, convulsiones cerebrales, trombosis,
embolia, hemorragia, enfermedad cardiovascular, artritis, diabetes, cancer, en particular cancer relacionado con el
envejecimiento, aterosclerosis, insuficiencia cardiaca, infartos de miocardio, esquizofrenia, trastorno bipolar,
sindrome X fragil, enfermedad de células falciformes, y sindrome de fatiga cronica, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), una enfermedad neurodegenerativa tal como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Lou Gehrig, enfermedad de Huntington, hipotermia/reperfusion, choque hemorragico, enfermedades
infecciosas implicadas en el ataque o aumento de la descomposicién de trombocitos, tal como fiebre hemorragica,
en particular ébola, enfermedad de Marburg y Chagas.

4. (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona en su forma racémica o
enantiomérica para su uso en el tratamiento o profilaxis de lesion por isquemia/reperfusion.

5. (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona en su forma racémica o
enantiomérica para su uso en el tratamiento o profilaxis de indicaciones involucradas con el dafio celular inducido
por estrés oxidativo.

6. (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona en su forma racémica o
enantiomérica para su uso en la prevencién de la agregacion de plagquetas en el tratamiento o profilaxis de trombosis
arterial, fibrilacion arterial, embolia pulmonar (PE), trombosis venosa profunda (TVP) o tromboembolismo venoso
(TEV), insuficiencia cardiaca congestiva, ictus, infarto de miocardio, hipercoagulabilidad genética o adquirida,
aterosclerosis, enfermedad de la arteria coronaria, enfermedad cerebrovascular, accidente cerebrovascular,
enfermedad oclusiva de la arteria periférica (PAOD).

7. Medio que comprende (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona
en su forma racémica o enantiomérica y células.

8. Medio de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que las células son plaguetas sanguineas, células
cultivadas de mamifero o células primarias de mamifero.

9. Medio que comprende (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona
en su forma racémica o enantiomérica y un tejido.

10. Método para la proteccion in vitro de células que comprende afiadir (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona en su forma racémica o enantiomérica a una célula.

11. Método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la proteccién de las células se produce durante
el almacenamiento.

12. Método de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el almacenamiento se produce a una
temperatura inferior a 37 °C, en particular a temperatura ambiente, a 4 °C, a -20 °C 0 a -80 °C.

13. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, donde la adicion de (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metanona en su forma racémica o enantiomérica se
produce antes del enfriamiento de las células.

14. Método de acuerdo con las reivindicaciones 11-13, en el que las células son células cultivadas de
mamifero, células primarias de mamifero o plaquetas sanguineas.

15. Uso de (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-il)(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-i)metanona en su forma

racémica o enantiomérica para el almacenamiento in vitro de células a una temperatura por debajo de 37 °C, en
particular a 4 °C, temperatura ambiente, -20 °C o -80 °C.
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