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DESCRIPCION
Formulaciones orales de antioxidantes dirigidos mitocondrialmente y su preparacion y uso

Campo de la invencién

Esta divulgacion se encuentra en los campos de la biologia celular, la farmacologia y la medicina y, en particular, la
inflamacion, la diabetes, el choque séptico, la cicatrizacion de heridas y la cardiopatia coronaria.

Antecedentes

Se han descrito propiedades terapéuticas alentadoras de los antioxidantes dirigidos a las mitocondrias (MTA en
inglés) (véase, por ejemplo, el documento US2008176929; Skulachev y col. (2009), Biochim. Biophys. Acta,
1787:437-61). Los experimentos realizados que revelaron estas propiedades se realizaron con soluciones recién
preparadas de MTA y se realizaron mediante la disolucion de soluciones madre de etanol conservadas a -80 °C
poco antes de la administracion de la preparacion a los animales. Tal procedimiento de preparacion y administracion
no es adecuado o realista para la preparacion de productos farmacéuticos, ya que es extremadamente
inconveniente, si no imposible, para la fabricacion industrial, la logistica y el uso por parte de los pacientes. El
documento CA 2 764 481 A1 desvela composiciones estabilizadas de bromuro de SkQ1 para el tratamiento de los
ojos. Los componentes, como el glicerol y el propilen glicol, se pueden seleccionar como agentes de isotonizacion.
Los intentos de desarrollar una composicion farmacéutica (para su administracion oral o inyeccién) con una
estabilidad aceptable revelaron que los MTA no son estables en la mayoria de los tipos de composiciones orales o
inyectables. Hasta ahora, no se han descrito composiciones farmacéuticas estables que contengan MTA que posean
una estabilidad aceptable. Por consiguiente, todavia se necesitan formulaciones liquidas mejoradas con estabilidad.

Sumario

La presente divulgacion proporciona formulaciones liquidas y sélidas estabilizadas que comprenden MTA adecuadas
para su administracion oral, nasal e intravenosa e inyectable y procedimientos de preparacion de tales
formulaciones. La invencion también proporciona procedimientos de tratamiento y profilaxis de enfermedades vy
afecciones relacionadas con las mitocondrias que usan tales formulaciones. El ambito de la invencién esta definido
por las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcion a procedimientos de tratamiento se refiere a los
compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un
procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para diagndstico).

En un aspecto, la divulgacion proporciona un producto farmacéutico estabilizado, tal como se define en las
reivindicaciones, que comprende un compuesto de Formula | en forma oxidada y/o reducida. El compuesto de

Formula | es:
ATLEE
M

en el que:

A es un antioxidante de Formula Il:

(1N

y/o la forma reducida del mismo, en el que m comprende un nimero entero de 1 a 3;
Y se selecciona independientemente del grupo que consiste en: alquilo inferior, alcoxi inferior, o dos grupos Y
adyacentes, junto con los atomos de carbono a los que se unen, forman la siguiente estructura de Férmula lII:

(0]
0
R2 ~.,
o)

(1)
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y/o la forma reducida del mismo, en el que:

R1y R2 son iguales o diferentes y son, cada uno, independientemente, alquilo inferior o alcoxi inferior;

L es un grupo enlazador, que comprende: a) una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada opcionalmente
sustituida con uno o mas enlaces dobles o triples, o enlaces de éter, o enlaces de éster o C-S, o0 S-S o
enlaces de péptido; y que se sustituye opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados
preferentemente de alquilo, alcoxi, haldgeno, grupo ceto, grupo amino; o b) una cadena de isopreno natural;

n es un numero entero de 1 a 20; y

B es un grupo diana que comprende: a) un ion de Skulachev Sk (Sk + Z°) en el que: Sk es un catién lipdfilo o
una metaloporfirina lipdfila y Z es un anion farmacéuticamente aceptable; o b) un zwitterion anfifilo,

con la condicion de que, en el compuesto de Férmula I, A no sea ubiquinona (por ejemplo, 2-metil-4,5-
dimetoxi-3,6-dioxo-1,4-ciclohexadienilo) o tocoferol o un compuesto mimético de superdxido de dismutasa o
ebseleno; cuando L es un radical decilo divalente, pentilo divalente o propilo divalente; y cuando B es un
cation de trifenilfosfonio.

En una realizacioén particular, la composicion se reduce o se oxida. En algunas realizaciones, la formulacion esta en
forma liquida y, en otras realizaciones, la formulacion esta en forma sélida.

La formulacién comprende un compuesto de Férmula | en glicerol a entre el 10 % y el 30 % o 1,2-propilen glicol al
20-100 %. En una realizacion particular, la composicion de Férmula | esta en 1,2-propilen glicol a aproximadamente
el 50 %.

La divulgacién también proporciona formulaciones farmacéuticas solidas estabilizadas que comprenden un
compuesto de Férmula | en forma oxidada o reducida, con la condicién de que, en el compuesto de Férmula I, A no
sea ubiquinona (por ejemplo, 2-metil-4,5-dimetoxi-3,6-dioxo-1,4-ciclohexadienilo) o tocoferol o un compuesto
mimético de superdxido de dismutasa o ebseleno; cuando L es un radical decilo divalente, pentilo divalente o propilo
divalente; y cuando B es un cation de trifenilfosfonio.

En una realizacion, la formulaciéon también comprende de 1 equivalente molar a 200 equivalentes molares de un
agente de antioxidacion que reduce la forma oxidada del compuesto de Férmula 1 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

En algunas realizaciones, el agente de antioxidacion es acido ascoérbico.

En algunas realizaciones, el vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende sorbito, glucosa y/o estearato de
magnesio.

En determinadas realizaciones, la formulacion farmacéutica es SkQ1 o SkQ1H.. En otras realizaciones, el
compuesto es SkQR1 o SkQR1H;. Aun en otras realizaciones, el compuesto es SkQ3 o SkQ3H,. En otras
realizaciones mas, el compuesto es SKQRB o SkQRBH,. En otras realizaciones, el compuesto es SkQB1 o
SkQB1H,. Aun en otras realizaciones, el compuesto es SkQBP1 o SkQBP1H..

En otros aspectos, la divulgacion proporciona procedimientos de tratamiento y prevencion de la diabetes tipo I y Il la
inflamacion, el choque séptico, la artritis y la cardiopatia coronaria y procedimientos de ayuda en la cicatrizacion de
heridas. En estos procedimientos, se administra a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una
formulacién que comprende un compuesto estabilizado de Férmula | en forma liquida o sélida, con la condicion de
que, en el compuesto de Férmula I, A no sea ubiquinona (por ejemplo, 2-metil-4,5-dimetoxi-3,6-dioxo-1,4-
ciclohexadienilo) o tocoferol o un compuesto mimético de superoxido de dismutasa o ebseleno; cuando L es un
radical decilo divalente, pentilo divalente o propilo divalente y cuando B es un cation de trifenilfosfonio.

En algunas realizaciones del procedimiento, la formulacion comprende glicerol, glicol y/o etanol. En algunas
realizaciones, la formulacion comprende SkQ1, SkQ1H,, SkQR1, SkQR1H,, SkQ3, SkQ3H,, SkKQBP1, SkKQBP1H,,
SkQRB o SKQRBHo.

En algunas realizaciones, la formulacién liquida se administra por via oral o mediante inyeccidon. En otras
realizaciones, la formulaciéon sélida se administra por via oral, anal o vaginal. En algunas realizaciones, la
formulacién es un solido y comprende acido ascorbico. En realizaciones particulares, la formulacion también
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la diabetes tipo | o Il se trata con SkQ1 o SkQ1H- en glicerol al 20 %.

En determinadas realizaciones, la artritis se trata con una formulaciéon que comprende SkQ1 o SkQ1H- en glicerol al
20 %. Aun en otras realizaciones, la artritis se trata con una formulacién que comprende SkQ1 y acido ascérbico.

Breve descripcion de los dibujos

Los objetos anteriores y otros de la presente divulgacion, las diversas caracteristicas de la misma, asi como la propia
invencion, pueden entenderse mas completamente a partir de la siguiente descripcién, cuando se leen junto con los
dibujos adjuntos.
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La Figura 1 es una representacion grafica del efecto de SkQ1 sobre el nivel de glucosa en sangre del modelo de
animal diabético (ratones tratados con aloxano);

la Figura 2 es una representacion grafica del efecto de SkQ1 sobre el dafio hepatico de ratones diabéticos db/db;
la Figura 3a es una representacion grafica que ilustra el efecto de SkQ1 sobre la epitelizacion de heridas
diabéticas;

la Figura 3b es una representacion grafica que ilustra el efecto de SkQ1 sobre la cantidad de neutréfilos en las
heridas diabéticas; la Figura 3c es una representacion grafica que ilustra el efecto de SkQ1 sobre la densidad de
vasos en las heridas diabéticas;

la Figura 4 es una representacion grafica del efecto de SkQ1 sobre la supervivencia de ratones sometidos a
choque séptico;

la Figura 5 es una representacion grafica que demuestra el efecto antiinflamatorio de SkQ1 en la artritis inducida
por colageno en ratas;

la Figura 6 es una representacion grafica que demuestra el efecto antiinflamatorio de SkQ1 y SkQR1 al rescatar
las células endoteliales de la muerte inducida por la citocina proinflamatoria TNF-alfa;

la Figura 7a es una representacion grafica que demuestra la capacidad de SkQ1 para inhibir la inflamacion in
vitro mediante la disminucion de la expresion de citocinas proinflamatorias; y

la Figura 7b es una representacion grafica que demuestra la capacidad de SkQ1 para inhibir la inflamacion in
vivo mediante la disminucién de la expresion de citocinas proinflamatorias, tal como se mide mediante la
expresion relativa de ARNm de ICAM-1 en ratones.

Descripcidn

Antes de la descripcion detallada de la invencion que sigue, se debe entender que la invencién no esta limitada a la
metodologia, los protocolos y los reactivos particulares descritos en el presente documento, ya que estan sujetos a
cambios. Ademas, se debe entender que, en la presente invencion, la terminologia se usa para describir solo
realizaciones particulares y no limita el ambito de la presente invencion, que estara limitada unicamente por las
reivindicaciones adjuntas. A menos que se especifique de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos
usados en el presente documento tienen los mismos significados que pueden entender aquellos expertos en la
materia.

De manera inesperada, se hallé que muchos MTA eficaces no son lo suficientemente estables en las formulaciones
farmacéuticas liquidas y sdlidas habituales adecuadas para su administracion mediante inyeccion o mediante
administracion oral, IV; nasal, topica o entérica. Esta caracteristica limitada la aplicacién clinica de los productos
farmacéuticos basados en MTA como compuestos activos.

|. Formulaciones estabilizadas

La presente divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas basadas en MTA liquidas estables aplicables en
la practica clinica. Un MTA util es un compuesto de Férmula | en forma oxidada y/o reducida.

Af ke

M

El compuesto de Féormula | es:

en el que:

A es un antioxidante de Formula Il:

(I
y/o la forma reducida del mismo, en el que m comprende un nimero entero de 1 a 3;

Y se selecciona independientemente del grupo que consiste en: alquilo inferior, alcoxi inferior, o dos grupos Y
adyacentes, junto con los atomos de carbono a los que se unen, forman la siguiente estructura de Férmula lIl:
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(1
y/o la forma reducida del mismo, en el que:
R1 y R2 son iguales o diferentes y son, cada uno, independientemente, alquilo inferior o alcoxi inferior;

L es un grupo enlazador, que comprende: a) una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada opcionalmente
5 sustituida con uno o mas enlaces dobles o triples, o enlaces de éter, o enlaces de éster o C-S, 0 S-S o

enlaces de péptido; y que se sustituye opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados

preferentemente de alquilo, alcoxi, haldgeno, grupo ceto, grupo amino; o b) una cadena de isopreno natural;

n es un numero entero de 1 a 20; y

B es un grupo diana que comprende: a) un ion de Skulachev Sk: (Sk+ Z°), en el que: Sk es un cation lipofilo o

10 una metaloporfirina lipdfila y Z es un anién farmacéuticamente aceptable; o b) un zwitterién anfifilo, con la
condicion de que, en el compuesto de Férmula |, A no sea ubiquinona (por ejemplo, 2-metil-4,5-dimetoxi-3,6-
dioxo-1,4-ciclohexadienilo) o tocoferol o un compuesto mimético de superdxido de dismutasa o ebseleno;
cuando L es un radical decilo divalente, pentilo divalente o propilo divalente; y cuando B es un catién de
trifenilfosfonio, con la condicion de que, en el compuesto de Férmula I, A no sea ubiquinona (por ejemplo, 2-

15 metil-4,5-dimetoxi-3,6-dioxo-1,4-ciclohexadienilo) o tocoferol o un compuesto mimético de superoxido de
dismutasa o ebseleno; cuando L es un radical decilo divalente, pentilo divalente o propilo divalente; y cuando
B es un cation de trifenilfosfonio.

Los MTA dtiles especificos incluyen, pero sin limitacion, el SkQ1 y SkQR1:

o : . =

N
H3c \/\0 \\/

H,yC
SkQ1
(o]
H3C
HiC
[0}
+
HC CH,
20 ' SkQR1

y sus formas reducidas (quinol) SkQ1H, y SkKQR1H>, respectivamente. Estos MTA se han descrito en el documento
PCT/RU2006/000394.

Otras variantes de MTA (tiles incluyen, pero sin limitacion, SkQ3:
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0 . =

 HJC
SkQ3
y su forma reducida (quinol) SkQ3Hj;
para SkQRB:
HyC r CH,
HBC. _NA '.\/ CH;
OH
HC
H;C
OH

SkQRBH;

5 y su forma oxidada (quinona) SkQRB;
para SkQB1:

I
HiC
HiC
|
O
SkQBI1
y su forma reducida (quinol), SkKQB1Hy; y
para SkKQBP1:
i
HiC
HiC
[
o]
10 SkQBP1

y su forma reducida (quinol) SkQBP1Hs..



10

15

20

ES 2704 064 T3

Estos MTA se formulan para su administracion oral como soluciones liquidas y como formulaciones sélidas.

Las soluciones liquidas también son utiles para la administracion de aerosol mediante inyeccion, para la
administracion 1V, administraciéon nasal, administracion tépica o administracion entérica.

Tales formulaciones liquidas adecuadas incluyen uno o mas disolventes o componentes solubles en los que se
colocan los MTA. Los disolventes incluyen glicerol o 1,2-propilen glicol, tal como se define en las reivindicaciones.
Por ejemplo, las formulaciones estables Utiles contienen al menos glicerol al 10 % o mezclas del mismo, que también
pueden incluir agua, glicerol, etanol y/o 1,2-propileno para compensar la diferencia. Por ejemplo, las soluciones
estabilizantes representativas de SkQ1H,, SkQR1, SkQR1H,,SKQ3, SkQ3H,, SKQRB, SkQRBH,, SKQB1,
SkQB1H,, SKQBP1, SkQBP1H: y/o SkQ1 de 1 nM a 1 mM contienen 1,2-propilen glicol a entre el 20 % y el 100 % o
glicerol al 10-30 %. Otros vehiculos farmacéuticamente aceptables también pueden ser componentes de tales
formulaciones.

Debido a que los MTA no son productos de larga conservacion durante periodos de tiempo largos, se sometieron a
ensayo diversos compuestos para determinar su capacidad para estabilizar SkQ1 y SkQR1 como MTA
representativos en forma seca.

La beta-ciclodextrina, la goma arabiga, las fibras de frutas y el cloruro de sodio no proporcionaron niveles de
estabilizacion adecuados (la velocidad de degradacion, %/dia, fue de 0,8 a 8,1).

Los disolventes liquidos también se sometieron a ensayo para determinar su capacidad para estabilizar los MTA
representativos SkQ1 y SkQR1. Los disolventes sometidos a ensayo fueron soluciones de agua de glicerol (del 10 %
al 100 %), lactulosa al 50 % y 1,2-propilen glicol (del 10 % al 100 %, a 60 °C). Algunos resultados representativos se
muestran a continuacion (Tabla 1).

Tabla 1
MTA |Concentracion, mkM | Disolvente estabilizante | Velocidad de degradacién, porcentaje por dia

SkQ1 400 Lactulosa al 50 % 9,01
SkQ1 400 1,2-propilen glicol al 10 % | 0,47
SkQ1 400 1,2-propilen glicol al 50 % | 0,06
SkQ1 400 1,2-propilen glicol al 100 % | 0,18
SkQ1 400 Glicerol al 10 % 0,61
SkQ1 400 Glicerol al 20 % 0,51
SkQ1 400 Glicerol al 30 % 0,53
SkQ1 400 Glicerol al 40 % 0,91
SkQ1 400 Glicerol al 50 % 1,54
SkQ1 400 Glicerol al 60 % 1,92
SkQ1 400 Glicerol al 70 % 2,4
SkQ1 400 Glicerol al 80 % 3,2
SkQ1 400 Glicerol al 90 % 4,18
SkQRB | 200 Glicerol al 50 % 0,4
SkQR1 |140 Glicerol al 50 % 0,7
SkQBP1|400 Glicerol al 50 % 0,08
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 10 % |6,19
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 20 % | 0,34
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 30 % |0,32
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 40 % | 0,06
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 50 % |< 0,01
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 60 % |< 0,01
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 70 % | 0,05
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 80 % |0,23
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 90 % | 0,30
SkQR1 |100 1,2-propilen glicol al 100 % | 0,23

Estos resultados ilustran la alta estabilidad de los MTA en una composicién farmacéutica para su administracion en
forma de solucion en glicerol (de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 100 % de glicerol) y solucién de
1,2-propilen glicol a aproximadamente el 50 %.
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Ademas, la estabilidad de SkQ1 y SkQR1 aumenté de manera significativa en los viales de plastico o vidrio de color
oscuro, lo que indicaba que estos compuestos eran sensibles a la luz. Por consiguiente, una de las formas de
mejorar o aumentar adicionalmente la estabilidad de las composiciones liquidas de SkQ durante el almacenamiento
y el transporte es mediante su proteccion de la luz.

Cuando los compuestos de SkQ de Formula | segun la divulgacion estan en forma solida, estos se pueden
estabilizar, por ejemplo, con un agente de antioxidacion. Tal agente puede ser acido ascoérbico. Las cantidades Uutiles
de acido ascodrbico varian de aproximadamente 1 equivalente molar a aproximadamente 200 equivalentes molares.
Tal como se usa en el presente documento, el término "equivalente molar" se refiere al indice de particulas disueltas
0 esa cantidad que reacciona con o suministra un mol de H+ en una reacciéon de acido-base o que reacciona o
suministra un mol de electrones en una reaccién de reduccion-oxidacion. Otros componentes Utiles de las
formulaciones de MTA estabilizadas representativas se muestran en la Tabla 2. Tales formulaciones pueden
comprender también vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como, pero sin limitacién, sorbito, glucosa y
estearato de magnesio.

Otro enfoque para estabilizar un compuesto de SkQ en una formulacién farmacéutica es el uso de su forma reducida
(quinol). Por ejemplo, la forma reducida de SkQ1 es el SkQ1H quinol:

OH 1
H3C " (

SkQ1H, (forma quinol),

en el que Z es un anién farmacéuticamente aceptable, tal como, pero sin limitacién, bromuro, cloruro o ascorbato.
En una composicion farmacéutica seca o soluble, SkQ1H; se puede estabilizar y proteger de la oxidacién mediante
un agente de reduccion, tal como, pero sin limitacion, ascorbato.

Otro enfoque aun para mejorar la estabilidad es la colocacién del MTA, en forma reducida u oxidada, en una
formulacién de "capsula blanda", que es una capsula basada en gelatina con un relleno liquido. Las formulaciones
de capsula blanda de MTA proporcionan una buena biodisponibilidad, ya que la capsula blanda se disuelve en
vehiculos liquidos, oleosos y miscibles en agua, tales como mono y diglicéridos de acido caprico/caprilico (Capmul
MCM), aceite Miglyol 8122 (triglicéridos de cadena media). Cuando la capsula blanda se libera en el cuerpo,
consigue emulsionarse y proporciona una dispersion del farmaco en un area superficial alta.

Se pueden usar los mono y diglicéridos de acido caprico/caprilico (Capmul MCM), aceite Miglyol 8122 (triglicéridos
de cadena media). Tales vehiculos oleosos a medida que pasan a formar parte de un sistema autoemulsionante.
Otros componentes estabilizantes ejemplares son el succinato de polietilen glicol/vitamina E, el monooleato de
sorbitan, el labrasol y las combinaciones de los mismos. De manera adicional, basandose en su potencial de
oxidacion, el tocoferol, el hidroxitolueno butilado y/o el anisol de hidroxi butilado se pueden incluir en la composicion
como antioxidante.

Otro enfoque para el aumento de la estabilizacion de los MTA en la solucion es la creacién de una nanosuspension
de MTA (< 1000 nm) estabilizada con, por ejemplo, succinato de polietilen glicol/vitamina E. Se puede usar la
molienda en humedo de Netzsch (http://www.netzsch-grinding.com) para lograr esta nanosuspension.

De manera adicional, las soluciones de etanol de MTA reducido (tal como SkQ1Hz) se pueden mezclar con el acido
ascorbico y secar con acido para crear un polvo o solido resultante que es estable durante varios meses.

Las formulaciones estables en forma de comprimidos orales se pueden preparar mediante extrusién por fundicién en
caliente. Esta técnica de granulacion por fundicion mantiene la estabilidad polimoérfica de los farmacos y mejora de
manera significativa su biodisponibilidad oral. Se puede lograr mediante el mezclado en conjunto de los MTA con
macrogoles (por ejemplo, polietilen glicoles 3350, 6000, polivinil pirrolidona, hidroxi propil celulosa y vitamina E
TPSG) a través de una extrusora de fundicion en caliente y la compresién de la granulacion resultante en
comprimidos o la encapsulacion en capsulas de gelatina dura.

Las formulaciones de SkQ1 orales liquidas y sdlidas estables representativas se muestran a continuacion (Tabla 2):
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Tabla 2

SkQ1 oxidado

Soluciones:
SkQ1 en glicerol al 20 % (% en peso), preparado con tampoén de fosfato
SkQ1 en 1,2-propilen glicol al 50 % (% en peso) con acido pirtvico
SkQ1 en 1,2-propilen glicol al 50 % (% en peso) con acido lactico

Composiciones soélidas:
SkQ1 con PEG-4000
SkQ1 con dextrano
SkQ1 con acido p-aminobenzoico (p-ABA)
SkQ1 con dextrano y p-ABA
SkQ1 con mioinosita
SkQ1 con acido piravico y Pearlitol 200
SkQ1 con acido piravico y celulosa microcristalina
SkQ1 con acido piravico y F-Melt C
SkQ1 con acido piravico y Syloid FP
SkQ1 con acido citrico (o acido tartarico, o acido lactico o glicina) y Pearlitol 200
SkQ1 con acido citrico (o &cido tartarico, o acido lactico o glicina) y celulosa microcristalina
SkQ1 con acido citrico (o &cido tartarico, o acido lactico o glicina) y F-Melt C
SkQ1 con acido citrico (o &cido tartarico, o acido lactico o glicina) y Syloid FP

SkQ1H: (forma reducida)

Soluciones:
SkQ1H: (0,11 M) con acido ascorbico (10 eq) en EtOH al 55 %
SkQ1H: (7,4 mM) con acido ascorbico (5 eq) y sorbito (20 partes en peso) en 1,2-propilen glicol al 30 %

Composiciones soélidas:
SkQ1H; (1 eq) con acido ascoérbico (> 2 eq molares) con PEG-4000
SkQ1H; (1 eq) con acido ascorbico (> 2 eq molares) con dextrano
SkQ1H: (1 eq) con acido ascorbico (> 10 eq molares) con PEG-4000
SkQ1H: (1 eq) con acido ascorbico (> 10 eq molares) con dextrano
SkQ1H: (1 eq) con sorbito (30 partes en peso)
SkQ1H; (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y sorbito (30 partes en peso)
SkQ1H; (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y glucosa (10 partes en peso)
SkQ1 Hz (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y monohidrato de lactosa (10 partes en peso)
SkQ1H: (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y Pearlitol 200 (30 partes en peso)
SkQ1 Hz (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y celulosa microcristalina (30 partes en peso)
SkQ1 Hz (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y F-Melt C (30 partes en peso)
SkQ1H: (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y Syloid FP (30 partes en peso)

Se preparé SkQ1H; en polvo ligero a un rendimiento de casi el 100 % mediante la reduccién de SkQ1 con acido
ascorbico o cualquier otro agente de reduccion adecuado en la mezcla de alcohol/agua, seguida del aislamiento
mediante la extraccién con cloroformo o cualquier otro disolvente adecuado, o mediante precipitacion a partir de
agua, seguida de separacion centrifuga, o mediante cromatografia en columna (gel de silice) o mediante el
procedimiento HPLC RP. El material aislado estaba caracterizado por la RMN 1H, CL/CM y los datos de analisis
elemental.

Se comprobd que la muestra tenia una excelente estabilidad durante 1 mes a TA o varios meses a 4 °C en la
oscuridad en una atmdsfera inerte sin ningln acceso a la humedad (Tabla 17). La muestra también se puede
estabilizar mediante su disolucion en cualquier disolvente aprético y anhidro desoxigenado. La forma reducida de
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SkQ1H; se oxida rapidamente hasta la forma original de SkQ1 cuando se expone al aire o una atmésfera himeda o
se disuelve en agua o cualquier disolvente proténico (Tabla 18).

La estabilidad de SkQ1H- en las composiciones sélidas depende en gran medida de la sequedad de la composicion,
asi como de la sequedad de los excipientes y otros componentes. La humedad de la atmdsfera ambiente y la
presencia de aire también desempefian una funcion esencial en la oxidacion de SkQ1H. en SkQ1, seguida de la
degradacion de este ultimo.

Il. Tratamientos

Los experimentos in vivo e in vitro demuestran la capacidad de los MTA, incluyendo, pero sin limitacion, SkQ1 y
SkQRH1, para prevenir y tratar la diabetes y trastornos relacionados con la diabetes (Ejemplo 2). Tales experimentos
in vivo e in vitro también demuestran que las soluciones liquidas de MTA, incluyendo, pero sin limitacion, SkQ1 y
SkQR1, se pueden usar para la prevencion y el tratamiento de enfermedades inflamatorias y afecciones
relacionadas, tales como choque séptico y/o sistémico. Por ejemplo, estas formulaciones liquidas basadas en MTA
con una estabilidad aceptable se combinaron con los resultados que mostraban la eficacia en los modelos de
diabetes, inflamacion, choque séptico y trastornos relacionados (Ejemplos 2-7).

El tratamiento con SkQ1 también impidié la desunién de los contactos intracelulares y la reorganizacion del
citoesqueleto causada por el TNFa (datos obtenidos mediante estudios de misroscopia de VE-cadherina, beta-
catenina y F-actina). Por tanto, se mostré que SkQ1 era eficaz en la proteccion de las células endoteliales contra la
disfuncion de la barrera endotelial causada por las citocinas y, por tanto, se puede usar para la prevencion y el
tratamiento de muchas afecciones patoldgicas, incluyendo la diabetes, la aterosclerosis, el envejecimiento y las
enfermedades inflamatorias cronicas.

De manera adicional, el SkQ1 disminuye la fosforilacion y la degradacion de IkBa causada por TNFa. Se sabe que el
NFkB esta permanentemente activo en muchas enfermedades inflamatorias, tales como enfermedad intestinal
inflamatoria, artritis, sepsis, gastritis, asma y aterosclerosis (Monaco y col. (2004) PNAS., 101:5634-9). Se mostro
que el SkQ1 prevenia la activacion del NFkB, un inhibidor fundamental de la actividad de NFkB asociada a una
mortalidad elevada, especialmente de enfermedades cardiovasculares (Venuraju y col. (2010) J. Am. Coll. Cardiol.,
55:2049-61). Ademas, se mostré que el SkQ1 prevenia la translocacion del factor de transcripcion p65 (RelA) del
citoplasma al nucleo, disminuyendo de este modo de manera potencial las consecuencias patolégicas.

Ejemplos
Ejemplo 1

Formulaciones estables de la forma reducida de SkQ1 (SkQ1H>)

El SkQ1H,, una forma quinol reducida de SkQ, se preparé de la siguiente manera: se mezclaron por completo 10 ml
de solucion de SkQ1H; (con una concentracion de 1 mg/ml) en etanol con 200 mg de acido ascérbico y, después, se
secaron al vacio. El polvo resultante contenia acido ascorbico al 95 % y SkQ1H; al 5 % y demostré una estabilidad
aceptable a varias temperaturas de almacenamiento. Por ejemplo, en el experimento de descomposicion acelerada,
la pureza de SkQ1 se redujo del 98,7 % inicial al 95,1 % después del almacenamiento durante 12 dias a 60 °C. A
partir de estos resultados, se puede calcular que el almacenamiento durante 1 afio a 4 °C dara como resultado una
pérdida de aproximadamente el 3,5% de la concentracion inicial del compuesto activo SkQ1 que tiene una
estabilidad aceptable.

Como alternativa, se preparé una mezcla seca de SkQ1H; y acido ascérbico mediante la disolucion de 10 mg de
SkQ1H2 en 10 ml de solucién de acido ascérbico (20 mg/ml) y se secé al vacio.

Otra forma mas de preparar una mezcla de SkQ1-acido ascorbico es el mezclado de 5 ml de solucion de SkQ1Hz en
etanol (2 mg/ml) con 5 ml de solucién de acido ascorbico en agua (40 mg/ml) y el secado al vacio. La forma reducida
de SkQH: se estabiliza en solucion de acido ascérbico, eliminando la etapa de secado y, por tanto, la formulacion
liquida correspondiente.

Ejemplo 2

Efecto de las formulaciones de MTA liquidas en la diabetes

A. Estudios de animales con aloxano

El aloxano es un agente diabetogénico bien conocido usado ampliamente para inducir la diabetes tipo 2 en los
animales (Viana y col. (2004) BMC Pharmacol., 8:4-9).

La induccion de la diabetes con aloxano se realizé de la siguiente manera: dos grupos de ratas de laboratorio (20
animales en cada grupo) con acceso libre a comida y agua se alimentaron con una soluciéon 250 nM de SkQ1
durante 10 dias. El consumo diario por rata fue de 60 ml de solucién acuosa (que contenia 15 nmoles de SkQ1). El
peso promedio de las ratas fue de 300 g. Por tanto, las ratas consumieron aproximadamente 50 nmol/kg de peso
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corporal por dia. Otros dos grupos de animales no recibieron SkQ1. Después de 10 dias, las ratas se inyectaron por
via subcutanea (en el area del muslo) con aloxano disuelto en una solucion de sal isotonica del 0,9 % p/v de NaCl
(100 mg/kg de peso corporal; los grupos "Aloxano + SkQ1" y "Aloxano". Los animales de control se inyectaron con
una soluciéon de sal sin aloxano (los grupos "Control + SkQ1" y "Control"). Después de la inyeccion, las ratas
continuaron bebiendo agua que contenia SkQ1 (250 nM) durante 14 dias (el grupo "Aloxano + SkQ1") o se
mantuvieron sin SkQ1 (el grupo "Aloxano").

Los datos sobre el nivel de glucosa en sangre se midieron mediante el procedimiento de la glucosa oxidasa (Saifer y
col. (1958) J. Lab. Clin. Med., 51:445-460) después de 2 semanas de inyeccion de aloxano. Los resultados se
presentan en la Figura 1. Todos los datos se presentan como la media +/-SE.

Los animales que consumieron SkQ1 después de la inyeccion de aloxano tuvieron aproximadamente 2 veces menos
de glucosa en sangre, en comparacion con los ratones sin tratamiento con SkQ1.

Estos resultados demuestran que los MTA estabilizados, por ejemplo, SkQ1, son utiles para la prevencion y el
tratamiento de la diabetes mellitus y sus complicaciones.

En otro experimento, se dividieron las ratas Wistar macho de 200 g a 250 g (de 7 a 8 semanas) en 3 grupos, de 12 a
15 animales cada uno, y se inyectaron con 125 mg/kg de aloxano por via intraperitoneal (i.p.) después de ayuno
durante una noche. Los animales de control se inyectaron con solucion salina (NaCl al 0,9 %). La formulacion
estabilizada (etanol al 1 %, 5ml/kg) y SkQ1H2 (5 eq de acido ascérbico, 30 partes en peso de sorbito) en una
dosificacion de 1250 mmol/kg se administraron por via intragastrica (i.g.) mediante sonda una vez al dia durante 2
semanas antes y 1 semana después de la administracion de aloxano. Se recogieron muestras de sangre de la vena
de la cola después del ayuno durante una noche y se midieron los niveles de glucosa antes de la administracién de
aloxano y 1 dia, 2 dias, 3 dias y 7 dias después mediante el procedimiento convencional de la glucosa-oxidasa.
Siete dias después de la administracion de aloxano, las ratas se sometieron a un ensayo de tolerancia a la glucosa.
Las ratas recibieron 3 g/kg de glucosa i.g. Se midieron los niveles de glucosa en sangre antes de la inyeccion de
glucosa y 15 min, 30 min, 60 min y 90 min después.

Se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 3):

Tabla 3
Solucioén salina + Aloxano + Aloxano + formulacion
vehiculo vehiculo de SkQ1H:
Conc. de glucosa maxima en sangre, mM 6,7 17,6 13,9
Conc. de glucosa integrada en sangre (area 500 1194 947

debajo de la curva, a.u = mM x min)

B. Estudios de ratones diabéticos

Se sabe que los ratones portadores de la mutacion en el gen del receptor de leptina (ratones C57BLKS-Leprdb/J o
ratones db/db) estan afectados por trastornos metabdlicos de la glucosa. Estos ratones se usan como modelo de
diabetes tipo Il con muchas de las caracteristicas de las enfermedades humanas, incluyendo la hiperfagia, la
hiperglicemia, la resistencia a la insulina, la obesidad progresiva (Hummel y col. (1966) Sciencia, 153:1127-1128).

El SkQ1 en glicerol al 20 %, tal como se describe mas adelante en el Ejemplo 8, se administré por via oral
(250 nmol/kg por dia) a ratones db/db (n = 8) homocigotos de 10 a 12 semanas, al tiempo que a ratones db/db (n =
8) de vehiculo y db/++ (n = 5) heterocigotos de control no diabéticos durante 12 semanas. El contenido de sustancia
reactiva a TBA hepatica (MDA en inglés) se determiné mediante un ensayo segun el procedimiento de Mihara y col.
((1978) Anal. Biochem., 86:271-278).

Tal como se muestra en la Figura 2, los niveles elevados de glucosa inducen estrés oxidativo reflejado por el
aumento de los niveles de MDA en el higado de ratones db/db. El aumento del nivel de MDA refleja la estimulacion
de la peroxidacion de lipidos que, a su vez, se considera responsable del deterioro de las células endoteliales, la
permeabilidad de los capilares y el metabolismo de los fibroblastos y el colageno, los principales factores de las
patologias asociadas a la diabetes. La solucion estabilizada de SkQ1 disminuyd de manera significativa los niveles
de MDA en el higado de ratones db/db diabéticos, lo que indicaba una disminucién de la tasa de peroxidacion de
lipidos y una disminucion de los dafios del higado.

Ejemplo 3

Efecto de los MTA estabilizados sobre la cicatrizacién de heridas

La cicatrizacion de heridas se estudid en dos series usando ratones (db/db) C57BLKS-Leprdb/J homocigotos y
ratones (db/+) C57BLKS-Leprdb/J heterocigotos de 6 meses. Estos ratones se usan como modelo de diabetes tipo I
con alteracion de la cicatrizacion de heridas (Michaels, y col. (2007) Wound Repair and Regeneration, 15:665-670).
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A los ratones se les administré diariamente 250 nmol/kg de peso corporal por dia de la forma farmacéutica de SkQ1
en glicerol al 20 % (tal como se describe en el Ejemplo 8) durante un periodo de tiempo de 10 semanas a 12
semanas. Los grupos de control de ratones db/db y db/+ no se sometieron a tratamiento con SkQ1. Las heridas
dérmicas de espesor completo se hicieron con anestesia de ketamina (80 mg/kg). Los animales se mantuvieron en
jaulas de plastico en regimenes convencionales de temperatura, luz y alimentacion. 7 dias después de las heridas,
se sacrificaron los animales mediante decapitacion. Las heridas se extirparon, se fijaron en formalina al 10 % en un
tampon de PBS convencional, se procesaron histolégicamente y se embebieron en parafina. Las secciones
histolégicas de la parte central de las heridas se cortaron y se tifieron con hematoxilina y eosina. Las secciones se
tiferon inmunohistoquimicamente para los marcadores de células endoteliales (CD31), macréfagos (f4/80) vy
miofibroblastos (a-actina del musculo liso). Se usé el software ImageJ (National Institutes of Health (NIH)
http:/rsb.info.nih.gov/ij/) para calcular la cantidad total de células, el indice de los neutrdfilos, los macréfagos y la
densidad de vasos (area del vaso/area de tejido de granulacion * 100) en las microfotografias de secciones de
heridas. En cada animal se analizaron 100 mm? de area de seccion. La tasa de epitelizacion de las heridas se
evaluod en % como la relacion del area de herida epitelizada respecto al area de herida total en la seccién de tejido *
100. En el analisis estadistico se uso6 el ensayo U de Mann-Whitney no paramétrico. Los datos se muestran como
medias + S.E.M.

Tal como se muestra en las Figuras 3a, 3b y 3c, la forma farmacéutica estabilizada de SkQ1 es capaz de acelerar la
cicatrizacion de heridas mediante la disminucion de la infiltracion de neutrofilos, el aumento de la vascularizacion y el
aumento de la tasa de epitelizacién en ratones diabéticos.

Ejemplo 4

Efecto de los MTA estabilizados sobre la inflamacion y el choque séptico

Se sabe que el choque séptico activa numerosas vias inflamatorias en un organismo que conduce a la muerte. El
ratbn con choque séptico inducido por lipopolisacaridos (LPS) es un modelo ampliamente aceptado en
investigaciones farmacoldgicas y biolégicas (Villa y col. (2004) Meth. Molec. Med., 98:199-206).

La induccion del choque séptico se realizé la siguiente manera: se dividieron 43 ratones BALB/c machos con acceso
libre a alimentos y agua en 4 grupos experimentales. El grupo "K" consiguié agua sin farmacos. Los grupos "SkQ
50", "SkQ 250" y "SkQ 1250" se trataron por via parenteral diariamente con una forma farmacéutica de SkQ1 en
agua que comprendia 50 nmol/kg, 250 nmol/kg y 1250 nmol/kg en consecuencia. Después de 3 semanas de
tratamiento con SkQ1, los animales se inyectaron por via intraperitoneal con 250 mg/kg de LPS y 700 mg/kg de D-
galactosamina (D-GalN) que indujeron un choque séptico que condujo a la muerte del 50 % de los animales de
control no tratados (dosis de LD50). Se registré la muerte de los animales después de 4 dias de la induccion del
choque séptico.

Los resultados del experimento se muestran en la Figura 4. SkQ1 mejor6 de manera significativa la supervivencia de
los ratones después del tratamiento con LPS/D-GalN. El efecto estadisticamente significativo se mostré para una
dosis de 50 nmol/kg (p = 0,03).

Estos resultados indican claramente que el SkQ1 actia como un agente antiinflamatorio que tiene una aplicacion
terapéutica para el tratamiento del choque séptico.

En otros estudios, se dividieron los ratones BALB/c con acceso libre a alimentos y agua en 4 grupos experimentales.
El grupo "K" recibe glicerol al 20 % sin farmacos. Los grupos "SkQ 50", "SkQ 250" y "SkQ 1250" se trataron por via
parenteral diariamente con una forma farmacéutica de SkQ1 en glicerol al 20 % (Ejemplo 8) que comprendia
50 nmol/kg, 250 nmol/kg y 1250 nmol/kg en consecuencia. Después de 3 semanas de tratamiento con SkQ1, los
animales se inyectaron por via intraperitoneal con 250 mg/kg de LPS y 700 mg/kg de D-galactosamina (D-GalN) que
indujeron un choque séptico que condujo a la muerte del 50 % de los animales de control no tratados (dosis de
LD50). Se registro la muerte de los animales después de 4 dias de la induccién del choque séptico.

Ejemplo 5

Efecto de los MTA estabilizados sobre la artritis

El modelo de rata con artritis inducida por colageno (CIA en inglés) se us6 para examinar la susceptibilidad de la
artritis reumatoide (AR) al tratamiento con agentes antiartriticos potenciales (Griffiths y col. (2001) Immunol. Rev.,
184:172-83).

Se inyectaron treinta ratas Wistar con acceso libre a alimentos y agua con adyuvante completo de Freund y 250 mg
de colageno tipo Il para inducir la CIA. A partir de los 14 dias y de los 24 dias después de la inyeccioén, dos grupos
de 10 animales en cada uno se alimentaron diariamente con una forma farmacéutica de SkQ1 en agua que
comprendia 250 nmol/kg de peso corporal por dia (los grupos "SkQ1 desde el dia 14" y "SkQ1 desde el dia 24"; el
grupo "Control" recibié agua sin farmacos).

Tal como se muestra en la Figura 5, SkQ1 redujo el nimero de animales con inflamacién aparente, es decir, los
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animales con volumenes de pata aumentados medidos mediante manometria de agua, en comparacioén con el grupo
de control. Por tanto, SkQ1 posee efectos antiinflamatorios y antiartriticos.

En otros estudios, se inyectaron ratas Wistar con acceso libre a alimentos y agua con adyuvante completo de Freund
y 250 mg de colageno tipo Il para inducir la CIA. A partir de los 14 dias y de los 24 dias después de la inyeccion, dos
grupos de animales en cada uno se alimentaron diariamente con una forma farmacéutica de SkQ1 en glicerol al
20 % (Ejemplo 8) que comprendia 250 nmol/kg de peso corporal por dia (los grupos "SkQ1 desde el dia 14" y "SkQ1
desde el dia 24"; el grupo "Control" recibioé agua sin farmacos).

Ejemplo 6

Efecto de los MTA estabilizados sobre la inflamacién asociada a la cardiopatia coronaria

La intensa produccién de citocinas inducida por la inflamacion puede conducir a la muerte de las células
endoteliales, lo que, junto con el aumento del estrés oxidativo y la inflamacién vascular, conduce a una disfuncion
endotelial y aumenta el riesgo de arteriopatia coronaria.

Se uso la linea celular endotelial humana EA.hy926 (coleccion ATCC; nimero de catalogo CRL-2922) como modelo
de endotelio vascular. Esta linea celular es similar a la linea celular HUVEC primaria (Edgell y col. (1983) PNAS, 80
(12): 3734-7; Edgell y col. (1990) In Vitro Cell Dev Biol., 26(12):1167-72) y se usa ampliamente como modelo
relevante para los estudios de inflamacion (Riesbeck y col. (1998) Clin. Vaccine Immunol., 5:5675-682).

Por consiguiente, las células endoteliales humanas EA.hy926 se incubaron previamente con solucion de SkQR1
0,2 nM o SkQ1 2 nM en un Medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM en inglés) suplementado con el 10 % de
suero fetal (Ejemplo 1) durante 4 dias. Después de eso, las células se incubaron durante una noche con un medio
DMEM nuevo con el 0,2 % de suero fetal. Las células se incubaron 2 dias con TNF-a (de 0,25 ng/ml a 50 ng/ml) y la
muerte celular se controlé usando un ensayo convencional de MTT (Berrdige y col. (1996) Biochemica, 4:14-9). Los
datos de este ensayo se muestran como medias * S.E. al menos para 3 experimentos separados.

Tal como se muestra en la Figura 6, tanto el SkQ1 como el SkKQR1 redujeron en gran medida la muerte celular, en
comparacion con el control sin MTA. Por tanto, se mostré que SkQ1 y SkQR1 son sustancias eficaces que protegen
las células endoteliales contra la accion inflamatoria de las citocinas y se pueden usar para la prevencion y el
tratamiento de la arteriopatia coronaria, incluyendo la aterotrombosis.

Ejemplo 7

Efecto de los MTA estabilizados sobre la disfuncién vascular

A. Estudios in vitro

Las citocinas inflamatorias inducen la expresion de ICAM-1 (Molécula de Adhesion Intercelular 1). La ICAM-1 es una
molécula fundamental que funciona en el procedimiento de adhesion intercelular y la transmigracion de los
leucocitos a través del endotelio vascular durante la respuesta inflamatoria. La expresién de ICAM-1, asi como las
citocinas inflamatorias que incluyen IL-6 y IL-8, se evalia en muchas condiciones patoldgicas, incluyendo la
diabetes, la aterosclerosis, el envejecimiento y las enfermedades inflamatorias crénicas.

Se examinaron los efectos de SkQ1 sobre la expresion de ARNm de ICAM-1 y la secrecion de proteinas de citocinas
(IL-6, IL-8) inducida por TNF-a en células endoteliales humanas EAhy926 (coleccién ATCC; numero de catalogo
CRL-2922). La TNF-a es una citocina proinflamatoria central que estimula la expresion de las moléculas de adhesion
celular y muchas citocinas inflamatorias. Las propiedades antiinflamatorias de muchos farmacos a menudo
dependen de su capacidad para inhibir la expresion de citocinas proinflamatorias inducida por TNF-a usando células
endoteliales EAhy926 (Edgell y col. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:3734-7; Lombardi y col. (2009) Eur. J. Cell.
Biol., 88:731-42; Manea y col. (2010) Cell Tissue Res., 340:71-9).

Se colocaron 300.000 células en placas de cultivo de 60 mm? y, después de la adhesion, se sometieron a
tratamiento con una solucion de SkQ1 (0,2 nM en un medio DMEM con suero fetal al 10 %) durante 4 dias y, a
continuacion, se estimularon con TNF-a (0,05 ng/ml durante 4 h para la ICAM-1 o 5 ng/ml durante 15 h para las
citocinas, respectivamente). La expresion de ARNm de ICAM-1 se determiné mediante PCR en tiempo real (Okada y
col. (2005) Invest. Ophtalmol. Vis. Sci., 46:4512-8). La secrecion de IL-6 e IL-8 se evalué mediante ELISA (Toma y
col. (2009) Biochem. Biophys. Res. Commun., 390:877-82; Volanti y col. (2002) Photochem. Photobiol., 75:36-45.)
Los datos se muestran como medias + S.E. al menos para 3 experimentos separados.

Los resultados mostrados en la Figura 7a confirman que SkQ1 es una sustancia antiinflamatoria vascular eficaz que
previene la expresion excesiva de citoquinas inflamatorias e ICAM-1. Por tanto, los MTA son Uutiles para la
prevencion y el tratamiento de patologias vasculares, incluyendo la aterosclerosis.

B. Estudios in vivo

Tal como se ha descrito antes en el Ejemplo 7A, anteriormente, la expresion de ICAM-1 se evalia en muchas
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condiciones vasculares patoldgicas. La eficacia de SkQ1 en la reduccion de la expresion de ICAM-1 se someti6 a
tratamiento in vivo en ratones. Al comienzo del experimento, se dividieron 30 ratones macho C57Black/CBA hibridos
en 3 grupos experimentales (10 animales en cada grupo). El grupo "Ratones jovenes" incluyo ratones a la edad de 6
meses. Los grupos "Ratones mayores" y "Ratones mayores, SkQ1" incluyeron ratones a la edad de 24 meses. El
grupo "Ratones mayores, SkQ1" tuvo acceso gratuito al agua potable con SkQ1 disuelto en agua 100 nM por 1 kg de
peso corporal durante 7 meses. Después de este periodo, se decapitaron los animales. Se extirparon las aortas y se
aislé el ARN total usando el kit DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN), se transcribié de forma inversa en ADNc y se
uso6 para el analisis cuantitativo de PCR en tiempo real del nivel de ARNm de ICAM-1. Para el procedimiento de
normalizacion, se uso6 la geometria promedia de los niveles de expresion de los genes de mantenimiento GAPDH y
RPL32. Los datos se muestran como medias + S.E.M.

Tal como se muestra en la Figura 7b, SkQ1 redujo de manera significativa los niveles de ARNm de ICAM-1 en
ratones mayores sometidos a tratamiento en comparacion con el grupo de control y se acercé al nivel de ICAM-1 en
ratones jovenes.

Los resultados demuestran que el SkQ1 previene el aumento relacionado con la edad de la expresiéon de ICAM-1 en
el endotelio vascular. Por tanto, el SkQ1 se puede usar para la prevencion de patologias vasculares relacionadas
con la edad, incluyendo la aterosclerosis.

En otros estudios, se dividieron los ratones macho C57Black/CBA hibridos en 3 grupos experimentales, "jovenes",
"mayores" y "ratones mayores, SkQ1", tal como se ha descrito anteriormente. El tercer grupo recibié SkQ1 en
glicerol al 20 % que comprendia 250 nmol/kg de peso corporal por dia, hasta 7 meses. El grupo "mayor" era el
control y recibid glicerol sin farmacos. Después de este periodo, se decapitaron los animales. Se extirparon las
aortas y se aislo el ARN total usando el kit DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN), se transcribié de forma inversa en
ADNc y se us6 para el analisis cuantitativo de PCR en tiempo real del nivel de ARNm de ICAM-1. Para el
procedimiento de normalizacion, se usaron la geometria promedia de los niveles de expresion de los genes de
mantenimiento GAPDH y RPL32. Los datos se calculan como medias + S.E.M.

Ejemplo 8

Preparacion y estabilidad de las formulaciones de SkQ1 en forma oxidada

1. SkQ1 en glicerol al 20 % (% en peso) y tampdn de fosfato

El glicerol (20 g) se diluyd con el tampén de fosfato (80 g, KH2PO4 0,01 M, a pH 4,77). Se colocé una muestra de
SkQ1 (20 mg) en un vial de vidrio de color oscuro y se disolvié en propilen glicol (0,2 ml) y se diluyé con una alicuota
(19,8 ml) del disolvente anterior hasta 1 mM.

La estabilidad del SkQ1 en la solucion preparada se investigd mediante su almacenamiento a TA y a 60 °C (Tabla
4).

Tabla 4
Tiempo, SkQ1, % /productos de degradacion, % SkQ1, % /productos de degradacion, %
dias (almacenados a TA) (almacenados a 60 °C)

0 99,34/0 99,34/0

11 99,71/0 -

13 99,76 /0 -

14 99,68/0 -

17 99,62/0 -

19 99,63 /0,07 95,30/ 4,7

21 99,52 /0,20 -

24 99,57 /0,08 -

61 99,49/ 0,51 -

2. SkQ1 en 1,2-propilen glicol al 50 % (% en peso) con acido piruvico (10 equivalentes (eq) con respecto a SkQ1)

Se colocaron el SkQ1 (50 mg) y el acido piravico (71 mg, 10 eq) en un vial de vidrio de color oscuro y se disolvieron
en una mezcla de propilen glicol-agua al 50 % (100 ml) para producir una solucién de SkQ1 0,081 mM.

La estabilidad del SkQ1 en la solucion preparada se investigé mediante su almacenamiento a 60 °C (Tabla 5).

3. SkQ1 en 1,2-propilen glicol al 50 % (% en peso) con acido lactico (10 eq con respecto al SkQ1)

Se colocaron el SkQ1 (50 mg) y el acido L(+)-lactico (73 mg, 10 eq) en un vial de vidrio de color oscuro y se
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disolvieron en una mezcla de propilen glicol-agua al 50 % (100 ml) para producir una solucion de SkQ1 0,081 mM.

La estabilidad del SkQ1 en la solucion preparada se investigé mediante su almacenamiento a 60 °C (Tabla 5).
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Tabla 5

Tiempo, dias | SkQ1, % | SkQ1, %
0 >99,9 >99,9
72 93,2 96,6

4. SkQ1 con PEG-4000

Se mezcl6 una soluciéon de 8 mg de SkQ1 en 0,5 ml de EtOH con 200 mg de PEG-4000 y el disolvente se evaporé
hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1 en la composicion preparada se investigé mediante su almacenamiento a 4 °C en oscuridad
(Tabla 6).

Tabla 6
Tiempo, dias | SkQ1, % | Productos de degradacion, %
18 >99,9 <0,01
19 99,83 0,17
20 99,80 0,20

5. SkQ1 con dextrano

Se afiadié una solucién de 10 mg de SkQ1 en 0,75 ml de EtOH a una solucion de 100 mg de dextrano en 1 ml de
agua. La mezcla se agité enérgicamente y el disolvente se evapord hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1 en la composicion preparada se investigdé mediante su almacenamiento a 60 °C en
oscuridad (Tabla 7).

Tabla 7
Tiempo, dias | SkQ1, % | Productos de degradacion, %
0 96,71 3,29
6 20,66 79,34
15 24,14 75,86
25 18,93 81,07

6. SkQ1 con acido p-aminobenzoico (p-ABA)

Se afiadié una solucion de 8 mg de SkQ1 en 0,5 ml de EtOH a una solucion de 200 mg de acido p-aminobenzoico
(p-ABA) en 1,5 ml de EtOH. El disolvente se evapor6 hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1 en la composicién preparada se investigé mediante su almacenamiento a TA en oscuridad
(Tabla 8).

Tabla 8

Tiempo, dias | SkQ1, % | Productos de degradacion, %
0 100 0
30 58,42 41,58

7. SKQ1 con dextrano y p-ABA

Se afiadié una solucion de 10 mg de SkQ1 en 0,75 ml de EtOH a una solucion de p-ABA (2 mg en 0,5 ml de EtOH) y
dextrano (100 mg en 1 ml de agua). La mezcla se agité enérgicamente y el disolvente se evapord hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1 en la composicion preparada se investigdé mediante su almacenamiento a 60 °C en
oscuridad (Tabla 9).

Tabla 9

Tiempo, dias | SkQ1, % | Productos de degradacion, %
0 97,13 2,87
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(continuacion)
Tiempo, dias | SkQ1, % | Productos de degradacion, %
6 39,22 60,78
15 7,07 92,93

8. SkQ1 (1 eq) con mioinosita (30 partes en peso con respecto al SkQ1)

Se afadieron 45 mg de mioinosita a una solucion de 5mg de SkQ1 en 5ml de EtOH. La mezcla se agitd
enérgicamente y el disolvente se evaporo hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1 en la composicién preparada se investigé mediante su almacenamiento a TA en oscuridad
(Tabla 10).

Tabla 10
Tiempo, dias | SkQ1, % | Productos de degradacion, %
0 95,88 4,12
5 96,86 3,14
6 95,99 4,01
15 92,26 7,74

9. SkQ1 (1 eq) con acido piravico (10 eq) y Pearlitol 200 (30 partes en peso con respecto al SkQ1)

Se afadieron 375 mg de Pearlitol 200 a una soluciéon de 12,5 mg de SkQ1 y 17,8 mg (10 eq) de acido pirtvico en
0,75 ml de EtOH. La mezcla se agit6 enérgicamente y el disolvente se evapord hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1 en la composicion preparada se investigdé mediante su almacenamiento a 60 °C en
oscuridad (Tabla 11).

10. SkQ1 (1 eq) con acido piruvico (10 eq) vy celulosa microcristalina (30 partes en peso con respecto al SkQ1)

Se afiadieron 375 mg de celulosa microcristalina a una solucién de 12,5mg de SkQ1 y 17,8 mg (10 eq) de acido
piravico en 0,75 ml de EtOH. La mezcla se agitd enérgicamente y el disolvente se evapord hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1 en la composicion preparada se investigdé mediante su almacenamiento a 60 °C en
oscuridad (Tabla 11).

11. SkQ1 (1 eq) con acido piruvico (10 eq) y F-Melt C (partes en peso con respecto al SkQ1)

Se afadieron 375 mg de F-Melt C a una solucion de 12,5 mg de SkQ1 y 17,8 mg (10 eq) de acido piravico en
0,75 ml de EtOH. La mezcla se agit6 enérgicamente y el disolvente se evaporé hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1 en la composicion preparada se investigdé mediante su almacenamiento a 60 °C en
oscuridad (Tabla 11).

12. SkQ1 (1 eq) con acido piruvico (0 eq) y Syloid FP (30 partes en peso con respecto al SkQ1)

Se afiadieron 375 mg de Syloid FP a una solucién de 12,5 mg de SkQ1 y 17,8 mg (10 eq) de acido pirdvico en
0,75 ml de EtOH. La mezcla se agit6 enérgicamente y el disolvente se evapord hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1 en la composicion preparada se investigdé mediante su almacenamiento a 60 °C en
oscuridad (Tabla 11).

Tabla 11

SkQ1, % / SkQ1H2, %, Productos de degradacion, %

Tiempo, dias

(Muestra 9) (Muestra 10) (Muestra 11) (Muestra 12)
0 >99,9 /<0,05/ <0,05|>99,9 / <0,05 / <0,05|>99,9 / <0,05 / <0,05|>99,9 / <0,05 / <0,05
14 60,3/11,3/28,4 50,2/25,8/24,0 38,2/47,7/14,1 57,9/1,4/40,7

Las siguientes preparaciones de SkQ1 también se pueden formular tal como se ha descrito supra en el Ejemplo 8:

SkQ1 (1 eq) con acido citrico (o acido tartarico, o acido lactico o glicina, 10 eq) y Pearlitol 200 (30 partes en peso
con respecto al SkQ1Hz)

SkQ1 (1 eq) con acido citrico (o acido tartarico, o acido lactico o glicina, 10 eq) y celulosa microcristalina (30
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partes en peso con respecto al SkQ1Hy)

SkQ1 (1 eq) con acido citrico (o acido tartarico, o acido lactico o glicina, 10 eq) y F-Melt C (30 partes en peso con
respecto al SKQ1Hy)

SkQ1 (1 eq) con &cido citrico (o acido tartarico, o acido lactico o glicina, 10 eq) y Syloid FP (30 partes en peso
con respecto al SkQ1Hy)

Ejemplo 9

Preparacion y estabilidad de las formulaciones de SkQH: en forma reducida

13. SKQ1H2 (1 eq) preparado in situ mediante la reducciéon de SkQ1 y acido ascoérbico (2 eq molares) y PEG-4000
(10 partes en peso con respecto al SkQ1H,)

Se afiadié una solucion de 10 mg de SkQ1 en 0,6 ml de EtOH a una solucion de 5,7 mg (2 eq) de acido ascorbico en
0,1 ml de agua. La mezcla se agité hasta que se completé la reduccion de SkQ1H, (aproximadamente 1 h). A
continuacion, se afadieron 100 mg de PEG-4000. La mezcla se agité enérgicamente durante 30 min y el disolvente
se evaporoé hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1H; en la composicidon preparada se investigdé mediante su almacenamiento a 4 °C en
oscuridad (Tabla 12).

14. SkQ1H. (1 eq) preparado in situ mediante la reduccién de SkQ1 con acido ascérbico (2 eq molares) y dextrano)

Se afadié una solucion de 10 mg de SkQ1 en 0,6 ml de EtOH a una solucion de 5,7 mg (2 eq) de acido ascorbico en
0,1 ml de agua. La mezcla se agité hasta que se completé la reduccion de SkQ1H, (aproximadamente 1 h). A
continuacion, se afadié una solucion de 100 mg de dextrano en 1 ml de agua. La mezcla se agitd enérgicamente
durante 30 min y el disolvente se evaporo hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1H; en la composicidon preparada se investigdé mediante su almacenamiento a 4 °C en
oscuridad (Tabla 12).

Tabla 12
. (Muestra 13) (Muestra 14)
Tiempo
dias SkQ1, | SkQ1Hz2, Productos de SkQ1, | SkQ1H2, Productos de
% % degradacion, % % % degradacion, %
0 14,65 85,35 3,61 96,39
1 7,72 92,28 2,80 97,20
4 59,12 40,88 98,57 1,43
<0,05 <0,05

6 57,53 42,47 99,55 0,45
7 54,16 45,84 99,26 0,74
10 54,22 45,78 98,93 1,07

15. SkQ1H> (1 eq) preparado in situ mediante la reduccién de SkQ1 con acido ascérbico (10 eg molares) y dextrano
(10 partes en peso con respecto al SkQ1H,)

Se afiadio una solucion de 10 mg de SkQ1 en 0,6 ml de EtOH a una solucién de 28,5 mg (10 eq) de acido ascoérbico
en 0,25 ml de agua. La mezcla se agité hasta que se completo la reduccion de SkQ1H- (aproximadamente 30 min).
A continuacion, se afiadié una solucion de 100 mg de dextrano en 1 ml de agua. La mezcla se agitdé enérgicamente
durante 30 min y el disolvente se evaporo hasta sequedad.

La estabilidad del SKQ1H, en la composiciéon preparada se investigdé mediante su almacenamiento a 60 °C en
oscuridad (Tabla 13).

16. SKQ1H, (1 eq) preparado in situ mediante la reduccién de SkQ1 con acido ascérbico (> 10 eq molares) con
dextrano y p-ABA (10 partes en peso con respecto al SkQ1H,)

Se afiadio una solucion de 10 mg de SkQ1 en 0,6 ml de EtOH a una solucién de 28,5 mg (10 eq) de acido ascoérbico
en 0,25 ml de agua. La mezcla se agité hasta que se completo la reduccion de SkQ1H- (aproximadamente 30 min).
A continuacion, se afiadieron una solucion de 100 mg de dextrano en 1 ml de agua y una soluciéon de 2 mg de p-ABA
en 0,5 ml de EtOH. La mezcla se agitdé enérgicamente durante 30 min y el disolvente se evaporo6 hasta sequedad.

La estabilidad del SkQ1H; en la composicion preparada se investigd mediante su almacenamiento a 60 °C en
oscuridad (Tabla 13).
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Tabla 13
. (Muestra 15) (Muestra 16)
Tiempo,
dias SkQ1, | SkQ1Ha, Productos de SkQ1, | SkQ1Ha, Productos de
% % degradacion, % % % degradacion, %

0 2,35 92,59 5,06 0,74 98,65 0,61
6 4,26 91,66 4,08 2,72 97,16 0,12
15 5,11 94,27 0,62 8,49 91,12 0,39
25 5,71 88,69 5,6 11,07 86,62 2,31

17. Polvo de SkQ1H,

Se afiadié una solucion de 2 g de SkQ1 en 40 ml de EtOH a una solucién de 5,7 g de acido ascorbico en 60 ml de
agua. La mezcla se agité hasta que se complet6 la reduccion de SkQ1H; (aproximadamente 30 min). La finalizacion
de la reduccion se puede detectar a medida que la solucién se vuelve incolora. A continuacion, se retiré por
evaporacion el disolvente y se repartio el residuo entre agua (50 ml) y CHCI3 (150 ml). La capa organica se lavo con
agua (2 veces 25 ml), se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se evaporo.

El rendimiento del SkQ1H: fue de 2 g (aproximadamente el 100 % de rendimiento) en forma de polvo ligero. Los
resultados de la estabilidad se muestran a continuacién (Tabla 14 y Tabla 15).

Tabla 14
Tiempo, Almacenamiento a TA Almacenamiento a 60 °C
dias SkQ1H2, | SkQ1, Productos de SkQ1H2, | SkQ1, Productos de
% % degradacion, % % % degradacion, %
0 98,99 1,01 <0,1 99,2 0,75 0,05
3 99,34 0,66 <0,1 - - -
5 99,37 0,63 <0,1 99,45 0,55 0
7 99,14 0,71 <0,1 100 0 0
11 99,12 0,83 <0,1 99,76 0,19 0,05
17 99,49 0,28 <0,3 98,61 1,24 0,15
28 99,45 0,50 <0,1 88,7 11,04 0,26
Tabla 15
Tiempo, h EtOH al 55 % en agua CH:Cl2
SkQ1H2, | SkQ1, Productos de SkQ1H2, | SkQ1, Productos de
% % degradacion, % % % degradacion, %
0 97,79 2,21 0 97,79 2,21 0
0,5 90,79 9,21 0 95,99 4,01 0
1,48 85,24 14,76 0 94,32 5,68 0
2,8 67,43 32,57 0 93,58 6,42 0
3,44 52,17 47,83 0 94,43 5,57 0
4,37 43,43 56,57 0 92,82 7,18 0
23,23 16,55 82,39 1,06 89,61 9,30 0,97
143d?a53§~ 6 9,63 77,23 13,14 82,11 16,53 1,36

18. SkQ1H2 (1 eq) con sorbito (30 partes en peso con respecto al SkQ1H-)

Se afiadié una solucion de 20 mg de SkQ1H; en 1,3 ml de EtOH a una solucién de 600 mg de sorbito en 1,3 ml de
agua. El disolvente se evaporo6 hasta sequedad. El residuo se secod de manera adicional con pentoxido de difésforo
(P20s) a presion reducida.

La estabilidad del SkQ1H; en la composicion preparada se investigd mediante su almacenamiento a 60 °C en
oscuridad (Tabla 16).
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Tabla 16
Tiempo, dias (a 60 °C) | SkQ1Hz, % | SkQ1, % | Productos de degradacion, %
0 99,01 0,61 0,38
4 90,8 8,7 0,5
7 90,2 9,4 0,4
11 88,8 10,7 0,5
15 89,1 10,4 0,5
28 42,9 5,3 51,8

19. SkQ1H. (1 eq) con acido ascérbico (0-5 eq) y sorbito (30 partes en peso con respecto al SkQ1H)

Procedimiento 1:

Se afiadié una solucién de 20 mg de SkQ1Hz en 1,3 ml de EtOH a una solucién de 28,4 mg (5 eq) de acido
ascorbico y 600 mg de sorbito en 1,3 ml de agua. El disolvente se evapor6 hasta sequedad. El residuo se secé de
manera adicional con P»Os a presion reducida.

Procedimiento 2:

Se afiadieron 20 mg de SkQ1Hz y 28,4 mg (5 eq) de acido ascorbico a sorbito (600 mg) fundido en un vial de vidrio
(temperatura de bafio 110 °C) lentamente con agitacion enérgica y se continud la agitacion durante 1 h. La mezcla
se enfrio hasta TA y se trituré enérgicamente para proporcionar un polvo microcristalino.

La estabilidad del SkQ1H. en las composiciones preparadas mediante ambos procedimientos se investigd mediante
su almacenamiento a 60 °C y 4 °C en oscuridad (Tabla 17).

Tabla 17

Productos de degradacion, (total, % / indice de impurezas con un contenido > 0,5 %)
20 dias a 60 °C 1afoa4°C
97,753 1,209 1/0 0,3/0

SkQH2, % | SkQ1, %

Las siguientes preparaciones de SkQ1H; en acido ascorbico también se preparan como en el Ejemplo 19 supra:

SkQ1H: (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) con estearato de magnesio (10 % en peso con respecto al SkQ1H>)
y glucosa (10 partes en peso con respecto al SkQ1Hy)

SkQ1H: (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) con estearato de magnesio (10 % en peso con respecto al SkQ1H>)
y monohidrato de lactosa (10 partes en peso con respecto al SkQ1H-)

SkQ1H: (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y Pearlitol 200 (30 partes en peso con respecto al SkQ1Hy)

SkQ1H; (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y celulosa microcristalina (30 partes en peso con respecto al
SkQ1H>)

SkQ1H: (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y F-Melt C (30 partes en peso con respecto al SkQ1H,)
SkQ1 Hz (1 eq) con acido ascorbico (0-5 eq) y Syloid FP (30 partes en peso con respecto al SkQ1Hy)
20 - 22y 26 - 30. SkQ1H; con acido ascorbico (0-5 eq) y glucosa

Procedimiento 3:

Se afiadié una solucion de 20 mg de SkQ1H2 en 1,3 ml de EtOH a 2 mg de estearato de magnesio y solucion de
acido ascorbico (cantidades desglosadas en la Tabla 18) y 600 mg de glicosa en 1,3ml de agua (1,3 ml). El
disolvente se evaporé hasta sequedad. El residuo se secé de manera adicional con P,Os a presion reducida.

Procedimiento 4:

Se mezclaron 20 mg de SkQ1H,, 2 mg de estearato de magnesio, acido ascoérbico (cantidades desglosadas en la
Tabla 18) y 600 mg de glicosa anhidra y se trituraron enérgicamente.

La estabilidad del SkQ1H, en las composiciones preparadas mediante los Procedimientos 3 y 4 se investigo
mediante su almacenamiento a 60 °C en oscuridad (Tabla 18).
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23. - 25. SKQ1H> con acido ascorbico (0-5 eq) y monohidrato de lactosa

Las composiciones se prepararon tal como se ha descrito anteriormente en el Procedimiento 3 o 4 usando
monohidrato de lactosa en lugar de glicosa.

La estabilidad del SkQ1H- en las composiciones preparadas mediante ambos procedimientos se investigé mediante
5 su almacenamiento a 60 °C en oscuridad (Tabla 18).

Tabla 18
Productos de degradacion,
Formulacioén (los estabilizantes y los excipientes, total, % / indice de
o las cantidades se dan con respecto al SkQ1H: L. impurezas con un
N. Procedlmler]!o de contenido > 0,5 %
muestra — preparacion
Acido L (+)- Estearato 1afoa
ascorbico, Glicosa Lactosa x 20 dias a 60 °C o
de Mg 4°C
eq H20
~ 0,
22 1 10partes| 10 % en 4 >30/7 6/2
en peso peso
~ 0,
23 3 10 partes - 10 % en 4 >12/9 <3/1
en peso peso
~ 0,
24 0.3 10 partes - 10 % en 4 >9/7 <3/1
en peso peso
~ 0,
25 1 - 10partes | 10 % en 4 >12/7 4.6/1
en peso peso
~ 0,
26 3 ) 10 partes 10 % en 4 >9/6 <3/2
en peso peso
_ o,
27 0.3 - 10 partes | 10 % en 4 >10/5 3,9/2
en peso peso
~ 0,
28 1 10partes| 10 % en 3 6/3 2,8/0
en peso peso
~ 0,
29 2 10 partes - 10 % en 3 4411 2.6/0
en peso peso
~ 0,
30 3 10 partes - 10 % en 3 4.2/0 2/0
en peso peso
~ 0,
31 5 10 partes i 10 % en 3 3,6/0 1,600
en peso peso
~ 0, i
32 0.3 10 partes ) 10 % en 3 3,5/3 (7°d|as a )
en peso peso 60 °C)

31. SkQ1H, con acido ascoérbico en EtOH al 55 %

Se afiadi6 una solucion de SkQ1Hz puro (1 g en 5 ml de EtOH) a una solucion de acido ascérbico (2,85 g (10 eq) en
10 ml de agua).

10 La estabilidad del SkQ1Hz en la soluciéon preparada se investigd mediante su almacenamiento a TA en oscuridad

(Tabla 19).
Tabla 19
Tiempo, h | SkQ1H2, % | SkQ1, % | Productos de degradacion, %
0 99,73 0,27 < 0,01
1,5 99,07 0,93 < 0,01
68 (~ 3 dias) 99,05 0,59 <04
118 (~ 5 dias) 99,69 0,31 < 0,01
165 (~ 7 dias) 99,74 0,26 < 0,01

32. SkQ1H, con acido ascorbico y sorbito en 1,2-propilen glicol al 30 %

Se afiadié una solucion de SkQ1H: puro (50 mg en 1 ml de 1,2-propilen glicol) a una solucién de acido ascoérbico
15 (67,4 mg (5 eq)) y sorbito (1,5 g) en 10 ml de agua.
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La estabilidad del SkQ1H> en la solucién preparada se investigé mediante su almacenamiento a 60 °C en oscuridad
(Tabla 20).

Tabla 20
Tiempo, dias | SkQ1, % | SkQH2, % | Productos de degradacion, %
0 0,18 99,82 0,00
3 1,03 98,67 0,30
14 28,34 69,51 2,15
27 51,9 3,2 44,9
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica que comprende un compuesto de Férmula |
Wk

en la que:

A es un antioxidante de Férmula Il:

()

y/o la forma reducida del mismo, en la que m comprende un nimero entero de 1 a 3;
Y se selecciona independientemente del grupo que consiste en: alquilo inferior, alcoxi inferior, o dos grupos Y
adyacentes, junto con los atomos de carbono a los que se unen, forman la siguiente estructura de Férmula lIl:

(I

y/o la forma reducida del mismo, en la que:

R1 y R2 son iguales o diferentes y son, cada uno, independientemente, alquilo inferior o alcoxi inferior;

L es un grupo enlazador, que comprende: a) una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada opcionalmente
sustituida con uno o mas enlaces dobles o triples, o enlaces de éter, o enlaces de éster o C-S, o0 S-S o
enlaces de péptido; y que se sustituye opcionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados
preferentemente de alquilo, alcoxi, haldgeno, grupo ceto, grupo amino; o b) una cadena de isopreno natural;

n es un numero entero de 1 a 20; y

B es un grupo diana que comprende: a) un ion de Skulachev Sk (Sk + Z°) en el que: Sk es un catién lipdfilo o
una metaloporfirina lipdfila y Z es un anion farmacéuticamente aceptable; o b) un zwitterion anfifilo,

en forma oxidada y/o reducida en 1,2-propilen glicol a entre el 20 % y el 100 % o glicerol al 10-30 %, con la condicion
de que, en el compuesto de Férmula |, A no sea ubiquinona (por ejemplo, 2-metil-4,5-dimetoxi-3,6-dioxo-1,4-
ciclohexadienilo) o tocoferol o un compuesto mimético de superoxido de dismutasa o ebseleno; cuando L es un
radical decilo divalente, pentilo divalente o propilo divalente y cuando B es un cation de trifenilfosfonio.

2. La formulacion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto esta reducido.
3. La formulacién farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto esta oxidado.

4. La formulacion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el compuesto es SkQ1 o SkQ1H2, o en la que el
compuesto es SKQR1 o SkQR1H,, o

en la que el compuesto es SkQ3 o SKQ3H,, o

en la que el compuesto es SKQRB o SkQRBH>, o

en la que el compuesto es SkQB1 o SkQB1Hz, o

en la que el compuesto es SkKQBP1 o SkQBP1Ha.

5. La formulacion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el disolvente es glicerol.

6. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién de la reivindicacién 1 que comprende un compuesto
estabilizado de Férmula | en forma liquida o sdlida,
con la condicién de que, en el compuesto de Férmula |, A no sea ubiquinona (por ejemplo, 2-metil-4,5-dimetoxi-3,6-
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dioxo-1,4-ciclohexadienilo) o tocoferol o un compuesto mimético de superdxido de dismutasa o ebseleno; cuando L
es un radical decilo divalente, pentilo divalente o propilo divalente y cuando B es un catién de trifenilfosfonio para su
uso en el tratamiento de la diabetes tipo | o tipo Il, en la que el compuesto es para administrarse por via oral a un
paciente que lo necesite.

7. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 6, para el tratamiento de la diabetes tipo Il con una formulacion
que comprende SkQ1Ho,, acido ascorbico y sorbito.

8. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién de la reivindicaciéon 1 que comprende un compuesto de
Férmula |, en forma liquida o sélida,

con la condicién de que, en el compuesto de Férmula I, A no sea ubiquinona (por ejemplo, 2-metil-4,5-dimetoxi-3,6-
dioxo-1,4-ciclohexadienilo) o tocoferol o un compuesto mimético de superdxido de dismutasa o ebseleno; cuando L
es un radical decilo divalente, pentilo divalente o propilo divalente y cuando B es un catién de trifenilfosfonio para su
uso en el tratamiento de heridas dérmicas, en la que la formulacién es para administrase por via oral a un paciente
que la necesite.

9. La formulacion para su uso segun la reivindicacion 8, en la que la formulacion comprende SkQ1 en glicerol al
20 %.

10. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién de la reivindicacién 1 que comprende un compuesto
estabilizado de Férmula | en forma liquida o sdlida,

con la condicién de que, en el compuesto de Férmula I, A no sea ubiquinona (por ejemplo, 2-metil-4,5-dimetoxi-3,6-
dioxo-1,4-ciclohexadienilo) o tocoferol o un compuesto mimético de superdxido de dismutasa o ebseleno; cuando L
es un radical decilo divalente, pentilo divalente o propilo divalente y cuando B es un catién de trifenilfosfonio para su
uso en el tratamiento de un trastorno inflamatorio, en la que la formulaciéon es para administrase por via oral a un
paciente que la necesite.

11. La formulacioén para su uso segun la reivindicacion 10, en la que el trastorno inflamatorio es artritis.

12. La formulacion para su uso segun la reivindicacion 11, en la que la formulaciéon comprende SkQ1 en glicerol al
20 %.
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Fig. 3a
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7a
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Fig. 7b
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