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DESCRIPCION
Uso de la modulacion de H3K9me3 para potenciar la funcién cognitiva

La presente invencion fue realizada con la financiacion del gobierno con las subvenciones AG012694 y AG000538,
otorgadas por el National Institute of Aging de los NIH. El gobierno tiene determinados derechos sobre la invencion.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Los modos de realizacién de la invencién se refieren al tratamiento de la disfuncién cognitiva en el envejecimiento,
trastornos dependientes del factor neurotréfico derivados del cerebro (BDNF) y relacionados con la edad. Mas
especificamente, la invencion se refiere al tratamiento de la disfuncion cognitiva mediante la administracion de un
inhibidor de SUV39H1 denominado ETP69 (rac-(3S,6S,7S,8aS)-6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2,3,7-trimetil-1,4-
dioxohexahidro-6H-3,8a-epiditiopirrolo[1,2-a]piracina-7-carbonitrilo) solo o en combinacién con ofros
potenciadores cognitivos.

Descripcion de la técnica relacionada

Es conocido que la regulacidn epigenética incorrecta contribuye a varios aspectos de las deficiencias de memoria
relacionadas con la edad. En los ultimos anos, muchos estudios han identificado cambios en los estados de
metilacién de histonas con el envejecimiento. La metilacion de la cola de histona se produce tipicamente en
residuos de lisina especificos, como H3K4, H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 y H4K20, y puede activar o reprimir la
transcripcion. En particular, la trimetilacion de H3K9 (H3K9me3) es una importante marca de histona represiva y
esta implicada en el silenciamiento de la expresion génica. El establecimiento de H3K9me3 depende de la actividad
de la histona metiltransferasa SUV39H1 que regula la trimetilacion de H3K9 en la heterocromatina pericéntrica.

Si bien se ha sugerido que las variaciones en la metilacion de H3K9 son el mecanismo epigenético subyacente
para varios cambios relacionados con la edad, como la inflamacion vascular sostenida, la diabetes y la memoria
metabdlica, no se ha explorado previamente el efecto directo del envejecimiento sobre la regulaciéon de la
metilacién de las lisinas de histonas en el cerebro. Tampoco se han realizado estudios que aborden directamente
el efecto de la inhibicion de SUV39H1 y la correspondiente regulaciéon por disminucién de H3K9me3 sobre la
memoria y la funcién cognitiva. El progreso reciente en el desarrollo de inhibidores de molécula pequeia de
metiltransferasas y desmetilasas que regulan la funcion de las enzimas que contribuyen a la metilacién de histonas
puede ser un medio eficaz para compensar las deficiencias relacionadas con la edad.

Existe una necesidad urgente de identificar terapias y regimenes terapéuticos para la disfuncién cognitiva, por
ejemplo, deficiencias cognitivas relacionadas con el envejecimiento, trastornos relacionados con la edad y la
enfermedad de Alzheimer.

Descripcion breve de la invencion

Uno o mas modos de realizacién de la invencién estan dirigidos al uso de la modulacion de H3K9me3 para
potenciar la funcién cognitiva en el envejecimiento y para el tratamiento de trastornos relacionados con la edad,
por ejemplo, demencia y otros defectos relacionados con las funciones cerebrales y neuronales.

Algunos estudios recientes han revelado que las histonas metiltransferasas y desmetilasas estan implicadas en el
envejecimiento y la longevidad. Las metiltransferasas catalizan la metilacion de histonas de loci gendmicos
especificos. Y, sin embargo, nunca se ha explorado como contribuye la metilacién de histonas al aprendizaje y la
memoria en el envejecimiento. La trimetilacién de H3K9 (H3K9me3) es una importante marca de histona represiva
y esta tipicamente implicada en el silenciamiento de la expresion génica. Los modos de realizacion de la presente
invencion identifican por primera vez un papel esencial de la histona H3K9me3 y su histona metiltransferasa
(SUV39H1) en la mediacion de las funciones de memoria del hipocampo. La inhibicion farmacoldgica de SUV39H1
mediante el uso de un inhibidor selectivo y novedoso disminuyé los niveles de H3K9me3 en el hipocampo de
animales de edad avanzada, y mejord el desempefio en la tarea de memoria de localizacién de objetos, la tarea
de condicionamiento del miedo y en una tarea compleja de aprendizaje del entorno espacial. La inhibicién de
SUV39H1 indujo un incremento de la densidad espinal de las espinas delgadas y gruesas pero no de las espinas
en forma de hongo en el hipocampo de animales de edad avanzada e incrementd los niveles de receptores AMPA
que contienen GIuR1 en la superficie de las espinas, un indice clave de la potenciacion a largo plazo (LTP).

Ademas, se produjeron cambios en las regiones promotoras del gen BDNF, ademas de en los niveles globales de
proteina BDNF en el hipocampo de los animales tratados con farmacos en comparacioén con los animales de
control. EI BDNF es un miembro clave de la familia de las neurotrofinas y esta involucrado en una amplia gama de
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo trastornos del estado de animo, depresion, trastorno bipolar y
afecciones neuropsiquiatricas tales como la esquizofrenia, ademas del envejecimiento. A través de diversos
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procesos, tales como la arborizacién dendritica, la consolidacién sinaptica y el fortalecimiento de la transduccion
de sefales por TrkB, el BDNF ayuda a la rigidez plastica de las neuronas, la salud neuronal y la supervivencia en
el cerebro. Los datos presentados aqui muestran que la inhibicion de SUV39H1 participa en la regulacion de BDNF
en el cerebro. Por tanto, el compuesto puede tener utilidad en otros trastornos ademas de los asociados con
deficiencias cognitivas relacionadas con la edad en los que los niveles de BDNF sean inadecuados para mantener
el desempefio normal, incluyendo depresion, esquizofrenia, trastornos del estado de animo y otros. Juntos, estos
datos demuestran que la inhibicion de SUV39H1 y la regulacién por disminucién de H3K9me3 concomitante
participan en la transcripcion génica en el hipocampo y revierten las deficiencias dependientes de la edad en la
memoria del hipocampo, y pueden ser fundamentales para revertir otros trastornos dependientes de BDNF tales
como los mencionados anteriormente, pero sin limitarse a los anteriores.

Se us6 una tarea de memoria espacial, denominada memoria de localizacion de objetos (OLM), que es conocido
que depende del hipocampo, para evaluar los efectos de la manipulacion de H3K9me3 en animales de edad
avanzada. Esto se realiz6 para determinar si el tratamiento con ETP69 afectaba de manera diferencial a la exactitud
de desempefio en la tarea de OLM en un paradigma de administracién preensayo frente a una administracion
posensayo. Los paradigmas de administracion preensayo frente a una administracion posensayo para la tarea
OLM permiten someter a prueba dos componentes distintos de la formacién de memoria espacial.
Especificamente, la administracién del farmaco preentrenamiento evalla la adquisicion y recuperacion de la
memoria, mientras que la administracion del farmaco posentrenamiento busca la consolidacion de la memoria y el
recuerdo. Se encontré que la inyeccion intraperitoneal ("i.p.") de 10mg/kg del farmaco, administrada
aproximadamente 30 minutos antes de la fase de adquisicién (preensayo) o inmediatamente después de la
adquisicion (posensayo) mejoro el desempefio en la tarea OLM.

Otra prueba del efecto del compuesto sobre el aprendizaje y la memoria utilizé el uso de una tarea conocida como
la tarea de aprendizaje sin supervision (USL). La tarea USL es un paradigma conductual en el que los ratones
pueden explorar libremente un entorno de cuatro compartimientos durante un periodo de tiempo especifico. La
reduccion de la actividad global y la exploracién del campo de pruebas durante este tiempo se consideran una
medida de aprendizaje y memoria a corto plazo. Si esto se produce a tasas similares en los dos grupos, indica que
no hay diferencias significativas en cuanto al aprendizaje a corto plazo y la memoria. Se observé que los animales
tratados con ETP69 (10 mg/kg; i.p.) mostraron una disminucion significativa de la habituacion/exploracion (medida
por la distancia recorrida) 24 horas después del tratamiento. EI ANOVA unidireccional revel6 diferencias
significativas de grupo (Fs19=4,05, p<0,05) y las pruebas a posteriori confirmaron la diferencia entre el
desempefio el Dia 1 y el Dia 2 en los animales tratados con ETP69 (p <0,05) pero no en el grupo de control
emparejado por edad.

En otra prueba, usando la prueba de condicionamiento contextual del miedo, el compuesto fue eficaz para mejorar
el aprendizaje y la memoria dependientes del hipocampo. Se observé que los animales de edad avanzada
(n = 7/grupo) que habian sido tratados con ETP69 mostraron un mejorado desempefio en la tarea en comparacion
con los controles de edad avanzada (p <0,01).

Globalmente, estos datos conductuales sugieren que la administracion de ETP69 mejora el aprendizaje y la
memoria dependientes del hipocampo en una bateria de pruebas. Los datos también sugieren que la
administracion de ETP69 también puede afectar positivamente a otras tareas que miden la memoria y el
desempefio cognitivo.

Dado que la OLM, el condicionamiento del miedo y el USL son tareas especificas del hipocampo, también se
sometid a prueba el nivel total de H3K9me3 en el hipocampo después del tratamiento farmacoldgico en muestras
de tejido del hipocampo de animales de edad avanzada. Los resultados mostraron un efecto significativo del
tratamiento farmacoldgico en extractos de histonas obtenidos del hipocampo de animales tratados con farmacos.
El analisis de la prueba de la t mostré disminuciones en los niveles de H3K9me3 en animales tratados con ETP69
(preensayo, p <0,05).

Los modos de realizacion de la presente invencion proporcionan la primera prueba del papel de H3K9me3 en la
potenciacion de la memoria y la funcidn cognitiva y muestran que esta marca de metilacion de histonas se puede
revertir mediante intervencién farmacolégica. Los estudios también proporcionan pruebas de que la manipulacion
de la enzima que regula la metilacidon de histonas permite alterar el estado de cromatina de los sujetos y restaurar
la funcion de la memoria en el cerebro que envejece. Finalmente, este compuesto se puede usar solo o
conjuntamente con diversas intervenciones farmacolédgicas o de estilo de vida para potenciar el desempefio
cognitivo. La funciéon cognitiva se puede subdividir y puede incluir subdominios tales como la memoria (incluyendo
la memoria funcional y episédica), el aprendizaje, la funcion ejecutiva, la atencion, la velocidad de procesamiento
y funciones cognitivas globales como las actividades de la vida diaria, etc. El enfoque que usa una intervencién
combinada puede potenciar la cognicion mas alla de cualquier intervencion sola. Las siguientes son declaraciones
numeradas de divulgacion

1. Un procedimiento para revertir la pérdida cognitiva en un sujeto animal que lo necesite, comprendiendo
el procedimiento:
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seleccionar un sujeto animal con pérdida cognitiva; y

administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto inhibidor de SUV39H1 a dicho
sujeto animal,

en el que dicha cantidad terapéuticamente eficaz comprende una dosis Unica para tratamiento
agudo y dosis repetidas para tratamiento crénico.

Un procedimiento para revertir la pérdida cognitiva en un paciente que lo necesite, comprendiendo el
procedimiento:

seleccionar un paciente con pérdida de la funcién de memoria; y

administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto inhibidor de
SUV39H1 junto con un potenciador cognitivo farmacéutico, en el que dicha cantidad
terapéuticamente eficaz comprende una dosis Unica para tratamiento agudo y dosis repetidas para
tratamiento cronico.

El procedimiento de la declaracion 2, en el que el potenciador cognitivo es un inhibidor de colinesterasa.

El procedimiento de la declaracién 3, en el que el inhibidor de colinesterasa se selecciona de un grupo
que comprende tacrina, donepezil, rivastigmina y galantamina.

El procedimiento de la declaracién 2, en el que el potenciador cognitivo es un antagonista de NMDA o
un agonista de NMDA.

El procedimiento de la declaracién 2, en el que el potenciador cognitivo es una ampaquina.

El procedimiento de la declaracion 2, en el que el potenciador cognitivo es un modulador del complejo
entre BZD y el receptor GABA.

El procedimiento de la declaracién 2, en el que el potenciador cognitivo es un antagonista de serotonina.

El procedimiento de la declaracion 2, en el que el potenciador cognitivo es un compuesto de clase
nicotinica.

El procedimiento de la declaracion 2, en el que el potenciador cognitivo es un compuesto de clase
muscarinica.

El procedimiento de la declaracién 2, en el que el potenciador cognitivo es un inhibidor de PDE.

El procedimiento de la declaracién 2, en el que el potenciador cognitivo es un compuesto de clase de
proteina G.

El procedimiento de la declaracién 2, en el que el potenciador cognitivo es un modulador de canal.

El procedimiento de la declaracion 2, en el que el potenciador cognitivo es un compuesto de clase
inmunoterapica.

El procedimiento de la declaracién 2, en el que el potenciador cognitivo es un agente reductor
antiamiloide o amiloide.

El procedimiento de la declaracion 2, en el que el potenciador cognitivo es una estatina o un modulador
de PPARS.

Un procedimiento para potenciar la cognicion en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el
procedimiento:

seleccionar un sujeto que necesite potenciar la memoria; y

administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto inhibidor de SUV39H1 junto
con un potenciador cognitivo del estilo de vida.

El procedimiento de la declaracién 17, en el que el potenciador cognitivo es el ejercicio fisico.
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19. El procedimiento de la declaracion 17, en el que el potenciador cognitivo es el ejercicio mental.
20. El procedimiento de la declaracién 17, en el que el potenciador cognitivo es un complemento alimenticio.
21. El procedimiento de la declaracién 20, en el que el complemento es un antioxidante.

22. El procedimiento de la declaracion 20, en el que el complemento es un potenciador de la funcién
mitocondrial.

23. El procedimiento de la declaracién 20, en el que el complemento es cafeina.
24. El procedimiento de la declaracién 20, en el que el complemento es omega-3.
25. El procedimiento de la declaracién 20, en el que el complemento es acido docosahexaenoico (DHA).

26. Un procedimiento de tratamiento, prevencién o alivio de una disfuncién cognitiva de un sujeto animal
vivo, incluyendo un ser humano, comprendiendo el procedimiento:

seleccionar un sujeto animal vivo con signos de pérdida cognitiva; y

administrar a dicho sujeto animal vivo una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto inhibidor
de SUV39H1.

27. Un procedimiento de tratamiento y alivio de trastornos relacionados con la ansiedad en un sujeto animal
que lo necesite, comprendiendo el procedimiento:

seleccionar un sujeto animal con un trastorno relacionado con la ansiedad; y

administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto inhibidor de SUV39H1 a dicho sujeto
animal,

en el que dicha cantidad terapéuticamente eficaz comprende una dosis Unica para tratamiento agudo y
dosis repetidas para tratamiento crénico.

Breve descripcion de las figuras

Los aspectos, rasgos caracteristicos y ventajas anteriores y otros de la invencion seran mas evidentes a partir de
la siguiente descripcion mas particular de la misma, presentada junto con los siguientes dibujos en los que:

la FIG. 1 ilustra la estructura de ETP69 (rac-(3S,6S,7S,8aS)-6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-i)-2,3,7-trimetil-1,4-
dioxohexahidro-6H-3,8a-epiditiopirrolo[1,2-a]piracina-7-carbonitrilo).

la FIG. 2 es una representacion grafica del efecto del farmaco a 10 mg/kg y 20 mg/kg (i.p.) administrado 30
minutos antes de la fase de adquisicion en la novedosa tarea de posicionamiento del lugar en ratones.

la FIG. 3 es una representacion grafica de los resultados de la prueba OLM que muestra las diferencias en la
exploracion entre ratones tratados con vehiculo o con 10 mg/kg de ETP69.

las FIGS. 4A-B son ilustraciones graficas del efecto del farmaco a 10 mg/kg (i.p.) administrado 30 minutos
antes de la fase de adquisicion (preensayo) o inmediatamente después de la adquisicidon (posensayo) en la
novedosa tarea de localizaciéon de objetos en ratones de edad avanzada.

las FIGS. 5A-B son ilustraciones gréficas del efecto del farmaco a 10 mg/kg (i.p.) administrado 30 minutos
antes de la fase de adquisicion (preensayo) o inmediatamente después de la adquisicidon (posensayo) en la
novedosa tarea de localizacion de objetos en ratones jovenes.

la FIG. 6A es una representacion grafica del efecto de ETP69 en la tarea de aprendizaje sin supervision.

la FIG. 6B es una representacion grafica del efecto de ETP69 en la tarea de aprendizaje sin supervision.

la FIG. 7 es una representacion grafica del efecto de ETP69 en la tarea de condicionamiento del miedo.

la FIG. 8A es una ilustracion grafica de los niveles de trimetilacion de H3K9 en extractos de hipocampo de
ratones jovenes frente a ratones de edad avanzada.

la FIG. 8B es una ilustracion grafica de los niveles de trimetilacion de H3K9 en extractos de cerebelo de
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ratones jovenes frente a ratones de edad avanzada, n = 3/grupo, p <0,05.

la FIG. 8C es una representacion grafica de los niveles de trimetilacion de H3K9 en ratones de edad avanzada
a los que se administraron 10 mg/kg del farmaco (i.p.) o del vehiculo, 24 horas después de la administracion
del farmaco, n = 7/grupo, *p <0,05.

las FIGS. 9A-C son ilustraciones graficas del efecto del tratamiento con ETP69 sobre el recuento de espinas
(delgadas, en hongo y gruesas) en la region CA1 del hipocampo *p <0,05, significativamente diferente en
comparacion con los controles emparejados por edad (prueba de la t para datos independientes de Student).
**p <0,01, significativamente diferente en comparacién con los controles emparejados por edad (prueba de
la t para datos independientes de Student).

la FIG. 10 presenta imagenes representativas que muestran el efecto del tratamiento con ETP69 sobre las
espinas de la regién CA1 del hipocampo.

las FIGS. 11 (A) Grafico de densidad representativo que muestra sinaptosomas de tamafo controlado; (B)
Histograma representativo que muestra un incremento de la subpoblacién de sinaptosomas con expresion
de PSD-95 después del tratamiento con ETP69; (C) Los eventos de expresion de PSD-95 se incrementan
después del tratamiento con ETP69 en sinaptosomas obtenidos de ratones de edad avanzada; (D) Graficos
de densidad representativos que muestran la expresion de GluR1 y PSD-95 de superficie en sinaptosomas
de tamano controlado; (E) Los eventos de expresion tanto de GIluR1 como de PSD-95 (cuadrante superior
derecho) se incrementan después del tratamiento con ETP69 en sinaptosomas obtenidos de ratones de edad
avanzada (p = 0,05 vs. ratones control de edad avanzada); (F) Graficos de densidad representativos que
muestran pAkt y PSD-95 en sinaptosomas de tamafio controlado. Los eventos de expresion tanto de pAkt
como de PSD-95 (cuadrante superior derecho) se incrementan después del tratamiento con ETP69; (G) Los
eventos de expresion tanto de pAkt como de PSD-95 se incrementan después del tratamiento con ETP69 en
sinaptosomas obtenidos de ratones de edad avanzada (p <0,05 vs. ratones de control de edad avanzada).

la FIG. 12A es una ilustracién gréfica de que los niveles de proteina BDNF en grupos a los que se
administraron 10 mg/kg del fa&rmaco (i.p.) ya sea 30 minutos antes o justo después de la fase de adquisicién
en la tarea OLM se incrementaron en el hipocampo en comparacién con los controles. p <0,01,
significativamente diferente en comparacion con los controles.

la FIG. 12B es una representacion grafica que muestra que los niveles de H3K9me3 en el Exén 1 de BDNF
fueron significativamente menores en los animales tratados con ETP69 en comparacién con los controles
(p = 0,056). n =7 para los controles y n = 9 para los animales tratados con ETP69.

la FIG. 13 es una ilustracion grafica del efecto de ETP69 sobre la supervivencia neuronal después de la
privacion de oxigeno y glucosa (OGD).

las FIGS. 14A-B son ilustraciones del efecto de ETP69 sobre los niveles de H3K9me3 en neuronas del
hipocampo 14 DIV (A, imagen del gel; B, cuantificacion, n = 3, *p <0,05).

la FIG. 15A son imégenes que muestran que el tratamiento con ETP69 (20 nM, 24 horas) incrementé la
inmunorreactividad a PSD-95 de neuronas del hipocampo 14 DIV.

la FIG. 15B son imégenes que muestran que el tratamiento con ETP69 (20 nM, 24 horas) incrementé la
tinciéon de actina F dendritica (un marcador de espinas dendriticas).

la FIG. 16 es una imagen que ilustra que ETP69 incrementd la fosforilacion de CREB en Ser133 medida por
inmunoelectrotransferencia.

Descripcion detallada

Se describira ahora la presente invencién que comprende el uso de la modulacion de H3K9me3 para potenciar la
funcion cognitiva. En la siguiente descripcion ejemplar se exponen numerosos detalles especificos para
proporcionar una comprension mas completa de los modos de realizacién de la invenciéon. Sin embargo, sera
evidente para un experto en la técnica que la presente invencién se puede practicar sin incorporar todos los
aspectos de los detalles especificos descritos en el presente documento. Ademds, aunque las etapas o
procedimientos se exponen en un orden ejemplar para proporcionar una comprension de uno o mas sistemas y
procedimientos, el orden ejemplar no pretende ser limitante. Un experto en la técnica reconocera que las etapas o
procedimientos se pueden realizar en un orden diferente, y que una o mas etapas o procedimientos se pueden
realizar simultdneamente o en multiples flujos de procedimiento sin apartarse del espiritu o el alcance de la
invencion. En otros casos, rasgos caracteristicos, cantidades o medidas especificas bien conocidas por los
expertos en la técnica no se han descrito en detalle para no complicar la invencion. Los lectores deben tener en
cuenta que, aunque en el presente documento se exponen ejemplos de la invencién, las reivindicaciones vy el
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alcance completo de cualquier equivalente son los que definen las medidas y los limites de la invencion.

Para una mejor comprensién del modo de realizacion divulgado, sus ventajas operativas y el objetivo especificado
alcanzado mediante sus usos, se debe hacer referencia a los dibujos adjuntos y al material descriptivo en el que
se ilustran modos de realizacion divulgados ejemplares. Los modos de realizacion divulgados no pretenden
limitarse a las formas especificas establecidas en el presente documento. Se entiende que se contemplan diversas
omisiones y sustituciones de equivalentes segun las circunstancias lo sugieran o hagan conveniente, pero estas
tienen por objeto cubrir la aplicacién o implementacion.

En el presente documento, el término "primero”, "segundo" y similares no denotan ningun orden, cantidad o
importancia, sino que se usan para distinguir un elemento de otro, y los términos "un", "uno" y "una" en el presente
documento no denotan una limitacion de cantidad, sino que denotan la presencia de al menos uno de los elementos

referenciados.

El término "unidad de dosificacion", como se usa en el presente documento, se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para animales, conteniendo cada unidad una cantidad
predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el
diluyente requerido, por ejemplo, un portador o vehiculo. Las especificaciones para la dosis unitaria de la presente
invencioén estan dictadas por y dependen directamente de (a) las caracteristicas unicas del material activo y (b) las
limitaciones inherentes en la técnica de combinar dicho material activo para uso terapéutico en animales.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, significa que la cantidad
del compuesto inhibidor de SUV39H1 de la presente invencién contenida en la composicion administrada es una
cantidad suficiente para lograr el propdsito pretendido, tal como, en este caso, mejorar las deficiencias cognitivas
asociadas con el envejecimiento, la enfermedad de Alzheimer y otros trastornos dependientes de BDNF. Para el
proposito de la presente invencion, el tratamiento de defectos cognitivos relacionados con la edad se puede medir
mediante reversiones o eliminacion de la marca de metilacion de histonas. Por ejemplo, al regular eficazmente la
funcion de las enzimas que contribuyen a la metilacion de histonas, las deficiencias cognitivas relacionadas con la
edad se pueden revertir.

En consecuencia, al determinar el incremento del recuerdo en un paciente, se puede determinar facilmente si la
cantidad del compuesto de la presente invencion es terapéuticamente eficaz. En un modo de realizacion, la
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto ETP69 de la presente invencion puede ser, por ejemplo, 5 mg/kg,
10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg y otros valores adecuados.

Uno o mas modos de realizacion de la invencidn proporcionan compuestos para su uso en procedimientos para
mejorar eficazmente las deficiencias cognitivas asociadas con el envejecimiento, la enfermedad de Alzheimer y
otros trastornos dependientes de BDNF usando la inhibicion in vivo de la histona metiltransferasa SUV39H1 y la
consecuente regulacién por disminucion de la trimetilacion de la histona H3K9 (H3K9me3) en el cerebro que
envejece. La H3K9me3 es una importante marca de histona represiva y esta implicada en el silenciamiento de la
expresion génica. El establecimiento de H3K9me3 depende de la actividad de la histona metiltransferasa SUV39H1
que regula la trimetilacion de H3K9 en la heterocromatina pericéntrica. Por lo tanto, regular la funcién de las
enzimas que contribuyen a la metilacion de histonas puede ser un medio potente para compensar las deficiencias
cognitivas relacionadas con la edad. Las deficiencias cognitivas asociadas con el envejecimiento, la regulacion
incorrecta de BDNF y otros trastornos relacionados con la edad implican deficiencias en el procesamiento de la
informacién sensorial, la atencion, la adquisicidon y consolidacion de la memoria, el recuerdo de la informacion y
funciones ejecutivas como la planificacion, la resolucion de problemas, el control inhibitorio, el autocontrol y otros
aspectos de la cognicién que se relacionarian con funciones globales, entre otros.

De acuerdo con uno o mas modos de realizacion de la presente invencion, se estudia el papel de H3K9me3 en el
aprendizaje y la memoria en un modelo animal de envejecimiento usando un analogo recientemente desarrollado
del alcaloide de epiditiodicetopiperacina chatocina A llamado ETP69, ilustrado en la Figura 1. Este compuesto, es
decir, ETP69, un inhibidor selectivo de la histona metiltransferasa SUV39H1, muestra una selectividad
significativamente mayor frente a un panel de 17 histona metiltransferasas humanas que la chatocina A, el primer
inhibidor informado de SUV39H1. Ademéas, ETP69 no presenta actividad inhibitoria hacia la histona
acetiltransferasa p300 y la ADN metiltransferasa DNMT1.

El hipocampo es de importancia critica para la memoria de los mamiferos y es conocido que se ve afectado por el
envejecimiento del cerebro. Los datos de que el deterioro del hipocampo da como resultado graves deficiencias
de memoria espacial son indiscutibles. También se ha sugerido que estos hallazgos podrian significar que la
memoria espacial tiene un estado singular con respecto a la funcién del hipocampo. Por tanto, los estudios para la
presente invencion utilizaron una tarea de memoria espacial para evaluar los efectos de la manipulacién de
H3K9me3 en animales de edad avanzada. Ademas, el estudio emplea una tarea de actividad espontanea,
denominada tarea de aprendizaje sin supervision para ampliar y confirmar estos hallazgos. Esta tarea mide el
aprendizaje dependiente del hipocampo, que es conocido que esta altamente correlacionado con los cambios
sinapticos en el hipocampo y es susceptible a deficiencias relacionadas con la edad. Ademas, otra prueba que se
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ha empleado para medir la eficacia del compuesto es la tarea de condicionamiento del miedo. Esta tarea mide una
forma de aprendizaje y memoria en la que un estimulo aversivo (por ejemplo, una descarga eléctrica) se asocia
con un contexto neutro particular (por ejemplo, una habitacion), dando como resultado la expresion de respuestas
de miedo al estimulo o contexto originalmente neutro. También se anticipa que otras de dichas tareas que exploran
el aprendizaje y la memoria también se beneficiarian uso del farmaco.

A continuacion, para identificar los acontecimientos celulares/moleculares posteriores que provocan las mejoras
en la memoria por inhibicién de H3K9me3, el estudio evalué el efecto de ETP69 sobre la formacion de espinas en
el hipocampo utilizando la tincién de Golgi y la sinaptometria de flujo. De acuerdo con el papel esencial del BDNF
en la reestructuracion de espinas dependiente de la actividad, los estudios del efecto de ETP69 sobre la
trimetilacion de H3K9 de exones bdnfy los niveles de proteinas en el hipocampo, junto con la activacion de Akt
(un efector situado corriente abajo de BDNF) en las sinapsis, los datos revelan un novedoso papel de H3K9me3
en la funcién de memoria y sugieren un papel especifico en la memoria y el aprendizaje dependientes del
hipocampo.

Materiales y procedimientos
Animales:

Ratones macho C57B1/6J de edad avanzada (18-20 meses, n = 34) o jévenes (3-4 meses, n = 18) se alojaron en
grupos con comida y agua ad libitum y se aclimataron al animalario durante una semana antes de los
procedimientos experimentales. Las luces se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad 12:12 y todas las pruebas
de comportamiento se llevaron a cabo durante la fase de luz del ciclo.

Compuesto:

ETP69 (rac-(3S,6S,7S,8aS)-6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2,3,7-trimetil-1,4-dioxohexahidro-6 H-3,8a-
epiditiopirrolo[1,2-a]piracina-7-carbonitrilo), un analogo racémico de alcaloides de epiditiodicetopiperacina como la
chatocina A, se preparé como se describe en Overman LE, Baumann M, S., Nam D, Horne R, Jove LJ, Xie C,
Kwolik (2014) "Preparation of Epipolythiodioxopiperazine ETP Derivatives for Treatment of Cancer", PCT Int., Vol.
2014066435, (Int, P., ed), EE. UU. [ahora también publicado en: M. Baumann, A. P. Dieskau, B. M. Loertscher, M.
C. Walton, S. Nam, J. Xie, D. Home y Larry E. Overman "Tricyclic Analogues of Epidithiodioxopiperazine Alkaloids
with Promising In Vitro and In Vivo Antitumor Activity," Chemical Science, 2015, 6, DOI: 10.1039/C5SC01536G,
que se incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad, y se recristalizé en metanol. Véase
también la solicitud de patente PCT n.° PCT/US2013/066252, titulada "ETP Derivatives", de Overman et al, que
también se incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad. El compuesto se disolvié en una
mezcla de solucion salina basada en DMSO al 50 %. Los sujetos de control recibieron solucion salina basada en
DMSO.

Los analogos de ETP69 incluirian compuestos que tienen la férmula:

R' R3
R4

8 O
N's
R*B)\GN\ 5
o R
6
R .

El simbolo p es 2, 3 0 4. R, R?, R3, R*, R5, R8, R'6 y R'8 son independientemente hidrégeno, haldgeno, -N3, -CFs3,
-CCls, -CBrs3,- Cl3, -CN, -CHO, -OH, -NH2, -COOH, -CONHg2, -NO2, -SH, -SO2, -SO2Cl, -SO3H, -SOsH, -SO2NH>, -
NHNH2, -ONH2, -NHC(O)NHNH:, alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido,
cicloalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido o
heteroarilo sustituido o no sustituido.

R2
R‘]

Pruebas:

Memoria de localizacion de objetos (OLM): Los procedimientos de entrenamiento y prueba se realizaron
utilizando un protocolo OLM estandar. En resumen, se manipularon 22 ratones de edad avanzada y 18 ratones
jévenes durante aproximadamente 2-3 minutos al dia durante 5 dias, seguido de habituacion al aparato
experimental (campo abierto rectangular blanco que mide 30 x 23 x 21,5 cm) durante 5 min al dia durante 5 dias
consecutivos antes del entrenamiento.

Respuesta a la dosis en OLM: El dia de la prueba, los ratones recibieron 3 minutos de habituacion (en un campo
de prueba vacio), seguida de inyeccion i.p. de ETP69 (10 mg/kg (n = 8) o 20 mg/kg (n = 7)) o vehiculo (n=7). A
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continuacion, los ratones se sometieron a un ensayo de adquisicion de 3 min (con 2 objetos similares colocados
en el campo de prueba, uno frente al otro) 30 minutos después de la inyeccioén i.p. del farmaco o del vehiculo y
todos los animales fueron devueltos a sus jaulas de alojamiento durante un intervalo entre ensayos de 24 horas.
Veinticuatro horas después, se realizd una prueba de retencion de 3 minutos, donde se movié un objeto a una
localizacién novedosa y se registrd la cantidad de tiempo que los animales pasaron explorando la localizacion
novedosa frente a la localizacion familiar para evaluar la respuesta a la dosis en la tarea OLM. Dado que los
animales que habian recibido 10 mg/kg obtuvieron mejores resultados que otros grupos en la tarea OLM, se
utilizaron 10 mg/kg para el resto del estudio. Este paradigma de OLM ha demostrado previamente ser subliminal
para el aprendizaje.

Adquisicion (preentrenamiento) o Consolidacion (posentrenamiento): En otra prueba, dirigida a determinar la
eficacia del compuesto en los paradigmas de pre y posentrenamiento, el mismo grupo de 22 animales de edad
avanzada se volvié a someter a la prueba de la tarea OLM 3 semanas después de la primera prueba. Para
determinar si el farmaco afectaba a los mecanismos de adquisicion o consolidacién, a los ratones se les inyectaron
10 mg/kg del compuesto (i.p. n = 7) o del vehiculo (n = 8). Los animales se sacrificaron inmediatamente después
de la prueba de retencion (es decir, 24 horas después de la inyeccion), y los hipocampos se extrajeron, se
congelaron rapidamente en hielo seco y se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento para determinar los
niveles de trimetilacion y el ensayo de BDNF. La figura 2 es una representacion grafica del efecto del farmaco a
10 mg/kg y 20 mg/kg (i.p.) administrado 30 minutos antes de la fase de adquisicion en la novedosa tarea de
posicionamiento del lugar en ratones. Los datos muestran que los ratones tratados con ETP69 a 10 mg/kg y
20 mg/kg (i.p.) administrados 30 minutos antes de la fase de adquisicién en la OLM no mostraron diferencias en
cuanto a la exploracion de objetos (medida en segundos) en la fase de adquisicion. Los datos son media + EEM,;
n =7 u 8/grupo.

También se sometieron a prueba 18 ratones jévenes en el mismo paradigma OLM como se describe anteriormente.
Para determinar si el farmaco afectaba a los mecanismos de adquisicién o consolidacion, a los ratones jovenes se
les inyectaron 10 mg/kg del compuesto o vehiculo (i.p., n = 6/grupo), justo antes o inmediatamente después del
ensayo de adquisicion, y se sometieron a prueba 24 horas después de la adquisicion. La figura 3 es una
representacion grafica de los resultados de la prueba OLM que muestra las diferencias en la exploracién entre
ratones tratados con vehiculo o con 10 mg/kg de ETP69. Los datos muestran que, en la fase de retencion de la
tarea (24 horas después de la administracion del farmaco), los ratones tratados con 10 mg/kg de ETP69 (i.p.)
exploraron el objeto novedoso significativamente mas tiempo (medido en segundos) que el objeto familiar (**
p <0,01, prueba de la t de Bonferroni). Los ratones tratados con 20 mg/kg de ETP69 se comportaron de manera
similar a los controles de edad avanzada. Los datos son media + EEM; n =7 u 8/grupo.

Tarea de aprendizaje sin supervisién: Se utilizé un nuevo grupo de 12 animales de edad avanzada para la tarea
de aprendizaje sin supervision. Los procedimientos fueron adaptados a partir del trabajo publicado. El aparato
conductual de aprendizaje sin supervision (USL) consistia en un gran campo abierto dividido mediante paredes en
4 camaras, todas accesibles por pequeias entradas en cada pared divisoria. Los animales también podian acceder
a un compartimento oscuro cerrado adjunto mas pequefo por una entrada abierta. Después de 5 dias de
manipulacion, a los animales se les inyectdé ETP69 (10 mg/kg, i.p.) o vehiculo y se colocaron en la caja de USL
monitorizada por video durante treinta minutos, y a continuacién se devolvieron a su jaula de alojamiento. 24 horas
después, los animales se colocaron nuevamente en la caja de USL y se sacrificaron inmediatamente después. Se
extrajeron sus cerebros rapidamente, el hipocampo se diseccion6 rapidamente, se congeld en hielo seco y se
almacen¢ a -80 °C hasta su procesamiento adicional.

Condicionamiento del miedo: Se colocaron 14 ratones macho de edad avanzada (18-20 meses) en la cdmara
de condicionamiento del miedo y se les permitié explorar durante 2 minutos antes de recibir descargas eléctricas
de un pie (2 segundos, 0,2 mA). Los animales fueron devueltos a la jaula de alojamiento 2 minutos después de la
descarga eléctrica en el pie. Veinticuatro horas después, se observd el comportamiento en la camara de
condicionamiento durante 5 minutos y posteriormente se analizé el comportamiento de petrificacion, que se definié
como la ausencia de todo movimiento, excepto la respiracion.

Trimetilacion de histonas: Se extrajo la histona total del hipocampo congelado de 3 ratones jévenes y 3 de edad
avanzada usando un kit de extraccion EpiQuik (OP-0006-100) siguiendo el protocolo del fabricante. En resumen,
el tejido se peso y se cortd en trozos pequeios y se homogeneizé en 1 x tampén de prelisis, se transfirié a un tubo
de 2ml y se centrifugd a 10.000 g durante 1 minuto a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante; se resuspendio el
sedimento de tejido en 3 volumenes de tampdn de lisis, se incubd en hielo durante 30 minutos y se centrifugd a
12.000 g durante 5 minutos a 4 °C. Se afiadié6 tampoén de equilibrio de ditiotreitol (DTT) (0,3 volumenes) al
sobrenadante, que se almacend a -80 °C. La concentracion de proteina de la histona eluida se determiné usando
un kit de deteccién de proteina Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA) usando BSA como estandar. El analisis de
trimetilacion de histonas (H3K9) se realizd de acuerdo con la informacion del fabricante (ab115064). En resumen,
se capturaron las histonas trimetiladas usando un anticuerpo especifico y se detectaron con un anticuerpo de
deteccién marcado, seguido de un reactivo de desarrollo de color. La absorbancia se ley6 a 450 nmy los resultados
se calcularon usando una curva estandar siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Recuentos de espinas: En otra serie de experimentos, a 10 ratones de edad avanzada (20-22 meses) se les
inyecté ETP69 (10 mg/kg; i.p.) o vehiculo (i.p.) y, 24 horas después, los animales fueron sacrificados y sus cerebros
se separaron en dos hemisferios. El hemisferio derecho se usé para la tincién de Golgi y el izquierdo se proceso
para realizar una sinaptometria de flujo. La tincion se llevd a cabo de acuerdo con la informacion del fabricante
(Golgi-Cox, Bioenna).

Sinaptometria de flujo: Se obtuvieron fracciones frescas de sinaptosoma P2 de hipocampo de ratéon completo
utilizando nuestro protocolo arraigado. En resumen, las fracciones se obtuvieron del hipocampo homogeneizando
tejido (1:10 p/v) en sacarosa helada 320 mM. Todas las etapas se llevaron a cabo a 4 °C; los tubos de tampén de
sacarosa, triturado, mano de mortero y microcentrifuga se enfriaron previamente en hielo. Los hipocampos se
diseccionaron rapidamente de un solo ratdon y se homogeneizaron en sacarosa 320 mM (1,5 ml) que contenia
HEPES [10 mM] y mezcla de inhibidores de proteasa/fosfatasa, pH 7,4. La homogeneizacién consistiéo en 6-8
golpes manuales en una trituradora de vidrio y teflén, espacio libre (entre el émbolo y el vidrio): 0,15-0,25 mm. El
émbolo se hizo girar suavemente durante los golpes mientras la trituradora se mantenia en hielo. El
homogeneizado se centrifugé a 1200 g durante 10 min. El sobrenadante (S1, que contenia mitocondrias y
sinaptosomas) se transfirié a dos tubos limpios de microcentrifuga y se centrifugaron a 12.000 g durante 20 min.
Los sobrenadantes (S2) se eliminaron cuidadosamente usando una punta de plastico y vacio. Los sedimentos (P2,
correspondientes a la fraccion de sinaptosoma bruta) se resuspendieron pipeteando suavemente hacia arriba y
hacia abajo en 1,5ml de PBS. La concentracién de proteina se determiné usando el ensayo BCA usando
seroalbumina bovina (BSA) como estandar. Antes del inmunomarcaje, todas las muestras se ajustaron a la misma
concentraciéon de proteina usando PBS como diluyente. El inmunomarcaje para el analisis por sinaptometria de
flujo se realizé de acuerdo con un procedimiento para la tincién de antigenos extracelulares/intracelulares usando
200 ul de fracciones de sinaptosomas (50-100 ug de proteina). Anticuerpos: GluR1 (extracelular) (Millipore,
ABN241, DIL = 1:400), p-Akt-ser473 (Cell Signaling, 4060, DIL =1:400), PSD-95 (Millipore, MAB1598,
DIL = 1:400), anti-lgG de conejo Alexa-488 y anti-IgG de raton Alexa 647 (Life Science, DIL = 1:400). Los datos se
adquirieron utilizando un citdmetro de flujo FACS Calibur (BD Biosciences) equipado con laseres de argén de
488 nm y helio-neén de 635 nm. El tamafio relativo y la granularidad se determinaron mediante las propiedades
de dispersion frontal (FSC) y dispersion lateral (SSC). Las sefiales de FSC, SSC, FL1 y FL4 se recogieron mediante
amplificacién logaritmica. Los fluorocromos Alexa 488 y Alexa 647 se detectaron por los detectores FL1 y FL4,
respectivamente. Las graficas FSC-SSC se usaron para seleccionar particulas cuyo tamafo coincide con el de los
sinaptosomas (0,5-3,0 um) usando microesferas calibradas (figura 6A). Se utilizaron configuraciones FSC idénticas
para adquirir datos sobre muestras y estandares de microesferas. Se excluyeron pequefios fragmentos y residuos
estableciendo un umbral FSC-H (325). Se recogieron y analizaron diez mil particulas de tamafo controlado para
cada muestra. El andlisis se realiz6 utilizando el software CellQuest Pro (BD Biosciences).

ELISA para BDNF

Se realizd ELISA utilizando el sistema de inmunoensayo BDNF Emax (G7610, Promega) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se prepararon dos conjuntos de muestras del hipocampo de cada animal, y todas las
reacciones se realizaron por duplicado.

La primera serie de experimentos establecié que el BDNF era una diana de ETP69; a continuacion, se utilizaron
cerebros obtenidos de un segundo conjunto de experimentos (tarea USL) para detectar qué exones de BDNF
estaban metilados y qué dianas de BDNF posteriores mostraban cambios después del tratamiento con ETP69.

ChIP para regiones promotoras de BDNF: Después de la reticulacion con formaldehido al 1 %, la cromatina se
cortd en fragmentos de 200-500 pb. La inmunoprecipitacion se realizé durante la noche a 4 °C con un anticuerpo
dirigido contra la histona H3K9me3 (H3K9me3; Millipore). Después de los lavados, la elucion de las microesferas
y la inversion de la reticulacion, el ADN inmunoprecipitado se purificéd y analizé por triplicado mediante gRT-PCR
con una curva estandar interna preparada a partir de muestras de entrada agrupadas. Cada muestra se normalizé
con el valor de entrada respectivo. Los cebadores para los promotores de bdnf para el exoén |, IV y VI corresponden
a cada secuencia de exon Unica. Los conjuntos de cebadores de RT-gPCR se disefiaron utilizando el Universal
Probe Library Assay Design Center de Roche y se obtuvieron de Integrated DNA Technologies (Coralville, IA). Las
reacciones de RT-qPCR se realizaron en un termociclador Stratagene MX3005P a 95 °C durante 3 min, seguido
de 45 ciclos de 95 °C durante 10 sy 58 °C durante 15 s. Cada ejecucion de RT-qPCR incluyé la ejecucion de todas
las muestras por triplicado y una curva estandar. Los datos se analizaron mediante el procedimiento 2-22Ct y se
expresaron como un factor de cambio con respecto al control después de normalizar con muestras de entrada,
como se describié previamente.

Analisis estadistico

Las pruebas de Mann-Whitney se usaron como prueba de la t no paramétrica para datos emparejados e
independientes, respectivamente, y la prueba de Student se usé para datos paramétricos. Los ANOVA
unidireccionales fueron seguidos por la prueba de Tukey post hoc para realizar comparaciones medias de tres o
mas grupos; mientras que los ANOVA bidireccionales fueron seguidos por la prueba de Bonferroni post hoc. Todas
las pruebas estadisticas y el ajuste no lineal para la figura 6B se realizaron usando GraphPad Prism 6. Los datos
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se presentan como media + EEM. El valor de p <0,05 se consideré significativo.
Resultados
ETP69 en la tarea de memoria de localizaciéon de objeto (OLM)

Se llevé a cabo un estudio de dosis-respuesta de los efectos agudos de ETP69 administrado por via intraperitoneal
en la tarea espacial OLM. El intervalo de dosis incluyé cantidades conocidas por ser bien toleradas por los ratones.
Nuestros resultados demostraron que 10 mg/kg, pero no 20 mg/kg, indujeron mejoras de memoria en la tarea OLM
en ratones de edad avanzada. Esto se confirmdé utilizando un ANOVA bidireccional (efecto de interaccion,
(F(2,19) = 10,25, p <0,01, n = 7-8/grupo)), con pruebas post hoc que muestran que el grupo que recibié 10 mg/kg
del farmaco tuvo un desempeifio significativamente mejor en comparacion con los controles (p <0,05, prueba de la
t de Bonferroni). Esto también se refleja en el andlisis del ensayo de adquisicion. La fase de adquisicion de la
prueba no mostré un efecto de interaccion significativo (F(2,19) = 0,139, p = NS, n = 7-8/grupo) ni el efecto principal
de localizacién de objetos (F(1,19) = 0,19, p =NS). Sin embargo, el tratamiento tuvo un efecto significativo
(F(2,19) = 3,18, p <0,05) en los animales que recibieron una dosis mas alta del farmaco (20 mg/kg), mostrando
una disminucién en el tiempo total de exploracion (p <0,05, prueba de la t de Bonferroni). Esto sugiere que dosis
mas altas de H3K9me3 pueden perjudicar la exploracién general y posiblemente perjudicar la actividad locomotora
en animales de edad avanzada, de modo que las dosis dptimas se deben identificar cuidadosamente

A continuacion, los estudios buscaron determinar si el tratamiento con ETP69 afectaba de manera diferencial a la
exactitud de desempefio en la tarea de OLM en un paradigma de administracion preensayo frente a una
administracion posensayo. Los paradigmas de administracion previa al ensayo frente a una administracion
posterior al ensayo para la tarea OLM permiten someter a prueba dos componentes distintos de la formacion de
memoria. Especificamente, la administracion del farmaco preentrenamiento evalua la adquisicion y recuperacion
de la memoria, mientras que la administracion del farmaco posentrenamiento busca la consolidacién de la memoria
y el recuerdo. Por tanto, el farmaco se administré 30 minutos antes o bien inmediatamente después de la fase de
adquisicion de la prueba OLM. Se encontr6 que 10 mg/kg (i.p.) del farmaco, administrados 30 minutos antes de la
fase de adquisicion (preensayo, n = 6/grupo) o bien inmediatamente después de la adquisicién (posensayo,
n = 8/grupo) mejoro el desempefio en la tarea OLM (efecto de interaccién (F(2,19) = 9,81, p <0,01, figura 4B). Las
pruebas post hoc adicionales mostraron un efecto significativo tanto en el grupo preensayo como en el posensayo
(p <0,001, prueba de la t de Bonferroni). La fase de adquisicidon de la prueba no mostré diferencias significativas
entre los grupos (interaccion F(2,19) = 0,26, efecto principal del farmaco F2,19 = 0,01, efecto principal de la
localizacién de objetos F(1,19) = 0,01, p = NS, figura 4A).

Las figuras 4A-B son ilustraciones gréficas del efecto del farmaco a 10 mg/kg (i.p.) administrado 30 minutos antes
de la fase de adquisicién (preensayo) o inmediatamente después de la adquisicion (posensayo) en la novedosa
tarea de localizacion de objetos en ratones de edad avanzada. No hay diferencia en la exploracion de objetos en
la fase de adquisicién (A). En la fase de retencién de la tarea (24 h £ 30 minutos, después de la administracion del
farmaco), los animales tratados con el farmaco exploraron el objeto novedoso significativamente mas tiempo que
el objeto familiar (B) p <0,001, diferencia significativa en el tiempo dedicado a explorar el objeto novedoso frente
al objeto familiar.

Para someter a prueba la hipétesis de que la inhibicion de H3K9me3 afecta positivamente a la memoria en ratones
jévenes y de edad avanzada, la prueba conductual se extendié a ratones jévenes. A diferencia de los animales de
edad avanzada, la administracion de ETP69 no mejor6 el rendimiento de OLM en ratones jovenes. La
administracion de 10 mg/kg (i.p.) del farmaco, 30 minutos antes de la fase de adquisicion (preensayo) o
inmediatamente después de la adquisicion (posensayo), no mostré diferencias estadisticas en comparacién con
los controles jovenes (efecto de interaccion (F(2,15) = 0,32, p = NS, efecto principal del farmaco F2,15 = 2,21,
efecto principal de localizacién de objetos F(2,15) = 6,02, p <0,05, figura 5B, n = 6/grupo). La fase de adquisicion
de la prueba tampoco mostré diferencias significativas entre los grupos (interaccion F(2,15) = 0,44, efecto principal
del farmaco F(2,15) = 25,01, p <0,01, n = 6/grupo) ni diferencias entre la exploracién de la POSICION 1 frente a la
POSICION 2 (medida por la prueba de la t de Bonferroni, p = NS, efecto principal de localizacién de objetos
F(2,15) = 1,56, figura 5A). Esto sugiere que la manipulacion de H3K9me3 puede tener efectos bastante diferentes
en el cerebro joven frente al de edad avanzada.

Las figuras 5A-B son ilustraciones graficas del efecto del farmaco a 10 mg/kg (i.p.) administrado 30 minutos antes
de la fase de adquisicién (preensayo) o inmediatamente después de la adquisicidon (posensayo) en la novedosa
tarea de localizacion de objetos en ratones jovenes. No hay diferencia en la exploracion de objetos en la fase de
adquisicion (A) o la fase de retencion (B) de la tarea (24 h + 30 minutos, después de la administracion del farmaco).

ETP69 en la tarea de aprendizaje sin supervisiéon (USL)
Para evaluar si H3K9me3 esta implicada en las medidas de aprendizaje espacial y para evaluar los criterios de

valoracién moleculares, se llevo a cabo una segunda serie de experimentos con la tarea USL como el criterio de
valoraciéon conductual. La tarea USL es un paradigma conductual sencillo en el que los ratones pueden explorar
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libremente un entorno de cuatro compartimientos durante un periodo de tiempo especifico. La reduccion de la
actividad global y la exploracion del campo de pruebas durante este tiempo se consideran una medida de
aprendizaje y memoria a corto plazo. Si esto se produce a tasas similares en los dos grupos, indica que no hay
diferencias significativas en cuanto al aprendizaje a corto plazo y la memoria. El patréon locomotor de los ratones
refleja la habituacién y el aprendizaje que muestran, y esta altamente correlacionado con los cambios sinapticos
en el hipocampo.

La figura 6A es una representacion grafica del efecto de ETP69 en la tarea de aprendizaje sin supervision. Mientras
que los ratones de edad avanzada contindan explorando el campo de prueba en ambos dias, los ratones de edad
avanzada tratados con ETP69 (10 mg/kg, i.p.) mostraron una disminucién significativa en la
habituacién/exploracion (medida por la distancia recorrida) en el Dia 2 en comparacion con el Dia 1. Los ratones
de control de edad avanzada pasaron el mismo tiempo explorando el campo de prueba tanto el Dia 1 como el Dia
2. La habituacién se midié durante 30 minutos y los datos se muestran en tramos de 5 minutos. *p <0,05, diferencia
significativa entre habituacion/exploracién el Dia 1y el Dia 2 en los puntos de tiempo especificados (prueba de la
t de Tukey). n =5 o 6/grupo.

La figura 6B es una representacion grafica del efecto de ETP69 en la tarea de aprendizaje sin supervision. El
grafico muestra la distancia total recorrida durante 30 minutos el Dia 1 y el Dia 2 después de la administracién de
ETP69 (10 mg/kg, i.p.) o de vehiculo. *p <0,05, disminucion significativa de la distancia total recorrida en 30 minutos
entre el Dia 1y el Dia 2 (prueba de la t de Tukey). Los datos son media + EEM; n = 5 u 6/grupo.

Durante esta prueba, se colocaron ratones cuidadosamente manipulados en la caja de prueba de cuatro
compartimentos y se monitorizaron sus movimientos durante 30 min el Dia 1 y nuevamente 24 horas mas tarde el
Dia 2. Se determind que los animales tratados con ETP69 (10 mg/kg; i.p.) mostraron una disminucién significativa
en la habituacién/exploraciéon (medida por la distancia recorrida) 24 horas después del tratamiento, pero no en los
primeros 30 minutos del Dia 1 (figura 6A). EI ANOVA unidireccional reveld diferencias significativas de grupo
(F3,19 = 4,05, p <0,05) y las pruebas a posteriori confirmaron la diferencia entre el desempefio el Dia 1y el Dia 2
en los animales tratados con ETP69 (p <0,05) pero no en el grupo de control emparejado por edad (figura 6B,
n = 5/grupo). 30 minutos de exploracion el Dia 1 son suficientes para inducir una cierta memoria a largo plazo del
campo de prueba en los ratones y se puede medir el Dia 2 de la prueba. Se observé una diferencia en los niveles
de actividad el Dia 2, que se interpreta como una mejor retencion y recuerdo en los animales tratados con ETP69,
incluso cuando el aprendizaje sigue siendo el mismo entre los grupos.

ETP69 en la tarea de condicionamiento del miedo

En otra prueba, usando la prueba de condicionamiento contextual del miedo, el compuesto fue eficaz para mejorar
el aprendizaje y la memoria dependientes del hipocampo. Se observé que los animales de edad avanzada
(n = 7/grupo) que habian sido tratados con ETP69 mostraron un mejorado desemperio en la tarea en comparacion
con los controles de edad avanzada (p <0,01). El condicionamiento del miedo se ha estudiado en numerosas
especies y a menudo se mide por petrificacion (un periodo de inmovilidad vigilante). Varios estudios han mostrado
que el miedo condicionado coincide sustancialmente con los mecanismos de los trastornos de ansiedad clinica. La
investigacion sobre la adquisicion, consolidacion y extincion del miedo condicionado sugiere que esto puede ser
un medio para el tratamiento de una variedad de afecciones patoldgicas como la disociacion, el trastorno de crisis
de angustia, las fobias e incluso el trastorno de estrés postraumatico, ademas del aprendizaje y la memoria.
Ademas, es conocido que la proyeccion de la corteza prefrontal ventral medial (mPFC) a la amigdala basomedial
(BMA) implementa el control descendente del estado de ansiedad y la petrificacion aprendida, tanto a nivel basal
como en la ansiedad inducida por estrés, definiendo una nueva via de regulacion conductual descendente
ampliamente relevante que es relevante para todas las condiciones mencionadas anteriormente.

Para confirmar los hallazgos de las tareas OLM y USL, se utilizd el condicionamiento contextual del miedo para
someter a prueba el efecto de la regulacién por disminucién de H3K9me3 en el aprendizaje y la memoria
dependientes del hipocampo. El condicionamiento del miedo también indica si la amigdala y las funciones
relacionadas también estan reguladas. Se observé que los animales de edad avanzada (n = 7/grupo) que habian
sido tratados con ETP69 mostraron un mejorado desemperio en la tarea en comparacion con los controles de edad
avanzada (p <0,01). Globalmente, estos datos conductuales sugieren que la administracion de ETP69 mejora el
aprendizaje y la memoria dependientes del hipocampo en una bateria de pruebas.

La figura 7 es una representacion grafica del efecto de ETP6 en la tarea de condicionamiento del miedo. Los
ratones de edad avanzada tratados con ETP69 (10 mg/kg, i.p.) mostraron un desempefio mejorado cuando se
evalud el condicionamiento contextual el miedo. *p = 0,01, prueba de la t de Bonferroni. Datos mostrados como
+ EEM. n =7 por grupo.

Niveles de H3K9me3 en el hipocampo

Primero se compararon los niveles de H3K9me3 en el hipocampo y el cerebelo de ratones jovenes frente a ratones
de edad avanzada y se encontré un nivel significativamente mayor de H3K9me3 en los ratones de edad avanzada
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en el hipocampo pero no en el cerebelo (figura 8A, p <0,05, n = 3/grupo). Dado que la OLM y la USL son tareas
especificas del hipocampo y que se encontré una diferencia en los niveles de H3K9me3 en el hipocampo de ratones
jovenes con respecto a ratones de edad avanzada, se sometio a prueba el nivel total de H3K9me3 en el hipocampo
después del tratamiento con el farmaco en muestras de tejido del hipocampo de la cohorte de animales descritos
anteriormente en la tarea OLM. Los resultados mostraron un efecto significativo del farmaco en extractos de
histonas del hipocampo de los animales tratados con el farmaco. El analisis de la prueba de la t mostro
disminuciones en los niveles de H3K9me3 en los animales tratados con ETP69 (p <0,05, n = 7/grupo, figura 8B).
En comparacién, no existieron diferencias significativas entre los niveles de H3K9me3 en el cerebelo de los ratones
tratados con ETP69 frente a los de los ratones no tratados.

La inhibicion de H3K9me3 incrementa la densidad de espinas y la expresion superficial del receptor GLUR1
en los sinaptosomas del hipocampo

Se ha informado de que la formacién de memoria novedosa se puede asociar con un incremento transitorio de la
densidad de espinas en el hipocampo. En particular, la mejora del desempefio en las tareas OLM y USL se asocia
con cambios estructurales y/o funcionales en las sinapsis glutamatérgicas excitadoras. Por tanto, se examind si la
inhibicion farmacoldgica de la histona metiltransferasa (SUV39H1) era suficiente para inducir un incremento de la
formacion de espinas dendriticas en el hipocampo.

Especificamente, se realizé un recuento y clasificacidon de las espinas en las neuronas piramidales en CA1. Se
tomaron imagenes de los segmentos de dendrita de las neuronas en CA1 del hipocampo por microscopia confocal
y un investigador sin informacién sobre el tratamiento realizé un recuento y clasificacion de las espinas dendriticas
segun su morfologia. Las espinas se contaron manualmente y se clasificaron como delgadas, en hongo o gruesas
de acuerdo con los criterios descritos previamente.

Para cada animal se analizaron al menos 3 neuronas piramidales y 200 ym de longitud total de dendrita y 250-500
espinas (n =5 animales por grupo). Todas las neuronas se eligieron de la parte dorsal de la region CA1 del
hipocampo (de acuerdo con su papel esencial en la memoria espacial) y se tiieron completamente a lo largo de
las dendritas basales y apicales. La figura 10 presenta imagenes representativas que muestran el efecto del
tratamiento con ETP69 sobre las espinas de la region CA1 del hipocampo. En esta ilustracién, el panel superior
muestra neuronas del hipocampo de animales de control y el panel inferior muestra espinas observadas en
animales tratados con ETPG9.

El andlisis de segregacion se realizé para diferenciar las dendritas basales de las apicales en la misma neurona.
En promedio, los ratones tratados con ETP69 tenian un ndmero total de espinas un 45 % mayor por longitud de
dendrita (um) en comparacion con los controles. El andlisis de la densidad de espinas por morfologia revelé una
densidad significativamente mayor de espinas delgadas (p <0,001, prueba de la t de Student) y gruesas (p <0,05,
prueba de la t de Student) en ratones tratados con ETP69 en comparacién con ratones de control (figuras 9A-C).
No existieron diferencias en el nimero de espinas en hongo/longitud de dendrita medida (figuras 9A-C).

A continuacion, se estudid la influencia de ETP69 en las sinapsis usando sinaptometria de flujo, un enfoque
innovador para caracterizar molecularmente los sinaptosomas aislados (terminales presinapticas unidas a las
espinas dendriticas possinapticas). Nos centramos en la expresién de PSD95 (proteina de estructura) y GIuR1
(subunidad de los receptores AMPA), ya que el crecimiento de espinas dependiente de la actividad depende de la
incorporacion del receptor AMPA a regiones enriquecidas con PSD y este proceso vincula el crecimiento de
espinas con una incrementada eficacia de transmision sinaptica. Después del tratamiento farmacolégico, las
fracciones de sinaptosoma del hipocampo se inmunotifieron y se analizaron mediante sinaptometria de flujo. La
adquisicion de muestras por sinaptometria de flujo identifica primero los sinaptosomas por tamafio utilizando
microesferas calibradas como se describié previamente. Se ha mostrado que el subconjunto de particulas entre
0,5 y 3,0 ym esta altamente enriquecido en sinaptosomas, como lo indican los altos niveles de sinaptofisina y
PSD95 en la mayoria de las particulas de tamafio controlado (>70 %). De acuerdo con el incremento del nimero
de espinas inducido por ETP69 (figuras 9A-C), el analisis de las particulas de tamafio controlado revelé que ETP69
incrementa la proporcion de sinaptosomas que expresan PSD95 (p <0,05, figura 11C), reflejando por tanto un
incremento del numero de sinapsis. No se observaron cambios detectables en los niveles de PSD95 por particula,
segun lo determinado por la fluorescencia media de intensidad. A continuacion, se sometié a prueba si ETP69
incrementa los niveles relativos de espinas que expresan los receptores GluR1-AMPA de superficie. Se cuantifico
la proporcién de sinaptosomas de tamafio controlado que coexpresan GluR1 en la superficie y PSD95 por via
intracelular mediante un doble marcado que combina la inmunodeteccion extracelular (sin permeabilizacion) e
intracelular. Se observé un incremento de la cantidad de acontecimientos con expresion de PSD95 (PSD95+) que
coexpresan GIluR1 de superficie en ratones tratados con ETP69, en comparacién con los controles tratados con
vehiculo (p = 0,05, figura 11E). A continuacién, se analizaron los efectos de ETP69 sobre la activacién de Akt
(fosforilacion de Akt en la serina 473, p-Akt), una etapa esencial para el transporte dependiente de la actividad de
PSD95 hasta las dendritas después de la activacion del receptor NMDA. De acuerdo con la proporcion
incrementada de acontecimientos PSD95+ GluR1+ después del tratamiento con ETP69, la inhibicion de SUV39H1
por ETP69 también incrementd la proporcidon de acontecimientos que expresan tanto p-Akt como PSD-95 (p-Akt+
PSD95+), en relacion con las muestras de ratones tratados con vehiculo (p <0,05, figura 11G). En general, estos
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resultados sugieren que la inhibicion de H3K9me3 actua, al menos en parte, modulando positivamente los procesos
moleculares que promueven la generacion y la rigidez plastica de las espinas.

ETP69 incrementa los niveles de H3K9me3 en el promotor de BDNF y los niveles de proteina BDNF en el
hipocampo de ratones de edad avanzada

Es ldégico pensar que, si el tratamiento con el inhibidor de SUV39H1 estimula la formacién de espinas en el
hipocampo, también deberia producir cambios especificos de genes en distintas cascadas de sefalizacion que
corresponden a la memoria. En el cerebro adulto, el BDNF desempefia un papel importante en la formacioén y la
rigidez plastica de las sinapsis, actuando en los sitios pre y possinapticos. Por tanto, se sometié a prueba el efecto
de la regulacién por disminucion de H3K9me3 en BDNF, que es fundamental para la consolidacién del aprendizaje
y la memoria dependientes del hipocampo. El gen bdnf se compone de varios exones no codificantes, cada uno
regulado por su propio promotor y que responde a diferentes estimulos. Por lo tanto, se evalud si el tratamiento
con ETP69 disminuye la trimetilacion de H3K9 en los promotores de bdnf I, IV y VI. Se encontré un efecto
significativo del tratamiento para H3K9me3 en bdnf | (p = 0,05, prueba de la t de Mann-Whitney, n =7 para el
control, 9 para ETP69, figura 12B). Es importante destacar que los cambios epigenéticos inducidos por ETP69 en
el promotor de BDNF se asociaron con un incremento de los niveles de proteina BDNF en el hipocampo. Se
observaron niveles significativamente elevados de BDNF en el hipocampo de los ratones tratados con ETP69 en
relacion con los controles (p <0,01 F(2,16) = 8,09, ANOVA seguido de prueba de la t Bonferroni post hoc; figura
12A).

En este estudio se sometié a prueba el potencial de la inhibicion aguda in vivo de SUV39H1 y la consiguiente
regulacion por disminucion de H3K9me3 para atenuar las deficiencias de aprendizaje y de memoria en el
envejecimiento. Se evaluaron adicionalmente los posibles mecanismos que pueden contribuir a los beneficios
cognitivos observados después de la manipulacion de H3K9me. El desempefio en la tarea de memoria de
localizacién de objetos, el condicionamiento del miedo y la tarea de aprendizaje sin supervision mejord después
de la regulacion por disminucion de H3K9me3. Esto se correspondié con un incremento de la densidad de espinas
dendriticas de neuronas piramidales y con un incremento de las sinapsis que expresan receptores AMPA de
superficie que contienen GluR1 en el hipocampo. Los niveles de BDNF también se incrementaron en el hipocampo
de animales a los que se les habia administrado el inhibidor de SUV39H1, y los extractos de sinaptosomas
obtenidos del hipocampo de estos animales mostraron niveles incrementados de Akt fosforilado. Por lo tanto, estos
resultados proporcionan apoyo para la mejora de las deficiencias cognitivas y sugieren que la regulaciéon por
disminucion de H3K9me3 desencadena una cascada de acontecimientos que involucran BDNF, remodelacion y
crecimiento de espinas.

Hasta donde conocen los inventores, no ha habido estudios que hayan evaluado el efecto de la inhibiciéon de
H3K9me3 sobre el aprendizaje y/o la funcidon de la memoria. Aqui se presenta las primeras pruebas de que la
disminucion de H3K9me3 en el hipocampo mejora la memoria espacial en ratones de edad avanzada. Tanto en
los paradigmas previos como posteriores al entrenamiento de la tarea OLM, los animales tratados con ETP69 se
comportaron igualmente bien durante las pruebas, 24 horas después del ensayo de adquisicion. Esto dio lugar a
la conclusién de que el tratamiento agudo con ETP69 estaba induciendo un cambio especifico del hipocampo en
los niveles de H3K9me3 en animales de edad avanzada. Los datos de la tarea USL confirmaron que los animales
tratados con ETP69 mostraban una mejor retencion y recuerdo a las 24 horas, pero no 30 minutos después del
tratamiento farmacoldgico, cuando el aprendizaje se mantuvo igual entre los grupos. Los represores y cofactores
reclutados por H3K9me3 incluyen histona desacetilasas (HDAC) y proteina heterocromatina-1a (HP1a). De hecho,
HP1 se asocia directamente con SUV39H1 y da lugar a un ciclo represivo autosostenible y puede requerir mas de
30 minutos para mostrar cualquier manifestacion conductual. Por tanto, los resultados son consecuentes con la
hipotesis de que los cambios a nivel molecular (y, por lo tanto, los niveles conductuales) no se producen
rapidamente, sino que se necesita tiempo para desarrollar el mecanismo que respalda la retencién y el recuerdo
mejorados.

Los incrementos transitorios en la densidad de espinas se han asociado con una mejora del aprendizaje y la
memoria, en particular en el hipocampo de ratones de edad avanzada, pero el efecto de la manipulacion de
H3K9me3 sobre la funcién sinaptica y las espinas no se ha explorado actualmente. Aqui se informa de que ETP69
incremento el recuento de espinas delgadas y gruesas en la regién CA1 de los animales tratados con ETP69. Las
espinas delgadas son flexibles y criticas para la formacion de nuevas sinapsis, lo que las hace muy adecuadas
para facilitar las mejoras agudas en la cognicion observadas con el tratamiento con ETP69. Es légico pensar que
los cambios conductuales observados después del bloqueo de H3K9me3 se debieron en parte de los cambios en
la densidad de espinas. Ademas, la remodelacion de las espinas requiere la incorporacion del receptor AMPA en
las regiones enriquecidas con PSD (Park et al., 2004). Se ha mostrado previamente que las conexiones sinapticas
se pueden fortalecer mediante la adicion del receptor AMPA a las sinapsis y que, de hecho, la remodelacion de las
espinas requiere la incorporacién de receptores AMPA en la superficie sinaptica. Los datos de los inventores
muestran que aumentaron los niveles de sinaptosomas PSD+ y de sinaptosomas PSD95+ que expresan GluR1
de superficie en terminales sinapticos en muestras de hipocampo de animales tratados con ETP69, respaldando
por tanto la hipotesis de que H3K9me3 participa en los cambios en la red/sefializacion sinaptica en el hipocampo
que da lugar a una funcién cognitiva mejorada en el envejecimiento. Ademas de su efecto sobre el hipocampo, el
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antagonismo de H3K9me3 también da lugar a la regulacidon por incremento de p-AKT en sinaptosomas que
contienen PSD95 de tamafio controlado del hipocampo. EI BDNF es una molécula clave que aporta rigidez plastica
sinaptica y actividad neuronal. Previamente se ha demostrado que la inhibicién de HDAC en el cerebro envejecido
mejora la memoria espacial de manera dependiente de BDNF. Dado que HDAC es uno de los cofactores reclutados
por H3K9me3, se someti6 a prueba el papel de la inhibicién de SUV39H1 sobre los niveles de proteina BDNF en
el cerebro envejecido. Los datos de los inventores muestran que H3K9me3 modula el aprendizaje y la memoria y
es probable que en este efecto intervenga un mecanismo dependiente de BDNF. Ademas, los resultados de los
inventores sugieren que EXON 1 solo impulsa la regulacion por incremento de BDNF después del tratamiento con
ETP69 en ratones de edad avanzada. Se ha sugerido que la produccién diferencial de transcritos de BDNF puede
afectar a la funciéon de la proteina o proporcionar un medio para mecanismos reguladores especificos en la
produccion de BDNF en diferentes regiones del cerebro. Parece probable que la inhibicién de H3K9me3 participe
selectivamente en la regulacién de un transcrito de BDNF 1, pero el resultado posterior de esta selectividad sigue
siendo desconocido. Sin embargo, no se observaron cambios en Arc (datos no mostrados). No se puede descartar
por completo la posibilidad de que no se hayan observado cambios en Arc porque se induce y decae rapidamente,
pero es igualmente probable que existan miultiples cambios en las sinapsis después de la regulacion por
disminucion de H3K9me3 y la inducciéon de Arc puede no ser uno de ellos. Este estudio solo proporciona una
primera mirada a la cascada de posibilidades reguladas directa o indirectamente por la inhibicién de H3K9me3. Es
posible que la activacion de determinada via molecular después de la eliminacién de la marca represiva H3K9me3
active la(s) via(s) de memoria del hipocampo, lo que a su vez puede generar transcripcion y traduccién adicionales
necesarias para el mantenimiento de la funcién de memoria mejorada en animales de edad avanzada.

Efectos del inhibidor de SUV39H1 ETP69 sobre la supervivencia y las funciones neuronales

Se intentd establecer que ETP69 puede actuar directamente sobre las neuronas. A diferencia de las células
cancerosas, las neuronas son células que no se dividen y, por tanto, son una diana celular distinta. Se utilizaron
cultivos de células neuronales primarias que carecen de otros tipos de células y donde la concentracion del farmaco
se puede controlar rigurosamente. La supervivencia neuronal y el crecimiento sinaptico es un procedimiento comun
para evaluar compuestos.

La OGD en neuronas del hipocampo 14 DIV se indujo por un enfoque similar al descrito por Newcomb-Fernandez
et al. (2001). Los medios normales se reemplazaron por PBS y las placas de cultivo se colocaron en una cdmara
hermética. La camara se enjuagé con N2 y CO2 durante 3 minutos, se sellé y se colocé en una incubadora a 37 °C
durante 2 horas. ElI PBS se reemplazé por DMEM (sin suero) y los cultivos se devolvieron a un entorno norméxico.
El medio de cultivo se recogié 48 horas después de que los cultivos hubieran regresado a un entorno normal. La
citotoxicidad se midié mediante el ensayo LDH (Thermo-Fisher). Para calcular el % de citotoxicidad, se resta la
actividad LDH de la LDH espontéanea, se libera el control (tratado con agua) de la actividad LDH de la muestra
tratada con productos quimicos, se divide por la actividad LDH total [(Actividad maxima de control de liberacion de
LDH) - (Actividad de control de liberacién de LDH espontanea)], y se multiplica por 100:

% de citotoxicidad = Actividad de LDH tratado con compuesto - Actividad espontanea de LDH x 100
Actividad maxima de LDH - Actividad espontanea de LDH

Inicialmente se sometié a prueba el efecto de ETP69 sobre la citotoxicidad inducida por la privacion de oxigeno-
glucosa (OGD). Las neuronas maduras del hipocampo (14 DIV) se trataron con OGD durante 2 horas en presencia
o ausencia de ETP69. La citotoxicidad se midi6 mediante el ensayo LDH 48 horas después de la OGD. El ETP69
a 4 nM pero no a 100 nM rescaté neuronas de la citotoxicidad inducida por OGD. La figura 13 es una ilustracion
grafica del efecto de ETP69 sobre la supervivencia neuronal después de la privacion de oxigeno y glucosa (OGD).
Neuronas del hipocampo 14 DIV se trataron con OGD durante 2 horas en presencia o ausencia de ETP. La
citotoxicidad se midié mediante el ensayo LDH 48 horas después de la OGD. Los resultados son medias + EEM
de 4 muestras. *p <0,05.

A continuacion, se examiné el efecto de ETP69 sobre los niveles de H3K9me3 en neuronas del hipocampo
cultivadas. 24 horas de tratamiento con ETP69 dieron como resultado una disminucidon dependiente de la dosis en
el nivel neuronal de H3K9me3. Las figuras 14A-B son ilustraciones del efecto de ETP69 sobre los niveles de
H3K9me3 en neuronas del hipocampo 14 DIV (figura 14A: imagen de gel; figura 14B: cuantificacion, n =3, *,
p <0,05). Como muestran las ilustraciones, el tratamiento con ETP69 (24 horas) disminuy6 el nivel de H3K9me3
medido por inmunoelectrotransferencia.

Dado que el ETP69 a 20 nM dio lugar a la maxima disminucion del nivel de H3K9me3, se examiné el efecto de
ETP69 a 20 nM sobre la expresion sinaptica de la proteina PSD-95 y la morfologia de las espinas dendriticas. El
tratamiento con ETP69 incrementd la inmunorreactividad a PSD-95. La figura 15A son imagenes que muestran
que el tratamiento con ETP69 (20 nM, 24 horas) incrementd la inmunorreactividad a PSD-95 (un marcador de
espinas dendriticas donde se crean las sinapsis) de neuronas del hipocampo 14 DIV. Las neuronas se tifieron con
anticuerpos contra PSD-95 (rojo) y MAP2 (verde). Barras de escala: 10 ym, panel superior; 2 um, panel inferior.
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La figura 15B son imagenes que muestran que el tratamiento con ETP69 (20 nM, 24 horas) incremento la tincion
de actina F dendritica (un marcador de espinas dendriticas). Obsérvese la presencia de numerosas puntas que
marcan la presencia de muchas espinas. Panel superior: Control, panel inferior: Neuronas tratadas con ETP. Barra
de escala: 2 ym. Esta ilustracion muestra que ETP69 también incrementd las espinas dendriticas marcadas con
tinciéon de F-actina.

Ademas, el tratamiento con ETP69 incrementé la fosforilacion del factor de transcripcion CREB en Ser133. La
figura 16 es una imagen que ilustra que ETP69 incrementd la fosforilacion de CREB en Ser133 medida por
inmunoelectrotransferencia. CREB es un factor de transcripcion cuya activacion esta involucrada en la rigidez
plastica sinaptica y la formaciéon de memoria.

Estos datos distinguen el uso de ETP en el sistema nervioso y las neuronas de las aplicaciones de cancer, ya que
demuestran que ETP69 actia sobre las neuronas, un tipo de célula que no se divide, para promover su
supervivencia, crecimiento y rigidez plastica sinaptica.

Los estudios proporcionan pruebas del papel de H3K9me3 en la potenciacion de la memoria y la funcién cognitiva,
por ejemplo, disminuciéon de la memoria relacionada con la edad, y muestran que esta marca de metilacion de
histonas se puede revertir mediante una intervencion farmacoldgica. Los estudios también proporcionan pruebas
de que la manipulacion de la enzima que regula la metilacion de histonas permite alterar el estado de cromatina
de los sujetos y restaurar la funcion de la memoria en el cerebro que envejece. Finalmente, este compuesto se
puede usar solo o conjuntamente con diversas intervenciones en el estilo de vida o intervenciones farmacoldgicas
para potenciar el desempefio cognitivo (es decir, potenciador cognitivo), por ejemplo, memoria, aprendizaje,
funcion ejecutiva, atencién, velocidad de procesamiento, funciones cognitivas globales, actividades cotidianas, etc.
Estos enfoques duales pueden potenciar la cognicién mas alla de cualquier intervencién sola. Esto también dara
lugar a mejores resultados funcionales tales como el suefio, el dolor y la calidad de vida.

En uno o mas modos de realizacion, los potenciadores cognitivos farmacolégicos pueden incluir un inhibidor de
colinesterasa tal como tacrina, donepezil, rivastigmina y galantamina, por ejemplo. El potenciador cognitivo
farmacologico también puede ser un antagonista de NMDA o un agonista de NMDA, una ampaquina, un modulador
del complejo entre BZD y el receptor GABA, un antagonista de serotonina, un compuesto de clase nicotinica, un
compuesto de clase muscarinica, un inhibidor de PDE, un compuesto de clase de proteina G, un modulador de
canal, un compuesto de clase inmunoterapica, un agente reductor antiamiloide o amiloide, una estatina o un
modulador de PPARS.

En uno o mas modos de realizacién, los potenciadores cognitivos del estilo de vida pueden incluir ejercicios fisicos
y mentales, complementos alimenticios tales como antioxidantes, un potenciador de la funcién mitocondrial,
cafeina, omega-3 y acido docosahexaenoico (DHA).

En una o mas modos de realizacion, el potenciador cognitivo puede incluir combinaciones de intervenciones
farmacoldgicas y en el estilo de vida.

Si bien la invencién divulgada en el presente documento se ha descrito por medio de modos de realizacion

especificos y aplicaciones de los mismos, los expertos en la técnica podrian realizar numerosas modificaciones y
variaciones sin apartarse del alcance de la invencion establecido en las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Una composicion para su uso para revertir la pérdida cognitiva en un sujeto animal que lo necesite, que
comprende un compuesto de formula (1):

enlaquepes2,304;y

R, R?, R3, R?%, R%, R, R'® y R'8 son independientemente hidrogeno, halégeno, -Ns, -CF3, -CCls, -CBrs, -
Cls3, -CN, -CHO, -OH, -NH2, -COOH, -CONH2, -NO2, -SH, -SO2, -SO2Cl, -SOs3H, -SO4H, -SO2NH2>, -
NHNH2, -ONH2, -NHC(O)NHNH2, alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no
sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo
sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no sustituido.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el compuesto de formula | es
ETP69 (Rac-(3S,6S,7S,8aS)-6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2,3,7-trimetil-1,4-dioxohexahidro-6H-3,8a-
epiditiopirrolo[1,2-a]piracina-7-carbonitrilo).

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la
composicion se administra junto con un inhibidor de colinesterasa seleccionado de un grupo que
comprende tacrina, donepezil, rivastigmina y galantamina.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la
composicion se administra junto con una ampaquina.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la
composicion se administra junto con una estatina.

Una composicion para su uso para potenciar la cognicién en un sujeto que lo necesite, que comprende
un compuesto de férmula (1):

R% R R

enlaquepes2,304;y

R, R?, R3, R?*, R%, R, R'® y R'8 son independientemente hidrogeno, halégeno, -Ns, -CF3, -CCls, -CBrs, -
Cls3, -CN, -CHO, -OH, -NH2, -COOH, -CONH2, -NO2, -SH, -SO2, -SO2Cl, -SOsH, -SO4H, -SO2NH2>, -
NHNH2, -ONH2, -NHC(O)NHNH2, alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no
sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo
sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no sustituido.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el compuesto de férmula (1)
es ETP69 (Rac-(3S,6S,7S,8aS)-6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2,3,7-trimetil-1,4-dioxohexahidro-6H-3,8a-
epiditiopirrolo[1,2-a]piracina-7-carbonitrilo).

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en la que la
composicion se administra junto con ejercicio fisico.

La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en la que la
composicion se administra junto con ejercicio mental.
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La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en la que la
composicion se administra junto con un complemento alimenticio.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el complemento es cafeina.
La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el complemento es omega-3.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el complemento es acido
docosahexaenoico (DHA).

Una composicién para su uso en el tratamiento, prevencion o alivio de una disfuncion cognitiva de un
sujeto animal vivo, que comprende un compuesto de formula (l):

1
R2R ’
R4

0
R16 N SPN
~R5
AR
R® @

R18

).
enlaquepes2,304;y

R', R?, R, R4, R5, R8, R'6 y R'8 son independientemente hidrégeno, halégeno, -Ns, -CF3, -CCls, -CBrs, -
Cls3, -CN, -CHO, -OH, -NH2, -COOH, -CONH2, -NO2, -SH, -SO2, -SO2Cl, -SOs3H, -SO4H, -SO2NH>, -
NHNH2, -ONH2, -NHC(O)NHNH2, alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no
sustituido, cicloalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo
sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no sustituido.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en la que el compuesto de formula (1)

es ETP69 (Rac-(3S,6S,7S,8aS)-6-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2,3,7-trimetil-1,4-dioxohexahidro-6H-3,8a-
epiditiopirrolo[1,2-a]piracina-7-carbonitrilo).
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