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ANEXO EXPLICATIVO DE LAS MODIFICACIONES

{P

- Se elimind la frase “o entre 2096 y 70%, 30% y 60%, 40% y 060%, o mas usando
los métodas aqui descritos” que se encontraba en la pagina 12, lineas 10 y 11, ya que se
encontraba repetida.

- Se corrigid el texto que dice “una visidn peor que 20 / 2000” en la pagina 16
linea 13 a como se encuentra en la publicacidn internacional, pagina 12 linea 22 “una
visidn pecr que 20 /2007,

- Se corrige el nlimero de dtomos de carbono del grupo alquil de cadena recta y el
grupo alquil ciclico especificado en la pagina 22 lineas 5 y 6, de acuerdw con la versiin
internacional ambos hasta 10 atomaos de carbono.

- Se introduce el término “estable” en la pagina 25 linea 5, cuando se refiere al
significado de la misma, de acuerdo a la publicacion internacional, pigina 19 linea 15.

- Se introducen las siguientes frases que se encontraban ausentes al comparar con
la publicacién internacional: “1000 amu o menos” (pagina 36, lineca 9), “un compuesto
debe tener una vida media en solucién de al menos alrededor de 30 dias, 60 dias, 120
dias, 6 meses o 1 aiio (pagina 36, lineas 11 a 13), y “50 veces” (pagina 36, linea 15).

- Se reemplaza “SIRT!” por “SIRT1” en la pagina 37 lincas 10 y 21, de acuerdo
con la publicacidn internacional (pagina 28 linea 30 y pagina 29 linea 6).

- Se elimina en la pagina 38 la palabra repetida “SIRT7” (pagina 38, lincas 4 a 6)
y el espacio entre parrafos que es inexistente en la publicacidn internacional (pagina 29,
linea 27).

- Se introduce el ndmero “17

que falta en la frase que deberfa decir “de menos de
unos Inm” (pégina 39 linea 11), segun publicacidn internacional (30 linea 15).

- Se intraduce la frase “debilidad en la distribucién pélvica y miopatia infantil
(benigna o severa y fatal)” (pagina 71 linea 8) que no se encuentra en la versidn
radicada, y tiene soporte en la pigina 55, lineas 4 y 5 de la publicacidn internacional.

- Se introduce la frase “Ciclodextrina se entiende como -, fi- o y-ciclodextrina”
que hace falta en la versién radicada (p3gina 81, linca 27), y se encuentra en la

publicacién internacional en la pagina 63 linea 21.
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producidas por una célula, incrementando la habilidad de las células
u organismos para sobrevivir y existir en estado viviente por mas
- tiempo bajo una condicién particular, e.g., estrés (por ejemplo, shock
térmico, estrés osmético, radiacibn de alta energia, estrés
quimicamente inducido, dafio al DNA, inadecuado nivel salino,
inadecuado nivel de nitrégeno, o inadecuado nivel de nutrientes). La
duracion de vida puede ser aumentada en al menos alrededor de
20%, 30%%, 40%, 50%, 60% o entre 20% y 70%, 30% y 605, 40% vy
60% o mas usando los métodos aqui descritos.

“Compuesto sirtuina-activante” se refiere a un compuesto que
aumenta el nivel de una proteina sirtuina y/o aumenta al menos una
actividad de una proteina sirtuina. En una incorporacién ejemplar,
un compuesto sirtuina-activante puede incrementar al menos una
actividad biolégica de una proteina sirtuina en alrededor del 10%,
28%, 50%, 75%, 100%, o mas. Actividades bioldégicas ejemplares de
proteinas sirtuina incluyen des-acetilacion, e.g., de histonas y p53;
extension de la duracién de vida; incremento de la actividad gendmica,
silenciamiento de la transcripcion, y control de la segregacion de proteinas
oxidadas entre la célula madre y las células hijas.

“Compuésto sirtuina-inhibidor” se refiera a un compuesto que disminuye el
nivel de una proteina sirtuina y/o disminuye al menos una actividad de una
proteina sirtuina. En una incorporacién ejemplar, un Compuesto sirtuina-
inhibidor puede disminuir al menos una actividad biolégica de una proteina
sirtuina en al menos alrededor de 10%, 25%, 50%%, 75%, 100%:, o0 mas.
Actividades bioclégicas ejemplares de proteinas sirtuina incluyen des-
acetilacion, e.g., de histonas y p53; extension de la duracion de vida;
incremento de la actividad gendmica, silenciamiento de la transcripcion, y
control de la segregacion de proteinas oxidadas entre la célula madre y las

células hijas.

Hoja sustituta 12
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enfermedad o condicién siendo tratada, el peso y la edad del sujeto, la
severidad de la enfermedad o condicién, la manera de administracion y
similares, que pueden ser rapidamente determinados por alguien de
habilidades ordinarias en el arte. Por ejemplo, ciertas composiciones aqui
descritas pueden ser administradas en una cantidad suficiente para producir
un efecto deseado a una relacion aceptable riesgo / beneficio aplicable a tal

tratamiento.

“Tratamiento” de una condicion o enfermedad se refiere a curar asi
como también a mejorar al menos un sintoma de la condicion o enfermedad.

El término “deterioro de la visién® se refiere a vision disminuida, que a
menudo es solo reversible parcialmente o irreversible con el tratamiento (e.g.,
cirugia). Particularments, el deterioro severo de la visibn es denominado
“ceguera” o “pérdida de la visién”, la cual se refiere a una pérdida completa de
la visién, una visién peor que 20 / 200 que no pueda ser mejorada con lentes
correctivos, 0 un campo visual de menos de 20 grados de diametro (radio de 10
grados).

2, MODULADORES DE SIRTUINA

En un aspecto, la invencidn proporciona compuestos novedosos sirtuina-
moduladores para el tratamiento y/o prevenciéon de una amplia variedad
de enfermedades y desérdenes, incluyendo, por ejemplo, enfermedades
o desdrdenes relacionados al envejecimiento o al estrés, diabetes,
obesidad, enfermedades neuro — degenerativas, enfermedades oculares
y desérdenes, enfermedad cardio — vascular, des6rdenes de la
coagulacién de la sangre, inflamacién, cancer y/o rubicundez, etc.

Compuestos sirtuina-moduladores que aumentan el nivel y/o actividad
de una proteina sirtuina pueden también ser usados para el tratamiento
de una enfermedad o desorden &n un sujeto que se beneficiaria de una
actividad mitocondrial incrementada, para realzar el performance

muscular, para aumentar los niveles de ATP muscular

Hoja Sustituta 16
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Un grupo alquil es un hidrocarburo no aromatico de cadena recta,
ramificada o ciclica que esta completamente saturado. Tipicamente,
un grupo alquil de cadena recta de cadena recta o ramificada tiene
de 1 hasta alrededor de 20 atomos de carbono, preferiblemente de 1
hasta alrededor de 10 y un grupo alquil ciclico tiene desde 3 hasta
alrededor de 10 atomos de carbono, preferiblemente desde 3 hasta
alrededor de 8, Ejemplos de grupos alquil de cadena recta y
ramificada incluyen metil, etil, n-propil, iso-propil, n-butil, sec-butil,
tert-butil, pentil, hexil, pentil y octil. Un grupo alquil C1-C4 de
cadena recta o ramificada es también referido como un grupo “alquil
inferior”

Grupos aromaticos (aril) incluyen grupos aromaticos carbo ciclicos
tales como fenil, naftil, y antracil, y grupos hetero aril tales como
imidazolil, tienil, furil, piridil, pirimidil, piranil, pirazolil, pirroil, pirazinil,
tiazolil, oxazolil, y tetrazolil.

Los grupos aromaticos también incluyen sistemas de anillos
arométicos policiclicos fusionados en los cuales un anillo carbociclico
aromatico o anillo heteroaril es fusionado con uno o mas anillos
heteroaril. Ejemplos incluyen benzotienil, benzofuril, indolil,
quinolinil,  benzotiazol, benzoxazol, benzimidazol, quinolinil,
isoquinolinil e isoindolil.

Anillos heterociclicos no-aromaticos son anilos carbociclicos no-
aromaticos que incluyen uno o mas hetero atomos tales como
nitrégeno, oxigeno o sulfuro en el anillo. El anillo puede tener cinco,
seis, siete u ocho miembros. Ejemplos incluyen tetrahidrofuril, tetra
hidro tiofenil, morfolino, tio - morfolino, pirrolidinil, piperazinil,

piperidinil, y tiazolidinil, junto a la forma ciclica de los azlcares.

Un anillo fusionado a un segundo anillo comparte al menos un
enlace comun.

Hoja Sustituta 22
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haloCy4 , alifatico donde cada uno de los anteriores grupos Ci4

alifaticos de R° es no sustituido.

Combinaciones de sustitutos y variables contempladas por esta:

invencién son aquellas que resultan en la formacién de compuestos
estables. Como es aqui usado, el término “estable” se refiere a
compuestos que poseen la estabilidad suficiente -para permitir la
manufactura y que mantienen la integridad del compuesto por un
periodo de tiempo suficiente para ser atil a los propésitos aqui
detallados. .

Como aqui se usa, un “grupo solubilizante” es una mitad que tiene
caracter hidréfilo suficiente para mejorar o incrementar la solubilidad
en agua del compuesto en el cual esta incluida, en comparacién a
un compuesto analogo que no incluye el grupo. El caracter hidréfilo
puede ser Ibgrado por cualquier medio, tal como por la inclusién de
grupos funcionales que ionizan bajo las condiciones de uso para
formar mitades cargadas (e.g., 4cidos carboxilicos, &cidos
sulfonicos, acidos, fosféricos, aminas, etc).; grupos que incluyen
cargas permanentes (e.g., grupos amonio cuaternario), y/o hetero
atomos o grupos hetero atémicos (e.g., O, S, N, NH, N-(CHz),-R?,
N-(CH:),-C(O)R?, N-(CH:),-C(O)OR?, N-(CH:),-S(O):R®- ,
N-(CH:),-S(0):OR", N-(CH:),-C(O)NR®R®, etc, donde R* es
seleccionado de hidrégeno, alquil inferior, ciclo alquil inferior, (C6-
C14) aril, fenil naftil , (C7-C20) arilalquil y bencil, donde R? es
opcionalmente substituido € y es un entero en el rango de 0 a 6),
grupos hetero ciclicos opcionalmente sustituidos (.g., -(CHz).-R",
-(CH2)n-C(0)-R®, -(CH:)n-O-(CH:)n-R®, donde R® es seleccionado
de un opcionalmente sustituido heterociclo monociclico saturado, un
opcionalmente sustituido saturado biciclico fusionado heterociclo,
un opcionalmente sustituido saturado biciclico espiral heterociclo ,
un opcionalmente sustituido hetero aril y un opcionalmente sustituido
parcialmente sustituido no-aril heterociclo; y n es un entero en el

Hoja Sustituta 25
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haloC4 , alifatico donde cada uno de los anteriores grupos Ci.4

alifaticos de R® e&s no sustituido.

Combinaciones de sustitutos y variables contempladas por esta
invencion son aquellas que resultan en la formacién de compuestos
estables. Como &s aqui usado, el término “estable” se refiere a
compuestos que poseen la estabilidad suficiente para permitir la
manufactura y que mantienen la integridad del compuesto por un
periodo de tiempo suficiente para ser U(til a los propésitos aqui

detallados.

Como aqui se usa, un “grupo solubilizante” es una mitad que tiene
caracter hidréfilo suficiente para mejorar o incrementar la solubilidad
en agua del compuesto en el cual esta incluida, en comparacién a
un compuesto analogo que no incluye el grupo. El caracter hidréfilo
puede ser logrado por cualquier medio, tal como por la inclusién de
grupos funcionales que ionizan bajo las condiciones de uso para
formar mitades cargadas (e.g., acidos carboxilicos, &cidos
sulfénicos, &cidos, fosféricos, aminas, etc).; grupos que incluyen
cargas permanentes (e.g., grupos amonio cuaternario); y/o hetero
atomos o grupos hetero atémicos (e.g., O, S, N, NH, N-(CH.),-R?,
N-(CH.),-C(O)R?, N-(CH:);-C(O)OR?, N-(CH:),-S(0):R*- :
N-(CH:)y-S(0):0R?®  N-(CH:),-C(O)NR’R? etc., donde R? es
seleccionado de hidrégeno, alquil inferior, ciclo alquil inferior, (C6-
C14) aril, fenil naftil , (C7-C20) arilalquil y bencil, donde R? es
opcionalmente substituido e y es un entero en &l rango de 0 a 6),
grupos hetero ciclicos opcionalmente sustituidos (e.g., -(CH2)s-R®,
-(CH:)s-C(0)-R®, -(CH:),-O-(CH:)«-R®, donda R® es seleccionado
de un opcionalmente sustituido haterociclo nonociclico saturado, un
opcionalmente sustituido saturado biciclico fusionado haterociclo,
un opcionalmente sustituido saturado biciclico espiral heterociclo |
un opcionalmente sustituido hetero aril y un opcionalmente sustituido

parcialmente sustituido no-aril hetsrociclo; y n e&sunentero en el

Hoja Sustituta 36
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Ver, e.g., BioVision, Inc. (Mountain View, CA; www. hiovision.com) and
Thomas Scientific (Swedesboro, NJ; www. tomassci.com).

En ciertas incorporaciones, un compuesto sirtuina-modulador  no tiene
ninguna habilidad sustancial para modular homélogos sirtuina. En una
incorporacién, un activador de una proteina sirtuina humana puede no tener
ninguna habilidad sustancial para activar una proteina sirtuina de eucariotas
inferiores, particularmente levaduras o patégenos humanos, a concentraciones
(e.g., in vivo) efectivas para activar la actividad des-acetilasa de la sirtuina
humana. Por ejemplo, un compuesto sirtuina - activador puede ser escogido
para tener un ECsy para activar una sirtuina humana, tal como SIRT1 y/o
SIRT3, actividad des-acetilasa que es al menos 5 veces menor que la ECsp
para activar una sirtuina de levadura tal como una Sir2 (tal como Candida, S.
cerevisiag, etc) y aun mas preferiblemente al menos 10 veces, 100 veces o

hasta 1000 vecss menos.

En ofra incorporacién, un inhibidor de una proteina sirtuina de eucariotas
inferiores, particularmente de levadura o de patégenos humanos, no tiene
habilidad sustancial alguna para inhibir una proteina sirtuina de humanos a
concentraciones (e.g., in vivo) efectivas para inhibir la actividad des-acetilasa
de una proteina sirtuina de un eucariota inferior. Por ejemplo, un compuesto
sirtuina- inhibidor puede ser escogido para tener un ICg para inhibir una
sirtuina humana, tal como SIRT1 y/o SIRT3, actividad des- acetilasa que es al
menos & veces menos que la ICgy para la inhibicibn de una sirtuina de
levadura, tal como Sir" (tal como Candida, S. cerevisiag, etc) y ain mas
preferiblemente al menos 10 veces, 100 veces o hasta 1000 veces menos.

En ciertas incorporaciones, un compuesto sirtuina-modulador
puede tener la habilidad de modular uno o mas homdlogos de proteinas
sirtuina, tales como, por ejamplo, una 0 mas de humana SIRT1, SIRT2, SIRT3,
SIRT4, SIRT5, SIRTE, o SIRT7. En una incorporacion, un compuesto sirtuina-
modulador tiene la habilidad para modular ambas, una proteina SIRT1 y una
SIRT3.

Hoja Sustituta 37
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En otras incorporaciones, un modulador SIRT1 no tiene habilidad
sustancial alguna para modular otros homélogos de proteinas sirtuina, tales
como por gjemplo, uno o mas de SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRTA, o SIRT7
humanos a concentraciones (e.g., in vivo), efectivas para modular la actividad
des-acetilasa de SIRT1 humano. Por ejémplb, un compuesto modulador de
sirtuina puede ser elegido para que tenga un ED 5o para modular la actividad
des — acetilasa de SIRT1 humano de al menos 5 veces menos que el ED g
para modular uno o mas SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 o SIRT7
humanos, y de forma aun mas preferible de al menos 10 veces, 100 veces, 0
incluso 100 veces menos. En una incorporacién, un modulador SIRT1 no tiene
ninguna habilidad sustancial para modular una proteina SIRT3.

En otras incorporacionas, un modulador SIRT3 no tiene ninguna habilidad
sustancial para modular otros homélogos de proteina sirtuina, como, por ejemplo,
uno o mas SIRT1, SIRT2, SIRT4,> SIRTS, SIRT6, o SIRT7 humanos a
concentraciones (e.g., in vivo), efectivas para modular la actividad des -
acetilasa de SIRT3 humano. Por ejemplo, un compuesto modulador de sirtuina
puede ser elegido para tener un ED s Para modular una actividad des -
acetilasa de SIRT3 humano que sea al menos 5 veces menos que el ED s
para modular una o mas SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTSE, o SIRT?
humana, y ain mas preferible al menos 10 veces, 100 veces o incluso 1000
veces menos. En una incorporacién, un modulador SIRT3 no tiene ninguna
habilidad sustancial para modular una proteina SIRT1.

En ciertas incorporaciones, un compuesto modulador de sirtuina
puede tener una afinidad de unién a una proteina sirtuina de unos 10°M, 10°
"M, 10""M, 10M o menos. Un compuesto modulador de sirtuina puede
reducir (activador) o incrementar (inhibidor) el Km aparente de una proteina
sirtuina para su sustrato o

Hoja Sustituta 38
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NAD + (u otro cofactor), el Km aparente de una proteina sirtuina para su
sustrato o NAD + (u otro cofactor) por un factor de al menos 2, 3, 4, 5, 10, 20,
30, 50, 0 100. En ciertas incorporaciones, los valores Km son determinados
usando el ensayo de espectometria de masa descrito en este documento. Los
compuestos pfeferidos de activacién reducen el Km de un sirtuina por su
sustrato o cofactor a un grado superior que el causado por el resveratrol a una
concentracién comparativamente inferior. Un compuesto modulador de sirtuina
puede incrementar el Vmax de una proteina sirtuina por un factor de al menos
2,3, 4,5, 10, 20, 30, 50 o 100. Un compuesto modulador de sirtuina puade
tener un ED50 para modular la actividad des — acetilasa de un SIRT1y /o
proteina SIRT3 de menos de 1 nM, menos de unos 10 nM, menos de unos 100
nM, menos de unos 1 uyM, menos de unos 10 yM, menos de unos 100 UM, o a
partir de unos 1-10 nM, a partir de unos 10 - 100 nM, a partir de unos 0,1 - 1
MM, a partir de unos 1-10 uM o a partir de unos 10 - 100 pM. Un compuesto
modulador de sirtuina puede modular la actividad des — acetilasa de una
proteina SIRT1 y / o SIRT3 por un factor de al menos 5, 10, 20, 30, 50, o 100,
como se mide €n un ensayo celular o en un ensayo basado en células. Un
compuesto activador de sirtuina puede causar al menos una induccién superior
de la actividad des — acetilasa de una proteina sirtuina por un factor del 10 %,
30 %, 50 %, u 80 %, asi como un factor dos veces superior, cinco veces
superior, 10 veces superior, 50 veces superior o 100 veces superior de la
actividad des - acetilasa de una proteina sirtuina relativa a la misma
concentracién de resveratrol. Un compuesto modulador de sirtuina puede tener
un ED50 para modular SIRT5 que sea superior al menos 10 veces, 20 veces,
30 veces, 50 veces que aquel para modular SIRT1 y / o SIRT3.

Usos Ejemplares

En ciertos aspectos, la invencién provee métodos para modular el
nivel y / o actividad de una proteina sirtuina y métodos de uso dé los mismos.

Hoja Sustituta 39
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progresiva de los musculos extra — oculares a miopatias severas, o fatales
infantiles y encefalomiopatias multisistema. Algunos sindromes han sido
definidos, con algo de solapamiento entre ellos. Los sindromes establecidos
afectando al musculo incluyen la oftalmoplegia externa progresiva, el sindrome
Kearns — Sayre (con oftalmoplegia, retinopatia pigmentaria, defectos de
conduccién cardiaca, ataxia cerebelar, y sordera sensorineural), €l sindrome
MELAS (encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica , y episodios similares
al derrame), el sindrome MERFF (epilepsia miocldénica y fibras rojas
desgastadas), debilidad en la distribucidén pélvica y miopatia infantil (benigna o

severa y fatal).

En ciertas incorporaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden ser
Utiles para tratar pacientes sufriendo de dafo téxico a las mitocondrias, tal
como, dafio toxico debide a la acumulacién de calcio, excito toxicidad,

exposicién a dxido nitrico, dafio téxico inducido por drogas, o hipoxia.

En ciertas incorporaciones, los compuestos activadores de sirtuina pueden ser
utiles para tratar enfermedades o desérdenes asociados con la des-regulacién

mitocondrial.
Performance muscular

En otras incorporaciones, la invenciébn proporciona métodos para
realzar el performance muscular administrando una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto sirtuina “activador. Por ejemplo, los compuestos
sirtuina — activadores pueden ser Gtiles para mejorar la resistencia fisica ( e.g.,
hahilidad para realizar una tarea fisica tal como ejercicio, labor fisica,
actividades deportivas, etc.), inhibiendo o retardando la fétiga fisica, mejorando
los niveles de oxigeno en la sangre, aumentando la energia en individuos
sanos, mejorando la capacidad de trabajo y resistencia, raduciendo la fatiga
muscular, reduciendo el estrés, mejorando la funcién cardiaca y cardiovascular,
aumentando la habilidad sexual, aumentando los niveles de ATP en masculo, y
/ o reduciendo €l acido lactico en la sangre. En ciertas incorporaciones, los
métodas involucran la administracion de un compuesto activador de sirtuina que

aumente la actividad
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En ciertas incorporaciones, los compuestos descritos aqui pueden ser
formulados para entrega del sistema nervioso central (CNS) (resefiada en
Begley, Pharmacology & Therapeutics 104: 2945 (2004)). Las formas
convencionales para entrega de drogas al sistema nervioso central incluyen:
estrategias neuro — quirdrgicas (e.g. inyeccién intra — cereberal o infusién intra
— cerebroventricular); manipulacion molecular del agente (e.g., produccién de
una proteina de fusién quimérica que comprende un péptido de transporte que
tiene afinidad por una superficie de molécula de célula endotelial en
combinacion con un agente que es por si mismo capaz de cruzar la barrera de
sangre al cerebro) en un intento de explotar las vias de transporte endégenas
de la barrera de sangre al cerebro; las estrategias farmacolégicas disefiadas
para incrementar la solubilidad en lipidos de un agenie (e.g., la conjugacion de
agentes solubles en agua a portadores lipidos o de colesterol); y la interrupcién
transitoria de la integridad de la barrera de sangre al cerebro por alteracién hiper —
osmética (resultando en la infusién de una solucién de manitol a la arteria carétida o el
uso de un agente biolégicamente activo como un péptido angiotensivo Los liposomas
son un sistema posterior de entrega de drogas que es facilmente inyectable. De
acuerdo con esto, en el método de la invencién los compuestos activos también
pueden ser administrados en la forma de un sistema de entrega de liposomas. Los
liposomas son bien conocidos por una persona que possa destreza en el arte. Los
liposomas pueden ser formados a partir de una variedad de fosfolipidos, como el
colesterol, la estearil amina o las fosfatidil colinas. Los liposomas cue son usables con
€l método de invenciébn comprenden todo tipo de liposomas incluyendo, pero sin
limitarse a, vesiculas pequefas unilamelares, vesiculas grandes unilamelares y
vesiculas multilamelares.

Otra forma de producir' una formulacion, de fbrma particular una solucién, de un
modulador de sirtuina tal como un reseratrol o un derivado del mismo, es a través del
uso de ciclodextrinas. Ciclodextrina se entiende como a-, -, 0 y-ciclodextrina. Las
ciclodextrinas son descritas en detalle en Pitha et al., . Pat de EE.UU.. No. 4,727,064
la cual &s incorporada aqui por referencia. Las ciclodextrinas son oligémeros ciclicos
de glucosa; estos compuestos forman complejos de inclusién con cualquier droga cuya
molécula pueda caber en las cavidades que buscan lipdfilos de la molécula de
ciclodextrina.
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