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DESCRIPCION
Métodos para el tratamiento de enfermedad mitocondrial
Referencia cruzada a solicitudes de patente relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de las solicitudes de patente provisionales estadounidenses 61/771.534,
presentada el 1 de marzo de 2013, y 61/771.642, presentada el 1 de marzo de 2013.

Campo técnico

La presente tecnologia se refiere de manera general a composiciones y a métodos para prevenir, mejorar o tratar la
alteracion de la funcion mitocondrial y/o los sintomas de la alteracion de la funcion mitocondrial. En particular,
realizaciones de la presente tecnologia se refieren a la administracion de péptidos aromaticos-cationicos en cantidades
eficaces para prevenir, tratar o mejorar la alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial o sintomas de la misma,
en una célula tal como la encontrada en un sujeto que padece, o predispuesto a, una enfermedad o trastorno
mitocondrial asociado con mutaciones en el gen de proteina del locus surfeit 1 (SURF1) o gen de ADN polimerasa
gamma (POLG).

Antecedentes

La siguiente descripcion se proporciona para ayudar a la comprension por parte del lector. No se admite que ninguna
de la informacién proporcionada o las referencias citadas sean técnica anterior.

Las mitocondrias (plural de mitocondria) se describen algunas veces como “centrales eléctricas” celulares porque,
entre otras cosas, las mitocondrias son responsables de crear mas del 90% de la energia necesaria por el organismo
para sostener la vida y soportar el crecimiento. Las mitocondrias son organulos encontrados en casi todas las células
en el organismo y son responsables de crear mas del 90% de la energia celular. Son necesarias para que el organismo
sustente la vida y soporte el crecimiento. Ademas de producir energia, las mitocondrias también estan profundamente
implicadas en una variedad de otras actividades, tales como producciéon de hormonas esteroides y fabricacion de
elementos estructurales de ADN. La insuficiencia mitocondrial provoca lesién celular que conduce a la muerte celular.

Las enfermedades mitocondriales son casi tan comunes como el cancer infantil. Aproximadamente uno de cada 4.000
nifos nacidos en los Estados Unidos cada afio desarrollara un trastorno mitocondrial antes de los 10 afios de edad.
En adultos, se ha encontrado que muchas enfermedades de envejecimiento tienen defectos de la funcion mitocondrial.
Estas incluyen, pero no se limitan a, diabetes tipo 2, enfermedad de Parkinson, enfermedad cardiaca aterosclerotica,
accidente cerebrovascular, enfermedad de Alzheimer y cancer. Ademas, farmacos seleccionados pueden dafar a las
mitocondrias.

Hay multiples formas de enfermedad mitocondrial. La enfermedad mitocondrial puede manifestarse como un trastorno
genético crénico que se produce cuando las mitocondrias de la célula no logran producir suficiente energia para la
funcion celular o del érgano. De hecho, para muchos pacientes, la enfermedad mitocondrial es un estado heredado
que se da en las familias (genético). La enfermedad mitocondrial se hereda de varias maneras diferentes, por ejemplo,
herencia autosémica, herencia de ADN mitocondrial (ADNmt) y combinaciones de las mismas. Por ejemplo, las
mutaciones de los genes SURF1 y/o POLG pueden contribuir a la enfermedad mitocondrial en seres humanos.
Ademas, algunos pacientes adquieren disfuncion o enfermedad mitocondrial debido a otros factores, incluyendo
toxinas mitocondriales.

La enfermedad mitocondrial se presenta de manera muy diferente de un individuo a otro. En la actualidad no existe
ninguna cura para la enfermedad basada en mitocondrias. El tratamiento es generalmente paliativo para mejorar los
sintomas de la enfermedad. El tratamiento incluye con frecuencia terapia con vitaminas y conservacion de energia. El
tratamiento puede implicar dietas especiales y/o una combinacion de vitaminas, y reduccion de cualquier estrés en el
organismo. Sin embargo, se sabe que puede usarse un péptido aromatico para tratar el dafio oxidativo, la transicion
de permeabilidad mitocondrial o sujetos que necesitan un antioxidante dirigido a mitocondrias. Por ejemplo, el
documento WO2005072295 A2 da a conocer métodos para reducir el dafio oxidativo en un mamifero, 6rgano extirpado
0 una célula que lo necesita. El documento W02004070054 A2 da a conocer un método de reduccién o prevencion
de la transicién de permeabilidad mitocondrial. El documento W020100120431 A2 da a conocer métodos para tratar
a un sujeto que padece una lesién por quemadura o complicaciones asociadas mediante la administracion al sujeto
de una cantidad eficaz de un péptido aromatico-cationico. EI documento W02011139992 A1 da a conocer
composiciones y métodos relacionados con péptidos aromaticos-catidnicos. Los métodos comprenden administrar al
sujeto una cantidad eficaz de un péptido aromatico-catidnico a sujetos que lo necesitan. Por ejemplo, los péptidos
pueden administrarse a sujetos que necesitan un antioxidante dirigido a mitocondrias.

Sumario

Segun un aspecto de la invencioén, se proporciona un péptido D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH; o sal farmacéuticamente
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aceptable del mismo para su uso en el tratamiento de sindrome de Leigh, enfermedad de Alpers, trastornos de ataxia-
neuropatia, u oftalmoplejia externa progresiva en un sujeto que lo necesita, en el que el péptido reduce o mejora al
menos un sintoma de la enfermedad. La enfermedad o el estado puede estar asociado con mutaciones en el gen
SURF1 o el gen POLG en mamiferos o células de mamifero. Una sal farmacéuticamente aceptable puede ser una sal
de acetato o sal de trifluoroacetato. La divulgacion también se refiere a prevenir, tratar o mejorar la alteracion de la
fosforilacion oxidativa mitocondrial asociada con mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG en un sujeto que lo
necesita, o en células de mamifero que lo necesitan, mediante la administracion de péptidos aromaticos-cationicos tal
como se da a conocer en el presente documento. El sujeto mamifero puede correr el riesgo de, o padecer o correr un
riesgo aumentado de padecer una enfermedad o estado caracterizado por disfuncién mitocondrial asociada con
mutaciones de genes mitocondriales. El sujeto puede padecer o correr un riesgo aumentado de padecer una
enfermedad o estado caracterizado por una mutacion génica que afecta a la funcién mitocondrial. La alteracion de la
fosforilacion oxidativa mitocondrial puede estar asociada con al menos una mutacion génica. El sujeto puede padecer
o correr un riesgo aumentado de padecer una enfermedad o estado caracterizado por una mutacion en SURF1. El
sujeto puede padecer o correr un riesgo aumentado de padecer una enfermedad o estado caracterizado por una
mutacién en POLG.

La célula de mamifero puede estar o bien in situ o bien ex vivo. La alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial
puede deberse a una alteracion del ensamblaje completo de al menos un polipéptido mitocondrial, tal como complejo
I; complejo II; complejo IIl; complejo IV; y complejo V y combinaciones de los mismos. La alteracion de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial puede deberse a una alteracion de un ensamblaje de supercomplejo mitocondrial.

Segun un aspecto de la invencion, se proporciona un péptido D-Arg-2’,6-Dmt-Lys-Phe-NH>, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso en el tratamiento de sindrome de Leigh, enfermedad de Alpers,
trastornos de ataxia-neuropatia, u oftalmoplejia externa progresiva en un sujeto que lo necesita, en el que el péptido
reduce o mejora al menos un sintoma de la enfermedad.

En algunas realizaciones, se previenen, tratan o mejoran sintomas de enfermedad mitocondrial. En algunas
realizaciones, los sintomas de la enfermedad, estado o trastorno pueden incluir uno cualquiera o mas de los siguientes:
crecimiento escaso, pérdida de coordinacion muscular, debilidad muscular, déficit neurolégico, convulsiones, autismo,
espectro autista, caracteristicas de tipo autista, incapacidades de aprendizaje, enfermedad cardiaca, enfermedad
hepatica, enfermedad renal, trastornos gastrointestinales, estrefiimiento intenso, diabetes, aumento del riesgo de
infeccion, disfuncion tiroidea, disfunciéon suprarrenal, disfuncién autondmica, confusion, desorientacion, pérdida de
memoria, crecimiento escaso, retraso del crecimiento, coordinacion escasa, problemas sensoriales (vision, audicion),
funciones mentales reducidas, enfermedad del érgano, demencia, problemas respiratorios, hipoglucemia, apnea,
acidosis lactica, convulsiones, dificultades para tragar, retrasos del desarrollo, trastornos del movimiento (distonia,
espasmos musculares, temblores, corea), accidente cerebrovascular y atrofia cerebral.

En algunas realizaciones de los métodos dados a conocer, la enfermedad o estado mitocondrial esta asociado con al
menos una mutaciéon génica. En algunas realizaciones de los métodos dados a conocer, la mutacién génica esta
ubicada en uno o mas del gen SURF1 o POLG.

La divulgacion se refiere a métodos que se proporcionan para aumentar una razén de desacoplamiento de una célula
de mamifero. En algunas realizaciones, los métodos incluyen: poner en contacto la célula con una cantidad
terapéuticamente eficaz de un péptido D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH; o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, aumentando asi la razén de desacoplamiento de la célula. La célula puede ser una célula humana. La célula
puede estar en un sujeto humano.

La divulgacion se refiere a métodos para la prevencion, tratamiento o mejora de enfermedad o estados mitocondriales
o sintomas de la misma, que comprenden administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz
de un péptido aromatico-catiénico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, por ejemplo, D-Arg-2’,6’-Dmt-
Lys-Phe-NH,, o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, tales como sal de acetato o sal de trifluoroacetato.
En algunas realizaciones, el método comprende ademas la administracion de uno o mas agentes terapéuticos
adicionales. El péptido aromatico-catiénico puede ser un péptido que tiene:

al menos una carga positiva neta;

un minimo de cuatro aminoacidos;

un maximo de aproximadamente veinte aminoacidos;

una relacion entre el nimero minimo de cargas positivas netas (pm) y el nimero total de residuos de aminoacido (r)
en el que 3pm es el numero mas grande que es menor que o igual ar + 1; y una relacién entre el nUmero minimo de
grupos aromaticos (a) y el numero total de cargas positivas netas (p:) en el que 2a es el nimero mas grande que es

menor que o igual a p; + 1, excepto porque cuando a es 1, p: también puede ser 1. El sujeto puede ser un ser humano.

En algunas realizaciones, 2pn, es el nimero mas grande que es menor que o igual ar + 1, y a puede ser igual a p:. El
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péptido aromatico-catiénico puede ser un péptido soluble en agua que tiene un minimo de dos o un minimo de tres
cargas positivas. En algunas realizaciones, el péptido comprende uno o mas aminoacidos que no se producen de
manera natural, por ejemplo, uno o mas D-aminoacidos. En algunas realizaciones, el grupo carboxilo C-terminal del
aminoacido en el extremo C-terminal estda amidado. En determinadas realizaciones, el péptido tiene un minimo de
cuatro aminoacidos. El péptido puede tener un maximo de aproximadamente 6, un maximo de aproximadamente 9, o
un maximo de aproximadamente 12 aminoacidos.

En algunas realizaciones, el péptido comprende un residuo de tirosina o 2’,6’-dimetiltirosina (Dmt) en el extremo N-
terminal. Por ejemplo, el péptido puede tener la formula Tyr-D-Arg-Phe-Lys-NH; o 2’,6’-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH.. En
otra realizacion, el péptido comprende un residuo de fenilalanina o 2’,6’-dimetilfenilalanina en el extremo N-terminal.
Por ejemplo, el péptido puede tener la formula Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH; o 2’,6’-Dmp-D-Arg-Phe-Lys-NH.. En una
realizacion particular, el péptido aromatico-catiénico tiene la formula D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo tal como sal de acetato o sal de trifluoroacetato.

En una realizacion, el péptido esta definido por la férmula I:

OH R
RS R®
R® R4 RS R?
. 0 CH, 0 CH,
AN H
/N D N NH,
o N N
R H H
(<|3Hz)3 0 (CHz)n 0
NH
‘ NH,
V2N
HN NH,

en la que R" y R? se seleccionan cada uno independientemente de
(i) hidrogeno;
(i) alquilo C+-Cs lineal o ramificado;

(iii)

enlaque m = 1-3;

(iv)

(v)
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H,
——C —C——=CH,
H

R3 y R* se seleccionan cada uno independientemente de

(i) hidrégeno;

(i) alquilo C+-Cs lineal o ramificado;

(iii) alcoxilo C4-Ce;

(iv) amino;

(v) alquilamino C4-Cy;

(vi) dialquilamino C4-Cy;

(vii) nitro;

(viii) hidroxilo;

(ix) halégeno, en el que “halégeno” abarca cloro, fluoro, bromo y yodo;
R®, R®, R7, R® y R® se seleccionan cada uno independientemente de
(i) hidrégeno;

(i) alquilo C+-Cs lineal o ramificado;

(iii) alcoxilo C4-Ce;

(iv) amino;

(v) alquilamino C4-Cy;

(vi) dialquilamino C4-Cy;

(vii) nitro;

(viii) hidroxilo;

(ix) halogeno, en el que “halégeno” abarca cloro, fluoro, bromo y yodo; y n es un nimero entero de desde 1 hasta 5.

En una realizacion particular, R' y R? son hidrégeno; R® y R* son metilo; R5, R, R7, R® y R® son todos hidrégeno; y n
es 4.

En una realizacion, el péptido esta definido por la férmula Il
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R5 R'I 0
R4 R6 =9 R11
RS RY R® R
H,C o] H,C 0
R! H H
\N O N " NH
/ H ?
RZ
o (THz)s o (CHz)y
NH

| NH,

8N
HN NH

2
en la que R" y R? se seleccionan cada uno independientemente de
(i) hidrogeno;

(i) alquilo C+-Cs lineal o ramificado;

(iii)

enlaque m = 1-3;

(iv)

(v)

)

——C —C——-=CH,
H .

b

R3, R% R% RS, R7, R® R R'° R'y R'? se seleccionan cada uno independientemente de

(i) hidrégeno;

(i) alquilo C+-Cs lineal o ramificado;

(iii) alcoxilo C4-Ce;

(iv) amino;

(v) alquilamino C4-Cy;
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(vi) dialquilamino C4-Cy;

(vii) nitro;

(viii) hidroxilo;

(ix) halogeno, en el que “halégeno” abarca cloro, fluoro, bromo y yodo; y n es un nimero entero de desde 1 hasta 5.

En una realizacion particular, R', R?, R3, R R5 R R7, R® R®° R, R"" y R'? son todos hidrégeno; y n es 4. En otra
realizacion, R', R?, R?, R*, R5 R8, R, R8 R®y R'! son todos hidrégeno; R® y R'? son metilo; R'® es hidroxilo; y n es 4.

Los péptidos aromaticos-cationicos pueden administrarse de una variedad de maneras. En algunas realizaciones, los
péptidos pueden administrarse por via oral, tdpica, intranasal, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea o transdérmica
(por ejemplo, mediante iontoforesis). En algunas realizaciones, el péptido aromatico-catiénico se administra por una
via intracoronaria o una via intraarterial.

En una realizacion, la presente tecnologia proporciona métodos para la prevencion, tratamiento o mejora de
enfermedad o estados mitocondriales o sintomas de la misma en un sujeto mamifero que lo necesita, y/o el
tratamiento, prevencion o mejora de la alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial en un sujeto que lo necesita,
mediante la administracién de péptidos aromaticos-catiénicos tal como se da a conocer en el presente documento,
comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido D-Arg-2’,6’-Dmt-
Lys-Phe-NH, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como sal de acetato o sal de trifluoroacetato,
mejorando o tratando asi enfermedad, defectos o estados mitocondriales, y/o signos o sintomas de los mismos. En
una realizacion, el método comprende ademas la etapa de administrar uno o mas agentes terapéuticos adicionales al
sujeto. En una realizacion, el sujeto mamifero corre el riesgo de, o padece o corre un riesgo aumentado de una
enfermedad o estado caracterizado por disfuncion mitocondrial. En algunas realizaciones, el sujeto padece o corre un
riesgo aumentado de una alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial. En algunas realizaciones, el sujeto
padece o corre un riesgo aumentado de una enfermedad o estados caracterizados por una mutacion genética que
afecta a la funcion mitocondrial. En algunas realizaciones, el sujeto padece o corre un riesgo aumentado de una
enfermedad o estados caracterizados por una mutacion en SURF1. En algunas realizaciones, el sujeto padece o corre
un riesgo aumentado de una enfermedad o estados caracterizados por una mutacion en POLG. En algunas
realizaciones, el sujeto se trata mediante la administracion de un péptido aromatico-catiénico tal como se da a conocer
en el presente documento.

En otro aspecto, se proporciona péptido D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo para su uso en el tratamiento de sindrome de Leigh en un sujeto que lo necesita, en el que el péptido reduce
o0 mejora al menos un sintoma de sindrome de Leigh.

En otro aspecto, se proporciona péptido D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo para su uso en el tratamiento de enfermedad de Alpers en un sujeto que lo necesita, en el que el péptido reduce
o mejora al menos un sintoma de enfermedad de Alpers .

En otro aspecto, la presente tecnologia se refiere a métodos para tratar trastornos de ataxia-neuropatia en un sujeto
que lo necesita, en los que el péptido reduce o mejora al menos un sintoma de unos trastornos de ataxia-neuropatia.

En otro aspecto, se proporciona péptido D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo para su uso en el tratamiento de oftalmoplejia externa progresiva en un sujeto que lo necesita, en el que el
péptido reduce o mejora al menos un sintoma de oftalmoplejia externa progresiva.

En algunas realizaciones, el péptido reduce o mejora uno o mas sintomas seleccionados del grupo que consiste en
crecimiento escaso, pérdida de coordinacion muscular, debilidad muscular, déficit neurolégico, convulsiones, autismo,
espectro autista, caracteristicas de tipo autista, incapacidades de aprendizaje, enfermedad cardiaca, enfermedad
hepatica, enfermedad renal, trastornos gastrointestinales, estrefiimiento intenso, diabetes, aumento del riesgo de
infeccion, disfuncion tiroidea, disfunciéon suprarrenal, disfuncién autondmica, confusion, desorientacion, pérdida de
memoria, crecimiento escaso, retraso del crecimiento, coordinacion escasa, problemas sensoriales (vision, audicion),
funciones mentales reducidas, demencia, problemas respiratorios, hipoglucemia, apnea, acidosis lactica,
convulsiones, dificultades para tragar, retrasos del desarrollo, trastornos del movimiento (distonia, espasmos
musculares, temblores, corea), accidente cerebrovascular y atrofia cerebral.

En algunas realizaciones, el péptido se administra por via oral, tépica, sistémica, intravenosa, subcutanea,
intraperitoneal o intramuscular.

En algunas realizaciones, el sindrome de Leigh estd asociado con una mutacion del gen SURF1. En algunas

realizaciones, la mutacion de SURF1 da como resultado una alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial debido
a una alteracion del ensamblaje completo de al menos un complejo mitocondrial seleccionado del grupo que consiste
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en: complejo I; complejo Il; complejo IlI; complejo 1V; y complejo V.

En algunas realizaciones, el sujeto con enfermedad de Alper, trastornos de ataxia-neuropatia u oftalmoplejia externa
progresiva tiene una mutacion de POLG que da como resultado una alteracién de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es un gel electroforético que ilustra el ensamblaje de enzima OXPHOS monomérica de complejo IV en
sujetos con mutacion de SURF1.

Las figuras 2A-G son graficos ilustrativos del efecto de SS-31 sobre la capacidad de OXPHOS en fibroblastos
transformados que expresan SURF71 o POLG mutados. “Stealth 2” en las figuras es el nombre de la linea celular de
fibroblastos que porta el mutante de SURF1; “Stealth 4” en las figuras es el nombre de la linea celular de fibroblastos
que porta el mutante de POLG.

Las figuras 3A-G son graficos ilustrativos del efecto de SS-31 sobre la capacidad de OXPHOS en fibroblastos
transformados que expresan POLG mutado (linea celular “Stealth 4”).

La figura 4 proporciona una lista de mutaciones de POLG a modo de ejemplo.
La figura 5 proporciona un modelo de estructura de POLG.

La figura 6 es un gel electroforético que ilustra el ensamblaje de enzima OXPHOS monomérica de complejo IV en
sujetos con mutacion de SURF1.

Descripcion detallada

Debe apreciarse que a continuacién se describen determinados aspectos, modos, realizaciones, variaciones y
caracteristicas de la invencioén en diversos niveles de detalle con el fin de proporcionar una comprensién sustancial de
la presente invencion. A continuacién se proporcionan las definiciones de determinados términos tal como se usan en
esta memoria descriptiva. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el
presente documento tienen generalmente el mismo significado que el que entiende habitualmente un experto habitual
en la técnica a la que pertenece esta invencion.

En la practica de la presente invencion, se usan muchas técnicas convencionales en biologia molecular, bioquimica
de proteinas, biologia celular, inmunologia, microbiologia y ADN recombinante. Estas técnicas se conocen bien y se
explican, por ejemplo, en Current Protocols in Molecular Biology, Vols. I-1ll, Ausubel, Ed. (1997); Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda ed. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989); DNA Cloning: A Practical Approach, Vols. | y Il, Glover, Ed. (1985); Oligonucleotide Synthesis, Gait, Ed. (1984);
Nucleic Acid Hybridization, Hames & Higgins, Eds. (1985); Transcription and Translation, Hames & Higgins, Eds.
(1984); Animal Cell Culture, Freshney, Ed. (1986); Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); Perbal, A
Practical Guide to Molecular Cloning; the series, Met. Enzymol., (Academic Press, Inc., 1984); Gene Transfer Vectors
for Mammalian Cells, Miller & Calos, Eds. (Cold Spring Harbor Laboratory, NY, 1987); y Met. Enzymol., Vols. 154 y
155, Wu & Grossman, and Wu, Eds., respectivamente.

Tal como se usan en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un”, “una” y
“el/la” incluyen referentes en plural a menos que el contenido indique claramente lo contrario. Por ejemplo, la referencia
a “una célula” incluye una combinacion de dos o mas células, y similares.

Tal como se usa en el presente documento, la “administracion” de un agente, farmaco o péptido a un sujeto incluye
cualquier via de introducir o suministrar a un sujeto un compuesto para realizar su funcién prevista. La administracion
puede llevarse a cabo mediante cualquier via adecuada, incluyendo por via oral, intranasal, parenteral (intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal o subcutanea) o tdpica. En algunas realizaciones, el péptido aromatico-catidnico se
administra mediante una via intracoronaria o una via intraarterial. La administracién incluye la administracion por el
propio paciente y la administracién por otra persona.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aminoacido” incluye aminoacidos que se producen de manera
natural y aminoacidos sintéticos, asi como analogos de aminoacido y compuestos miméticos de aminoacido que
funcionan de una manera similar a los aminoacidos que se producen de manera natural. Los aminoacidos que se
producen de manera natural son los codificados por el cadigo genético, asi como los aminoacidos que se modifican
posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Analogos de aminoacido se refieren
a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido que se produce de manera natural,
es decir, un carbono a que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo,
homoserina, norleucina, sulfoxido de metionina, metil-sulfonio de metionina. Tales analogos tienen grupos R
modificados (por ejemplo, norleucina) o estructuras principales peptidicas modificadas, pero conservan la misma
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estructura quimica basica que un aminoacido que se produce de manera natural. Los compuestos miméticos de
aminoacido se refieren a compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica
general de un aminoacido, pero que funciona de una manera similar a un aminoacido que se produce de manera
natural. En el presente documento se puede hacer referencia a los aminoacidos mediante sus simbolos de tres letras
habitualmente conocidos o mediante los simbolos de una letra recomendados por la comisién de nomenclatura
bioquimica de la IUPAC-IUB.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cantidad eficaz” se refiere a una cantidad suficiente para lograr
un efecto terapéutico o profilactico deseado, por ejemplo, una cantidad que da como resultado la prevencion o mejora
de una enfermedad o trastorno mitocondrial o sintomas del mismo asociado con mutaciones en el gen SURF1 o el
gen POLG o uno o mas sintomas asociados con la alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial asociada con
mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG. En el contexto de las aplicaciones terapéuticas, la cantidad de una
composicion administrada al sujeto dependera del tipo y gravedad de la enfermedad y de las caracteristicas del
individuo, tales como salud general, edad, sexo, peso corporal y tolerancia a farmacos. También dependera del grado,
gravedad y tipo de enfermedad. El experto en la técnica podra determinar dosificaciones apropiadas dependiendo de
estos y otros factores. Las composiciones también pueden administrarse en combinacion con uno o mas compuestos
terapéuticos adicionales. En los métodos descritos en el presente documento, los péptidos aromaticos-catidnicos
pueden administrarse a un sujeto que tiene uno o mas signos o sintomas de alteracion de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial. Por ejemplo, una “cantidad terapéuticamente eficaz” de los péptidos aromaticos-catidnicos significa
niveles en los que, como minimo, se mejoran los efectos fisiolégicos de la alteracion de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “tratar” o “tratamiento” o “alivio” se refieren a medidas y
tratamiento terapéutico y profilactico, en el que el objeto es prevenir o mejorar o ralentizar (disminuir) el estado o
trastorno patoldgico seleccionado como diana. Por ejemplo, un sujeto se “trata” satisfactoriamente para una
enfermedad o trastorno mitocondrial asociado con mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG si, tras recibir una
cantidad terapéutica de los péptidos aromaticos-catidnicos segun los métodos descritos en el presente documento, el
sujeto muestra una reduccion observable y/o medible en la alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial.
También debe apreciarse que se pretende que los diversos modos de tratamiento o prevencién de estados médicos
y/o sus sintomas tal como se describen signifiquen “sustancial”, lo cual incluye el tratamiento total, pero también inferior
al total, y en los que se logra algun resultado biolégica o médicamente relevante.

Tal como se usa en el presente documento, “prevencion de” o “prevenir” un trastorno o estado se refiere a un
compuesto que, en una muestra estadistica, reduce la aparicién de sintomas de un trastorno o estado en la muestra
tratada con respecto a una muestra de control sin tratar, o retrasa la aparicion o reduce la gravedad de uno o mas
sintomas del trastorno o estado con respecto a la muestra de control sin tratar. Tal como se usa en el presente
documento, prevenir una enfermedad o trastorno mitocondrial asociado con mutaciones en el gen SURF1 o el gen
POLG incluye prevenir el dafio oxidativo o prevenir la transicion de permeabilidad mitocondrial, previniendo o
mejorando asi los efectos perjudiciales de la alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial.

Un polipéptido o péptido “aislado” o “purificado” esta sustancialmente libre de material celular u otros polipéptidos
contaminantes procedentes de la fuente celular o tisular de la que se derivd el agente, o sustancialmente libre de
precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza de manera quimica. Por ejemplo, un péptido
aromatico-cationico aislado estara libre de materiales que interferiran con los usos de diagndstico o terapéuticos del
agente. Tales materiales interferentes pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos y no proteicos.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de manera
intercambiable en el presente documento para querer decir un polimero que comprende dos 0 mas aminoacidos unidos
entre si mediante enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados, es decir, isoésteres de péptidos. Polipéptido
se refiere tanto a cadenas cortas, habitualmente denominadas péptidos, glicopéptidos u oligémeros, como a cadenas
largas, generalmente denominadas proteinas. Los polipéptidos pueden contener aminoacidos distintos de los 20
aminoacidos codificados por genes. Los polipéptidos incluyen secuencias de aminoacidos modificadas o bien
mediante procesos naturales, tales como procesamiento tras la traduccién, o bien mediante técnicas de modificacion
quimica que se conocen bien en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, el término uso terapéutico “simultaneo” se refiere a la administracion de
al menos dos principios activos por la misma via y al mismo tiempo o sustancialmente al mismo tiempo.

Tal como se usa en el presente documento, el término uso terapéutico “separado” se refiere a una administracion de
al menos dos principios activos al mismo tiempo o sustancialmente al mismo tiempo por vias diferentes.

Tal como se usa en el presente documento, el término uso terapéutico “secuencial” se refiere a la administracion de
al menos dos principios activos en momentos diferentes, siendo la via de administraciéon idéntica o diferente. Mas
particularmente, el uso secuencial se refiere a la administracion completa de uno de los principios activos antes de
que comience la administracion del otro u otros. Por tanto, es posible administrar uno de los principios activos a lo
largo de varios minutos, horas o dias antes de administrar el otro principio o principios activos. En este caso no hay
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ningun tratamiento simultaneo.

Mutaciones asociadas con enfermedades mitocondriales

SURF1

La fosforilacion oxidativa (OXPHOS) esta implicada en la funcién celular como fuente primaria de energia (ATP) en la
mayor parte de los tipos de células, el punto de control para reacciones redox celulares, y como punto de control para
rutas de sefializacion y metabdlicas esenciales que van desde la sintesis de pirimidinas hasta la regulacion de la
apoptosis. La funcion OXPHOS optima requiere la agregacion de enzimas de OXPHOS individuales para dar
supercomplejos lo cual permite un transporte rapido y eficiente de electrones. Los supercomplejos permiten la
formacion eficiente de un gradiente electroquimico (de protones) creado por los complejos |, 11l y IV, que después se
usa por el complejo V para sintetizar ATP. En muchas clases de enfermedad mitocondrial, se produce alteracion de
las enzimas monoméricas (complejos I-V) y ensamblaje de supercomplejo. Los supercomplejos funcionales contienen
una Unica enzima de complejo |, dos enzimas de complejo Il y nimeros variables de enzimas de complejo IV
(complejos 1+112+1V) mas los portadores de electrones moéviles CoQ10 y citocromo c. El complejo Il también puede
asociarse con la estructura de complejo 1+1112+IV. Durante el aislamiento de supercomplejos, se observan otras clases
de supercomplejos: (1) complejos 1+1112+V; (2) complejos I+1112+1V; (3) complejos IlI+IV. Se desconoce el papel de
estas otras clases de supercomplejos, particularmente las que carecen de complejo IV, pero pueden ser una estructura
intermedia implicada en el ensamblaje de supercomplejo funcional.

SURF1 es un gen nuclear de nueve exones, de 300 aminoacidos, que funciona como factor de ensamblaje para el
complejo IV (citocromo ¢ oxidasa). Las mutaciones patdégenas del gen SURF1 dan normalmente como resultado
profundos defectos de complejo IV. Las mutaciones encontradas con mayor frecuencia en el gen SURF1 son una
causa comun de sindrome de Leigh. Se piensa que la enfermedad de OXPHOS atribuida a la mutacién de SURF1 se
transmite de una manera recesiva autosémica.

Los efectos de mutaciones génicas que implican al complejo IV (citocromo c oxidasa) en la formacion de supercomplejo
so6lo se han investigado en unos pocos casos que albergaban mutaciones de SURF1, COX10y SCO1, (véase Williams
et al., J. Biol. Chem., 279(9): 7462-69 (2004); Diaz et al., Mol. Cell Biol., 26(13): 4872-81 (2006); Acin-Perez et al., Mol.
Cell, 32(4): 529-39 (2008)). Las mutaciones en SURF1, COX10 y SCO1, factores de ensamblaje de complejo 1V,
pueden reconocerse por la disminucion difusa de actividad de complejo IV mediante enfoques histoquimicos, de
inmunofluorescencia, de enzimologia y de quimica de proteinas. Hasta ahora, todos los pacientes con mutaciones en
estos genes muestran un ensamblaje alterado de supercomplejos.

La evaluacion de pacientes con mutaciones de SURF1 demuestra diversos efectos sobre la funcion de OXPHOS. El
analisis de supercomplejos de OXPHOS y el analisis de enzimas monoméricas de SURF1 mutado mostraron las
siguientes caracteristicas:

1) Formacion de supercomplejo disminuida de (A) complejos 1+1112; (B) complejos 1+1112+1V1; y (C) complejos I+112+IVn
(n=2 o mas).

2) El complejo IV monomérico es altamente andmalo, mostrando un ensamblaje disminuido asi como estructuras de
complejo IV con un peso molecular anémalamente alto y bajo. Estas estructuras de complejo IV anémalas representan
probablemente complejo IV disfuncional y ensamblado de manera anémala.

3) En casos graves, el complejo V parece verse afectado. Cuando se aisla la enzima de complejo V completa (ATP
sintasa) para un analisis enzimoldgico en gel nativo claro, los pacientes pueden mostrar una actividad ATPasa
alterada. Este hallazgo sugiere que el complejo V puede verse afectado de manera secundaria en algunos pacientes
con mutaciones de SURF1, contribuyendo por tanto a la variacion fenotipica observada entre estos pacientes.

POLG

El gen de la ADN polimerasa gamma, POLG, codifica para la subunidad catalitica de ADN polimerasa gamma, que se
requiere para la replicacion y reparacion del ADN mitocondrial. Mutaciones en POLG y se han notificado multiples
veces en la bibliografia, y estan correlacionadas con numerosas enfermedades y estados, tales como, por ejemplo
oftalmoplejia externa progresiva (PEO), enfermedad de Alpers, y neuropatia ataxica sensorial con disartria y
oftalmoparesia (SANDO), como una mutacién homocitégica o como una mutacion heterocigética compuesta con otra
mutacion (véase Nature Genetics, 28(3):211-2 (2001); Hum. Mol Genet., 17, 2496-2506 (2009); J. Med. Genet., 46,
209-14 (2009); J. Inhert. Metab. Dis., 32, 143-158 (2009); Muscle Nerve, 41(2); 265-9 (2010); Neurology, 73(11): 898-
9003 (2009); J. Med. Genet., 46(11):776-85 (2009)). La manifestacion mas grave de defectos de la proteina POLG se
ha asociado con mutaciones de la region “espaciadora” de POLG. Se notifica que esta mutacion altera la interaccion
de subunidad y reduce la uniéon a ADN vy la eficiencia catalitica de polimerasa.

Enfermedades o trastornos mitocondriales
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Sindrome de Leigh

Se han identificado mas de 40 mutaciones de gen SURF1 diferentes en pacientes con sindrome de Leigh, un trastorno
cerebral progresivo que aparece habitualmente en la lactancia o primera infancia.

Aproximadamente del 10 al 15 por ciento de las personas con sindrome de Leigh tienen una mutacién en el gen
SURF1. La mayor parte de las mutaciones de gen SURF1 dan como resultado una proteina SURF1 anémalamente
corta. Otras mutaciones sustituyen un Unico aminoacido en la proteina SURF1. Las proteinas mutadas se degradan
en la célula, lo cual da como resultado la ausencia de proteina SURF1. Tal como se comentd anteriormente, las
mutaciones en el gen SURF1 estan asociadas con una funcion OXPHOS disminuida.

Enfermedad de Alpers

La enfermedad de Alpers es un sindrome de agotamiento de ADN mitocondrial (ADNmt) del neurodesarrollo y
progresivo. La enfermedad de Alpers es una enfermedad recesiva autosémica provocada por una mutacion en el gen
para el ADN mitocondrial polimerasa POLG. La enfermedad se produce en aproximadamente una de cada 100.000
personas. La mayor parte de los individuos con enfermedad de Alpers no muestran sintomas en el nacimiento y se
desarrollan de manera normal de semanas a afios antes de la aparicion de sintomas. El diagnostico se establece
realizando pruebas para el gen POLG. Los sintomas se producen normalmente meses antes de que muestras tisulares
muestren el agotamiento de ADN mitocondrial. Aproximadamente el 80 por ciento de los individuos con enfermedad
de Alpers desarrollan sintomas en los dos primeros afios de vida, y el 20 por ciento desarrollan sintomas entre 2 y 25
afos de edad.

Oftalmoplejia externa progresiva

La oftalmoplejia externa progresiva (PEO) es un estado provocado por defectos en mitocondrias. Los individuos
afectados con frecuencia tienen grandes deleciones de material genético a partir de ADN mitocondrial (ADNmt) en
tejido muscular. La PEO puede resultar de mutaciones en varios genes diferentes. En algunos casos, mutaciones en
ADN nuclear son responsables de PEO, particularmente mutaciones en los genes POLG. Estos genes son criticos
para el mantenimiento de ADNmt. Aunque el mecanismo no queda claro, mutaciones en cualquiera de estos tres
genes conducen a grandes deleciones de ADNmt, que oscilan entre 2.000 y 10.000 nucledétidos.

La POE aparece normalmente en adultos de entre 18 y 40 afios de edad. Los signos y sintomas de oftalmoplejia
externa progresiva incluyen, pero no se limitan a, caida de parpados (ptosis), que puede afectar a uno o ambos
parpados, debilidad o paralisis de los musculos que mueven el ojo (oftalmoplejia), debilidad general de los musculos
esqueléticos (miopatia), particularmente en el cuello, brazos o piernas, y dificultad para tragar (disfagia).

Espectro de ataxia neuropatia

El espectro de ataxia neuropatia forma parte de un grupo de estados denominados los trastornos relacionados con
POLG. Los estados en este grupo presentan una gama de signos y sintomas similares que implican a funciones
relacionadas con los musculos, nervios y cerebro. El espectro de ataxia neuropatia incluye los estados denominados
sindrome de ataxia recesiva mitocondrial (MIRAS) y neuropatia ataxica sensorial, disartria y oftalmoplejia (SANDO).

Las mutaciones en el gen POLG dan con frecuencia como resultado menos copias de ADNmt (agotamiento de ADNmt)
o deleciones de grandes regiones de ADNmt (delecion de ADNmt). El agotamiento de ADNmt y/o la delecion de ADNmt
pueden conducir a una disminucion de OXPHOS.

Los pacientes con espectro de ataxia neuropatia generalmente tienen problemas con la coordinacién y el equilibrio
(ataxia) y alteraciones en la funcién nerviosa (neuropatia). La neuropatia puede clasificarse como sensorial, motora o
una combinacion de las dos. La neuropatia sensorial provoca entumecimiento, hormigueo o dolor en los brazos y las
piernas, y la neuropatia motora se refiere a alteracion en los nervios usados para el movimiento muscular.

Péptidos aromaticos-catidnicos

La divulgacion se refiere a prevenir, tratar o mejorar la alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial asociada
con mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG en un sujeto que lo necesita, mediante la administracion de péptidos
aromaticos-cationicos tal como se da a conocer en el presente documento tales como D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NHp,
o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, tales como sal de acetato o sal de trifluoroacetato. La
divulgacion se refiere a la prevencion, tratamiento o mejora de enfermedad o estados mitocondriales o sintomas de
los mismos, en mamiferos mediante la administracion de cantidades terapéuticamente eficaces de péptidos
aromaticos-cationicos tal como se da a conocer en el presente documento, tales como D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NHy,
o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, tales como sal de acetato o sal de trifluoroacetato, a sujetos
que lo necesitan.

Los péptidos aromaticos-cationicos son solubles en agua y altamente polares. A pesar de estas propiedades, los
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péptidos pueden penetrar facilmente en las membranas celulares. Los péptidos aromaticos-cationicos incluyen
normalmente un minimo de tres aminoacidos o un minimo de cuatro aminoacidos, unidos de manera covalente
mediante enlaces peptidicos. El nimero maximo de aminoacidos presentes en los péptidos aromaticos-catiénicos es
de aproximadamente veinte aminoacidos unidos de manera covalente mediante enlaces peptidicos. De manera
adecuada, el numero maximo de aminoacidos es de aproximadamente doce, mas preferiblemente de
aproximadamente nueve, y lo mas preferiblemente de aproximadamente seis.

Los aminoacidos de los péptidos aromaticos-catidonicos pueden ser cualquier aminoacido. Tal como se usa en el
presente documento, el término “aminoacido” se usa para hacer referencia a cualquier molécula organica que contiene
al menos un grupo amino y al menos un grupo carboxilo. Normalmente, al menos un grupo amino esta en la posicion
o con respecto a un grupo carboxilo. Los aminoacidos pueden producirse de manera natural. Los aminoacidos que se
producen de manera natural incluyen, por ejemplo, los veinte aminoacidos levégiros (L) mas habituales encontrados
normalmente en proteinas de mamiferos, es decir, alanina (Ala), arginina (Arg), asparagina (Asn), acido aspartico
(Asp), cisteina (Cys), glutamina (GIn), acido glutamico (Glu), glicina (Gly), histidina (His), isoleucina (lle), leucina (Leu),
lisina (Lys), metionina (Met), fenilalanina (Phe), prolina (Pro), serina (Ser), treonina (Thr), triptéfano, (Trp), tirosina (Tyr)
y valina (Val). Otros aminoacidos que se producen de manera natural incluyen, por ejemplo, aminoacidos que se
sintetizan en procesos metabdlicos no asociados con la sintesis de proteinas. Por ejemplo, los aminoacidos ornitina y
citrulina se sintetizan en el metabolismo de mamiferos durante la produccion de urea. Otro ejemplo de un aminoacido
que se produce de manera natural incluye hidroxiprolina (Hyp).

Los péptidos contienen opcionalmente uno o mas aminoacidos que no se producen de manera natural. De manera
6ptima, el péptido no tiene ningun aminoacido que se produce de manera natural. Los aminoacidos que no se producen
de manera natural pueden ser levégiros (L), dextrogiros (D) o mezclas de los mismos. Los aminoacidos que no se
producen de manera natural son los aminoacidos que normalmente no se sintetizan en procesos metabdlicos normales
en organismos vivos, y no se producen de manera natural en proteinas. Ademas, de manera adecuada los
aminoacidos que no se producen de manera natural tampoco se reconocen por proteasas habituales. El aminoacido
que no se produce de manera natural puede estar presente en cualquier posicidon en el péptido. Por ejemplo, el
aminoacido que no se produce de manera natural puede estar en el extremo N-terminal, el extremo C-terminal o en
cualquier posicion entre el extremo N-terminal y el extremo C-terminal.

Los aminoacidos no naturales pueden comprender, por ejemplo, grupos alquilo, arilo o alquilarilo no encontrados en
los aminoacidos naturales. Algunos ejemplos de alquil-aminoacidos no naturales incluyen acido a-aminobutirico, acido
B-aminobutirico, acido y-aminobutirico, acido -aminovalérico y acido e-aminocaproico. Algunos ejemplos de aril-
aminoacidos no naturales incluyen acido orto, meta y para-aminobenzoico. Algunos ejemplos de alquilaril-aminoacidos
no naturales incluyen orto, meta y para-aminofenilacético y acido y-fenil-g-aminobutirico. Los aminoacidos que no se
producen de manera natural incluyen derivados de aminoacidos que se producen de manera natural. Los derivados
de aminoacidos que se producen de manera natural pueden incluir, por ejemplo, la adiciéon de uno o mas grupos
quimicos en el aminoacido que se produce de manera natural.

Por ejemplo, pueden afiadirse uno o mas grupos quimicos a una o mas de las posiciones 2', 3, 4’, 5’ 0 6’ del anillo
aromatico de un residuo de fenilalanina o tirosina, o las posiciones 4’, 5’, 6" o 7’ del anillo benzo de un residuo de
triptéfano. El grupo puede ser cualquier grupo quimico que puede afiadirse a un anillo aromatico. Algunos ejemplos
de tales grupos incluyen alquilo C4-C4 ramificado o no ramificado, tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, butilo,
isobutilo o t-butilo, alquiloxilo C+-C4 (es decir, alcoxilo), amino, alquilamino C4-C4 y dialquilamino C+-C4 (por ejemplo,
metilamino, dimetilamino), nitro, hidroxilo, halo (es decir, fluoro, cloro, bromo o yodo). Algunos ejemplos especificos
de derivados que no se producen de manera natural de aminoacidos que se producen de manera natural incluyen
norvalina (Nva) y norleucina (Nle).

Otro ejemplo de una modificacién de un aminoacido en un péptido es la derivatizacion de un grupo carboxilo de un
residuo de acido aspartico o uno de acido glutamico del péptido. Un ejemplo de derivatizacion es la amidacién con
amoniaco o con una amina primaria o secundaria, por ejemplo metilamina, etilamina, dimetilamina o dietilamina. Otro
ejemplo de derivatizacion incluye la esterificacion, por ejemplo, con alcohol metilico o etilico. Otra modificacion de este
tipo incluye la derivatizaciéon de un grupo amino de un residuo de lisina, arginina o histidina. Por ejemplo, tales grupos
amino pueden acilarse. Algunos grupos acilo adecuados incluyen, por ejemplo, un grupo benzoilo o un grupo alcanoilo
que comprende cualquiera de los grupos alquilo C4+-C4 mencionados anteriormente, tal como un grupo acetilo o
propionilo.

De manera adecuada los aminoacidos que no se producen de manera natural son resistentes o insensibles a proteasas
habituales. Los ejemplos de aminoacidos que no se producen de manera natural que son resistentes o insensibles a
proteasas incluyen la forma dextrogira (D) de cualquiera de los L-aminoacidos que se producen de manera natural
anteriormente mencionados, asi como L y/o D-aminoacidos que no se producen de manera natural. Los D-
aminoacidos no se producen normalmente en proteinas, aunque se encuentran en determinados antibiéticos
peptidicos que se sintetizan mediante medios distintos de la maquinaria de sintesis de proteinas ribosémica normal
de la célula. Tal como se usa en el presente documento, se considera que los D-aminoacidos son aminoacidos que
no se producen de manera natural.
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Con el fin de minimizar la sensibilidad a proteasas, los péptidos deben tener menos de cinco, preferiblemente menos
de cuatro, mas preferiblemente menos de tres y, lo mas preferiblemente, menos de dos L-aminoacidos contiguos
reconocidos por proteasas habituales, independientemente de si los aminoacidos se producen de manera natural o
no. De manera 6ptima, el péptido sdlo tiene D-aminoacidos y no L-aminoacidos. Si el péptido contiene secuencias de
aminoacidos sensibles a proteasas, al menos uno de los aminoacidos es preferiblemente un D-aminoacido que no se
produce de manera natural, confiriendo asi resistencia a proteasas. Un ejemplo de una secuencia sensible a proteasas
incluye dos o mas aminoacidos basicos contiguos que se escinden facilmente por proteasas habituales, tales como
endopeptidasas y tripsina. Los ejemplos de aminoacidos basicos incluyen arginina, lisina e histidina.

Los péptidos aromaticos-cationicos deben tener un nimero minimo de cargas positivas netas a pH fisioldgico en
comparacion con el niumero total de residuos de aminoacido en el péptido. El nimero minimo de cargas positivas
netas a pH fisiologico se denominara a continuacion (pm). EI nimero total de residuos de aminoacido en el péptido se
denominara a continuacion (r). El nimero minimo de cargas positivas netas comentado a continuacion son todas a pH
fisioldgico. El término “pH fisiolégico” tal como se usa en el presente documento se refiere al pH normal en las células
de los tejidos y organos del cuerpo de mamiferos. Por ejemplo, el pH fisiolégico de un ser humano es normalmente
de aproximadamente 7,4, pero el pH fisiolégico normal en mamiferos puede ser cualquier pH desde aproximadamente
7,0 hasta aproximadamente 7,8.

La “carga neta” tal como se usa en el presente documento se refiere al balance del nimero de cargas positivas y el
numero de cargas negativas portadas por los aminoacidos presentes en el péptido. En esta memoria descriptiva, se
entiende que las cargas netas se miden a pH fisiolégico. Los aminoacidos que se producen de manera natural que
tienen carga positiva a pH fisiologico incluyen L-lisina, L-arginina y L-histidina. Los aminoacidos que se producen de
manera natural que tienen carga negativa a pH fisiolégico incluyen L-acido aspartico y L-acido glutamico.

Normalmente, un péptido tiene un grupo amino N-terminal con carga positiva y un grupo carboxilo C-terminal con
carga negativa. Las cargas se cancelan entre si a pH fisiolégico. Como ejemplo de calculo de la carga neta, el péptido
Tyr-Arg-Phe-Lys-Glu-His-Trp-D-Arg tiene un aminoacido con carga negativa (es decir, Glu) y cuatro aminoacidos con
carga positiva (es decir, dos residuos de Arg, una Lys y una His). Por tanto, el péptido anterior tiene una a carga
positiva neta de tres.

Los péptidos aromaticos-cationicos pueden tener una relacién entre el nimero minimo de cargas positivas netas a pH
fisioldgico (pm) y el numero total de residuos de aminoacido (r) en la que 3pm es el nUmero mas grande que es menor
que o igual ar + 1. La relacidon entre el nimero minimo de cargas positivas netas (pm) y el nimero total de residuos
de aminoacido (r) es la siguiente:

TABLA 1. Nimero de aminoacidos y cargas positivas netas (3pm <p + 1)
(r) 3/4|5]|6|7|8[9]|10[11]12|13 |14 |15|16 |17 18 [19] 20
(Pm) 1111212123 |3|]3|4 |4 /4]|5|]5|5|6]|6]|6]7

Los péptidos aromaticos-catidnicos pueden tener una relacion entre el nimero minimo de cargas positivas netas (pm)
y el numero total de residuos de aminoacido (r) en la que 2pn, es el nimero mas grande que es menor que o igual ar
+ 1. La relacion entre el numero minimo de cargas positivas netas (pm) y el nimero total de residuos de aminoacido
(r) es la siguiente:

TABLA 2. Nimero de aminoacidos y cargas positivas netas (2pm <p + 1)
(r) 3/4|5]|6|7|8[9]|10[11]12 |13 |14 |15|16 |17 18 [19] 20
(Pm) 212|3|3|4|4|5|5|6 |6 | 7|7 |8|8]9]9]10]10

El nimero minimo de cargas positivas netas (pm) y el nimero total de residuos de aminoacido (r) pueden ser iguales.
Los péptidos pueden tener tres o cuatro residuos de aminoacido y un minimo de una carga positiva neta, de manera
adecuada, un minimo de dos cargas positivas netas y mas preferiblemente un minimo de tres cargas positivas netas.

También es importante que los péptidos aromaticos-catidnicos tengan un ndmero minimo de grupos aromaticos en
comparacion con el numero total de cargas positivas netas (p;). EIl nimero minimo de grupos aromaticos se
denominara a continuacion (a). Los aminoacidos que se producen de manera natural que tienen un grupo aromatico
incluyen los aminoacidos histidina, triptéfano, tirosina y fenilalanina. Por ejemplo, el hexapéptido Lys-GIn-Tyr-D-Arg-
Phe-Trp tiene una carga positiva neta de dos (aportada por los residuos de lisina y arginina) y tres grupos aromaticos
(aportados por los residuos de tirosina, fenilalanina y triptéfano).

Los péptidos aromaticos-cationicos también deben tener una relacion entre el nUmero minimo de grupos aromaticos
(a) y el numero total de cargas positivas netas a pH fisiolégico (pt) en la que 3a es el nUmero mas grande que es menor
que o igual a p; + 1, excepto porque cuando p: es 1, a también puede ser 1. La relacion entre el nimero minimo de
grupos aromaticos (a) y el nimero total de cargas positivas netas (p:) puede ser la siguiente:
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TABLA 3. Grupos aromaticos y cargas positivas netas (3a<pi+1oa=p:=1)
P|1]12|3]4|5|6]|7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 [ 17 |18 |19 | 20
@ [1]1]11]11]12]2] 2 3 3 31414 4 5 5 516 6 6 7

Los péptidos aromaticos-cationicos pueden tener una relacion entre el numero minimo de grupos aromaticos (a) y el
numero total de cargas positivas netas (p:) en la que 2a es el nimero mas grande que es menor que o igual a p; + 1.
La relacion entre el nimero minimo de residuos de aminoacido aromaticos (a) y el nimero total de cargas positivas
netas (p:) es la siguiente:

TABLA 4. Grupos aromaticos y cargas positivas netas (2a<pi+1oa=p:=1)
P|1]12|3 4|56 |7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 [ 17 |18 |19 | 20
(@ |1]1]2]2 |3]3] 4 4 5 5|6 6 7 7 8 8 9 9 |10 | 10

El nimero de grupos aromaticos (a) y el numero total de cargas positivas netas (p:) pueden ser iguales.

De manera adecuada, los grupos carboxilo, especialmente el grupo carboxilo terminal de un aminoacido C-terminal,
estan amidados, por ejemplo, con amoniaco para formar la amida C-terminal. Alternativamente, el grupo carboxilo
terminal del aminoacido C-terminal puede amidarse cualquier amina primaria o secundaria. La amina primaria o
secundaria puede ser, por ejemplo, un alquil, especialmente un alquil C4-C4 ramificado o no ramificado, o un aril-amina.
Por consiguiente, el aminoacido en el extremo C-terminal del péptido puede convertirse en un grupo amido, N-
metilamido, N-etilamido, N,N-dimetilamido, N,N-dietilamido, N-metil-N-etilamido, N-fenilamido o N-fenil-N-etilamido.
Los grupos carboxilato libres de los residuos de asparagina, glutamina, acido aspartico y acido glutamico que no se
producen en el extremo C-terminal de los péptidos aromaticos-catiénicos también pueden amidarse en cualquier sitio
en el que se produzcan dentro del péptido. La amidacion en estas posiciones internas puede ser con amoniaco o
cualquiera de las aminas primarias o secundarias descritas anteriormente.

El péptido aromatico-catidnico puede ser un tripéptido que tiene dos cargas positivas netas y al menos un aminoacido
aromatico. En una realizacién particular, el péptido aromatico-cationico es un tripéptido que tiene dos cargas positivas
netas y dos aminoacidos aromaticos.

Los péptidos aromaticos-catidnicos incluyen, pero no se limitan a, los siguientes ejemplos de péptido:

TABLA 5: PEPTIDOS A MODO DE EJEMPLO
2',6’-Dmp-D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-NH,
2',6’-Dmp-D-Arg-Phe-Lys-NH,
2’6
2’6

’,6’-Dmt-D-Arg-PheOrn-NH,

,6’-Dmt-D-Arg-Phe-Ahp(acido 2-aminoheptanoico)-NH;
2',6’-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH,

2’,6’-Dmt-D-Cit-PheLys-NH,

Ala-D-Phe-D-Arg-Tyr-Lys-D-Trp-His-D-Tyr-Gly-Phe
Arg-D-Leu-D-Tyr-Phe-Lys-Glu-D-Lys-Arg-D-Trp-Lys-D-Phe-Tyr-D-Arg-Gly
Asp-Arg-D-Phe-Cys-Phe-D-Arg-D-Lys-Tyr-Arg-D-Tyr-Trp-D-His-Tyr-D-Phe-Lys-Phe
Asp-D-Trp-Lys-Tyr-D-His-Phe-Arg-D-Gly-Lys-NH;

D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH;
D-Glu-Asp-Lys-D-Arg-D-His-Phe-Phe-D-Val-Tyr-Arg-Tyr-D-Tyr-Arg-His-Phe-NH;
D-His-Glu-Lys-Tyr-D-Phe-Arg
D-His-Lys-Tyr-D-Phe-Glu-D-Asp-D-Asp-D-His-D-Lys-Arg-Trp-NH,
D-Tyr-Trp-Lys-NH,
Glu-Arg-D-Lys-Tyr-D-Val-Phe-D-His-Trp-Arg-D-Gly-Tyr-Arg-D-Met-NH.,
Gly-Ala-Lys-Phe-D-Lys-Glu-Arg-Tyr-His-D-Arg-D-Arg-Asp-Tyr-Trp-D-His-Trp-His-D-
Lys-Asp.

Gly-D-Phe-Lys-His-D-Arg-Tyr-NH,
His-Tyr-D-Arg-Trp-Lys-Phe-D-Asp-Ala-Arg-Cys-D-Tyr-His-Phe-D-Lys-Tyr-His-Ser-NH,
Lys-D-Arg-Tyr-NH,

Lys-D-GIn-Tyr-Arg-D-Phe-Trp-NH,

Lys-Trp-D-Tyr-Arg-Asn-Phe-Tyr-D-His-NH,

Met-Tyr-D-Arg-Phe-Arg-NH,

Met-Tyr-D-Lys-Phe-Arg

Phe-Arg-D-His-Asp

Phe-D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-NH;

Phe-D-Arg-His

Phe-D-Arg-Lys-Trp-Tyr-D-Arg-His

Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH;
Phe-Phe-D-Tyr-Arg-Glu-Asp-D-Lys-Arg-D-Arg-His-Phe-NH,

)
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Phe-Tyr-Lys-D-Arg-Trp-His-D-Lys-D-Lys-Glu-Arg-D-Tyr-Thr
Thr-Gly-Tyr-Arg-D-His-Phe-Trp-D-His-Lys
Thr-Tyr-Arg-D-Lys-Trp-Tyr-Glu-Asp-D-Lys-D-Arg-His-Phe-D-Tyr-Gly-Val-Ile-D-His-
Arg-Tyr-Lys-NH,

Trp-D-Lys-Tyr-Arg-NH;
Trp-Lys-Phe-D-Asp-Arg-Tyr-D-His-Lys
Tyr-Asp-D-Lys-Tyr-Phe-D-Lys-D-Arg-Phe-Pro-D-Tyr-His-Lys
Tyr-D-Arg-Phe-Lys-Glu-NH»

Tyr-D-Arg-Phe-Lys-NH;
Tyr-D-His-Phe-D-Arg-Asp-Lys-D-Arg-His-Trp-D-His-Phe
Tyr-His-D-Gly-Met
Val-D-Lys-His-Tyr-D-Phe-Ser-Tyr-Arg-NH;

Los péptidos pueden tener actividad agonista de receptor opioide mu (es decir, activan el receptor opioide mu). Los
péptidos que tienen actividad agonista de receptor opioide mu son normalmente los péptidos que tienen un residuo de
tirosina o un derivado de tirosina en el extremo N-terminal (es decir, la primera posicion de aminoacido). Los derivados
adecuados de tirosina incluyen 2-metiltirosina (Mmt); 2',6’-dimetiltirosina (2'6’-Dmt); 3’,5’-dimetiltirosina (3'5’Dmt);
N,2’,6’-trimetiltirosina (Tmt); y 2’-hidroxi-6’-metiltirosina (Hmt).

Un péptido que tiene actividad agonista de receptor opioide mu puede tener la formula Tyr-D-Arg-Phe-Lys-NH,. La
férmula Tyr-D-Arg-Phe-Lys-NH, tiene una carga positiva neta de tres, aportada por los aminoacidos tirosina, arginina,
y lisina y tiene dos grupos aromaticos aportados por los aminoacidos fenilalanina y tirosina. La tirosina de Tyr-D-Arg-
Phe-Lys-NH- puede ser un derivado modificado de tirosina tal como en 2’,6’-dimetiltirosina para producir el compuesto
que tiene formula 2’,6’-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH,. La féormula 2’,6’-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH- tiene un peso molecular de
640 y porta una carga positiva neta de tres a pH fisioldgico. La formula 2’,6’-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH, penetra
facilmente en la membrana plasmatica de varios tipos de células de mamifero de una manera independiente de la
energia (Zhao et al., J. Pharmacol Exp Ther., 304:425-432, 2003).

Alternativamente, en otros casos, el péptido aromatico-catidnico no tiene actividad agonista de receptor opioide mu.
Por ejemplo, durante el tratamiento a largo plazo, tal como en un estado patoldgico o estado crénico, el uso de un
péptido aromatico-catidnico que activa el receptor opioide mu puede estar contraindicado. En estos casos, los efectos
posiblemente adversos o adictivos del péptido aromatico-catidnico pueden descartar el uso de un péptido aromatico-
catiénico que activa el receptor opioide mu en el régimen de tratamiento de un paciente humano u otro mamifero. Los
posibles efectos adversos pueden incluir sedacion, estrefiimiento y depresion respiratoria. En tales casos, un péptido
aromatico-catiénico que no activa el receptor opioide mu puede ser un tratamiento apropiado. Los péptidos que no
tienen actividad agonista de receptor opioide mu generalmente no tienen un residuo de tirosina o un derivado de
tirosina en el extremo N-terminal (es decir, posicion de aminoacido 1). El aminoacido en el extremo N-terminal puede
ser cualquier aminoacido que se produce de manera natural o que no se produce de manera natural distinto de tirosina.
En una realizaciéon, el aminoacido en el extremo N-terminal es fenilalanina o su derivado. Los derivados a modo de
ejemplo de fenilalanina incluyen 2’-metilfenilalanina (Mmp), 2’,6’-dimetilfenilalanina (2',6'-Dmp), N,2’,6-
trimetilfenilalanina (Tmp), y 2’-hidroxi-6’-metilfenilalanina (Hmp).

Un ejemplo de un péptido aromatico-catiénico que no tiene actividad agonista de receptor opioide mu tiene la formula
Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH,. Alternativamente, la fenilalanina N-terminal puede ser un derivado de fenilalanina tal como
2',6’-dimetilfenilalanina (2'6’-Dmp). En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de 2’,6’-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH;
se reordena de tal manera que Dmt no esta en el extremo N-terminal. Un ejemplo de un péptido aromatico-catiénico
de este tipo que no tiene actividad agonista de receptor opioide mu tiene la formula D-Arg-2'6’-Dmt-Lys-Phe-NH..
Las variantes de sustitucion adecuadas de los péptidos indicados en el presente documento incluyen sustituciones de
aminoacidos conservativas. Los aminoacidos pueden agruparse segun sus caracteristicas fisicoquimicas de la
siguiente manera:

(a) Aminoacidos no polares: Ala(A) Ser(S) Thr(T) Pro(P) Gly(G) Cys (C);

(b) Aminoacidos acidos: Asn(N) Asp(D) GIu(E) GIn(Q);

(c) Aminoacidos basicos: His(H) Arg(R) Lys(K);

(d) Aminoacidos hidrofobos: Met(M) Leu(L) lle(l) Val(V); y

(e) Aminoacidos aromaticos: Phe (F) Tyr(Y) Trp (W) His (H).

Las sustituciones de un aminoacido en un péptido por otro aminoacido en el mismo grupo se denominan sustitucion

conservativa y pueden conservar las caracteristicas fisicoquimicas del péptido original. En cambio, generalmente es
mas probable que las sustituciones de un aminoacido en un péptido por otro aminoacido en un grupo diferente alteren
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las caracteristicas del péptido original.

Los ejemplos de péptidos que activan los receptores opioides mu incluyen, pero no se limitan a, los péptidos
aromaticos-cationicos mostrados en la tabla 6.

TABLA 6. Analogos peptidicos con actividad opioide mu
Posicién de Posicién de Posicién de Posicién de aminoacido 4 Modificacién
aminoacido 1 | aminoacido 2 | aminodcido 3 C-terminal

Tyr D-Arg Phe Lys NH»
Tyr D-Arg Phe Orn NH,
Tyr D-Arg Phe Dab NH,
Tyr D-Arg Phe Dap NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe Lys NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe Lys-NH(CH;),-NH-dns NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe Lys-NH(CH;),-NH-atn NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe dnsLys NH,
2'6'Dmt D-Cit Phe Lys NH,
2'6’Dmt D-Cit Phe Ahp NH2
2'6'Dmt D-Arg Phe Orn NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe Dab NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe Dap NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe Ahp(acido 2-aminoheptanoico) NH,
Bio-2'6'Dmt D-Arg Phe Lys NH,
3'5'Dmt D-Arg Phe Lys NH,
3'5'Dmt D-Arg Phe Orn NH,
3'5'Dmt D-Arg Phe Dab NH,
3'5'Dmt D-Arg Phe Dap NH,
Tyr D-Arg Tyr Lys NH,
Tyr D-Arg Tyr Orn NH,
Tyr D-Arg Tyr Dab NH,
Tyr D-Arg Tyr Dap NH,
2'6'Dmt D-Arg Tyr Lys NH,
2'6'Dmt D-Arg Tyr Orn NH,
2'6'Dmt D-Arg Tyr Dab NH,
2'6'Dmt D-Arg Tyr Dap NH,
2'6'Dmt D-Arg 2'6'Dmt Lys NH,
2'6'Dmt D-Arg 2'6'Dmt Orn NH,
2'6'Dmt D-Arg 2'6'Dmt Dab NH,
2'6'Dmt D-Arg 2'6'Dmt Dap NH,
3'5'Dmt D-Arg 3'5'Dmt Arg NH,
3'5'Dmt D-Arg 3'5'Dmt Lys NH,
3'5'Dmt D-Arg 3'5'Dmt Orn NH,
3'5'Dmt D-Arg 3'5'Dmt Dab NH,
Tyr D-Lys Phe Dap NH,
Tyr D-Lys Phe Arg NH,
Tyr D-Lys Phe Lys NH,
Tyr D-Lys Phe Orn NH,
2'6'Dmt D-Lys Phe Dab NH,
2'6'Dmt D-Lys Phe Dap NH,
2'6'Dmt D-Lys Phe Arg NH,
2'6'Dmt D-Lys Phe Lys NH,
3'5'Dmt D-Lys Phe Orn NH,
3'5'Dmt D-Lys Phe Dab NH,
3'5'Dmt D-Lys Phe Dap NH,
3'5'Dmt D-Lys Phe Arg NH,
Tyr D-Lys Tyr Lys NH
Tyr D-Lys Tyr Orn NH,
Tyr D-Lys Tyr Dab NH,
Tyr D-Lys Tyr Dap NH,
2'6'Dmt D-Lys Tyr Lys NH,
2'6'Dmt D-Lys Tyr Orn NH,
2'6'Dmt D-Lys Tyr Dab NH,
2'6'Dmt D-Lys Tyr Dap NH,
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2'6'Dmt D-Lys 2'6'Dmt Lys NH,
2'6'Dmt D-Lys 2'6'Dmt Orn NH,
2'6'Dmt D-Lys 2'6'Dmt Dab NH,
2'6'Dmt D-Lys 2'6'Dmt Dap NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe dnsDap NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe atnDap NH,
3'5'Dmt D-Lys 3'5'Dmt Lys NH,
3'5'Dmt D-Lys 3'5'Dmt Orn NH,
3'5'Dmt D-Lys 3'5'Dmt Dab NH,
3'5'Dmt D-Lys 3'5'Dmt Dap NH,
Tyr D-Lys Phe Arg NH,
Tyr D-Orn Phe Arg NH,
Tyr D-Dab Phe Arg NH»
Tyr D-Dap Phe Arg NH,
2'6'Dmt D-Arg Phe Arg NH,
2'6'Dmt D-Lys Phe Arg NH,
2'6'Dmt D-Orn Phe Arg NH,
2'6'Dmt D-Dab Phe Arg NH,
3'5'Dmt D-Dap Phe Arg NH,
3'5'Dmt D-Arg Phe Arg NH,
3'5'Dmt D-Lys Phe Arg NH,
3'5'Dmt D-Orn Phe Arg NH,
Tyr D-Lys Tyr Arg NH,
Tyr D-Orn Tyr Arg NH,
Tyr D-Dab Tyr Arg NH,
Tyr D-Dap Tyr Arg NH,
2'6'Dmt D-Arg 2'6'Dmt Arg NH,
2'6'Dmt D-Lys 2'6'Dmt Arg NH,
2'6'Dmt D-Orn 2'6'Dmt Arg NH,
2'6'Dmt D-Dab 2'6'Dmt Arg NH,
3'5'Dmt D-Dap 3'5'Dmt Arg NH,
3'5'Dmt D-Arg 3'5'Dmt Arg NH,
3'5'Dmt D-Lys 3'5'Dmt Arg NH,
3'5'Dmt D-Orn 3'5'Dmt Arg NH,
Mmt D-Arg Phe Lys NH,
Mmt D-Arg Phe Orn NH,
Mmt D-Arg Phe Dab NH,
Mmt D-Arg Phe Dap NH,
Tmt D-Arg Phe Lys NH
Tmt D-Arg Phe Orn NH,
Tmt D-Arg Phe Dab NH,
Tmt D-Arg Phe Dap NH,
Hmt D-Arg Phe Lys NH,
Hmt D-Arg Phe Orn NH,
Hmt D-Arg Phe Dab NH,
Hmt D-Arg Phe Dap NH,
Mmt D-Lys Phe Lys NH,
Mmt D-Lys Phe Orn NH,
Mmt D-Lys Phe Dab NH
Mmt D-Lys Phe Dap NH,
Mmt D-Lys Phe Arg NH,
Tmt D-Lys Phe Lys NH,
Tmt D-Lys Phe Orn NH,
Tmt D-Lys Phe Dab NH
Tmt D-Lys Phe Dap NH,
Tmt D-Lys Phe Arg NH,
Hmt D-Lys Phe Lys NH,
Hmt D-Lys Phe Orn NH,
Hmt D-Lys Phe Dab NH
Hmt D-Lys Phe Dap NH,
Hmt D-Lys Phe Arg NH,
Mmt D-Lys Phe Arg NH,
Mmt D-Orn Phe Arg NH,
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Mmt D-Dab Phe Arg NH»
Mmt D-Dap Phe Arg NH,
Mmt D-Arg Phe Arg NH,
Tmt D-Lys Phe Arg NH,
Tmt D-Orn Phe Arg NH,
Tmt D-Dab Phe Arg NH,
Tmt D-Dap Phe Arg NH,
Tmt D-Arg Phe Arg NH,
Hmt D-Lys Phe Arg NH»
Hmt D-Orn Phe Arg NH,
Hmt D-Dab Phe Arg NH,
Hmt D-Dap Phe Arg NH,
Hmt D-Arg Phe Arg NH»

Dab = diaminobutirico

Dap = acido diaminopropiénico

Dmt = dimetiltirosina

Mmt = 2’-metiltirosina

Tmt = N,2’,6’-trimetiltirosina

Hmt = 2’-hidroxi-6’-metiltirosina

dnsDap = acido B-dansil-L-a,3-diaminopropidnico
atnDap = acido B-antraniloil-L-a.,3-diaminopropidnico

Bio = biotina

Los ejemplos de péptidos que no activan los receptores opioides mu incluyen, pero no se limitan a, los péptidos

aromaticos-cationicos mostrados en la tabla 7.

TABLA 7. Analogos peptidicos que carecen de actividad opioide mu
Posicién de Posicién de Posicién de Posicién de Modificacién
aminoacido 1 aminogcido 2 aminodcido 3 aminogcido 4 C-terminal
D-Arg Dmt Lys Phe NH,
D-Arg Dmt Phe Lys NH
D-Arg Phe Lys Dmt NH,
D-Arg Phe Dmt Lys NH,
D-Arg Lys Dmt Phe NH,
D-Arg Lys Phe Dmt NH,
Phe Lys Dmt D-Arg NH
Phe Lys D-Arg Dmt NH,
Phe D-Arg Phe Lys NH,
Phe D-Arg Dmt Lys NH,
Phe D-Arg Lys Dmt NH,
Phe Dmt D-Arg Lys NH
Phe Dmt Lys D-Arg NH,
Lys Phe D-Arg Dmt NH,
Lys Phe Dmt D-Arg NH,
Lys Dmt D-Arg Phe NH,
Lys Dmt Phe D-Arg NH
Lys D-Arg Phe Dmt NH,
Lys D-Arg Dmt Phe NH,
D-Arg Dmt D-Arg Phe NH,
D-Arg Dmt D-Arg Dmt NH,
D-Arg Dmt D-Arg Tyr NH,
D-Arg Dmt D-Arg Trp NH,
Trp D-Arg Phe Lys NH,
Trp D-Arg Tyr Lys NH,
Trp D-Arg Trp Lys NH
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Trp D-Arg Dmt Lys NH,
D-Arg Trp Lys Phe NH,
D-Arg Trp Phe Lys NH,
D-Arg Trp Lys Dmt NH,
D-Arg Trp Dmt Lys NH
D-Arg Lys Trp Phe NH,
D-Arg Lys Trp Dmt NH,

Cha D-Arg Phe Lys NH,

Ala D-Arg Phe Lys NH,

Cha = ciclohexil-alanina

Los aminoacidos de los péptidos mostrados en la tabla pueden estar en la configuracion o bien L o bien D.

Los péptidos pueden sintetizarse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica. Los métodos
adecuados para la sintesis quimica de la proteina incluyen, por ejemplo, los descritos por Stuart y Young en Solid
Phase Peptide Synthesis, segunda edicion, Pierce Chemical Company (1984), y en Methods Enzymol., 289, Academic
Press, Inc., Nueva York (1997).

Usos terapéuticos de péptidos aromaticos-catiénicos.

General. Los péptidos aromaticos-cationicos descritos en el presente documento tales como D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-
NHa, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, tales como sal de acetato o sal de trifluoroacetato, son
utiles para prevenir o tratar enfermedad mitocondrial asociada con mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG o
sintomas de la misma. Especificamente, la divulgacion proporciona métodos tanto profilacticos como terapéuticos de
tratamiento de un sujeto que tiene o se sospecha que tiene una enfermedad, estado o trastorno mitocondrial asociado
con mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la divulgacion proporciona
métodos tanto profilacticos como terapéuticos de tratamiento de un sujeto que tiene una alteracion en la fosforilacion
oxidativa provocada por una mutacion génica en SURF1 o POLG. Por consiguiente, la divulgacion se refiere a métodos
de tratamiento o prevencién de una enfermedad o trastorno mitocondrial o sintomas del mismo asociado con
mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG en un sujeto mediante la administracion de una cantidad eficaz de un
péptido aromatico-catidnico a un sujeto que lo necesita para reducir la alteracion en la fosforilacion oxidativa del sujeto.
La presente divulgacion se refiere a la prevencion, tratamiento o mejora de enfermedad o estados mitocondriales o
disfuncion mitocondrial o sintomas de los mismos asociados con mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG en
mamiferos mediante la administracion de cantidades terapéuticamente eficaces de péptidos aromaticos-cationicos tal
como se da a conocer en el presente documento, tales como D-Arg-2’,6’-Dmi-Lys-Phe-NH,, o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, tales como sal de acetato o sal de trifluoroacetato, a sujetos que lo
necesitan.

En algunas realizaciones, la alteracién en la fosforilacion oxidativa se determina mediante ensayos bien conocidos en
la técnica. A modo de ejemplo, pero no a modo de limitacion, una alteracion en la fosforilacion oxidativa se determina
mediante ensayos que miden niveles de coenzima Qi (COQ10). En algunas realizaciones, la alteracion en la
fosforilacion oxidativa se determina mediante ensayos que miden la capacidad de OXPHOS mediante la razén de
desacoplamiento. En algunas realizaciones, la alteracion en la fosforilacion oxidativa se determina mediante ensayos
que miden la razén de control de flujo de rutina neto. En algunas realizaciones, la alteracion en la fosforilacion oxidativa
se determina mediante ensayos que miden la razén de control de flujo de fuga. En algunas realizaciones, la alteracion
en la fosforilacién oxidativa se determina mediante ensayos que miden la razon de control respiratorio de fosforilacion.

La razon de desacoplamiento (UCR) es una expresion de la capacidad de reserva respiratoria e indica la capacidad
de OXPHOS de las células. En algunas realizaciones, UCR se define como Cr, / Cr. Cry es la tasa maxima de uso de
oxigeno (flujo de oxigeno) producido cuando se desacoplan quimicamente las mitocondrias usando FCCP (carbonil-
cianuro-4-(trifluorometoxi)fenilhidrazona). Debe realizarse el ajuste de FCCP dado que la concentracion de FCCP
requerida para producir un uso de oxigeno maximo varia entre diferentes lineas celulares. Una vez alcanzado el uso
de oxigeno maximo, aumentos adicionales de FCCP inhiben el uso de oxigeno mediante fosforilacion oxidativa. En
algunas realizaciones, Cr representa el uso de oxigeno por las células durante una respiracion celular normal con
sustratos en exceso.

En algunas realizaciones, la razén de control de flujo de rutina neto (Cr / Cry) es la inversa de la UCR. En algunas
realizaciones, este valor evalla lo cerca que funciona la respiracion de rutina con respecto a la capacidad respiratoria
de fosforilacion oxidativa.

En algunas realizaciones, la razén de control respiratorio (RCR) se define como Cr / Cr,. Cr, se definié anteriormente.

Cr, = respiracion tras la inhibicién de complejo V (ATP sintasa) mediante oligomicina. En algunas realizaciones, esta
razon permite la evaluacion del desacoplamiento y la disfuncion de OXPHOS.
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En algunas realizaciones, la razén de control de flujo de fuga se determina mediante Cr, / Cr,. En algunas
realizaciones, este parametro es la inversa de RCR y representa la fuga de protones con la inhibicién de la fosforilacion
de ADP mediante oligomicina.

En algunas realizaciones, la razén de control respiratorio de fosforilacion (RCRp) se define como (Cr - Cr,)/ Cry (0 1/
UCR - 1/ RCR). En algunas realizaciones, la RCRp es un indice que expresa la respiracion relacionada con la
fosforilacion (Cr - Cr,) en funcion de la capacidad respiratoria (Cry). En algunas realizaciones, la RCRp permanece
constante, si el desacoplamiento parcial se compensa totalmente por una tasa de respiracion de rutina aumentada y
se mantiene una tasa constante de fosforilacion oxidativa. En algunas realizaciones, la capacidad respiratoria
disminuye sin ningun efecto sobre la tasa de fosforilacion oxidativa; en algunas realizaciones, la RCRp aumenta, lo
cual indica que se activa una proporcion mayor de la capacidad maxima para impulsar la sintesis de ATP. En algunas
realizaciones, la RCRp disminuye hasta cero o bien en células totalmente desacopladas o bien en células en parada
metabdlica completa.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la prevencion terapéutica de sintomas y/o el tratamiento de sujetos que
tienen trastorno o enfermedad mitocondrial asociado con mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG, con un péptido
aromatico-cationico tal como se da a conocer en el presente documento, tal como D-Arg-2’,6’'Dmt-Lys-Phe-NH, (SS-
31) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como sal de acetato o de trifluoroacetato, reducira la
alteracion en la fosforilacion oxidativa, mejorando o previniendo asi sintomas de enfermedades y trastornos
mitocondriales asociados con mutaciones en el gen SURF71 o el gen POLG. Los sintomas de enfermedades o
trastornos mitocondriales asociados con mutaciones en el gen SURF1 o el gen POLG incluyen, pero no se limitan a,
crecimiento escaso, pérdida de coordinacion muscular, debilidad muscular, déficit neurolégico, convulsiones, autismo,
espectro autista, caracteristicas de tipo autista, incapacidades de aprendizaje, enfermedad cardiaca, enfermedad
hepatica, enfermedad renal, trastornos gastrointestinales, estrefiimiento intenso, diabetes, aumento del riesgo de
infeccion, disfuncion tiroidea, disfunciéon suprarrenal, disfuncién autondmica, confusion, desorientacion, pérdida de
memoria, crecimiento escaso, retraso del crecimiento, coordinacion escasa, problemas sensoriales (vision, audicion),
funciones mentales reducidas, enfermedad del érgano, demencia, problemas respiratorios, hipoglucemia, apnea,
acidosis lactica, convulsiones, dificultades para tragar, retrasos del desarrollo, trastornos del movimiento (distonia,
espasmos musculares, temblores, corea), accidente cerebrovascular y atrofia cerebral.

Determinacion del efecto biolégico del producto terapéutico basado en péptido aromatico-cationico. En diversas
realizaciones, se realizan ensayos adecuados in vitro o in vivo para determinar el efecto de un producto terapéutico
basado en péptido aromatico-catidnico especifico y si su administracion esta indicada para el tratamiento. En diversas
realizaciones, pueden realizarse ensayos in vitro con modelos de animales representativos, para determinar si un
producto terapéutico basado en péptido aromatico dado ejerce el efecto deseado en la reduccion de la alteracion de
la funcién mitocondrial, tal como alteracion de OXPHOS. Pueden someterse a prueba compuestos para su uso en
terapia en sistemas de modelos de animales adecuados incluyendo ratas, ratones, pollos, vacas, monos, conejos y
similares, antes de someterse a prueba en sujetos humanos. De manera similar, para pruebas in vivo, puede usarse
cualquiera de los sistemas de modelos de animales conocidos en la técnica antes de la administracion a sujetos
humanos.

Modos de administracién y dosificaciones eficaces

Puede emplearse cualquier método conocido por los expertos en la técnica para poner en contacto una célula, érgano
o tejido con un péptido. Los métodos adecuados incluyen métodos in vitro, ex vivo o in vivo. Los métodos in vivo
incluyen normalmente la administracion de un péptido aromatico-catiénico, tal como los descritos anteriormente, a un
mamifero, de manera adecuada un ser humano. Cuando se usan in vivo para terapia, los péptidos aromaticos-
catiénicos se administran al sujeto en cantidades eficaces (es decir, cantidades que tienen el efecto terapéutico
deseado). La dosis y el régimen de dosificacion dependeran del grado de la infeccion en el sujeto, las caracteristicas
del péptido aromatico-cationico particular usado, por ejemplo, su indice terapéutico, el sujeto y la historia del sujeto.

La cantidad eficaz puede determinarse durante ensayos preclinicos y ensayos clinicos mediante métodos familiares
para los médicos y clinicos. Una cantidad eficaz de un péptido util en los métodos puede administrarse a un mamifero
que lo necesita mediante cualquiera de varios métodos bien conocidos para administrar compuestos farmacéuticos.
El péptido puede administrarse de manera sistémica o local.

El péptido puede formularse como una sal farmacéuticamente aceptable. El término “sal farmacéuticamente aceptable”
significa una sal preparada a partir de una base o un acido que es aceptable para su administraciéon a un paciente, tal
como un mamifero (por ejemplo, sales que tienen seguridad para mamiferos aceptable para un régimen de dosificacion
dado). Sin embargo, se entiende que no se requiere que las sales sean sales farmacéuticamente aceptables, tales
como sales de compuestos intermedios que no estan destinados a la administracién a un paciente. Pueden derivarse
sales farmacéuticamente aceptables a partir de bases organicas e inorganicas farmacéuticamente aceptables y a
partir de acidos organicos e inorganicos farmacéuticamente aceptables. Ademas, cuando un péptido contiene tanto
un resto basico, tal como una amina, piridina o imidazol, como un resto acido tal como un acido carboxilico o tetrazol,
pueden formarse zwitteriones y se incluyen dentro del término “sal” tal como se usa en el presente documento. Las
sales derivadas a partir de bases inorganicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de amonio, calcio, cobre,
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férricas, ferrosas, de litio, magnesio, manganicas, manganosas, de potasio, sodio y cinc, y similares. Las sales
derivadas a partir de bases organicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas primarias, secundarias
y terciarias, incluyendo aminas sustituidas, aminas ciclicas, aminas que se producen de manera natural y similares,
tal como arginina, betaina, cafeina, colina, N,N’-dibenciletilendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-
dimetilaminoetanol, etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina, histidina,
hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperadina, resinas de poliamina, procaina,
purinas, teobromina, trietilamina, trimetilamina, tripropilamina, trometamina y similares. Las sales derivadas a partir de
acidos inorganicos farmacéuticamente aceptables incluyen sales de acidos borico, carbénico, halogenhidrico
(bromhidrico, clorhidrico, fluorhidrico o yodhidrico), nitrico, fosférico, sulfamico y sulfurico. Las sales derivadas a partir
de acidos organicos farmacéuticamente aceptables incluyen sales de acidos hidroxiacidos alifaticos (por ejemplo,
acidos citrico, gluconico, glicolico, lactico, lactobionico, malico y tartarico), acidos monocarboxilicos alifaticos (por
ejemplo, acido acético, butirico, formico, propionico y trifluoroacético), aminoacidos (por ejemplo, acidos aspartico y
glutamico), acidos carboxilicos aromaticos (por ejemplo, acidos benzoico, p-clorobenzoico, difenilacético, gentisico,
hipurico y trifenilacético), hidroxiacidos aromaticos (por ejemplo, acidos o-hidroxibenzoico, p-hidroxibenzoico, 1-
hidroxinaftaleno-2-carboxilico y 3-hidroxinaftaleno-2-carboxilico), acido ascérbico, acidos dicarboxilicos (por ejemplo,
acidos fumarico, maleico, oxalico y succinico), acidos glucurénico, mandélico, mucico, nicotinico, orético, pamoico,
pantoténico, sulfonicos (por ejemplo, acidos bencenosulfonico, canforsulfénico, edisilico, etanosulfonico, isetidnico,
metanosulfénico, naftalenosulfénico, naftaleno-1,5-disulfonico, naftaleno-2,6-disulfénico y p-toluenosulfénico), acido
xinafoico, y similares. En algunas realizaciones, la sal es una sal de acetato o de trifluoroacetato.

Los péptidos aromaticos-catidnicos descritos en el presente documento pueden incorporarse en composiciones
farmacéuticas para su administracion, de manera individual o en combinacioén, a un sujeto para el tratamiento o la
prevenciéon de un trastorno o sintomas relacionados del mismo, descrito en el presente documento. Tales
composiciones incluyen normalmente el agente activo y un portador farmacéuticamente aceptable. Tal como se usa
en el presente documento el término “portador farmacéuticamente aceptable” incluye solucion salina, disolventes,
medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos y retardantes de la
absorcion, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. También pueden incorporase compuestos
activos complementarios en las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas se formulan normalmente para ser compatibles con su via de administracion
prevista. Los ejemplos de vias de administracion incluyen la administracion parenteral (por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, intraperitoneal o subcutanea), oral, por inhalacién, transdérmica (tépica), intraocular, iontoforética y
transmucosa. Las disoluciones o suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden
incluir los siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucion salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metilparabenos; antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales
como acido etilendiaminatetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la
tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. Puede ajustarse el pH con acidos o bases, tales como acido
clorhidrico o hidréxido de sodio. La preparacion parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas desechables o
viales de dosis multiples fabricados a partir de vidrio o plastico. Por comodidad del paciente o médico encargado, la
formulacién de dosificacion puede proporcionarse en un kit que contiene todos los equipos necesarios (por ejemplo,
viales de farmaco, viales de diluyente, jeringas y agujas) para un ciclo de tratamiento (por ejemplo, 7 dias de
tratamiento).

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso inyectable pueden incluir disoluciones acuosas estériles
(cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de dispersion o
disoluciones inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los portadores adecuados incluyen solucion
salina fisiologica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucion salina tamponada con
fosfato (PBS). En todos los casos, una composicion para administracion parenteral debe ser estéril y debe ser fluida
hasta el punto de que exista una facil jeringabilidad. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y debe protegerse contra la accién contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos.

Las composiciones de péptido aromatico-catiénico pueden incluir un portador, que puede ser un disolvente o medio
de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula requerido
en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accidon de microorganismos puede
lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
ascorbico, tiomerasol y similares. Pueden incluirse glutation y otros antioxidantes para prevenir la oxidacion. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol, o cloruro de sodio en la composicion. Puede provocarse la absorcion prolongada de las composiciones
inyectables incluyendo en la composicion un agente que retarda la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio
o gelatina.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con uno o una combinacién de componentes indicados anteriormente, segin se requiera,
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seguido por esterilizacion por filtracion. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando el compuesto activo en
un vehiculo estéril, que contiene un medio de dispersion basico y los demas compuestos requeridos de los indicados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables estériles, los métodos
de preparacion tipicos incluyen secado a vacio y liofilizacién, lo que puede proporcionar un polvo del principio activo
mas cualquier componente deseado adicional a partir de una disolucién previamente esterilizada por filtracion de los
mismos.

Las composiciones orales incluyen generalmente un diluyente inerte o un portador comestible. Para el fin de la
administracion terapéutica oral, el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de
comprimidos, trociscos o capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina. También pueden prepararse composiciones
orales usando un portador fluido para su uso como enjuague bucal. Pueden incluirse agentes aglutinantes
farmacéuticamente compatibles y/o materiales adyuvantes como parte de la composicion. Los comprimidos, pastillas,
capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes componentes, o compuestos de una
naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un excipiente tal como
almidon o lactosa, un agente disgregante tal como acido alginico, Primogel, o almidén de maiz; un lubricante tal como
estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como dioxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como
sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo o aromatizante de naranja.

Para la administracién por inhalacion, los compuestos pueden suministrarse en forma de una pulverizacién de aerosol
a partir de un dispensador o recipiente presurizado que contiene un propelente adecuado, por ejemplo, un gas tal
como dioxido de carbono, o un nebulizador. Tales métodos incluyen los descritos en la patente estadounidense n.°
6.468.798.

La administracién sistémica de un compuesto terapéutico tal como se describe en el presente documento también
puede realizarse por medios transmucosos o transdérmicos. Para la administracién transmucosa o transdérmica, en
la formulaciéon se usan agentes de penetracion apropiados para la barrera que va a penetrarse. Tales agentes de
penetracion se conocen generalmente en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracion transmucosa,
detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosa puede lograrse mediante el
uso de pulverizaciones nasales. Para la administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan para dar
pomadas, balsamos, geles o cremas tal como se conoce generalmente en la técnica. En una realizacion, la
administracion transdérmica puede realizarse mediante iontoforesis.

Una proteina o péptido terapéutico puede formularse en un sistema de portador. El portador puede ser un sistema
coloidal. El sistema coloidal puede ser un liposoma, un vehiculo de bicapa de fosfolipido. En una realizacién, el péptido
terapéutico se encapsula en un liposoma al tiempo que mantiene la integridad de péptido. Tal como apreciara un
experto en la técnica, hay una variedad de métodos para preparar liposomas. (Véanse Lichtenberg et al., Methods
Biochem. Anal., 33:337-462 (1988); Anselem et al., Liposome Technology, CRC Press (1993)). Las formulaciones
liposémicas pueden retardar el aclaramiento y aumentar la captacion celular (véase Reddy, Ann. Pharmacother., 34(7-
8):915-923 (2000)). También puede cargarse un agente activo en una particula preparada a partir de componentes
farmacéuticamente aceptables incluyendo liposomas o polimeros solubles, insolubles, permeables, impermeables,
biodegradables o gastrorretentivos. Tales particulas incluyen, pero no se limitan a, nanoparticulas, nanoparticulas
biodegradables, microparticulas, microparticulas biodegradables, nanoesferas, nanoesferas biodegradables,
microesferas, microesferas biodegradables, capsulas, emulsiones, liposomas, micelas y sistemas de vectores virales.

El portador también puede ser un polimero, por ejemplo, una matriz polimérica biodegradable y biocompatible. En una
realizacion, el péptido terapéutico puede incorporarse en la matriz polimérica al tiempo que se mantiene la integridad
de proteina. El polimero puede ser natural, tal como polipéptidos, proteinas o polisacaridos, o sintético, tal como poli(a-
hidroxiacidos). Los ejemplos incluyen portadores compuestos, por ejemplo, por colageno, fibronectina, elastina,
acetato de celulosa, nitrato de celulosa, polisacarido, fibrina, gelatina y combinaciones de los mismos. En una
realizacion, el polimero es poli(acido lactico) (PLA) o co-poli(acido lactico/glicélico) (PGLA). Las matrices poliméricas
pueden prepararse y aislarse en una variedad de formas y tamafos, incluyendo microesferas y nanoesferas. Las
formulaciones de polimeros pueden conducir a una duracién prolongada del efecto terapéutico. (Véase Reddy, Ann.
Pharmacother., 34(7-8):915-923 (2000)). Se ha usado una formulacion de polimero para hormona del crecimiento
humana (hGH) en ensayos clinicos. (Véase Kozarich y Rich, Chemical Biology, 2:548-552 (1998)).

Se describen ejemplos de formulaciones de liberacion sostenida de microesferas de polimeros en la publicacion PCT
WO 99/15154 (Tracy et al.), patentes estadounidenses n.°® 5.674.534 y 5.716.644 (ambas a nombre de Zale et al.),
publicacion PCT WO 96/40073 (Zale et al.), y publicacion PCT WO 00/38651 (Shah et al.). Las patentes
estadounidenses n.°® 5.674.534 y 5.716.644 y la publicacion PCT WO 96/40073 describen una matriz polimérica que
contiene particulas de eritropoyetina que estan estabilizadas frente a la agregacion con una sal.

En algunas realizaciones, los compuestos terapéuticos se preparan con portadores que protegeran a los compuestos
terapéuticos frente a la eliminacion rapida a partir del organismo, tales como una formulacion de liberacion controlada,
incluyendo implantes y sistemas de administracion microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables y
biocompatibles, tales como etileno-acetato de vinilo, polianhidridos, poli(acido glicélico), colageno, poliortoésteres y
poli(acido lactico). Tales formulaciones pueden prepararse usando técnicas conocidas. Los materiales también pueden
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obtenerse comercialmente, por ejemplo, de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También pueden usarse
suspensiones liposdmicas (incluyendo liposomas dirigidos a células especificas con anticuerpos monoclonales frente
a antigenos especificos de célula) como portadores farmacéuticamente aceptables. Estas pueden prepararse segun
métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, tal como se describe en la patente estadounidense n.°
4.522.811.

Los compuestos terapéuticos también pueden formularse para potenciar la administracion intracelular. Por ejemplo,
en la técnica se conocen sistemas de administracion liposémicos, véase, por ejemplo, Chonn y Cullis, “Recent
Advances in Liposome Drug Delivery Systems’, Current Opinion in Biotechnology 6:698-708 (1995); Weiner,
“Liposomes for Protein Delivery: Selecting Manufacture and Development Processes’, Immunomethods, 4(3):201-9
(1994); y Gregoriadis, “Engineering Liposomes for Drug Delivery: Progress and Problems”, Trends Biotechnol.,
13(12):527-37 (1995). Mizguchi et al., Cancer Lett., 100:63-69 (1996), describen el uso de liposomas fusogénicos para
administrar una proteina a células tanto in vivo como in vitro.

La dosificacion, toxicidad y eficacia terapéutica de los agentes terapéuticos pueden determinarse mediante
procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales de experimentacion, por ejemplo, para
determinar la DL50 (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50%
de la poblacion). La razén de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse
como la razén DL50/DE50. Se prefieren compuestos que muestran altos indices terapéuticos. Aunque pueden usarse
compuestos que muestran efectos secundarios téxicos, debe tenerse cuidado en disefar un sistema de administracion
que dirija tales compuestos al sitio de tejido afectado con el fin de minimizar el posible dafio a células no infectadas vy,
de ese modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivo celular y estudios con animales pueden usarse en la formulacion
de un intervalo de dosificaciéon para su uso en seres humanos. La dosificacién de tales compuestos se encuentra
preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y
de la via de administracién usada. Para cualquier compuesto usado en los métodos, la dosis terapéuticamente eficaz
puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Puede formularse una dosis en modelos de
animales para lograr un intervalo de concentracién en plasma circulante que incluye la CI50 (es decir, la concentracion
del compuesto de prueba que logra una inhibicién semimaxima de los sintomas) tal como se determina en cultivo
celular. Tal informacién puede usarse para determinar con mayor precision dosis Utiles en seres humanos. Pueden
medirse niveles en plasma, por ejemplo, mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Normalmente, una cantidad eficaz de los péptidos aromaticos-cationicos, suficiente para lograr un efecto terapéutico
o profilactico, oscila entre aproximadamente 0,000001 mg por kilogramo de peso corporal al dia y aproximadamente
10,000 mg por kilogramo de peso corporal al dia. De manera adecuada, los intervalos de dosificacion son de desde
aproximadamente 0,0001 mg por kilogramo de peso corporal al dia hasta aproximadamente 100 mg por kilogramo de
peso corporal al dia. Por ejemplo, las dosificaciones pueden ser de 1 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso
corporal cada dia, cada dos dias o cada tres dias o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg cada semana, cada dos semanas
o cada tres semanas. En una realizacion, una Unica dosificacion de péptido oscila entre 0,001-10.000 microgramos
por kg de peso corporal. En una realizacion, las concentraciones de péptido aromatico-catidnico en un portador oscilan
entre 0,2 y 2000 microgramos por mililitro administrado. Un régimen de tratamiento a modo de ejemplo conlleva la
administracion una vez al dia o una vez por semana. En aplicaciones terapéuticas, algunas veces se requiere una
dosificacion relativamente alta a intervalos relativamente cortos hasta que se reduce o se termina la progresion de la
enfermedad, y preferiblemente hasta que el sujeto muestra una mejora parcial o completa de los sintomas de la
enfermedad. Después de eso, se le puede administrar a un paciente un régimen profilactico.

En algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido aromatico-catiénico puede definirse
como una concentracién de péptido en el tejido diana de 102 a 10 molar, por ejemplo, aproximadamente 107 molar.
Esta concentracion puede administrarse mediante dosis sistémicas de 0,001 a 100 mg/kg o dosis equivalente por area
de superficie corporal. El calendario de dosis se optimizara para mantener la concentracion terapéutica en un tejido
diana, lo mas preferiblemente mediante administracion diaria o semanal individual, pero incluyendo también la
administracion continua (por ejemplo, infusion parenteral o aplicacion transdérmica).

El experto en la técnica apreciara que determinados factores pueden influir en la dosificacién y el momento requeridos
para tratar de manera eficaz a un sujeto, incluyendo la gravedad de la enfermedad o trastorno, tratamientos previos,
la salud general y/o edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento de un sujeto con una
cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento puede incluir
un Unico tratamiento o una serie de tratamientos.

El mamifero tratado segun los presentes métodos puede ser cualquier mamifero, incluyendo, por ejemplo, animales
de granja, tales como ovejas, cerdos, vacas, y caballos; animales de compafiia, tales como perros y gatos; animales
de laboratorio, tales como ratas, ratones y conejos. En una realizacion preferida, el mamifero es un ser humano.

Terapia de combinacion con un péptido aromatico-catiénico y otros agentes terapéuticos
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En algunas realizaciones, los péptidos aromaticos-catidonicos pueden combinarse con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales para el tratamiento de enfermedades o trastornos mitocondriales asociados con mutaciones en el gen
SURF1 o el gen POLG. El tratamiento para enfermedades o trastornos mitocondriales implica normalmente tomar
vitaminas y cofactores. Ademas, también pueden administrarse antibiéticos, hormonas, agentes antineoplasicos,
inmunomoduladores, farmacos dermatolégicos, agentes antitrombdticos, agentes antianémicos y agentes
cardiovasculares, a modo de ejemplo no limitativo.

En una realizacion, el péptido aromatico-catiénico se combina con uno o mas cofactores o vitaminas. A modo de
ejemplo, tales compuestos pueden incluir uno o mas de CoQ10, levocarnitina, riboflavina, acetil-1-carnitina, tiamina,
nicotinamida, vitamina E, vitamina C, acido lipoico, selenio, b-caroteno, biotina, acido félico, calcio, magnesio, fésforo,
succinato, creatina, uridina, citratos, prednisona y vitamina K.

En una realizacion, se administra un agente terapéutico adicional a un sujeto en combinacién con un péptido
aromatico-cationico, de tal manera que se produce un efecto terapéutico sinérgico. Un “efecto terapéutico sinérgico”
se refiere a un efecto terapéutico mayor que el aditivo que se produce mediante una combinaciéon de dos agentes
terapéuticos, y que supera el que se obtendria de otro modo como resultado a partir de la administracion individual de
cualquier agente terapéutico solo. Por tanto, pueden usarse dosis inferiores de uno o ambos de los agentes
terapéuticos en el tratamiento de insuficiencia cardiaca, dando como resultado una eficacia terapéutica aumentada y
efectos secundarios reducidos.

En cualquier caso, los multiples agentes terapéuticos pueden administrarse en cualquier orden o incluso de manera
simultanea. Si se administran de manera simultanea, los multiples agentes terapéuticos pueden proporcionarse en
una unica forma unificada o en multiples formas (Unicamente a modo de ejemplo, o bien como una Unica pastilla o
bien como dos pastillas independientes). Uno de los agentes terapéuticos puede administrarse en multiples dosis o
ambos pueden administrarse como mudltiples dosis. Si no se administran de manera simultanea, el tiempo entre las
multiples dosis puede variar desde mas de cero semanas hasta menos de cuatro semanas. Ademas, los métodos,
composiciones y formulaciones de combinacién no deben limitarse al uso de tan sélo dos agentes.

Ejemplos
La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante lo siguiente.

Ejemplo 1: confirmacién de sujetos mutantes con respecto a SURF1

Las mutaciones de SURF1 dan normalmente como resultado profundos defectos de complejo 1V. EI complejo IV
monomérico es altamente anémalo, mostrando ensamblaje reducido asi como estructuras de complejo IV con un peso
molecular anémalamente alto y bajo (figura 1, figura 6). La figura 1 muestra el complejo IV monomérico de un paciente
pediatrico y un paciente adulto con enfermedad de Leigh. El paciente pediatrico muestra ensamblaje de complejo IV
monomeérico reducido con una forma de peso molecular anémalo de complejo V. Estas estructuras de complejo 1V
andmalas representan probablemente complejo IV disfuncional y ensamblado de manera anémala. La figura 6 muestra
el ensamblaje de complejo IV en dos sujetos pediatricos con enfermedad de Leigh. Por consiguiente, los sujetos que
padecen enfermedad de Leigh pueden tratarse con los péptidos aromaticos-cationicos dados a conocer en el presente
documento.

Ejemplo 2: D-Arg-2',6’-Dmt-Lys-Phe-NH, (SS-31) aumenta OXPHOS en mutaciones de SURF1

Se muté SURF1 en dos regiones: 1) exdn 4: 344-353 del 10, ins AT (secuencia delecionada = TCTGCCAGCC)
(heterocigotico) y 2) exdn 9: 875-876 del CT (heterocigdtico). Se transformaron células de fibroblasto con SURF1
mutado.

Después se hicieron crecer las células transformadas con SURF1 mutado en DMEM vy se dividieron en tres grupos.
Se traté al grupo 1, el grupo de solucién salina, con DMEM + solucién salina. Se traté al grupo 2, el grupo de tratamiento
cronico, con DMEM + SS-31 10 nM durante 5 dias. Se traté al grupo 3, el grupo de tratamiento agudo, con DMEM +
SS-31 10 nM durante 1 dia (16-24 horas). Se usaron células de fibroblastos no transformados como controles y se
dividieron en 3 grupos de tratamiento como se indico anteriormente.

También se cultivaron fibroblastos transformados y de control en condiciones con inhibicion de glicolisis. En la
condicién con inhibicién de glicolisis, se cultivaron fibroblastos en medios de inhibicion de glicolisis complementados
con lactato y piruvato. Las condiciones de inhibicion de glicolisis aumentaron la dependencia de las células con
respecto a la fosforilacién oxidativa e hicieron que los cambios fueran mas evidentes.

La razon de desacoplamiento (UCR) es una expresion de la capacidad de reserva respiratoria e indica la capacidad
de OXPHOS de las células. UCR se define como Cr, / Cr. Cr, es la tasa maxima de uso de oxigeno (flujo de oxigeno)
producida cuando se desacoplan quimicamente las mitocondrias usando FCCP (carbonil-cianuro-4-
(trifluorometoxi)fenilhidrazona). Debe realizarse el ajuste de FCCP dado que la concentracion de FCCP requerida para

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2755134 T3

producir un uso de oxigeno maximo varia entre diferentes lineas celulares. Una vez alcanzado el uso de oxigeno
maximo, aumentos adicionales de FCCP inhiben el uso de oxigeno mediante fosforilacién oxidativa. Cr representa el
uso de oxigeno por las células durante una respiracion celular normal con sustratos en exceso. Se realizaron los
siguientes ensayos adicionales y se usan las siguientes definiciones:

1) Razén de desacoplamiento (UCR): la UCR se define como Cr, /Cr. La UCR es una expresion de la capacidad de
reserva respiratoria. Cry es la tasa maxima de uso de oxigeno (flujo de oxigeno) producida cuando se desacoplan
quimicamente las mitocondrias usando FCCP (carbonil-cianuro-4-(trifluorometoxi)fenilhidrazona). Debe realizarse el
ajuste de FCCP dado que la concentracion de FCCP requerida para producir un uso de oxigeno maximo varia entre
diferentes lineas celulares. Una vez alcanzado el uso de oxigeno maximo, aumentos adicionales de FCCP inhiben el
uso de oxigeno mediante fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Cr representa el uso de oxigeno por las células durante
una respiracion celular normal con sustratos en exceso.

2) Razén de control de flujo de rutina neto (Cr / Cry). Este valor es la inversa de la UCR. Este valor evalla lo cerca que
funciona la respiracion de rutina con respecto a la capacidad respiratoria de fosforilacién oxidativa.

3) Razon de control respiratorio (RCR): la RCR se define como Cr, / Cr,. Cry se definié anteriormente. Cr, = respiracion
tras la inhibicion de complejo V (ATP sintasa) mediante oligomicina. Esta razén permite la evaluacion del
desacoplamiento y la disfuncion de OXPHOS.

4) Razon de control de flujo de fuga: Cr, / Cry. Este parametro es la inversa de RCR y representa la fuga de protones
con inhibicion de ADP fosforilacion mediante oligomicina.

5) Razon de control respiratorio de fosforilacion: la RCRp se define como (Cr - Cr,) / Cry (0 1/ UCR - 1/ RCR). La
RCRp es un indice que expresa la respiracion relacionada con la fosforilacion (Cr - Cr,) en funcién de la capacidad
respiratoria (Cr,). La RCRp permanece constante, si el desacoplamiento parcial se compensa totalmente por una tasa
de respiracion de rutina aumentada y se mantiene una tasa constante de fosforilacion oxidativa. Sin embargo, si la
capacidad respiratoria disminuye sin ningun efecto sobre la tasa de fosforilacion oxidativa, la RCRp aumenta, lo cual
indica que se activa una proporcién mayor de la capacidad maxima para impulsar la sintesis de ATP. La RCRp
disminuye hasta cero o bien en células totalmente desacopladas o bien en células en parada metabdlica completa.

En la figura 2A-G se muestran los resultados. “Stealth 2" en las figuras es el nombre de la linea celular de fibroblastos
que porta el mutante de SURF1; “Stealth 4” en las figuras es el nombre de la linea celular de fibroblastos que porta el
mutante de POLG. Tal como se muestra en las figuras, los péptidos aromaticos-cationicos de la presente divulgacion
son Utiles para tratar trastornos mitocondriales, tales como los provocados por mutaciones de SURF1, por ejemplo,
sindrome de Leigh, y para tratar enfermedades o estados asociados con desregulacion de OXPHOS.

Ejemplo 3: D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH, aumenta OXPHOS en mutaciones de POLG

Se transformaron células de fibroblastos con un gen mutado de POLG, mutacion en el exén 7; c.13399G>A, p.
Ala467Thr (homocigética). POLG codifica para la subunidad catalitica de ADN polimerasa gamma, que se requiere
para la replicacion y reparacion del ADN mitocondrial. Se sabe que mutaciones en POLG provocan oftalmoplejia
externa progresiva (PEO), enfermedad de Alpers y neuropatia ataxica sensorial con disartria y oftalmoparesia
(SANDO).

Se hicieron crecer las células de fibroblastos con POLG mutado y se dividieron en tres grupos. Se trat6 al grupo 1, el
grupo de solucién salina, con DMEM y solucién salina. Se traté al grupo 2, el grupo de tratamiento crénico, con DMEM
+ D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH; 10 nM durante 5 dias. Se trato al grupo 3, el grupo de tratamiento agudo, con DMEM
+ D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH, 10 nM durante 1 dia (16-24 horas). Se usaron células de fibroblastos no transformados
como controles y se dividieron en 3 grupos de tratamiento como se indicé anteriormente.

También se cultivaron fibroblastos transformados y de control en condiciones con inhibicion de glicolisis. En la
condicién con inhibicion de glicolisis, se cultivaron fibroblastos en medios de inhibicion de glicolisis complementados
con lactato y piruvato. Las condiciones de inhibicion de glicolisis aumentaron la dependencia de las células con
respecto a la fosforilacion oxidativa e hicieron que los cambios fueran mas evidentes. Se usan las siguientes
definiciones:

Se midieron los efectos del tratamiento con D-Arg-2’,6'-Dmt-Lys-Phe-NH, mediante UCR. La razén de
desacoplamiento (UCR) es una expresion de la capacidad de reserva respiratoria e indica la capacidad de OXPHOS
de las células. UCR se define como Cr, / Cr. Cry es la tasa maxima de uso de oxigeno (flujo de oxigeno) producida
cuando se desacoplan quimicamente las mitocondrias usando FCCP (carbonil-cianuro-4-
(trifluorometoxi)fenilhidrazona). Debe realizarse el ajuste de FCCP dado que la concentracion de FCCP requerida para
producir un uso de oxigeno maximo varia entre diferentes lineas celulares. Una vez alcanzado el uso de oxigeno
maximo, aumentos adicionales de FCCP inhiben el uso de oxigeno mediante fosforilacién oxidativa. Cr representa el
uso de oxigeno por las células durante una respiracion celular normal con sustratos en exceso. Se realizaron los
siguientes ensayos adicionales y se usan las siguientes definiciones:
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1) Razoén de desacoplamiento (UCR): la UCR se define como Cr, / Cr. La UCR es una expresion de la capacidad de
reserva respiratoria. Cry es la tasa maxima de uso de oxigeno (flujo de oxigeno) producida cuando se desacoplan
quimicamente las mitocondrias usando FCCP (carbonil-cianuro-4-(trifluorometoxi)fenilhidrazona). Debe realizarse el
ajuste de FCCP dado que la concentracion de FCCP requerida para producir un uso de oxigeno maximo varia entre
diferentes lineas celulares. Una vez alcanzado el uso de oxigeno maximo, aumentos adicionales de FCCP inhiben el
uso de oxigeno mediante fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Cr representa el uso de oxigeno por las células durante
una respiracion celular normal con sustratos en exceso.

2) Razén de control de flujo de rutina neto (Cr / Cry). Este valor es la inversa de la UCR. Este valor evalla lo cerca que
funciona la respiracion de rutina con respecto a la capacidad respiratoria de fosforilacién oxidativa.

3) Razon de control respiratorio (RCR): la RCR se define como Cr, / Cr,. Cr, se definié anteriormente. Cr, = respiracion
tras la inhibicion de complejo V (ATP sintasa) mediante oligomicina. Esta razén permite la evaluacion del
desacoplamiento y la disfuncion de OXPHOS.

4) Razon de control de flujo de fuga: Cr, / Cry. Este parametro es la inversa de RCR y representa la fuga de protones
con inhibicion de ADP fosforilacion mediante oligomicina.

5) Razon de control respiratorio de fosforilacion: la RCRp se define como (Cr - Cr,) / Cry (0 1/ UCR - 1/ RCR). La
RCRp es un indice que expresa la respiracion relacionada con la fosforilacion (Cr - Cr,) en funcién de la capacidad
respiratoria (Cr,). La RCRp permanece constante, si el desacoplamiento parcial se compensa totalmente por una tasa
de respiracion de rutina aumentada y se mantiene una tasa constante de fosforilacion oxidativa. Sin embargo, si la
capacidad respiratoria disminuye sin ningun efecto sobre la tasa de fosforilacion oxidativa, la RCRp aumenta, lo cual
indica que se activa una proporcién mayor de la capacidad maxima para impulsar la sintesis de ATP. La RCRp
disminuye hasta cero o bien en células totalmente desacopladas o bien en células en parada metabdlica completa.

En la figura 3A-G se muestran los resultados. “Stealth 4” en las figuras es el nombre de la linea celular de fibroblastos
que porta el mutante de POLG. Tal como se muestra en las figuras, los péptidos aromaticos-catidnicos de la presente
divulgacion, tales como D-Arg-2’,6’'-Dmt-Lys-Phe-NH;, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, son
Utiles para tratar trastornos mitocondriales, tales como los provocados por mutaciones de POLG, por ejemplo,
enfermedad de Alper, oftalmoplejia externa progresiva (PEO) y neuropatia ataxica sensorial con disartria y
oftalmoparesia (SANDO), y para tratar enfermedades o estados asociados con desregulacion de OXPHOS.

Equivalentes

La presente invencién no debe limitarse en cuanto a las realizaciones particulares descritas en esta solicitud, que se
pretende que sean ilustraciones individuales de aspectos individuales de la invencién. Métodos y aparatos
funcionalmente equivalentes dentro del alcance de la invencion, ademas de los indicados en el presente documento,
resultaron evidentes para los expertos en la técnica a partir de las descripciones anteriores. Se pretende que tales
modificaciones y variaciones se encuentren dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion
debe limitarse Unicamente por los términos de las reivindicaciones adjuntas, junto con el alcance completo de
equivalentes al que tienen derecho tales reivindicaciones.

Ademas, cuando se describen caracteristicas o aspectos de la divulgacion en cuanto a grupos de Markush, los
expertos en la técnica reconoceran que la divulgacion también se describe de ese modo en cuanto a cualquier miembro
individual o subgrupo de miembros del grupo de Markush.

Tal como se entendié por un experto en la técnica, para todos y cada uno de los fines, particularmente en cuanto a
proporcionar una descripcion escrita, todos los intervalos dados a conocer en el presente documento también abarcan
todos y cada uno de los posibles subintervalos y combinaciones de subintervalos de los mismos. Puede reconocerse
facilmente que cualquier intervalo indicado describe de manera suficiente y permite que el mismo intervalo se divida
en al menos mitades, tercios, cuartos, quintas partes, décimas partes, etc., iguales. Como ejemplo no limitativo, cada
intervalo comentado en el presente documento puede dividirse facilmente en un tercio inferior, un tercio central y un
tercio superior, etc. Tal como también entendera un experto en la técnica, todas las expresiones tales como “hasta”,
“al menos”, “mayor que”, “menor que”, y similares, incluyen el nimero indicado y se refieren a intervalos que pueden
dividirse posteriormente en subintervalos tal como se comenté anteriormente. Finalmente, tal como entendié un
experto en la técnica, un intervalo incluye cada miembro individual. Por tanto, por ejemplo, un grupo que tiene 1-3
células se refiere a grupos que tienen 1, 2 o 3 células. De manera similar, un grupo que tiene 1-5 células se refiere a
grupos que tienen 1, 2, 3, 4 o 5 células, y asi sucesivamente.

Dentro de las siguientes reivindicaciones se exponen otras realizaciones.
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REIVINDICACIONES

Péptido D-Arg-2’,6’-Dmt-Lys-Phe-NH, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el
tratamiento de sindrome de Leigh, enfermedad de Alpers, trastornos de ataxia-neuropatia, u oftalmoplejia
externa progresiva en un sujeto que lo necesita en el que el péptido reduce o mejora al menos un sintoma de
la enfermedad.

Péptido para su uso segun la reivindicacion 1, en el que el sindrome de Leigh esta asociado con una mutacion
del gen SURFT1.

Péptido para su uso segun cualquiera de la reivindicacion 1 o 2, en el que el péptido reduce o mejora uno o
mas sintomas seleccionados del grupo que consiste en crecimiento escaso, pérdida de coordinacion
muscular, debilidad muscular, déficit neurolégico, convulsiones, autismo, espectro autista, caracteristicas de
tipo autista, incapacidades de aprendizaje, enfermedad cardiaca, enfermedad hepatica, enfermedad renal,
trastornos gastrointestinales, estrefiimiento intenso, diabetes, aumento del riesgo de infeccion, disfuncion
tiroidea, disfuncion suprarrenal, disfuncidon autonémica, confusién, desorientacion, pérdida de memoria,
crecimiento escaso, retraso del crecimiento, coordinacion escasa, problemas sensoriales (vision, audicion),
funciones mentales reducidas, demencia, problemas respiratorios, hipoglucemia, apnea, acidosis lactica,
convulsiones, dificultades para tragar, retrasos del desarrollo, trastornos del movimiento (distonia, espasmos
musculares, temblores, corea), accidente cerebrovascular y atrofia cerebral.

Péptido para su uso segun cualquiera de la reivindicacion 1 o 2, en el que el péptido se administra por via
oral, tépica, sistémica, intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular.

Péptido para su uso segun la reivindicacion 2, en el que la mutacién génica da como resultado una alteracion
de la fosforilacion oxidativa mitocondrial debido a una alteracion del ensamblaje completo de al menos un
complejo mitocondrial seleccionado del grupo que consiste en: complejo I; complejo Il; complejo 1ll; complejo
IV; y complejo V.

Péptido para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, en el que el sujeto tiene una mutacion
de POLG que da como resultado una alteracién de la fosforilacion oxidativa mitocondrial.
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FIG. 1
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FIG. 2A

Razon de desacoplamiento — Condiciones normales
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FIG.2B

Agotamiento de ADNmt — Condiciones normales
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FIG. 2C

Flujo de rutina neto — Condiciones normales
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FIG. 2D

Razoén de control respiratorio — Condiciones normales
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FIG. 2E

Razdén de control de flujo de fuga — Condiciones normales
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FIG. 2F

Razoén de control respiratorio de fosforilacion — Condiciones normales
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FIG. 2G

‘Niveles de CoQ10: condiciones de crecimiento normales
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FIG. 3A

Razdn de desacoplamiento — Condiciones normales
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FIG. 3B

Flujo de rutina neto — Condiciones normales
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FIG. 3C

Razon de control respiratorio — Condiciones normales
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FIG. 3D

Razon de control de flujo de fuga — Condiciones normales
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FIG. 3E

Razdn de control respiratorio de fosforilacion — Condiciones normales
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Razon de 18s/mt
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FIG. 3F

Agotamiento de ADNmt — Condiciones normales
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FIG. 3G
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Niveles de CoQ10: Inhibicién de glicdlisis
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FIG. 5
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FIG. 6

Normal Pediatrico 1 Pediatrico 1 Normal
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