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DESCRIPCION
Compuestos precursores para proporcionar retinoides de la via de la vitamina a5 y sus usos
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de la sefializacion del receptor de retinoides X (RXR) y a una nueva via de la vitamina
A denominada via de la vitamina A5. Se reivindican compuestos Utiles para proporcionar acido (R)-9-cis-13,14-dihidro-
retinoico (9CDHRA), un ligando enddgeno del RXR, asi como sus usos y el método para su preparacion. Los com-
puestos de la invencién son Utiles para usos farmacéuticos y nutricionales.

Mas concretamente, los precursores del 9CDHRA son, entre otros, el 9-cis-13,14-dihidroretinol (9CDHROL, vitamina
A5) y el 9-cis-13,14-dihidro-beta, beta-caroteno (9CDHBC, pro-vitamina AS5), que son, respectivamente, nuevos tipos
de precursores de retinoides y carotenoides ligandos del RXR. Sorprendentemente, se ha encontrado en el presente
documento que dichos precursores pueden ser metabolizados directa o indirectamente a 9CDHRA. La invencién tam-
bién se relaciona con el uso preventivo/farmacéutico de esos compuestos y, en particular, en el tratamiento de com-
portamientos similares a la depresion en el modelo animal de estrés cronico de la depresion y en diversas enferme-
dades en las que la sefializacion mediada por RXR se ve afectada o se ha propuesto como objetivo terapéutico. Tales
enfermedades incluyen las neurodegenerativas y metabdlicas, las disfunciones cutaneas e inmunoldgicas (incluida la
inflamacién), asi como las enfermedades cardiovasculares y otras aplicaciones de estilo de vida como los efectos de
mejora de la memoria.

Estado de la invencién

La vitamina A, en paralelo a la vitamina C y la D, se encontraba entre el primer grupo de compuestos que se asociaron
a sintomas de deficiencia. Este lipido activo se denominé posteriormente “vitamina A”. En 1931, Karrer et al. identifi-
caron este derivado nutritivo liposoluble en el aceite de higado de bacalao (1, 2). Paul Karrer, que dilucidé la estructura
del retinol (es decir, la vitamina A1), recibié el Premio Nobel de Quimica por la investigacién basica sobre la vitamina
A en 1937. Paralelamente, Edisbury et al. (3) y Gilliam et al. (4) encontraron en 1937-38 un factor alimentario presente
principalmente en los peces marinos. Utilizaron el término vitamina A2 para denominar a esta segunda categoria de
vitamina A, ya que presenta un espectro de absorcion diferente al del retinol debido a la presencia de un doble enlace
adicional en las posiciones C3-C4 del anillo.

En la década de 1980, la accion molecular de la vitamina A fue ampliada principalmente por los grupos de Pierre
Chambon y Ronald Evans a través de la identificacion del acido todo-frans-retinoico (ATRA) como el mediador bioac-
tivo de una gran variedad de efectos de la vitamina A. Identificaron el ATRA como una hormona lipidica derivada de
los nutrientes y, por tanto, la asociacion del ATRA con los RAR (receptores del acido retinoico) para mediar en la
actividad transcripcional (5) y los propios RAR como nuevos miembros de la superfamilia de receptores de hormonas
nucleares (6). Ademas de los RAR, también los receptores de retinoides X (RXRs) (7-9)) se identificaron como media-
dores de una funcién importante y se establecieron como la pareja obligatoria de unién al heterodimero para una gran
variedad de receptores de hormonas nucleares. En 1992 se identifico el acido 9-cis-retinoico, 9CRA, como el supuesto
ligando “endodgeno” para los RXR (10, 11). Paralelamente, el derivado de la vitamina A2, el acido todo-frans-3,4-
didehidro-retinoico (ATDDRA,; acido de la vitamina A2) fue identificado de forma enddgena en humanos (12) y poste-
riormente se demostré6 que mostraba una actividad similar a la del ATRA en la activacion de la transcripcidn génica
mediada por el RAR (13). Sin embargo, el 9CRA, a pesar de ser un potente ligando del RXR, sélo ha sido identificado
de manera enddgena de forma rigurosa tras la administracién farmacoldgica (toxicoloégica) de retinoides o tras inter-
venciones nutricionales artificiales con alimentos ricos en vitamina A (14-16). Ademas, se han encontrado derivados
de la “vitamina A” en los invertebrados, concretamente el 3-hidroxiretinal (“vitamina A3”) en los artrépodos y el 4-
hidroxiretinal (“vitamina A4”) en algunos crustaceos (17).

El retinol (vitamina A1) desempefia un papel esencial en la vision, sobre todo la nocturna, en el desarrollo normal de
los huesos y los dientes, en la reproduccion y la salud de la piel y en las mucosas (la capa que segrega mucosidad y
que recubre regiones del cuerpo como las vias respiratorias). La vitamina A también actia en el organismo como
antioxidante, una sustancia quimica protectora que puede reducir el riesgo de ciertos canceres.

En cuanto a los usos médicos de estos compuestos, el acido todo-frans-retinoico (ATRA, también llamado Tretinoina)
es el agente activo en varias formulaciones medicinales y se utiliza, entre otros, en aplicaciones cosméticas y tdpicas
contra, por ejemplo, el acné y en el tratamiento de |la leucemia promielocitica aguda.

El isébmero acido 9-cis-retinoico (9CRA) también se utiliza como medicamento bajo el nombre de Alitretinoina. La
formulacion oral del 9CRA (Alitretinoina) se comercializa con el nombre comercial de Toctino.

La indicacion principal de la isotretinoina (cuyo agente activo es el acido 13-cis-retinoico) es el tratamiento del acné
vulgar quistico grave, y también esta indicada para el tratamiento de las lesiones cutaneas del sarcoma de Kaposi
relacionado con el SIDA.
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Bajo el nombre comercial de Toctino, el compuesto ha recibido derechos de prescripcién en el Reino Unido para su
uso oral en el eczema cronico de las manos; sin embargo, las directrices sugieren prescribirlo sélo en casos graves.

Asi, en cierto modo, a diferencia de la funcién miltiple de los retinoides, s6lo algunos de ellos se utilizan como medi-
camentos en un nimero relativamente reducido de enfermedades especificas.

Todas estas variantes que forman parte de los medicamentos estan presentes en la forma acida y contienen un doble
enlace en las posiciones C13=C14.

El grupo de Palczewski descubrio la presencia enddgena de 13,14-dihidroretinoides, en los que el doble enlace 13,14
esta hidrogenado, e identifico el acido todo-trans-13,14-dihidroetinoico (ATDHRA) como un ligando de baja afinidad
para los RAR y un activador mas débil que el ATRA de los genes controlados por los RAR en ensayos celulares (18).

Ademas de los RAR, otra clase de receptores, los receptores retinoides X que forman heterodimeros con los RAR,
desempefian un papel importante en la sefializacion de los receptores nucleares [D. A. Mangelsdorf, R. M. Evans, Cell
1995, 83, 841-850.]. Como se ha mencionado anteriormente, el acido 9-cis-retinoico (93CRA) es un potente activante
de los RXR, que son mediadores de importantes funciones y componentes obligatorios de heterodimeros para una
gran variedad de receptores hormonales nucleares.

Ademas del 9CRA, una segunda clase de derivados que se han encontrado para activar la sefializaciéon mediada por
el RXR son varios acidos grasos como el acido fitdnico (PHYA), el acido docosahexaenoico (DHA) y el acido oleico
(19-21). Sin embargo, varios hallazgos indican que los niveles enddgenos de estos derivados son demasiado bajos
para unirse al RXR y provocar la activacion transcripcional.

Recientemente, se ha confirmado la presencia endégena del acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico (9CDHRA) junto con
el isémero todo-frans en varios 6rganos (higado, suero, cerebro) de ratones mediante una configuraciéon analitica
combinada de LC-MS-MS y UV y la comparacién con muestras estandar sintéticas. Las cantidades medidas se con-
sideraron suficientes para mantener las actividades dependientes del RXR. De hecho, se descubrié que el 9CDHRA
mostraba actividades biolégicas similares a las de los agonistas sintéticos del RXR y coordinaba las actividades trans-
cripcionales de varias vias de sefializacion de los receptores nucleares, posiblemente a través de los correspondientes
heterodimeros permisivos (22).

Sin embargo, las vias metabdlicas que conducen a este compuesto aln no estan claras y se requieren mas trabajos
para caracterizar este ligando y determinar sus presumiblemente mdltiples funciones en los sistemas biologicos (23).
En resumen, la investigacion sobre la vitamina A ha establecido hasta ahora los principios fundamentales para conec-
tar la dieta con la activacion de los receptores de la vitamina A y de las hormonas lipidicas y la sefializacion mediada
posteriormente que resulta en la regulacion de varias vias (pato)fisiolédgicas. Desgraciadamente, la presencia endé-
genay la relevancia nutricional del ligando de RXR y, especialmente, el estatus del 9CRA en ese sentido, han resultado
muy controvertidos.

Los presentes inventores han identificado ahora una serie de compuestos que incluyen miembros de una nueva via
independiente de la vitamina A (Vitamina A5), mas notablemente el 9-cis-13,14-dihidroretinol (9CDHROL), y que son
precursores del ligando enddgeno real del receptor RXR. Sorprendentemente, también han descubierto que estos
precursores producen un aumento inesperado de 9CDHRA en el cerebro (con preferencia a en el higado), y son
vectores Utiles para dirigir la sefializacién cerebral de los RXR, mientras que también se ha demostrado su produccién
sistémica. Ademas, a partir de 9CDHROL se han generado niveles extremadamente altos de 9CDHRA en los tejidos
y, entre otros, en el cerebro.

Estos descubrimientos hacen que los compuestos de la invencion sean buenos candidatos como medicamentos y
como nutracéuticos.

Breve descripcién de la invencion

La invencion se refiere a un compuesto de formula general ()

A
L

o
(R) ‘

>J/_J

donde R es -CH20R2 donde
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R2 es H o un grupo acilo -C(O)R3 en el que Rs es un grupo que se elimina por hidrélisis en un tejido u érgano de
mamifero para dar lugar a (R)-cis-13,14-dihidroretinol y a un compuesto tolerable biolégicamente aceptable

Dicho compuesto se convierte en acido (R)-9-cis-13,14-dihidroretinoico en un tejido, drgano o células de mamifero,
una vez administrado.

Preferentemente, en el compuesto de formula general (l)

S
X Ry

L

(0
R es -CH20R>, donde
Rz es H o un grupo acilo -C(O)Rs en el que Rs es un alquilo C+.25 0 un alquenilo Cz.2s,

en el que dicho compuesto se convierte en 9-cis-13,14-dihidroretinol en un tejido u drgano de mamifero o en células,
y luego en acido (R)-9-cis-13,14-dihidroretinoico en un tejido u érgano de mamifero, una vez administrado.

Preferentemente el compuesto de la invencion es un compuesto de formula general (3)

CH:ORz

en el que Rz es H o un grupo acilo C(O)Rs en el que Rs se selecciona entre un

C1.23 alquilo, preferentemente un C4.6 alquilo y un Ce.23 alquilo, mas preferentemente un Ci.4 alquilo y un C11.21 alquilo
y un

C2.25 alquenilo, preferentemente un Cz.s alquenilo y un Ci.23 alquenilo, mas preferentemente un Cqs.23 alquenilo.

En otra realizacion preferida, el compuesto de la invencion es un compuesto de formula general (4)

e vﬁ‘ji\\ i\\;
f_,‘s, “\;
®) CH:O GO

en el que Rs; se selecciona entre
- un alquilo de C1.4, preferentemente metilo, etilo, propilo o isopropilo,
- un alquilo de C11.21, preferentemente un alquilo de C1s.19 y

- un alquenilo de C11.23, preferentemente un alquenilo poliinsaturado de C13s-23
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La invencion también se refiere a un compuesto de formula general (I) para su uso en la terapia en un mamifero

N

W

(R)

R 0]

en el que R se selecciona entre COOR+ y CH20R2 y un grupo de férmula general (A) en el que

R1 es un grupo que se elimina por hidrdlisis en un tejido u érgano de mamifero para dar lugar a (R)-9-cis-13,14-
dihidroretinoico y a un compuesto tolerable bioldégicamente aceptable y/o

R2 es H o un grupo acilo C(O)Rs en el que C(O)Rs es un grupo que se elimina por hidrdlisis en un tejido u 6rgano de
mamifero para dar lugar a (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol y a un compuesto tolerable biolégicamente aceptable, y/o

R es un grupo de férmula general A

(A)
Q1 (A)

donde Q1 es un alquenilo o cicloalquenilo Ce.10 sustituido o no sustituido, preferiblemente un trimetilcicloalquenilo sus-
tituido o no sustituido o mas preferentemente un 2,6,6-trimetilciclohexenilo sustituido o no sustituido, incluso mas pre-
ferentemente un 2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-ilo 0 un 2,6,6-trimetilciclohex-2-en-1-ilo no sustituido. Si el grupo trimetil-
ciclohexenilo, por ejemplo 2,6,6-trimetilciclohexenilo, esta sustituido, es preferentemente hidroxilo-sustituido u oxosus-
tituido, preferentemente oxosustituido;

en el que dicho compuesto se convierte en 9-cis-13,14-dihidro-retinol en los tejidos, 6rganos o células de los mamife-
ros, una vez administrado.

Muy preferentemente el grupo de férmula general A es un grupo de formula a
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(a)
donde dicho compuesto es un 9-cis-13,14-dihidro-beta, beta-caroteno (9CDHBC).

Dicho compuesto se convierte en acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico de configuracion R en un tejido u érgano o células
de mamifero, una vez administrado.Por tejido u 6rgano o células de mamifero se entiende aqui al menos un tipo de
tejido u 6rgano o cultivo celular o poblacion de células o multiples tejidos u 6rganos o cultivos celulares o poblacion de
células, incluyendo el caso en que diferentes pasos de la conversidn tengan lugar en diferentes tejidos u 6rganos o
tipos de células.

Preferentemente, dicho compuesto es para su uso en terapia en humanos.

Preferentemente dicho compuesto es para uso en la terapia de una enfermedad en la que se trata una enfermedad
relacionada con el receptor de retinoides X.

Opcionalmente, en particular, la invencion se refiere a los propios compuestos en los que R es diferente de etilo, en
particular en los casos definidos anteriormente.

La configuracién absoluta del compuesto se indica en la formula. Preferentemente, el compuesto o cualquier compo-
sicién que lo incluya esta enriquecido en este enantidomero (normalmente indicado como (R)) o preferentemente enan-
tiopuro, tal como se define en el presente documento.

La invencion también se refiere a un compuesto de férmula general ()

en el que R se selecciona entre COOR1y CH20R2 y un grupo de férmula (A), en el que
R1 es un alquilo de C+.25 0 un alquenilo de Cz.25 y/o
Rz es H o un grupo acilo C(O)Rs en el que Rs es un alquilo C1-25 0 un alquenilo Cz.25 y/o

R es un grupo de férmula general A
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Q1 (A)

en el que Q1 es un 2,6,6-trimetilciclohexenilo sustituido o no sustituido, incluso mas preferentemente 2,6,6-trimetilci-
clohex-1-en-1-ilo 0 2,6,6-trimetilciclohex-2-en-1-ilo no sustituido; si el grupo trimetilciclohexenilo, por ejemplo, el grupo
2,6 6-trimetilciclohexenilo esta sustituido, es preferentemente hidroxilo-sustituido u oxosustituido, preferentemente
oxosustituido;

en el que dicho compuesto se convierte en 9-c¢is-13,14-dihidroretinol en los tejidos, 6rganos o células de los mamiferos,
una vez administrado.

Muy preferentemente el grupo de férmula general A es un grupo de formula a

(a)
donde dicho compuesto es un 9-cis-13,14-dihidro-beta,beta-caroteno (9CDHBC).

Dicho compuesto es capaz de convertirse en acido 9-c¢is-13,14-dihidroretinoico de configuracion R en un tejido u o6r-
gano de mamifero, una vez administrado.

En una realizacion preferida en el compuesto de la invencion de féormula general | R1 0 R2 es como se ha definido
anteriormente o el compuesto es un compuesto 9-cis-carotenoide que es un derivado 9-cis-13,14-dihidro-beta,beta-
caroteno o un 9-cis-13,14-dihidro-beta,beta-caroteno, preferentemente un 9-cis-13,14-dihidro-beta,beta-caroteno,
como compuesto precursor, en el que dicho compuesto se convierte en acido 9-cis-13,14-dihidroetinoico de configu-
racion R en un tejido u érgano o células de mamifero, una vez administrado.

Las opciones preferidas para la longitud de la cadena de alquilo o alquenilo en el caso de R1 0 Rz son las definidas en
el presente documento.

Preferiblemente, dicho compuesto es para su uso en la terapia, como se define en el presente documento, en un
mamifero, preferentemente en humanos.

Opcionalmente, en particular cuando la invencién se refiere a los propios compuestos, R1 es diferente del etilo. La
“invencion se refiere a los propios compuestos” significa que los compuestos se reivindican como productos y no estan
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limitados por un uso o propdsito médico o de diagndstico llevado a cabo en el cuerpo humano o animal. Ademas,
significa que el compuesto no se reivindica como parte de un uso 0 método en una reivindicacién de uso o método.

La configuracién absoluta del compuesto se indica en la formula. Preferentemente, el compuesto o cualquier compo-
sicién que lo comprenda esta enriquecido en este enantidémero (normalmente indicado como (R)) o preferentemente
enantiopuro, tal como se define en el presente documento.

En un primer aspecto el compuesto es un compuesto de férmula general (3)

S QN
NN N
/i ™

R) *
R CHOR:

en el que Rz es H o un grupo acilo C(O)Rs en el que Rs se selecciona entre un

C1.25 alquilo 0 un C1.23 alquilo, preferentemente un C1.s alquilo 0 un C1. alquilo y un Ce.23 alquilo, mas preferentemente
C1.4 alquilo y un C14-21 alquilo y un

C2.25 alquenilo, preferentemente un Cz.s alquenilo 0 Cz.s alquenilo y un Cz.23 alquenilo, mas preferentemente un C1s-23
alquenilo.

En una disposicion preferente Rs es un alquilo de C1.s, preferentemente un alquilo de C1.5, mas preferentemente un
alquilo de C1.4.

En una disposicion preferente R es un alquilo Cse.23, preferentemente un alquilo C14.21, mas preferentemente un alquilo
C13-19. En una disposicion preferente Rs es Cz.s alquenilo, preferentemente Cz.s alquenilo, mas preferentemente Caz4
alquenilo.

En una disposicion preferente, Rs es un alquenilo de Co.25, preferentemente un alquenilo de C11.23, mas preferente-
mente un alquenilo de C13z.2a.

En una disposicidén Rz es H y el compuesto es (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol.

En otra disposicion, Rz es un grupo acilo C(O)R3 y Rs es un compuesto como el definido anteriormente y C(O)Rs es
un grupo que se elimina por hidrolisis del éster en un tejido u érgano de mamifero para dar lugar al correspondiente
alcohol (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol. Asi, el éster se convierte en un alcohol y en un compuesto biolégicamente tole-
rable y/o aceptable. Dicho compuesto con funcionalidad de alcohol se convierte en el acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico
de configuraciéon R en un tejido u 6rgano de mamifero, una vez administrado. Esto significa que el compuesto tiene
esta capacidad, es decir, “es” también significa “ser capaz de” dependiendo de si el compuesto se administra real-
mente.

Preferentemente dicho compuesto es para uso en terapia en mamiferos, preferentemente en humanos.

La configuracién absoluta del compuesto se indica en la formula. Preferentemente, el compuesto o cualquier compo-
sicién que lo comprenda esta enriquecido en este enantidémero (normalmente indicado como (R)) o preferentemente
enantiopuro, tal como se define en el presente documento.

En una disposicion preferente de este aspecto de la invencion dicho compuesto es de formula general (4)
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N
S QRN

(R) CH0C(O)Rs
{4}
en la que Rs es como se define en el caso de la féormula general (3) o R3 se selecciona entre
- un alquilo de C1.4, preferentemente metilo, etilo, propilo o isopropilo,
- un alquilo de C11.21, preferentemente de Ciz19y
- un alquenilo de C11.23.
Preferentemente el alquenilo es un alquenilo poliinsaturado C13.23.

En una disposicion preferente, dicho compuesto se convierte en el enantidmero de configuracion (R)-9-cis-13,14-dihi-
droretinol en un tejido u 6rgano de mamifero, una vez administrado.

Mas preferentemente el tejido de mamifero es un tejido nervioso o el tejido u 6rgano es el del sistema nervioso central
o el del sistema nervioso periférico. Las células de mamifero son preferentemente células nerviosas (neurocitos),
preferentemente o, en particular, oligodendrocitos.

En otra disposicion preferente, el tejido de mamifero es la sangre. En otra disposicion preferente, el tejido de mamifero
es el higado.

En un aspecto adicional de la invencion, dicho compuesto es de formula general (2)

N
sqal

"

en el que R1 se selecciona entre un

C1.25 alquilo o C1-23 alquilo, preferentemente un C1. alquilo y un Co-23 alquilo, mas preferentemente C1.4 alquilo y un
C11.21 alquilo y un

C2.25 alquenilo o C2.24 alquenilo, preferentemente un Cz.s alquenilo y un Ce.23 alquenilo, mas preferentemente un Cs.
23 alquenilo.

Opcionalmente, en particular cuando la invencion se refiere a los propios compuestos, R+ es distinto de etilo.

La configuracién absoluta del compuesto se indica en la formula. Preferentemente, el compuesto o cualquier compo-
sicién que lo comprenda esta enriquecido en ese enantidémero (normalmente indicado como (R)) o es preferentemente
enantiopuro, tal como se define en el presente documento.

En una disposicion preferente, R1 se selecciona entre un alquilo de C1.s y un alquilo de Ce.23, mas preferentemente un
alquilo de C1.4 y un alquilo de C14-21 y un

C2.25 alquenilo o C2.24 alquenilo, preferentemente un Cz.s alquenilo y un Ce.23 alquenilo, mas preferentemente un Cs.
23 alquenilo.
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En una disposicion preferente R1 es un alquilo de C1.s, preferentemente un alquilo de C1.5, mas preferentemente un
alquilo de C1.4.

En una disposicion preferente R1 es Cas alquenilo, preferentemente Cos alquenilo, mas preferentemente Co.4 alquenilo.

En una disposicion preferente, R1 se selecciona entre metilo, etilo, propilo o isopropilo, opcionalmente metilo, propilo
o isopropilo.

En otro aspecto, la invencidn también se refiere a un compuesto de férmula general (5)

Q1 (5)

en el que Q1 es un alquenilo o cicloalquenilo Cs-10 sustituido o no sustituido, preferentemente un trimetil-cicloalquenilo
sustituido o no sustituido, 0 mas preferentemente un 2,6,6-trimetilciclohexenilo sustituido o no sustituido, incluso mas
preferentemente un 2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-ilo no sustituido o un 2,6,6-trimetilciclohex-2-en-1-ilo, en el que si el
grupo trimetilciclohexenilo, por ejemplo, el grupo 2,6,6-trimetilciclohexenilo esta sustituido, es preferentemente hidro-
xilo-sustituido u oxosustituido, preferentemente oxosustituido;

en el que dicho compuesto se convierte en 9-c¢is-13,14-dihidroretinol en los tejidos, 6rganos o células de los mamiferos,
una vez administrado.

Muy preferentemente, el grupo de férmula general A es un grupo de férmula a

rirnd ¥

(@

En una disposicion preferente, la invencidn también se refiere a un compuesto 9-cis-carotenoide que es un derivado
9-cis-13,14-dihidro-beta,beta-caroteno o un 9-cis-13,14-dihidro-beta,beta-caroteno, por ejemplo un 9-cis-13,14-dihi-
dro-beta,beta-caroteno o un 9-cis-13,14-dihidro-beta-alfa-caroteno, preferentemente un 9-cis-13,14-dihidro-beta, beta-
caroteno, como compuesto precursor, en el que dicho compuesto se convierte en acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico

10
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de configuracién R en un tejido u érgano de mamifero o en células, una vez administrado. En particular, el compuesto
9-cis-carotenoide es un compuesto tolerable bioldgicamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el compuesto como se ha
definido anteriormente para un compuesto de férmula general (3); dicha composicion también comprende uno o mas
portadores farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, aditivo(s) y/o excipiente(s).

Preferentemente, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el compuesto como se ha
definido anteriormente para un compuesto de férmula general (4); dicha composicion también comprende uno o mas
portadores farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, aditivo(s) y/o excipiente(s).

Preferentemente, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el compuesto como se ha
definido anteriormente para el 9-cis-carotenoide y/o un compuesto de formula general (5), en particular un 9-cis-13,14-
dihidro-beta, beta-caroteno como compuesto precursor; dicha composicién también comprende uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, aditivo(s) y/o excipiente(s).

La invencién también se refiere a una composicidén nutracéutica que comprende el compuesto como se ha definido
anteriormente para un compuesto de formula general (3), o preferentemente para un compuesto de formula general
(4), o de férmula general (5), o el compuesto 9-cis-carotenoide, preferentemente 9-cis-13,14-dihidro-beta, beta-caro-
teno como compuesto precursor; dicha composicion también comprende uno o mas aditivos y/o excipientes nutracéu-
ticamente aceptables. Preferentemente, dicha composicion es un suplemento dietético, un alimento funcional, un ali-
mento médico o un alimento con una declaracion de salud. Preferiblemente, dicha composicion nutracéutica com-
prende dicho compuesto en una cantidad o concentracion superior a la que esta presente en la matriz alimentaria
natural y/o comprende una cantidad adicional del compuesto, preferiblemente un compuesto adicional aislado o pre-
parado artificialmente.

La invencién da a conocer una novedosa sintesis quimica de 9-cis-13,14-dihidroretinol y formas de ésteres, a través
del 9-cis-13,14-dihidroretinoato de alquilo. El método comprende

i) reduccion del 9-cis-13,14-dihidroretinoato de alquilo a 9-cis-13,14-dihidroretinol y, opcionalmente,

i) la acilacion del 9-cis-13,14-dihidroretinol en la forma de éster correspondiente. Los ésteres se ejemplifican a
continuacion.

En una disposicion preferente, la reduccion se lleva a cabo mediante un hidruro, como la reduccién con hidruro de
diisobutilaluminio (DIBAL-H) en un disolvente organico, preferentemente un heterociclo pequefio como el THF.

La esterificacion de los alcoholes se lleva a cabo preferentemente con reactivos alquilicos e hidruros. Preferentemente,
se emplean heterociclos de anillo Gnico que contienen nitrégeno basico, como la piridina y/o sus derivados. En una
disposicidn preferente, la reaccion se lleva a cabo en presencia de dimetilaminopiridina (DMAP).

Los disolventes organicos aplicados preferentemente son, por ejemplo, CH2Clz, cloroformo, CCls, etc.

Otros ésteres del acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico y del 9-cis-13,14-dihidroretinol (como el palmitato y otros) pueden
prepararse facilmente utilizando la misma secuencia.

En una disposicidn adicional, la invencién también se refiere a una sintesis quimica novedosa de un compuesto de
formula general (5) como se ha definido anteriormente, preferentemente un compuesto 9-cis-carotenoide que es un
derivado 9-cis-13,14-dihidro-beta, beta-caroteno, preferentemente un 9-cis-13,14-dihidro-beta,beta-caroteno; dicho
método comprende

- conversion de un compuesto de férmula general (3)

(R)

donde Rz es H o un grupo protector de OH;

11
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en el correspondiente aldehido de formula (6) como intermedio

LT
\\\f’\ e

| /L ™
(R} |
CHzOI )

- hacer reaccionar dicho aldehido intermedio con el reactivo de Wittig (7)

en el que Q1 es un alquenilo o cicloalquenilo Cs.10 sustituido o no sustituido, preferentemente un trimetilcicloalquenilo
sustituido o no sustituido, 0 mas preferentemente un 2,6,6-trimetilciclohexenilo sustituido o no sustituido, incluso mas
preferentemente un 2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-ilo no sustituido o un 2,6,6-trimetilciclohex-2-en-1-ilo. Si el grupo tri-
metilciclohexenilo, por ejemplo 2,6,6-trimetilciclohexenilo, esta sustituido, es preferentemente hidroxilo-sustituido u
oxosustituido, preferentemente oxosustituido;

y R es un grupo que forma un iluro de fésforo, preferentemente un grupo fosfonio, preferentemente un grupo trifenil-
fosfonio, para dar el compuesto deseado segun la férmula (5).

En una disposicidn preferente, se prepara 9-cis-13,14-dihidro-beta, beta-caroteno en el que la formula general (7) es
un compuesto de formula general (8)

R es un grupo que forma un iluro de fosforo, preferentemente un grupo fosfonio, preferentemente un grupo trifenil-
fosfonio, para dar 9-cis-13,14-dihidro-beta, beta-caroteno.

En otro aspecto, la invencion también se refiere a un uso de un compuesto como el definido anteriormente para un
compuesto de férmula general (3) o, preferentemente, para un compuesto de formula general (4), o para un compuesto
de formula general (5), o el 9-cis-carotenoide, o las opciones particulares, como ingrediente alimentario o suplemento
alimentario. Preferentemente, el ingrediente alimentario es un ingrediente de un alimento funcional o un alimento mé-
dico.

En una disposicion de la invencion, el compuesto como se ha definido anteriormente para un compuesto de formula
general (3) o, preferentemente para un compuesto de formula general (4), 0 un compuesto de férmula general (5), o
el 9-cis-carotenoide, o las opciones particulares, es para su uso en la terapia en un mamifero.

En una disposicion preferente, el compuesto esta en forma de composicion farmacéutica.

En otra disposicion preferente, el compuesto se presenta en forma de una composicion nutracéutica que requiere una
autorizacion para ser comercializada para la indicacién prevista en el presente documento.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica 0 a su uso en la terapia de un mamifero; dicha
composicion comprende el compuesto como se ha definido anteriormente para el compuesto general (2), y dicha
composicion también comprende uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, aditivo(s) y/o
excipiente(s).

La invencién también se refiere a una composicidén nutracéutica que comprende el compuesto como se ha definido
anteriormente para el compuesto general (2); dicha composicion también comprende uno o mas aditivos y/o

12
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excipientes nutracéuticamente aceptables. Preferentemente, dicha composicion es un suplemento dietético, un ali-
mento funcional, un alimento médico, o un alimento con una declaracién de salud.

En otro aspecto, la invencidén también se refiere a un uso de un compuesto como el definido anteriormente para el
compuesto general (2) como ingrediente alimentario. Preferentemente, el ingrediente alimentario es un ingrediente de
un alimento funcional o un alimento médico.

En una disposicion de la invencion, el compuesto como se ha definido anteriormente para el compuesto general (2),
€s para su uso en la terapia en un mamifero.

En una disposicion preferente, el compuesto esta en forma de composicion farmacéutica.

En otra disposicion preferente, el compuesto se presenta en forma de una composicion nutracéutica que requiere una
autorizacion para ser comercializada para la indicacién prevista en el presente documento.

En una disposicion preferente, el compuesto o la composiciéon farmacéutica o la composicion nutracéutica es para su
uso en la prevencion y/o el tratamiento de una disfuncién de sefializacion mediada por RXR.

En una disposicion preferente, el compuesto o la composiciéon farmacéutica o la composicion nutracéutica es para su
uso en la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad relacionada o debida a la alteracién de la sefializacion del
receptor de retinoides X. Dicha enfermedad preferentemente puede ser tratada o prevenida o aliviada por un ligando
selectivo del receptor de retinoides X.

En una disposicion preferente, el compuesto o la composiciéon farmacéutica o la composicion nutracéutica es para su
uso en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad seleccionada entre las enfermedades relacionadas con el
sistema nervioso central y las enfermedades relacionadas con el sistema nervioso periférico.

En una disposicion preferente, el compuesto o la composiciéon farmacéutica o la composicion nutracéutica es para su
uso en la prevencién y/o tratamiento de enfermedades mentales.

En una disposicion preferente, el compuesto o la composiciéon farmacéutica o la composicion nutracéutica es para su
uso en la prevencion y/o el tratamiento del deterioro de la memoria o para su uso en la mejora del rendimiento de la
memoria, donde preferentemente dicha memoria es la memoria de trabajo.

En una disposicion preferente, el compuesto o la composiciéon farmacéutica o la composicion nutracéutica es para su
uso en la prevencién y/o el tratamiento de las funciones cognitivas deterioradas o del aprendizaje deteriorado.

En una disposicion preferente, el compuesto o la composicidn farmacéutica, o la composicion nutracéutica es para su
uso en la prevencion y/o tratamiento de la depresién.

En una disposicion preferente, el compuesto o la composicidn farmacéutica, o la composicion nutracéutica es para su
uso en la prevencioén y/o tratamiento de un trastorno neurodegenerativo.

En una disposicion preferente, el compuesto o la composicidn farmacéutica, o la composicion nutracéutica es para su
uso en la prevencion y/o tratamiento de un trastorno neurodegenerativo seleccionado entre la enfermedad de Alzhei-
mer, la enfermedad de Parkinson, el deterioro cognitivo leve (DCL), la enfermedad de Parkinson con DCL, la enfer-
medad de Huntington, la demencia con cuerpos de Lewy (DCL), la esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y otras demen-
cias relacionadas con la neurodegeneracion debidas a cambios en el cerebro causados por el envejecimiento, la en-
fermedad o un traumatismo; o lesiones de la médula espinal y ataxias, esclerosis diseminada y esclerosis mdltiple u
otras afecciones neuroldgicas, preferentemente de la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson.

En las disposiciones de indicacion médica anteriores, el compuesto se selecciona preferentemente entre los compues-
tos definidos anteriormente para el compuesto general (2), (3) o (4). En las disposiciones de indicacion médica ante-
riores, el compuesto se selecciona preferentemente entre los compuestos definidos anteriormente para el compuesto
general (3) o preferentemente (4).

La invencién también sefiala el uso de cualquiera de los compuestos anteriores en la preparacién de un preparado
farmacéutico o de un medicamento como se define aqui o anteriormente.

La invencién también sefiala el uso de cualquiera de los compuestos anteriores en la preparacién de un preparado
nutracéutico, preferentemente un alimento médico o un alimento con una declaracion de propiedades saludables como
se define en el presente documento o anteriormente.

La invencién también se refiere al compuesto de la invencioén o a una composicién farmacéutica de la invencion o a

una composicion nutracéutica para su uso en un método para el tratamiento de una enfermedad tal como se ha definido
anteriormente, en el que dicho compuesto 0 composicién se administra a un mamifero, preferentemente a un ser
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humano que lo necesite, en una dosis eficaz. En una disposicion preferente, la administracion es regular, por ejemplo,
diaria.

La invencion también se refiere a los compuestos definidos en el presente documento para su uso en el mantenimiento
de la salud, preferentemente como ingrediente alimentario, suplemento dietético, por ejemplo, como vitamina o pre-
cursor de la misma o como ingrediente nutracéutico. En una realizacién preferida la invencidn se refiere a un uso para
mantener la salud al prevenir una condicién como la que se ha definido anteriormente. En una disposicion, dicho uso
es para el mantenimiento de la vision normal, el mantenimiento de la piel y las membranas mucosas normales, y el
mantenimiento del cabello normal.

Preferentemente, dicho uso es para el mantenimiento de la funcién cerebral normal, o el mantenimiento de la salud
mental, o el mantenimiento del rendimiento mental, o el mantenimiento de la funcién psicolégica normal, o la funcién
cognitiva, o para la contribucién al funcionamiento del sistema nervioso. En una disposicion, dichos usos se definen
en una declaracion de salud.

La invencion también se refiere a los compuestos o composiciones de la invencién para su uso en un método para
mantener una condicion saludable de un sujeto como se ha definido anteriormente, en el que un compuesto de la
invencién o una composicion nutracéutica de la invencidn se administra a un mamifero, preferiblemente un humano,
que lo necesita como parte de una dieta. En una disposicion preferente, la administracion es regular, por ejemplo,
diaria.

La invencion también se refiere a compuestos segln cualquiera de las formulas generales (3), (4) y/o (5) definidas
anteriormente para su uso como suplemento dietético como vitamina A5 (9CDHROL) o precursor de la misma. En una
disposicidn particular, el precursor es 9CDHBC. En otra disposicidn particular, el precursor se selecciona entre los
ésteres de 9CDHROL.

La invencion también se refiere a compuestos segln cualquiera de las formulas generales (3), (4) y/o (5) definidas
anteriormente para su uso como suplemento dietético como precursor de 9CDHRA, y ligando de RXR. En una dispo-
sicién particular, el precursor de 9CDHRA se selecciona entre 9CDHBC, 9CDHROL, ésteres de 9CDHROL y ésteres
de 9CDHRA.

Preferiblemente, los precursores se administran por via intravenosa, tépica u oral. Los precursores pueden adminis-
trarse por via sistémica o local.

Estos precursores pueden administrarse para su conversion metabolica selectiva en 9CDHRA, el ligando enddgeno
del RXR para permitir la sefializacion mediada por el receptor RXR.

En una disposicion particular, la invencion se refiere al uso de 9CDHBC para prevenir, tratar o mejorar cualquier
condicion definida anteriormente. En una disposicion preferente la condicidn se selecciona del grupo que consiste en:
(a) anormalidades afectivas en trastornos asociados al estrés incluyendo (pero no limitado a) trastornos psiquiatricos
como la depresién y la esquizofrenia (b) déficits de memoria asociados con la demencia, y en particular la enfermedad
de Alzheimer.

En una disposicion particular, el 9CDHBC se utiliza para mejorar la memoria.

En una disposicion particular, la invencion se refiere al 9CDHROL o a cualquier éster de este, tal como se define en
el presente documento, para su uso en un método para prevenir, tratar o mejorar cualquier afeccion, tal como se ha
definido anteriormente. En una disposicion preferida, la condicidn se selecciona del grupo que consiste en: (a) anor-
malidades afectivas en trastornos asociados al estrés incluyendo (pero no limitado a) trastornos psiquiatricos como la
depresion y la esquizofrenia; (b) déficits de memoria asociados con la demencia y, en particular, la enfermedad de
Alzheimer.

En una disposicion particular, el 9CDHROL o cualquier éster de este, se utiliza para mejorar la memoria.
En una disposicion particular, la invencion se refiere al 9CBC para su uso como precurso carotenoide del 9CDHBC.

En una disposicion particular, la invencion se refiere a 9CBC para su uso como suplemento alimenticio para aumentar
el nivel de 9CDHBC en el cuerpo humano en una aplicacion no terapéutica.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: El tratamiento con 9CDHROL mejora el rendimiento de la memoria de trabajo en la tarea de no coincidencia
con el lugar (DNMTP). (a) una curva de aprendizaje creciente para ratones macho C57BL6N de tipo salvaje (n=5)
ilustra la adquisicién de la tarea de memoria de trabajo. El rendimiento de la memoria puntuado para el aumento de
los intervalos entre ensayos (ITl) se muestra en el campo gris y corresponde a un ITI de 3 miny a un ITI medio en el
que los ratones mostraron un déficit de memoria y que para todo el grupo alcanzé un valor medio de 13 min (indicado
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como gr13). (b) El tratamiento con 9CDHROL, pero no con el vehiculo, mejord el rendimiento de la memoria de trabajo
entre 7 y 9 horas después del tratamiento cuando se evalué en un ITI medio de gr13 min. Las diferencias estadisticas
identificadas con la prueba t de uno o dos grupos se indicaron respectivamente como: *, p<0,05 cuando se compara
con el rendimiento del 50 % a nivel de azar y #, p<0,05, para la comparacion con el rendimiento del Gltimo dia de la
fase de adquisicion (dia 10).

Figura 2: Mezcla estandar de 9CDHROL (cromatograma superior) y niveles enddgenos en el higado de los ratones
tras el tratamiento con vehiculo (cromatograma inferior).

Figura 3: 9CDHROL en ratones después del tratamiento con un vehiculo que representa los niveles enddgenos (azul)
y después del tratamiento con 9CDHROL (rojo) en ratones.

Figura 4: Niveles de 9CDHRA tras el tratamiento con vehiculo que representan los niveles endégenos (azul) y tras el
tratamiento con 9CDHROL (rojo) en ratones.

Figura 5: Niveles de 9CDHRA tras el tratamiento con un vehiculo que representa los niveles enddgenos (azul) y tras
el tratamiento con 9CDHROL (rojo) en el higado del ratén. Figura superior: rango normal (fijado en el maximo); figura
inferior: rango ampliado para el rango maximo de retinoides endégenos.

Figura 6: Tratamiento de control con 9CDHRA (niveles enddgenos) y tras la suplementacion de retinoides a las células
oligodendrocitarias. Arriba: endégeno (azul), 9CDHROL (naranja) y acetato de 9CDHROL (rosa); abajo: 9CDHRA-
acetato (rosa).

Figura 7: Resumen de los posibles precursores nutricionales del nuevo grupo de vitamina A5. Los retinoides ain no
identificados como retinoides end6genos estan marcados con letras azules. Abreviaturas: 9-cis-13,14-dihidroretinol
(9CDHROL), 9-cis-13,14-dihidroretinal (9CDHRAL) y acido 9-c¢is-13,14-dihidroretinoico (9CDHRA); todo-frans-13,14-
dihidroretinal (ATDHRAL), todo-trans-13,14-dihidroretinol (ATDHROL), acido todo-frans-13,14-dihidroretinoico
(ATDHRA).

Figura 8: Dosis crecientes de (R)-9CDHRA revirtieron los déficits de la memoria de trabajo en los ratones Rbp1-/-y
mostraron una actividad pro-mneméonica en los ratones WT (n=8/grupo) en la tarea DNMTP cuando se prob6 con un
ITI minimo, en el que los ratones rindieron al nivel del azar (50 %) y que fue de 6min para los ratones Rbp1-/- o de
12min para los ratones WT. ttt: El ATRA a la concentracién 10-% M fue citotoxico.*, p<0,05. #, p<0,05; ##, p<0,01 en
comparacion con el tratamiento con vehiculo en el mismo grupo; $, p<0,05; $$, p<0,01; prueba t de student de un
grupo para la comparacién con un nivel de azar del 50 %. Todas las barras de error representan la E.S.M.

Figura 9: El (R)-9CDHRA muestra actividades similares a las del RXR in vivo. Inversién de los déficits conductuales
tras los tratamientos con UVI2108 y (R)-9CDHRA.

Dosis crecientes de (R)-9CDHRA (0,1, 1, 2 mg/kg) reducen el comportamiento de desesperacion en los ratones Rbp1-
/- en la prueba de natacidn forzada (n=26 para los grupos con vehiculo y n=6-8 para cada grupo restante); las diferen-
cias estadisticas reveladas por la prueba PLSD Fisher se indicaron como: **, p<0,001 para la comparacién con los
controles WT tratados con vehiculo en el grupo respectivo. Todas las barras de error representan la E.S.M.

Figura 10: El (R)-9CDHRA muestra efectos antidepresivos en el modelo de estrés de derrota social crénica.

Figura 10a: El estrés de la derrota social aumenté significativamente el tiempo de inmovilidad en la prueba de natacion
forzada en los ratones que recibieron (vehiculo; n=12) en comparacion con los ratones de control no estresados (ctr;
n=17). Los tratamientos con (R)-9CDHRA disminuyeron dicha inmovilidad en los ratones estresados de forma depen-
diente de la dosis (n=8 para 1 mg/kg y n=6 para 3 mg/kg de 9CDHRA) y en una medida similar a la del agonista
sintético de RXR UVI2108 (n=12).

Figura 10b: E| déficit de preferencia por la sacarosa inducido por el estrés de la derrota social se evitd con los trata-
mientos con UVI2108 o con 9CDHRA. Las diferencias estadisticas reveladas por la prueba PLSD Fisher se indicaron
como: *, p<0,1 en comparacion con los ratones de control; #, p<0,1 en comparacién con los ratones estresados trata-
dos con vehiculo; $3$, p<0,01, $, p<0,1 en comparacién con la ausencia de preferencia por la sacarosa correspondiente
al valor del 50 % del consumo de sacarosa. Todas las barras de error representan la E.S.M.

Figura 11: Medicion de retinol en el cultivo celular tras la aplicacion de retinol: ROL estandar (linea negra), ATROL
aplicado (linea azul), 9CROL aplicado (linea roja).

Figura 12: Medicion de DH-RA en cultivo celular tras la aplicacidn de retinol: ROL estandar (linea negra), ATROL
aplicado (linea azul), 9CROL aplicado (linea roja).

Figura 13: Medicion de RA en cultivo celular tras la aplicacion de retinol: ROL estandar (linea negra), ATROL aplicado
(linea azul), 9CROL aplicado (linea roja).
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Figura 14: A. Mezcla estandar de 9CDHROL (cromatograma superior) y niveles enddgenos en el cerebro de raton
(cromatograma central) y después del tratamiento con 9CDHROL (cromatograma inferior). Ambas escalas del eje y
de las muestras de cerebro eran idénticas, mientras que el eje y del estandar no es similar y se ajustd al maximo de
los picos relevantes. B. 9CDHROL en suero humano (cromatograma superior) y mezcla estandar 9CDHROL / ATDH-
ROL (cromatograma inferior). Ambas escalas del eje y no son similares y se ajustaron al maximo de los picos relevan-
tes. C. 9CDHROL en la cadena alimentaria humana / higado de vaca (cromatograma superior) y mezcla estandar de
9CDHROL / ATDHROL (cromatograma inferior). Ambas escalas del eje y no son similares y se ajustaron al maximo
de los picos relevantes. D. Conversién de 9CDHBC y 9CBC en 9CDHROL en la linea celular de oligodendrocitos
humanos in vitro tras la administracion de CTRL, 9CBC, 9CDHBC y 9CDHROL. Las escalas del eje Y de los tres
cromatogramas superiores son similares y se ajustaron al maximo de los picos relevantes, mientras que el cromato-
grama inferior tiene una escala mucho mayor.

Figura 15: 9CDHBC en la cadena alimentaria humana, estandar 9CDHBC eluyendo a 25,0 min (figura superior) y
melocotdn extraido de una lata (figura inferior) con un pico coeluyendo a 25,0 min y espectros UV /VIS comparables
(datos no mostrados).

Figura 16: Intraconversion de carotenoides: A. Conversion de 9CBC administrado a 9CDHBC en la linea celular de
oligodendrocitos humanos in vitro. El pico con un tiempo de retencion de 25,1 min esta presente después del trata-
miento con 9CDHBC, asi como en niveles mas bajos después del tratamiento con 9CBC. B. No hay conversion de
ATBC a 9CBC o 9CDHBC en la linea celular humana de oligodendrocitos in vitro. El ATBC eluye a los 27,2 min
(detectable a 411 nm, aunque tiene una UVmax de 450 nm) y esta presente a niveles muy altos después del trata-
miento con ATBC (segunda figura desde arriba en el panel derecho). El 9CBC esta presente como un pico principal
en el hombro tras el tratamiento con 9CBC, mientras que no es detectable tras el tratamiento con CTRL o los trata-
mientos alternativos.

Figura 17: A. Conversiéon de 9CDHROL, 9CDHROL-éster y 9CDHRA-éster en 9CDHRA en la linea celular de oligo-
dendrocitos humanos in vitro. Se observo un tiempo de retencion ligeramente diferente de los derivados debido a que
se utilizé un sistema de HPLC y un procedimiento de extraccion diferentes, como se explica en la seccidon de materiales
y métodos, gradiente de retinoides. B. Conversion de 9CDHBC a 9CDHRA: niveles estandar de 9CDHRA y ATDHRA
tras el tratamiento de control / enddgeno (cromatograma superior) y la suplementacion con 9CDHBC (cromatogramas
inferiores) en el higado de ratén utilizando la misma dimensién de escala del eje y. C. Conversién de 9CDHROL a
9CDHRA: niveles estandar de 9CDHRA y ATDHRA en suero, cerebro e higado tras el tratamiento de control / end6-
geno (cromatogramas superiores) y tras la suplementacion con 9CDHROL (cromatogramas inferiores) en ratones
utilizando la misma dimension de escala del eje y por 6rgano relevante (suero, cerebro, higado).

Figura 18: Actividades antidepresivas de 9CDHROL y 9CDHBC en el modelo de estrés de derrota social cronica. (a)
El estrés por derrota social aumenté significativamente el tiempo de inmovilidad en la prueba de natacion forzada en
los ratones que recibieron (veh; n=6) en comparacion con los ratones de control no estresados (CTR; n=6). El trata-
miento con 9CDHROL (n=5) disminuy6 dicha inmovilidad en los ratones estresados de forma similar a 9CDHBC (n=4).
(b) El déficit de preferencia por la sacarosa inducido por el estrés de la derrota social se evitd con los tratamientos con
9CDHROL o0 9CDHBC. Las diferencias estadisticas reveladas por la prueba t de student se indicaron como: **, p<0,01
en comparacion con los ratones control; #, p<0,05 en comparacién con los ratones estresados tratados con vehiculo;
$, p<0,05 en comparacién con el valor del 50 % del consumo de sacarosa correspondiente a la ausencia de preferencia
por la sacarosa. Todas las barras de error representan la E.S.M.

Definiciones

Debe entenderse que esta invencion no se limita a los ejemplos especificos y a las realizaciones proporcionadas en
el presente documento, y que deben incluirse alternativas que estén dentro de las habilidades de un experto en la
materia. También debe entenderse que la terminologia empleada en el presente documento tiene por objeto describir
Unicamente las realizaciones particulares y no pretende ser limitativa.

Tal y como se utiliza en esta especificacion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “uno”, “una” y
“el”, “la” incluyen referencias plurales a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

Tipicamente, los compuestos segun la invencion se refieren a enantidmeros (enantidmeros puros o mezcla, siempre
que sean obtenidos por el método de la invencion), hidratos y solvatos de los mismos, formas sélidas de los mismos,
asi como mezclas de dichas formas.

Un “enantidmero” es uno de los pares de compuestos de isdmeros 6pticos que son compuestos diferentes y son
imagenes especulares el uno del otro.

“Enantiomero” se entiende aqui preferentemente como un compuesto de la invencién que se puede obtener por un

método enantioselectivo, preferentemente un método de preparacion enantioselectivo, muy preferentemente como un
compuesto enantiopuro o enantioméricamente puro. “Enantiopuro” o “enantioméricamente puro” es un compuesto en
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el que las moléculas tienen (en la medida en que se puede obtener por el método de la invencion) la misma quiralidad.
Preferentemente, enantiopuro o enantioméricamente puro significa 6pticamente puro, mas preferentemente con una
pureza optica de al menos el 90 %, preferentemente de al menos el 95 %, mas preferentemente de al menos el 98 %
o el 99 %. Muy preferentemente, las moléculas “enantiopuras” o “enantioméricamente puras” tienen la misma quira-
lidad dentro de los limites de deteccién.

“Alquilo” se refiere en el presente documento a un radical de cadena de hidrocarburo lineal o ramificado compuesto
Gnicamente por atomos de carbono e hidrégeno, que esta saturado, y que tiene hasta 25 (preferentemente 23 0 21 o
19) atomos de carbono. En ciertas realizaciones un alquilo puede comprender de 1 a 25 atomos de carbono (denomi-
nado C1.25 alquilo), o preferentemente puede ser un Cqs.25 alquilo, un C1s.23 alquilo, un C4s.21 alquilo, un C1s-19 alquilo o
un C43.17 alquilo; alternativamente, puede ser un alquilo de cadena corta, p. €j. un alquilo de C+.3, un alquilo de C1.4, un
alquilo de C+.5, un alquilo de C1.5, un alquilo de C+.7 0 un alquilo de C1.s; alternativamente, en algunas realizaciones
puede ser un alquilo de Cs.17, un alquilo de Cs.15 0 un alquilo de Cs.13. El alquilo esta unido al resto de la molécula por
un unico enlace covalente. El alquilo es preferentemente una cadena hidrocarbonada lineal y no ramificada. Alternati-
vamente, puede ser una cadena hidrocarbonada ramificada; sin embargo, las cadenas laterales ramificadas son tipi-
camente grupos metilo, etilo o propilo, preferentemente grupos metilo o etilo. La cadena de alquilo puede estar opcio-
nalmente sustituida por uno 0 mas de los siguientes sustituyentes: haldégeno (incluyendo -F, -Br, -Cl o -I), ciano, nitro,
oxo0, C1.3 alcoxilo o hidroxilo. Preferiblemente, el grupo alquilo no esta sustituido.

“Alquenilo” se refiere en el presente documento a un radical de cadena de hidrocarburo lineal o ramificada compuesta
Gnicamente por atomos de carbono e hidrégeno, que es insaturado, es decir, que contiene al menos un doble enlace
(es decir, C=C), y que tiene al menos 2 y hasta 25 (preferiblemente 23 0 21 o0 19) atomos de carbono. En ciertas
realizaciones, un alquilo puede contener de 2 a 25 atomos de carbono (denominado alquilo Cz-25); mutatis mutandis,
la longitud de la cadena puede ser la misma que la de los grupos alquilo, aunque la cadena mas corta contiene al
menos 2 atomos de carbono. Con respecto a la ramificacién y la sustitucion, se aplica lo mismo que en el caso de la
cadena de grupos alquilo.

Los ésteres de (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol de la presente invencidn pueden ser ésteres de acidos grasos. Aqui, el
término “acido graso” se refiere a un acido carboxilico que tiene una cadena alifatica (no aromatica) larga que puede
ser saturada (alquilo) o insaturada (alquenilo). Preferiblemente, las cadenas de alquilo de los acidos grasos utilizados
en la invencién son compuestos de cadena abierta, rectos o ramificados. Normalmente, las cadenas de alquilo de los
acidos grasos contienen al menos 11 y como maximo 25, preferiblemente 23, 22 o0 21 carbonos.

Los compuestos de la invencion tienen también usos farmacéuticos (medicinales) y nutricionales.

Una “composicion farmacéutica” se refiere a una composicion para su uso en el tratamiento del cuerpo humano o
animal para restaurar o mantener la salud; dicha composicién comprende un (Uno 0 mas) agente activo y una o mas
sustancias adicionales uatiles como portador. El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, relleno, exci-
piente, estabilizador o vehiculo con el que se formula el agente para su administracion.

“Nutracéutico” se refiere a un alimento que proporciona beneficios para la salud ademas de su valor nutricional basico.
Un nutracéutico tiene un beneficio fisiologico o proporciona proteccion contra trastornos o molestias fisioldgicas. Una
composicion nutracéutica comprende una composicion de la invencidn y al menos una sustancia adicional, por ejem-
plo, un portador nutracéutico o un componente alimentario.

El término “suplemento dietético” se refiere a un neutracéutico, por ejemplo, una composicion neutracéutica destinada
a proporcionar nutrientes que, de otro modo, podrian no consumirse en cantidades suficientes.

“Alimento funcional” es también un neutracéutico, por ejemplo, una composicidn neutracéutica, y se refiere a cualquier
alimento o ingrediente alimentario modificado que puede aportar un beneficio o proporcionar proteccidn contra un
trastorno o malestar fisioldgico, mas alla de los nutrientes tradicionales que contiene.

Una “declaracién de propiedades saludables” define un beneficio para la salud de un nutracéutico y esta sujeta a una
aprobacion reglamentaria (analoga a una indicacién en el caso de un medicamento) segun una legislacioén nacional o
equivalente. Una “declaracion de propiedades saludables” debe figurar en las etiquetas de los alimentos y en su
comercializacion.

La palabra “que comprende”, tal como se utiliza aqui, significa que contiene, es decir, que permite la presencia de
otras entidades o miembros. El término puede limitarse a “compuesto esencialmente por”, lo que significa que com-
prende los componentes o ingredientes esenciales enumerados y, opcionalmente, otros componentes o ingredientes
no esenciales; o a “compuesto por”, lo que significa que se excluye cualquier componente adicional.

La “terapia” puede incluir la prevencion y/o el tratamiento.

“Prevenir el” o “prevencién del” desarrollo de una enfermedad o afecciéon se refiere al menos a la reduccién de la
probabilidad del riesgo o la susceptibilidad de adquirir una enfermedad o trastorno, o preferentemente a hacer que al
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menos uno de los sintomas clinicos de la enfermedad o trastorno no se desarrolle en un paciente que puede estar
expuesto o predispuesto a la enfermedad pero que aln no experimenta o muestra sintomas de esta.

“Tratar” o “tratamiento” de cualquier enfermedad o trastorno se refiere, en algunas realizaciones, a la mejora de al
menos una enfermedad, trastorno o condicidn o, preferentemente, a la reduccion del desarrollo de la enfermedad o
trastorno o de, al menos, uno de sus sintomas clinicos. En algunas realizaciones, “tratar” o “tratamiento” se refieren
a la mejora de, al menos, un parametro fisico de la enfermedad. En ciertas realizaciones, “tratar” o “tratamiento” se
refiere a inhibir la enfermedad o el trastorno o la condicidn, ya sea fisica o fisiolégicamente. En ciertas realizaciones,
“tratar” o “tratamiento” se refiere a prevenir o retrasar la aparicion de la enfermedad o el trastorno.

Especificamente en el caso de las enfermedades del sistema nervioso central o periférico, el tratamiento, en particular
en el caso de los trastornos degenerativos o en el caso de los trastornos mentales, segun sea el caso, puede incluir
la ralentizacién de la tasa de degeneracion o deterioro; hacer que la degeneracién sea menos debilitante; mejorar el
bienestar fisico o mental del sujeto; mejorar o preservar la memoria y/o las funciones cognitivas; restaurar y/o mejorar
el estado de alerta y la capacidad de concentracién o, en algunas situaciones, prevenir la aparicion de la demencia.

Por lo tanto, los términos “prevencion” y “tratamiento” pueden solaparse, como se desprende de la definicidon anterior,
en la medida en que este Ultimo incluya la prevencién o el retraso de la aparicidn de la enfermedad o el trastorno.

Un sujeto es cualquier sujeto animal o humano, en particular un sujeto vertebrado, mas particularmente un sujeto de
sangre caliente o un mamifero.

Un “mamifero”, tal como se utiliza aqui, puede ser cualquier mamifero, preferentemente un animal de laboratorio, un
animal de compaifiia, un animal de ganado o un animal doméstico. Un mamifero puede ser, por ejemplo, un roedor,
un primate, un mono o un humano. Preferentemente, los mamiferos son cualquier vertebrado de la clase Mammalia
que tenga neocdrtex (una region del cerebro), pelo y glandulas mamarias.

Los compuestos y las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden utilizarse en un método terapéutico.

Los compuestos y las composiciones farmacéuticas segun la invencién se utilizan en un método terapéutico para el
tratamiento de enfermedades en las que estan implicados los receptores de acido retinoico (RAR) y los receptores de
retinoides X (RXR). Preferiblemente, la enfermedad implica a los receptores de retinoides X y el ligando de la invencion
es selectivo para los mismos. Dicha enfermedad puede ser una enfermedad debida a una alteracién de |la sefializacion
de los RXR.

Los compuestos y las composiciones farmacéuticas segun la invencion se utilizan en un método terapéutico, en parti-
cular para el tratamiento de un trastorno/enfermedad mental.

El término “enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central” son enfermedades o trastornos que afectan
al sistema nervioso central (SNC), es decir, al cerebro 0 a la médula espinal, y que dan lugar a trastornos neurologicos
0 mentales, preferentemente relacionados con el complejo de RXR con RAR u otros receptores nucleares. Las causas
de las enfermedades del SNC pueden ser, por ejemplo, traumatismos, infecciones, degeneracion, trastornos autoin-
munes, defectos estructurales, tumores y accidentes cerebrovasculares. Aqui nos centramos en las enfermedades
neurodegenerativas, los trastornos del estado de animo, la esquizofrenia y el autismo.

El término “enfermedades relacionadas con el sistema nervioso periférico” son enfermedades que afectan al sistema
nervioso periférico, preferentemente vinculadas al complejo de RXR con RAR u otros receptores nucleares. Sin em-
bargo, el ligando de la invencién es preferentemente selectivo de RXR.

El término “trastorno mental” incluye, entre otros, el trastorno obsesivo-compulsivo, el trastorno de estrés postrauma-
tico, la ansiedad, los ataques de panico, la esquizofrenia, los trastornos esquizoafectivos, la depresion, la mania, la
maniacodepresion (trastorno bipolar), la apatia, el delirio, las fobias, la amnesia, los trastornos alimentarios (por ejem-
plo, la bulimia, la anorexia), y otros similares. En una realizacion, los trastornos mentales incluyen el trastorno obse-
sivo-compulsivo, el trastorno de estrés postraumatico, los ataques de panico, la esquizofrenia, los trastornos esqui-
zoafectivos, la depresion, la mania, el trastorno maniacodepresivo (trastorno bipolar), la apatia, el delirio, las fobias, la
amnesia y los trastornos alimentarios (por ejemplo, la bulimia, la anorexia). En otra realizacion, los trastornos psiquia-
tricos incluyen el trastorno obsesivo-compulsivo, la esquizofrenia, los trastornos esquizoafectivos, la depresion, la ma-
nia, la maniacodepresién (trastorno bipolar), la apatia, el delirio y las fobias. En otra realizacion, los trastornos psiquia-
tricos incluyen el trastorno obsesivo-compulsivo, la esquizofrenia, los trastornos esquizoafectivos, la depresion, la ma-
nia y la maniacodepresion (trastorno bipolar). Preferentemente o en particular, el término “trastorno psiquiatrico”, tal
como se utiliza aqui, se refiere y sera entendido por el experto como “trastornos mentales”, tal como se describen en
las secciones F06-F50 de la Clasificacién Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas de Salud Relacio-
nados de la OMS 102 Revision. En una realizacion, los trastornos neurodegenerativos se excluyen del ambito de los
trastornos mentales o de los trastornos mentales.
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“La memoria de trabajo o sin6nimo de memoria a corto plazo” caracteriza la adquisicion, el almacenamiento, la reten-
cion y el recuerdo de la informacién durante un breve intervalo de tiempo que va de algunos minutos a varias horas,
opcionalmente dias, y que se utiliza para modificar el comportamiento del sujeto.

“La pérdida de memoria” se refiere a la reduccién de la capacidad de adquirir, almacenar, retener y/o recordar infor-
macion, incluyendo experiencias pasadas, conocimientos y pensamientos.

El término “depresion” o “trastorno depresivo” o “trastorno del estado de animo” se refiere a un campo médico que
puede ser comprendido por el profesional experto. Un “trastorno del estado de animo” se refiere a la alteracion del
tono de los sentimientos o del estado emocional que experimenta un individuo durante un periodo extenso de tiempo.
Los trastornos del estado de 4nimo incluyen el trastorno de depresion mayor (es decir, el trastorno unipolar), la mania,
la disforia, el trastorno bipolar, la distimia, la ciclotimia y muchos otros. Véase, por ejemplo, el Manual diagnéstico y
estadistico de los trastornos mentales, cuarta edicién (DSM IV). Un “trastorno depresivo mayor”, “trastorno por depre-
sion mayor” o “trastorno unipolar” se refiere a un trastorno del estado de 4nimo que implica cualquiera de los siguientes
sintomas: estado de animo persistentemente triste, ansioso o “vacio”; sentimientos de desesperanza o pesimismo;
sentimientos de culpa, inutilidad o impotencia; pérdida de interés o placer en aficiones y actividades que antes se
disfrutaban, incluidas las relaciones sexuales; disminucion de la energia, fatiga, estar “ralentizado”; dificultad para
concentrarse, recordar o tomar decisiones; insomnio, despertares tempranos o dormir en exceso; pérdida de apetito
y/0 peso 0 comer en exceso y aumentar de peso; pensamientos de muerte o suicidio o intentos de suicidio; inquietud
o irritabilidad; o sintomas fisicos persistentes que no responden al tratamiento, como dolores de cabeza, trastornos
digestivos y dolor crénico. Varios subtipos de depresion se describen, por ejemplo, en el DSM V.

El término “enfermedad o trastorno neurodegenerativo”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
enfermedad o trastorno caracterizado por la disfuncién progresiva del sistema nervioso o por la pérdida progresiva de
la estructura o la funcidn del tejido neural, preferentemente de las neuronas, incluida la muerte de estas. La “enferme-
dad o trastorno neurodegenerativo” se selecciona preferentemente del grupo formado por la enfermedad de Parkin-
son, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la degeneracion lobar frontotemporal asociada a la
proteina TDP-43 (FTLD-TDP, la demencia con cuerpos de Lewy (DLB), la demencia vascular, la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA), del deterioro cognitivo leve (DCL), la enfermedad de Parkinson con DCL y otras demencias relacio-
nadas con la neurodegeneracion debidas a cambios en el cerebro causados por el envejecimiento, la enfermedad o
los traumatismos; o lesiones medulares y ataxias, esclerosis diseminada y esclerosis multiple, u otras afecciones
neurolégicas.

Los compuestos y las composiciones farmacéuticas segun la invencion se utilizan en un método terapéutico, en parti-
cular para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

El término “enfermedad de Alzheimer” se refiere a la forma mas comin de demencia, que esta bien reconocida clini-
camente. La pérdida de memoria también desempefia un papel importante en esta enfermedad.

Descripcién detallada de la invencién

La vitamina A es una sustancia que puede revertir completamente el sindrome de deficiencia de vitamina A (24-26).
La vitamina A1, utilizada aqui como término aplicado al retinol, los ésteres de retinilo y el retinal, y los derivados de la
provitamina A, como el 3-caroteno, el a-caroteno y la B-criptoxantina, y los derivados comparables de la vitamina A2
(3,4-didehidro-retinoides y el carotenoide anhidro-luteina), que se encuentran principalmente en las especies aviares
y de peces (27, 28) pertenecen a esta categoria. La importancia para el ser humano de los pigmentos visuales del
grupo de vitaminas A3 y A4, que hasta ahora no se han relacionado con los vertebrados, también puede ser conside-
rada de forma critica (17).

En los animales adultos, los heterodimeros de RXR, principalmente RXR-VDR, RXR-PPAR, RXR-FXR y RXR-LXR,
junto con RXR-RAR, regulan el metabolismo lipidico homeostatico y la inflamacion (revisado en (29-34)). Los cambios
en esta sefializacién mediada por el receptor dan lugar a graves enfermedades metabdlicas e inmunologicas (revisa-
das en ((35) y (34)). Varios de estos efectos fisioldgicos dependen de los procesos mediados por el receptor RXR,
como la respuesta inflamatoria y la sefializacién de los lipidos, por lo que estan relacionados con varios efectos fisio-
patoldgicos identificados en animales adultos con deficiencia de vitamina A (36-41).

Un ligando enddgeno del RXR sirve como interruptor principal para permitir la sefializacién mediada por los heterodi-
meros de RXR en el organismo de los mamiferos. Diversos efectos observados en animales con deficiencia de vita-
mina A fueron comparables a los efectos encontrados en animales RXR-KO (42, 43). Los presentes inventores creen
que, ademas de los efectos mediados por los receptores hormonales no nucleares en la vision, las vias mediadas por
RAR y especialmente por RXR son las principales vias para la actividad de la vitamina A y que éstas dependen de los
ligandos enddgenos de RAR y/o RXR.

Esta ampliamente aceptado que el ATRA es el ligando enddgeno relevante del RAR, pero también se han descrito

otros ligandos (22, 44-49). Los 9-cis-retinoides pueden convertirse en todo-trans-retinoides y servir como precursores
adicionales del ligando enddgeno de RAR, el ATRA.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2967076 T3

Shirley M A y col. en 1996 (Shirley M A y col. 1996) han encontrado que en las ratas el 9-cis-RA se reduce a 13,14-
dihidro-9-cis-RA y este Gltimo se conjuga con la taurina para formar un nuevo metabolito, considerado, sin embargo,
como una etapa inicial que conduce a la beta-oxidacion.

Recientemente se ha identificado el acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico (9CDHRA) como un retinoide enddégeno en ra-
tones. Los actuales inventores han llegado a la conclusion de que el 9CDHRA es el ligando endodgeno relevante para
el receptor de retinoides X (RXR), un receptor hormonal nuclear que participa en la regulacion de varias vias fisiolégi-
cas relevantes en el cerebro, el metabolismo de los lipidos, la inflamacién, la diferenciacion, la proliferacion y el ciclo
celular. Se ha descubierto que la sefializacién mediada por el RXR esta desregulada en varias enfermedades que van
desde disfunciones neuroldgicas, enfermedades cardiovasculares y enfermedades relacionadas con la piel o el sis-
tema inmunitario, en las que esta implicada una desregulacién de la homeostasis lipidica y la inflamacion relacionada
con la sefializacion del RXR. Los inventores han identificado ademas el ligando endégeno del RXR, 9CDHRA, como
una molécula lipidica de sefalizacién posiblemente relacionada con las disfunciones del RXR debido a niveles redu-
cidos del ligando. De este modo, se ha identificado una nueva via de la vitamina A, denominada via de la vitamina A5.

La presente invencién se refiere a precursores fisioldgicos y nutricionales del 9CDHRA. El principal precursor es el 9-
cis-13,14-dihidroretinol (9CDHROL), es decir, la vitamina A5 y sus ésteres, los ésteres de 9-cis-13,14-dihidroretinilo
(ésteres de 9CDHROL), asi como los ésteres del acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico (ésteres de 9CDHRA). Ademas de
estas moléculas, hay nuevos carotenoides como precursores de la provitamina A(5), como el 9-cis-13,14-dihidro-B,B-
caroteno (9CDHBC). Se contemplan otros precursores de la 9CDHBC (como el 9-cis-f,p-caroteno (9CBC)).

El objetivo del presente estudio fue encontrar y sintetizar mediante sintesis organica estos derivados adicionales y
probar ejemplos representativos de estos precursores en modelos animales para la depresion en modelos de raton.

En el conjunto de experimentos descritos en los Ejemplos, los presentes inventores han desarrollado una nueva sin-
tesis quimica de 9-cis-13,14-dihidroretinol y 9-cis-13,14-dihidroretinil-acetato a través del 9-cis-13,14-dihidroretinoato
de etilo. Otros ésteres del acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico y del 8-cis-13,14-dihidroretinol (como el palmitato y otros)
pueden prepararse facilmente utilizando basicamente el mismo método.

También se han desarrollado nuevos métodos de sintesis del 9-cis-13,14-dihidro-f,p-caroteno y del 9-cis-p,p-caro-
teno.

Otra opcidn es la sintesis quimioenzimatica de ésteres de retinilo de cadena larga. Una parte de estas sintesis utilizan
el retinol como material de partida [O'Connor et. al. Aust. J. Chem. 1992, 45, 641; Maugard et. al. Biolechnol. Prog.
2002, 18, 424). Algunos autores han utilizado ésteres de retinilo, como el acetato de retinilo, como material de partida
para una preparacion biocatalitica de ésteres de retinilo de cadena larga (véase, por ejemplo, la solicitud de patente
japonesa no examinada JP 62-248495, 1987). El documento US7566795B2 describe un método mejorado para la
preparacion de ésteres de retinol de cadena larga mediante procesamiento quimioenzimatico a partir de ésteres de
retinilo de cadena corta y un acido o éster de cadena larga apropiado en presencia de una enzima y un disolvente
organico y, opcionalmente, en presencia de, al menos, un tamiz molecular y/o, al menos, una resina de intercambio
idnico para formar el éster de retinilo.

Varias solicitudes de patentes se han dirigido a varios precursores de la forma de la vitamina A y sus variantes.

En cuanto a los ésteres de formas acidas, el documento WO 95/04018 A1 se refiere a la preparacién de ésteres de
acido 9-cis-retinoico. Los compuestos comprenden dobles enlaces entre los carbonos 11 y 12, asi como entre los
atomos de carbono 13 y 14 y pueden tener configuraciones cis o frans. Mientras que los métodos pueden ser utilizados
aqui, los compuestos no pueden ser necesariamente derivados de 13,14 dihidroretinoides. El documento WO
95/32946 A1 también se refiere a la preparacion de ésteres del acido 9-cis-retinoico. Los compuestos deben compren-
der dobles enlaces entre los carbonos 11-12y 13-14, que pueden ser tanto isémeros cis como frans.

En cuanto a los ésteres de retinol, el documento W0O2013134867 A1 describe el tratamiento de la retinosis pigmentaria
con ésteres de retinilo de configuracion 9-cis 0 11-cis (véase la reivindicacién 17). La descripcidon menciona el acido
9-cis-13,14-dihidroretinoico como metabolito, pero no hay ninguna sugerencia sobre los derivados del 9-c¢is-13,14-
dihidroretinol. (“Los analisis farmacocinéticos mostraron que los metabolitos predominantes eran el oleato de 9-cis-
retinilo o el palmitato de 9-cis-retinilo y el acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico. A las 4 horas de la dosis, la concentracion
de estos compuestos era mayor que la del acetato de 9-cis-retinilo y el 9-cis-retinol”. Véase la pagina 70, penultimo
parrafo).

El documento WO 2011/034551 A2 describe formulaciones farmacéuticas que comprenden uno o mas ésteres de 9-

cis-retinilo (acetato, palmitato, etc.) en un vehiculo lipidico y sus usos para fines oftalmicos. La descripciéon no men-
ciona el uso de derivados de 9-cis-13,14-dihidroretinol.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2967076 T3

Por lo tanto, aparentemente no aparece ninglin documento que describa el uso médico o, en particular, el uso nutri-
cional del 9-cis-13,14-dihidroretinol o de sus derivados de éster. Ademas, no se han encontrado datos relativos a los
derivados de ésteres del 9-c¢is-13,14-dihidroretinol.

La unién del ligando RXR es un mecanismo muy importante responsable de los efectos mediados por la vitamina A.

La via de los precursores del RXR es diferente de la via de los precursores del RAR que conduce al ATRAy a la
sefializacién selectiva mediada por el RAR. Alternativamente, los carotenoides pro-vitamina A1, como se ha demos-
trado para el ATBC, no pueden convertirse en el organismo humano en sus derivados 9-cis y, por tanto, no son pre-
cursores de los ligandos selectivos del RXR. El alcohol de la vitamina A1, el todo-tfrans-retinol (ATROL), se convierte
débilmente y de forma no selectiva en 9CDHROL, por lo que es un precursor débil y no selectivo de los ligandos
selectivos del RXR. EI ATROL puede servir principalmente como precursor multifuncional que se almacena como éster
de retinilo y esta estrechamente controlado por las proteinas de unién en el suero y las células para la homeostasis
general y para permitir la sintesis de los ligandos de RAR y RXR y la posterior sefializacion mediada por RAR y RXR
sin selectividad RXR.

Se contempla aqui que los 9-cis-13,14-dihidroetinoides pueden considerarse como precursores especificos y/o selec-
tivos de los ligandos del RXR. Basandose en la informacion expuesta anteriormente, los posibles ligandos del RXR
procedentes de las vias de la vitamina A1 y A2 parecen tener una relevancia endoégena nula o muy limitada. Sin
embargo, los presentes inventores han demostrado que esta nueva via de sefializacion, que es relevante para la
activacion del RXR, deberia incluirse también como criterio crucial para las funciones generales de la vitamina A (Fi-
gura 7). En la figura no se identifica la presencia de 9CDHRAL y ATDHRAL. Esta ruta parece ser especifica de la via
de la vitamina A, ya que las estructuras de alcohol analogas 9CROL y ATROL no se convierten esencialmente en los
acidos correspondientes en los cultivos celulares, por ejemplo, en los oligodendrocitos. En resumen, dado que el 9CRA
no enddégeno procedente de la via de la vitamina A1 debe excluirse como activador enddgeno relevante del receptor
RXR, los 9-cis-13,14-dihidroretinoides y sus precursores nutricionales representan una nueva via de sefializacion de
la vitamina A que se denomina via de la vitamina A5.

Los presentes inventores han dilucidado la conversion metabdlica de los compuestos de esta via de la vitamina A5 en
experimentos de suplementacidn en el organismo de los mamiferos en sistemas celulares in vitro, los han identificado
en el organismo de los ratones y de los humanos como derivados enddgenos, y han identificado estos derivados
directa o indirectamente dentro de la cadena alimentaria humana. Ademas, se ha investigado y encontrado sorpren-
dentemente que 9CDHROL y 9CDHBC muestran actividades antidepresivas en el protocolo de derrota del estrés
social como un proceso mediado por el receptor RXR. Por lo tanto, la invencién se refiere a nuevos métodos de
tratamiento de la depresion mediante la administracion de ligandos de RXR o vitamina A5 (9CDHROL), asi como de
pre-precursores de ligandos RXR o precursores de la vitamina A5 (derivados de la pro-vitamina A5) como 9CDHBC.

Como ejemplo para mostrar el efecto de la sefializacion de los RXR, entre las enfermedades con desregulacion de la
sefializacién de los RXR, se ha elegido la depresién como un grupo heterogéneo de trastornos psiquiatricos con una
etiologia no claramente identificada. Se caracteriza por una serie de sintomas afectivos basicos, como la anhedonia 'y
los sentimientos de desesperacion, asi como por sintomas cognitivos menos especificos, como el déficit de la memoria
de trabajo. Se ha demostrado que la reduccién de la biodisponibilidad del 9CDHRA en ratones portadores de una
mutacion nula para la proteina celular de unién al retinol 1 (Rbp1) conduce a comportamientos de tipo depresivo,
mientras que el tratamiento farmacoldgico con 9CDHRA restablece el comportamiento normal en estos ratones. En el
caso de la depresion, la administraciéon de ligandos RAR selectivos no conduce a ninguna mejora y esta disfuncion
parece ser una disfuncion selectiva relacionada con la sefializacion RXR. Los tratamientos con precursores de
9CDHRA, tal y como se presenta aqui, son de relevancia directa para la investigacion de la depresion, ya que el
9CDHRA y los precursores de 9CDHRA, de manera similar a los ligandos de RXR sintéticos, fueron eficaces para
prevenir comportamientos de tipo depresivo en modelos animales de estrés cronico de comportamientos depresivos.

En concreto, los presentes inventores han determinado que el precursor de la 9CDHRA, el 9CDHROL, cuando se
administra por via oral a los ratones, también puede inducir efectos positivos en el rendimiento de la memoria en los
ratones. Ademas, han determinado que el 9CDHROL es un precursor del 9CDHRA cuando se administra por via oral
a los ratones.

Se trata de un hallazgo sorprendente, ya que los analogos 9-cis-retinol (9CROL) y todo-trans-retinol (ATROL) no se
convierten en acido 9-cis-retinoico (9CRA) y en acido todo-frans-retinoico (ATRA), o lo hacen de forma débil, en ex-
perimentos in vitro (véase la figura 13), por lo que no son buenos sustratos precursores de las formas acidas corres-
pondientes.

Del mismo modo, los analogos 9-cis-retinol (9CROL) y todo-frans-retinol (ATROL) no se convierten en acido 9-cis-
13,14-dihidroretinoico (9CDHRA) y acido todo-trans-13,14-dihidroretinoico (ATDHRA), o lo hacen de forma débil, en
experimentos in vitro (véase la figura 13), por lo que tampoco son buenos sustratos precursores de los ligandos de
RAR y RXR activos.
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Asi, los presentes inventores han encontrado una inesperada y novedosa via de la vitamina A al demostrar que el
precursor de la 9CDHRA, el 9CDHROL, asi como sus ésteres, son precursores especiales de los ligandos activos del
RAR y del RXR.

Los presentes resultados permiten concluir que el 9CDHROL es un nuevo retinoide enddgeno en los ratones y que
los derivados que, una vez administrados, dan lugar al 9CDHROL en el organismo animal o humano, pueden consi-
derarse como una fuente de este nuevo tipo de vitamina A.

Los presentes inventores también han determinado que el éster de 9CDHROL y el éster de 9CDHRA son alternativos
al 9CDHROL como precursores del 9CDHRA.

Asi pues, el 9CDHROL y el éster de 9CDHROL vy el éster de 9CDHRA son precursores fisioldgicos y nutricionales del
9CDHRA, y pueden utilizarse como tratamientos alternativos para alcanzar mayores niveles de 9CDHRA en tejidos
(especificos).

En estudios adicionales con animales en un conjunto de modelos de enfermedades mentales, se han aportado mas
pruebas de que el (R)-9CDHRA muestra actividades similares a las del agonista RXR in vivo y revierte los déficits de
comportamiento en los ratones.

Junto con la evidencia de que los ésteres de 9CDHRA y 9CDHROL, asi como sus ésteres, aumentan los niveles de
9CDHRA de manera sorprendente en el cerebro y en los oligodendrocitos, mostrando la reversion de los déficits de
comportamiento en ratones Rbp1-/-, la mejora del rendimiento cognitivo en ratones de tipo salvaje, y la reversién de
los efectos antidepresivos en el modelo de estrés de derrota social cronica, apoyan aiun mas la utilidad de los com-
puestos de la invencion en una amplia gama de enfermedades del sistema nervioso central y periférico. Se utilizaron
ratones Rbp1-/- porque muestran el mismo tipo de déficits que RXRy-/-, o que sugiere que la sefializacion de RXRy
esta regulada a la baja. La normalizacién de su memoria es una prueba de que a estos ratones les falta un ligado de
RXR y no el propio receptor (o la funcionalidad del receptor). El uso de ratones RXRy-/- es un control negativo para
demostrar que 9cDHRA actGa en RXRy para mejorar la memoria - en consecuencia, en ausencia de RXRy no puede
mejorar la memoria. Los resultados se confirmaron en animales de tipo salvaje.

La activacion de RXR por 9CDHRA da lugar a vias de activacidn selectiva de RXR y a la sefializacion mediada por
RXR-LXR, RXR-NR4A, RXR-VDR, RXR-FXR y RXR-PPAR. Estas vias de sefializacion mediadas por RXR pueden
ser modificadas anicamente por un ligando RXR y no por un ligando RAR.

Los presentes inventores han encontrado el ligando endogeno del RXR 9CDHRA y su precursor eficaz 9CDHROL
(vitamina A5), asi como precursores biogenéticos anteriores. Esta via de la vitamina A5 / pro-vitamina A5 implica
aplicaciones farmacéuticas o nutricionales o topicas de nuestros precursores RXR selectivos reivindicados.

La prevencion y el uso de estos compuestos de vitamina A5 / pro-vitamina A5 para enfermedades en las que la sefia-
lizacion mediada por el RXR esta aumentada, como en el caso de varias enfermedades neurodegenerativas y otras
enfermedades de la piel y del sistema cardiovascular que implican una homeostasis lipidica y una regulaciéon inmuni-
taria alteradas por el RXR, como la aterosclerosis, la obesidad y la diabetes. Estas enfermedades con una sefializacion
disfuncional mediada por el RXR pueden ser prevenidas y/o tratadas por nuestros precursores selectivos del ligando
del receptor RXR.

Como ejemplo utilizado en este estudio, se tratd la depresidn como una disfuncioén de la sefializaciéon mediada por el
RXR y el 9CDHRA, asi como el 9CDHROL y el 9CDHBC como precursores del 9CDHRA, como estrategia activa de
tratamiento/prevencidn. Sin embargo, se han descrito muchas otras enfermedades en las que existe un fenotipo RXR-
KO, que van principalmente desde enfermedades neurodegenerativas hasta disfunciones en el sistema cardiovascular
como la obesidad, la diabetes, la arterosclerosis y la regulacién del apetito.

Afirmamos que hemos encontrado un importante mecanismo interruptor fisiolégico en los organismos humanos que
puede ser activado selectivamente por a) un ligando fisiolégico selectivo (9CDHRA) o, b) por precursores nutricionales
presentes en los alimentos, que también pueden ser administrados como suplementos / productos farmacéuticos,
9CDHROL y 9CDHBC. Este interruptor puede permitir la sefializacion mediada por el receptor RXR y, por tanto, pre-
venir las disfunciones y enfermedades dependientes del receptor RXR.

También se ha encontrado, sorprendentemente, que el precursor selectivo de 9CDHRA, 9CDHBC, es un carotenoide
pro-vitamina A5 para permitir la sefializacion mediada por el receptor RXR.

Como se muestra aqui, s6lo el 9CDHBC y no el 9CBC es un excelente precursor del 9CDHROL (vitamina A5). El
carotenoide 9CDHBC es un buen precursor del 9CDHRA en el suero, el higado y el cerebro de los ratones, cuando
se administra por via oral a los ratones en ensayos de suplementacion in vivo. En los seres humanos, los carotenoides
son transportados (mientras que en los ratones no) y almacenados dentro del cuerpo, mientras que esto no ocurre en
los ratones. Se ha demostrado que el 9CDHBC, pero no el 9CBC y especialmente no el ATBC, es un excelente
precursor de 9CDHROL y también de 9CDHRA.
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ElI 9CBC (ya conocido) y el 9CDHBC estan presentes en la cadena alimentaria humana (se muestra para el melocoton
y adicionalmente para el brdcoli), asi como un precursor general en la cadena alimentaria presente en las algas. El
plancton, que contiene principalmente algas, es el material de partida de todos los alimentos de nuestro planeta,
empezando por el plancton/algas, los peces, los animales acuaticos mas grandes y mas tarde los terrestres y, por
ultimo, los seres humanos, como final de la cadena alimentaria global con relevancia evaluada selectivamente desde
la perspectiva humana.

Segun la presente invencién se reivindica un alimento funcional que comprende vitamina A5 aislada afiadida o cual-
quier precursor de esta como el 9CDHBC u otros compuestos, o compuestos de uso segln la invencidn. Preferente-
mente, el alimento funcional segun la invencién es un alimento procesado y, preferentemente, un alimento conservado.

Los ligandos precursores de RXR selectivos de la invencion son sorprendentemente mas eficaces que los compuestos
no selectivos. Por ejemplo, el conocido alcohol de vitamina A1 retinoide enddgeno, ATROL, es s6lo un precursor débil
y no selectivo de 9CDHROL y no es precursor de 9CDHRA en el cultivo de células de oligodendrocitos humanos in
vitro. En ratones suplementados se convierte débilmente y, en parte, no significativamente, en 9CDHRA: factor 2 en
el suero (no significativamente), factor 2,7 en el higado (significativamente) y factor 7 en el cerebro del ratén (signifi-
cativamente) examinado en el ratén después de la suplementacion oral, con lo que no presenta o sélo presenta un
potencial ineficiente para su uso como un precursor selectivo del ligando de RXR. En comparacion, el 9CDHROL,
como nuestro novedoso alcohol de vitamina A5, se convierte en 9CDHRA en un cultivo de células de oligodendrocitos
humanos in vitro de forma excelente y altamente eficiente (factor 98 en el suero y factor 76 en el higado y factor 1294
en el cerebro del raton, todos ellos de forma significativa), cuando se administra la misma cantidad de estos retinoides
suplementados a los ratones. Como se muestra aqui, se ha confirmado que el 9CDHROL esta presente en el suero
humano, asi como en la cadena alimentaria humana examinada en el higado de vacuno disponible comercialmente.

EI 9CDHROL es, por tanto, un excelente precursor fisiolégico y nutricional del 9CDHRA y puede utilizarse como trata-
miento alternativo para alcanzar selectivamente mayores niveles de 9CDHRA y una sefializacion selectiva mediada
por el RXR, como se ha demostrado en estudios de comportamiento en ratones. El 9CDHROL se convierte muy
eficientemente en 9CDHRA, como se ha demostrado en ensayos de suplementacion in vitro e in vivo. Los ésteres del
9CDHROL (9CDHROL-éster) y del 9CDHRA (9CDHRA-éster) son también derivados excelentes y alin mas estables
y pueden administrarse alternativamente y producir una conversion ain mayor en 9CDHRA. En definitiva, el 9CDHROL
pertenece a una nueva familia selectiva de la vitamina A que proporciona precursores selectivos del ligando RXR,
denominada familia de la vitamina A5.

EI 9CDHBC es un nuevo derivado endégeno identificado en altas cantidades en la cadena alimentaria humana a varios
niveles. Por lo tanto, el 9CDHBC es una nueva pro-vitamina selectiva, denominada pro-vitamina A5 como precursor
selectivo del ligando selectivo de RXR, el 9CDHRA.

Por otra parte, el 9CBC es un pre-precursor de un ligando RXR y una pro-vitamina A5. El 9CBC puede utilizarse
alternativamente como ingrediente alimentario o como derivado nutracéutico con un derivado muy débil y no selectivo
para prevenir la deficiencia de VA5 y para la suplementacion general de VA5 para prevenir las disfunciones depen-
dientes de RXR de nuestros organismos, aqui mostradas de forma representativa en la depresion como un ligando
selectivo de RXR / enfermedad neurodegenerativa mediada por RXR.

Los 13,14-dihidrocarotenoides no se han descrito hasta la fecha, salvo en el caso de los carotenoides aciclicos como
el licopeno, el fitoeno y el fitoflueno. La hidrogenacion formal del doble enlace C13,C14 podria ser el resultado de la
accion de la retinol-saturasa (RETSAT) sobre el precursor insaturado retinol o de un metabolismo alternativo de los
retinoides clasicos conocidos (Moise et al., 2004). Los grupos de investigacion de los presentes inventores han iden-
tificado el acido todo-trans-13,14-dihidroretinoico en altas concentraciones en el suero, el higado y el cerebro de rato-
nes jovenes de tipo salvaje no suplementados con vitamina A (respectivamente, 96 ng/ml; 352 ng/mg; 38 ng/g).

En resumen, la via a partir de 9-cis-dihidrocarotenoides, preferentemente 9-cis-13,14-dihidrocarotenoides, tiene una
relevancia fisioldgica para la sintesis enddgena de 9CDHRA a partir de carotenoides dietéticos. Asi, se contempla que
el 9CDHROL y el 9CDHBC son precursores nutricionales y enddgenos relevantes del ligando RXR endégeno
9CDHRA.

Por lo tanto, la invencion también se relaciona con el uso de 9-cis-dihidro-carotenoides (9CDHBC) para los propdsitos
aqui divulgados.

Los experimentos muestran que los compuestos de la invencién son capaces de proporcionar 9CDHRA y podrian
funcionar para mantener la salud, en particular la del sistema nervioso central o periférico y/o para mantener la salud
contra las enfermedades aqui mencionadas o prevenir o tratar dichas enfermedades practicamente en cualquier per-
sona. En particular, la enfermedad es una enfermedad del sistema nervioso central o periférico como se menciona en
el presente documento.
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A continuacion, se detallan ciertos aspectos y realizaciones de la invencién, y también se ilustra la invencién mediante
Ejemplos que forman parte de la invencién; sin embargo, el experto entendera que, basandose en las ensefianzas
especificas y generales proporcionadas en el presente documento, existen otras variantes y realizaciones que pueden
llevarse a cabo.

Preparacion de los compuestos de la invencion
Los compuestos de partida pueden obtenerse comercialmente o pueden sintetizarse segin métodos estandar.
Preparacion del acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico y sus ésteres

En la realizacidn presentada en los Ejemplos, la preparacion del éster etilico (R)-4 del acido (R)-9-cis-13,14-dihidrore-
tinoico [(R)-1] se basoé en el acoplamiento de Suzuki del yoduro de trienilo enantiopuro 3 y el acido bordnico 2 (véase
el Esquema 1 del Ejemplo 1). La sintesis de 3 comenzd con el (2)-stannildienol 5, que se transformé en el benzotiazolil
sulfuro de alilo 6 por reaccion de Mitsunobu con el tiol correspondiente y posteriormente se oxidé a la sulfona 7 con
H202 y un reactivo de peroximolibdato (V). La olefinacidn de Julia-Kocienski se llevo a cabo utilizando un ligero exceso
de base y un exceso del aldehido enantiopuro (R)-8 que es un etil-éster. Como se anticipd a partir de los hallazgos
anteriores sobre el resultado estereoquimico de las reacciones de alilsulfonas y aldehidos, la olefina recién formada
del éstertrienilico (R)-9 es de geometria Z. El tratamiento del estannano precursor con una solucion de yodo en CH2Cl2
genero el yoduro (R)-3 mediante el intercambio Sn-l y la isomerizacion promovida por el yodo del dieno (9Z,112) al
isdémero geométrico (92,11E) deseado. La estructura de los isomeros geométricos pudo confirmarse mediante expe-
rimentos de NOE.

La reaccién de Suzuki del acido borénico 2 recién preparado y el yoduro de dienilo (R)-3, seguida de una elaboracion
inmediata, dio como resultado el (R)-9-cis-13,14-dihidroetinoato de etilo (R)-4. La saponificacion de (R)-4 proporcion6
el acido carboxilico deseado (R)-1 sin pérdida detectable de la integridad estereoquimica. (Véase el esquema de
reaccion 1).

Siguiendo el esquema general, también se preparé el enantiomero (S)-1 con una eficacia similar.

La preparacion de los compuestos de la invencion se describe con mas detalle en el Ejemplo 1.

Pueden prepararse ésteres alternativos del acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico con las correspondientes variantes de
éster del compuesto (R)-8.

Ademas, el acido carboxilico 9-cis-13,14-dihidroretinoico puede esterificarse con otros alcoholes que contengan alquilo
o alquenilo mediante procedimientos estandar, como el tratamiento de una mezcla de ambos compuestos con dici-
clohexilcarbodiimida (DCC) y dimetilaminopiridina (DMAP).

Ademas, se pueden preparar otros ésteres a partir del correspondiente aldehido (R)-8 con un éster diferente al etilico.

Preparacion de 9-cis-13,14-dihidroretinol y los ésteres de 9-cis-13,14-dihidroretinilo

El 9-cis-13,14-dihidroretinol se ha preparado como se describe en el presente documento mediante la reduccién con
DIBAL-H (hidruro de diisobutilaluminio) del 13,14-dihidroretinoato de etilo.

La reduccidén de ésteres también puede realizarse con hidruro de aluminio y litio (LiAlH4) en tetrahidrofurano (THF) o
éter dietilico, o con borohidruro de litio y un alcohol (EtOH, MeOH) en THF/éter dietilico como disolvente.

Se preparo el acetato de 9-cis-13,14-dihidroretinilo a partir de 9-cis-13,14-dihidroretinol afiadiendo un exceso de Ac20
y piridina en presencia de DMAP. El éster obtenido se aisl6 y purificd.

El método de sintesis mantuvo la configuracién absoluta de los estereocentros y proporcion6 los enantidmeros.

Por este método se pueden preparar ésteres alternativos con un anhidrido de acido carboxilico R20, como reactivo,
siendo R un acido carboxilico, o utilizando los correspondientes cloruros derivados de los acidos carboxilicos, o utili-
zando el 4cido carboxilico activado preparado, por ejemplo, con DCC y DMAP.

Los ésteres de 9-cis-13,14-dihidroretinol pueden prepararse mediante reacciones de transesterificacion de ésteres,
con lo que se puede sustituir el grupo acilo.

Alternativamente, los ésteres de retinilo pueden prepararse a partir del 9-cis-13,14-dihidroetinol utilizando agentes
esterificantes adecuados.

Otro método puede ser el de las reacciones enzimaticas selectivas.
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Por ejemplo, la lecitina:retinol aciltransferasa (LRAT) cataliza una transesterificacion, transfiriendo los fragmento de
acilo de cadena larga (principalmente los acidos palmitico, estearico, oleico y linoleico) presentes en la posicion sn-1
de la fosfatidilcolina de la bicapa de membrana al retinol, formando ésteres de retinilo (O'Byrne, Sheila M. et al. 2013).
Las lipasas forman otro grupo de enzimas adecuadas para la sintesis de ésteres, como el éster de acido graso (Kai Z
J 2011, Yin Chunhua 2006). Como alternativa, se puede utilizar un método quimioenzimatico combinado (Liu ZQ 2015).

Tales enzimas pueden prepararse mediante técnicas recombinantes y utilizarse para preparar selectivamente el éster
deseado. Alternativamente, la enzima puede clonarse en una célula huésped apropiada, sobreexpresarse en forma
activa, y esta célula recombinante puede utilizarse para preparar el éster deseado.

Algunos ésteres preferidos de la invencion

Esteres preferidos del acido 9-c¢is-13,14-dihidroretinoico

Los ésteres preferidos del acido 9-cis-13,14-dihidroetinoico son tipicamente ésteres de grupos alquilo de pequefio
tamafio, como los ésteres de metilo, etilo o propilo del acido 9-cis-13,14-dihidroetinoico. Los ésteres del acido 9-cis-
13,14-dihidroetinoico con alcoholes saturados de cadena larga son menos preferidos que los ésteres de acidos grasos
de cadena larga del 9-c¢is-13,14-dihidroretinol.

Otros compuestos preferidos de ésteres de 9-c¢is-13,14-dihidroretinilo

Otros compuestos preferidos de ésteres de 9-cis-13,14-dihidroretinilo incluyen ésteres de formiato (metanoato),
etanoato y propionato, asi como, aunque menos preferidos, ésteres de butirato y valerato.

Los acidos grasos de cadena larga (LCFA) también pueden formar ésteres con el 9-cis-13,14-dihidroretinol.
Los acidos grasos de cadena larga incluyen acidos grasos con una cadena alifatica de 13 a 21 carbonos.

Los acidos grasos de cadena larga pueden seleccionarse entre los acidos grasos saturados e insaturados, estos
ultimos incluyendo los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados.

Acidos grasos saturados

Los ésteres tipicos con acidos grasos saturados pueden formarse, por ejemplo, con los siguientes acidos grasos de
cadena larga:

Acido miristico CH3(CHz2)12CO0H 14.0
Acido palmitico CHa(CHz2)14COOH 16:0
Acido esteérico CH3(CHz2)1sCOOH 18:0
Acido araquidico CHa(CHz2)1sCOOH 20:0.

Aunque a menudo se afirma que los acidos grasos saturados no son ventajosos en la dieta, alin pueden ser compo-
nentes Utiles de los ésteres de la invencidén como precursores del 9CDHROL en los tejidos humanos.

Acidos grasos monoinsaturados (MUFAs)

Los acidos grasos monoinsaturados tienen un doble enlace carbono-carbono, que puede estar presente en diferentes
posiciones. Los monoenos mas comunes tienen una longitud de cadena de 16-22 y un doble enlace con la configura-
cidn cis, que es la preferida.

Los MUFAs preferidos que son aplicables en la presente invencion son el acido oleico
CH3(CH2)7(HC=CH)(CH2)7COOH y el acido palmitoleico CH3(CH2)s(HC=CH)(CH2)7COOH.

Acidos grasos poliinsaturados (PUFAs)

En los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) el primer doble enlace puede encontrarse entre el tercer y el cuarto
atomo de carbono a partir del primer carbono del acido carboxilico; son los llamados acidos grasos w-3. Si el primer
doble enlace se encuentra entre el sexto y el séptimo atomo de carbono, entonces se denominan acidos grasos w-6.

Los PUFAs preferidos que son aplicables en la presente invencién son, por ejemplo, los acidos grasos w-3 y w-6.

Entre los PUFAs, el acido araquidonico (ARA) y el acido docohexanoico (DHA) son (tiles en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer (véase, por ejemplo, el documento EP1419780B1).

En este caso, los PUFAs, una vez hidrolizados, también pueden ejercer su efecto ventajoso en el 6rgano en cuestion.
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En una realizacion, se prefieren los ésteres de acidos grasos esenciales. Dos 4cidos grasos esenciales son el acido
linoleico (LA) y el acido alfa-linolénico (ALA). El cuerpo humano tiene una capacidad limitada para convertir el ALA en
los acidos grasos omega-3 de cadena mas larga, el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico
(DHA), que también se prefieren.

Acidos grasos de cadena ramificada (BCFA)

Los acidos grasos ramificados (BCFA) son componentes bioactivos de los alimentos [Ran-Ressler RR et al.
“Branched-chain fatty acid content of foods and estimated intake in the USA”. Br J Nutr. 2014 Aug 28;112(4):565-72],
que estan presentes en la leche y la soja y, en algunos casos (como el acido fitdnico), en las grasas animales de
rumiantes, y en ciertos pescados. Los acidos grasos de cadena ramificada de origen natural muestran propiedades
potenciales para la salud y son componentes preferidos de los ésteres de la invencion.

Estos BCFAs preferidos son, por ejemplo, el acido 13-metiltetradecanoico, el acido 15-metilpalmitico y el acido fitanico
(acido 3,7,11,15-tetrametil hexadecanoico).

Los acidos grasos y su papel en la Biologia pueden encontrarse, por ejemplo, en los siguientes libros:

(Ching Kuang Chow “Fatty Acids in Foods and their Health Implications” 2007; Arild C y col. Fatty Acids: Structures
and Properties ENCYCLOPEDIA OF LIFE SCIENCES 2005)

Los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas segun la invencién pueden utilizarse en un método terapéutico.
Una terapia preferida se refiere a las enfermedades del sistema nervioso.

Los compuestos de la invencion en el sistema y el tejido nervioso

Los compuestos de la invencion pueden convertirse en su forma activa en el tejido nervioso o en el sistema nervioso.
Preferentemente, si los compuestos se administran a un animal o a un sujeto humano, esta conversion en el sistema
nervioso o en el tejido nervioso (en una realizacion preferida en el cerebro) es preferente.

En la realizacion preferida de la invencion los compuestos se convierten por hidrélisis en 9CDHROL. Alternativamente,
el compuesto es 9CDHROL. En el sistema nervioso, el 9CDHROL se convierte en 9CDHRA, que ejerce su efecto
agonista del receptor RXR.

El sistema nervioso, tal y como se utiliza aqui, esta formado por el sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso
periférico (SNP). El sistema nervioso central (SNC) esta compuesto por el cerebro y la médula espinal.

El sistema nervioso periférico (SNP) incluye todos los nervios periféricos (ramificados) y regula y controla las funciones
y la actividad del organismo.

Segun la invencidn, el 9CDHRA formado in situ ejerce su efecto agonista del RXR en el tejido nervioso para prevenir
o tratar enfermedades del SNC o del SNP (como se detalla en el presente documento, donde se discuten dichas
enfermedades).

El tejido nervioso (o tejido del nervio) es el principal componente tisular de las dos partes mencionadas del sistema
nervioso: el SNC y el SNP. Esta compuesto por neuronas, o células nerviosas, que reciben y transmiten los impulsos,
y por neuroglia, también conocida como células (neuro)gliales (glia), que ayudan a la propagacién del impulso ner-
vioso, ademas de proporcionar nutrientes a la neurona.

Las células neurogliales son, por ejemplo, las siguientes:
Células microgliales, astrocitos, oligodendrocitos, glia NG2, células de Schwann, célula glial satélite, glia entérica

Por mencionar algunos con algo mas de detalle, los oligodendrocitos son estructuras del sistema nervioso central que
forman vainas de mielina en los axones de una neurona, que son un aislamiento a base de lipidos que promueve una
conduccidn eficiente de los impulsos nerviosos por el axdn. La glia NG2 son células del SNC que sirven como precur-
soras del desarrollo de los oligodendrocitos. Las células de Schwann son el equivalente del SNP de los oligodendro-
citos, y ayudan a mantener los axones y forman vainas de mielina en el SNP.

Los experimentos con células oligodendrocitarias, junto con los datos que informan del papel de los agonistas sintéti-
cos del RXR en el control de la remielinizacion, apoyan el papel y la utilidad de los compuestos descritos en la patente
para el control de la oligodendrogénesis y la funcion de la vaina de mielina en las CNs y el SNP, asi como para la glia
NG2.

Asi, las enfermedades del SNC y del SNP que pueden ser tratadas, prevenidas o aliviadas por un agonista del RXR,
pueden ser tratadas con los ésteres de 9CDHRA, con 9CDHROL vy los ésteres de este Ultimo.
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La sefializacion por RAR/RXR, RXR/PPAR o RXR/LXR en el cerebro se revisa 0 menciona, por ejemplo, en las si-
guientes publicaciones: (van Neerven 2008; Shudo K y col. 2009; Skerrett R y col. 2015).

Existen tres receptores X retinoicos (RXR): RXR-alfa, RXR-beta y RXR-gamma, codificados por los genes RXRq,
RXRB y RXRYy, respectivamente. La unién del ligando a RXR es un mecanismo muy importante responsable de los
efectos mediados por la vitamina A. El RXR ocupa una posicion central en la sefializacion de los receptores nucleares
(NR), ya que sirve como socio comun de heterodimerizacion de mdaltiples NR. Estos heterodimeros se denominan
permisivos o no permisivos dependiendo de si el papel del RXR es como socio de transcripcién activo o silencioso,
respectivamente. Los heterodimeros RXR-NR permisivos son activados por el ligando del RXR o por el ligando de su
pareja, y suelen observarse efectos sinérgicos si ambos socios del heterodimero estan unidos a sus ligandos. Uno de
los heterodimeros es el heterodimero RXR-RAR.

Los presentes inventores demostraron que el 9CDHRA como agonista del receptor RXR coordina las actividades
transcripcionales de varias vias de sefializacion de los receptores nucleares, posiblemente a través de los correspon-
dientes heterodimeros permisivos (22).

Los compuestos de la invencion son particularmente Utiles como agonistas del receptor RXR y en condiciones en las
que los agonistas del receptor RXR, en particular a través de los heterodimeros RXR-RAR, pero también RXR-PPAR
0 RXR-LXR son Utiles para mantener o restaurar la salud.

En una realizacion preferida, los compuestos pueden utilizarse para el tratamiento de las funciones cognitivas deterio-
radas y/o el aprendizaje deteriorado.

Los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas segun la invencién pueden utilizarse en un método terapéutico,
en particular para el tratamiento del deterioro de la memoria (pérdida de memoria), en particular el deterioro de la
memoria de trabajo, por ejemplo, defectos y pérdida, o el deterioro de la memoria a corto plazo, por ejemplo, defectos
y pérdida, como la amnesia, etc. El deterioro de la memoria, el deterioro de la capacidad de aprendizaje y el deterioro
de las funciones cognitivas pueden estar asociados a un trastorno mental, como el trastorno cognitivo leve, el sindrome
amnésico, las deficiencias de memoria y cognitivas en la esquizofrenia y los trastornos del estado de animo, como el
trastorno afectivo bipolar y la depresidn, los trastornos relacionados con el estrés y la ansiedad, como la amnesia
parcial y completa y la amnesia disociativa.

Se sabe que varias sustancias y medicamentos psicoactivos provocan pérdida de memoria, deterioro de la capacidad
de aprendizaje y de las funciones cognitivas, como los antidepresivos triciclicos, los agonistas de la dopamina, los
antihistaminicos, las benzodiacepinas, las estatinas, los betabloqueantes, los barbituricos, los opiaceos, el THC, el
alcohol, etc.

Los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas segun la invencién son especialmente Gtiles para revertir dicho
deterioro de la memoria provocado por una enfermedad o un medicamento mencionado anteriormente.

Los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas segun la invencion son especialmente Gtiles en la prevencion
y/o el tratamiento del deterioro de la memoria a corto plazo. Los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas
segun la invencién son especialmente Utiles para mejorar el rendimiento de la memoria de trabajo o reducir la pérdida
de memoria de trabajo.

Los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas segan la invencion son Gtiles en el tratamiento de la depresion,
como los episodios depresivos leves, moderados y graves, asi como la fase depresiva de la enfermedad bipolar, la
ciclotimia o la distimia, el trastorno mixto ansioso-depresivo, la depresidn o el episodio depresivo asociado a otras
enfermedades, como la esquizofrenia, el cancer, las enfermedades metabolicas, etc.

Los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas segun la invencion son Gtiles para prevenir y/o tratar trastornos
neurodegenerativos. Preferentemente, un trastorno neurodegenerativo se selecciona entre la enfermedad de Alzhei-
mer, la enfermedad de Parkinson, el deterioro cognitivo leve (DCL), la enfermedad de Parkinson con DCL, la enfer-
medad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la demencia con cuerpos de Lewy (DCL), la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA) y otras demencias relacionadas con la neurodegeneracion debidas a cambios en el cerebro causa-
dos por el envejecimiento, la enfermedad o el trauma; o lesiones medulares y ataxias, esclerosis diseminada y escle-
rosis multiple u otras afecciones neurolégicas.

Segun una realizacion especifica, la invencion también se refiere a un kit que es adecuado para el tratamiento por los
métodos descritos anteriormente.

En una realizacion, estos kits comprenden una composiciéon que contiene el compuesto de la invencién en dosis ade-

cuadas y una segunda composicion que contiene un estabilizador del estado de animo, un antidepresivo, un ansiolitico,
etc.
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En otra realizacion, el kit comprende una composicion que contiene el compuesto de la invencién en dosis apropiadas
y una segunda composicion que contiene un agente activo contra un trastorno neurodegenerativo tal como se define
0 enumera en el presente documento.

La invencion también se refiere a una combinacion que comprende componentes de los kits mencionados anterior-
mente.

El ensayo de los compuestos de la invencidn es posible en modelos animales (y en modelos no animales), por ejemplo,
el modelo de estrés crénico de derrota social de los comportamientos depresivos, los modelos animales de amiloidosis
o de la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson.

Usos nutricionales

Los compuestos de la invencion pueden utilizarse como suplemento nutricional o dietético, en una composicion ali-
mentaria funcional, en una composicidon de suplemento dietético o en una composicidn nutracéutica. Dicho suplemento
nutricional o dietético, composicion de alimentos funcionales, composiciones de suplementos dietéticos o composicio-
nes nutracéuticas, tienen el beneficio de prevenir, revertir y/o aliviar una condicién como la divulgada en el presente
documento. En una realizacion preferida, la afeccion es la pérdida de memoria, en particular el deterioro de la memoria
de trabajo o a corto plazo, en particular la pérdida de memoria sin la administracion de un producto farmacéutico, es
decir, de forma no médica y/o tienen el beneficio de prevenir, revertir y/o aliviar el deterioro del aprendizaje y/o el
declive de las funciones cognitivas. Por tratamiento no médico se entiende, a los efectos de la solicitud, que las fun-
ciones corporales normales deben mantenerse cuando la condicién aqui definida no es patoldgica o no ha alcanzado
un nivel patolégico. Preferentemente, en el tratamiento no médico se utiliza un suplemento nutricional o dietético, una
composicion alimentaria funcional, una composicion de suplemento dietético o una composiciéon nutracéutica para
prevenir, revertir y/o aliviar la pérdida de memoria, el deterioro del aprendizaje y/o el declive de las funciones cognitivas
en una condicién que todavia no es o no puede considerarse como una enfermedad.

Las composiciones nutracéuticas pueden comprender un “portador nutracéuticamente aceptable”, lo que significa que
el portador es aceptable para el consumo humano y conserva o mejora las propiedades bioldgicas del agente activo.

Por analogia con otras composiciones dietéticas de vitamina A basadas en la invencion, las cantidades de retinoides
de la via de la vitamina A5 pueden medirse en equivalentes de 9CDROL.

Las composiciones de la invencion son adecuadas para su uso en composiciones nutracéuticas, por ejemplo, suple-
mentos dietéticos, alimentos funcionales, alimentos médicos o alimentos con una declaracién de salud.

Como se muestra en este documento, las formas solubles en grasa se almacenarian en el higado y el suministro del
cuerpo podria producirse desde alli.

Formulaciones
Las composiciones comprenden, ademas del agente activo, al menos un portador.

El portador puede ser, por ejemplo, un diluyente, adyuvante, excipiente, estabilizador o vehiculo con el que se formula
el agente para su administracion. Los portadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, como el agua y los
aceites, incluidos los de origen petrolero, animal, vegetal o sintético, como el aceite de cacahuete, el aceite de soja, el
aceite mineral, el aceite de sésamo y similares. El agua es un portador tipico cuando la composicién farmacéutica se
administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y las soluciones acuosas de dextrosa y glicerol también pueden
emplearse como portadores liquidos, especialmente para las soluciones inyectables.

En una realizacion, el agente se formula segun procedimientos rutinarios como una composiciéon farmacéutica adap-
tada para la administracion intravenosa a mamiferos o seres humanos. Normalmente, las composiciones para la ad-
ministracion intravenosa son soluciones en tampoén acuoso isoténico estéril. Cuando sea necesario, la composicion
puede incluir también un agente solubilizante.

En las formulaciones sélidas, los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa,
gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio;
leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se desea, puede
contener también pequefias cantidades de agentes humectantes o emulsionantes, como los lipidos.

Las composiciones farmacéuticas o nutracéuticas pueden adoptar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones,
comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacién sostenida y similares.

En particular, en el caso de los ésteres de cadena alquilica mas largos, es ventajoso un vehiculo lipidico. Los com-

puestos de la invencion son sensibles a la luz y al oxigeno. Por lo tanto, la seleccidn de un vehiculo apropiado puede
depender de su capacidad para estabilizar el compuesto de la invencién. Tales formulaciones se describen, por

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2967076 T3

ejemplo, en el documento WO2011034551A2 (Boch y col., Pharmaceutical formulations comprising 9-cis-retinyl esters
in a lipid vehicle). En el documento WO2011034551A2 y en el WO2013134867A1 se describen formulaciones y dosis
ejemplares.

Las formas de dosificacidn oral adecuadas incluyen, por ejemplo, comprimidos, pildoras, sobres o capsulas de gelatina
dura o blanda, metilcelulosa u otro material adecuado que se disuelva faciimente en el tracto digestivo. Pueden utili-
zarse portadores soélidos no téxicos adecuados que incluyen, por ejemplo, cantidades farmacéuticas de manitol, lac-
tosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sodica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio y
similares. (Véase, por ejemplo, Remington “Pharmaceutical Sciences”, 17 Ed., Gennaro (ed.), Mack Publishing Co.,
Easton, Pennsylvania, 1985).

Los métodos de introduccion incluyen, entre otros, las vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
subcutanea, intranasal, intraocular, epidural y oral. Los agentes pueden administrarse por cualquier via conveniente
como, por ejemplo, por infusion o inyeccion en bolo, por absorcién a través de revestimientos epiteliales 0 mucocuta-
neos (por ejemplo, mucosa oral, rectal e intestinal), y similares, y pueden administrarse junto con otros agentes fun-
cionalmente activos.

Dosificaciones

Las dosis de los agentes pueden seleccionarse cuidadosamente en funcién del estado clinico, la condicién y la edad
del sujeto, la forma de dosificacién y similares.

Por ejemplo, la dosis efectiva en humanos puede calcularse a partir de la dosis en animales, como se describe, por
ejemplo, en el capitulo V (PASO 2: Céalculo de la dosis equivalente en humanos) y en la tabla 1 de unas directrices de
la FDA de julio de 2005. En ella se indica que, para obtener un valor de dosis de partida en humanos, las dosis en
animales se dividiran por un factor calculado en funcién de la superficie corporal, por ejemplo, por un factor de 6,2 en
las dosis en kilogramos de peso corporal entre ratas y humanos, y un factor de 12,3 en las dosis en kilogramos de
peso corporal entre ratones y humanos.

Por lo tanto, se puede dar con seguridad al menos un limite superior basado en modelos animales segun las especies.

Los efectos secundarios dependen de las dosis, y los compuestos de la invencién se contemplan como favorables en
este sentido.

S6lo para dar un ejemplo ilustrativo, y sujeto a ensayos, en el caso de las gotas para los 0jos, un agente puede
administrarse, por ejemplo, desde aproximadamente 0,01 mg, aproximadamente 0,1 mg, o aproximadamente 1 mg,
hasta aproximadamente 25 mg, hasta aproximadamente 50 mg, hasta aproximadamente 90 mg por dosis Unica. Las
gotas oculares pueden administrarse una o mas veces al dia, segln sea necesario. En el caso de las inyecciones, las
dosis adecuadas pueden ser, por ejemplo, de aproximadamente 0,0001 mg, aproximadamente 0,001 mg, aproxima-
damente 0,01 mg, o aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 10 mg, a aproximadamente 25 mg, a aproximada-
mente 50 mg, o a aproximadamente 90 mg del agente, de una a cuatro veces por semana. En otras realizaciones,
pueden administrarse de 1,0 a 30 mg del agente, de una a tres veces por semana, 0 mas en caso de necesitarlo con
mayor frecuencia, por ejemplo, diariamente. Las dosis orales pueden entrar en el mismo orden de magnitud, por
ejemplo, de aproximadamente 1 mg o 5 mg a aproximadamente 10 mg, a aproximadamente 25 mg, a aproximada-
mente 50 mg, 0 a aproximadamente 100 mg del agente en un sujeto, diariamente o de una a seis veces por semana.

Ejemplos
Ejemplo 1: Sintesis quimica - sintesis de dihidroretinoides:

Para confirmar si la sefial relativa de MS-MS detectada a 303>207 mv/z corresponde a 9CDHRA, se llevéd a cabo la
sintesis estereoselectiva de ambos enantidémeros del acido 9-cis-13,14-dihidroretinoico siguiendo la estrategia previa-
mente descrita basada en un acoplamiento de Suzuki Csp2-Csp2 catalizado por paladio (Pazos Y y col. 2001). A
continuacion, se describen los detalles de la sintesis, purificacion y caracterizacién estereocontrolada de los enantio-
meros (R)-y (S)- del acido 9-c¢is-13,14-dihidroretinoico.

La preparacion del éster etilico del acido (R)-9-cis-13,14-dihidroretinoico (R)-4 se basé en el acoplamiento de Suzuki
del yoduro de trienilo enantiopuro 3 y el acido borénico 2 (Esquema 1). La sintesis de 3 comenzé con el (2)-estannil-
dienol 5 (Dominguez B. et al. 2000, Pazos Y et al. 1999) que se transformoé en el benzotiazolil sulfuro de alilo 6 por
reaccion de Mitsunobu con el tiol correspondiente, y posteriormente se oxidé a la sulfona 7 con H202 y un reactivo de
peroximolibdato (VI) (Schultz HS et al. 1963) a -10 °C. La olefinacion de Julia-Kocienski (Blakemore PR. 2002; Aissa
C 2009) se llevd a cabo utilizando un ligero exceso de base (NaHMDS, 1,15 equiv.) y 1,7 equivalentes de aldehido
enantiopuro (R)-8. (Moise AR et al. 2008, Leonard J. et al. 1995) Como se anticip6 a partir de los resultados anteriores
sobre la estereoquimica de las reacciones de alilsulfonas y aldehidos (Sorg A et al. 2005, Vaz B et al., 2005), la olefina
recién formada del éster de trienilo (R)-9 es de geometria Z (lo que se confirm6 mediante experimentos de NOE). El
tratamiento del estannano precursor con una disolucién de yodo en CH2Cl> produjo el yoduro (R)-3 mediante el
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intercambio Sn-| y la isomerizacion promovida por el yodo del dieno (92Z,112) al isémero geométrico (92Z,11E) deseado

(tal y como se confirmé mediante experimentos de NOE).
[N
d E
COEt — » /\)\5\

CO,Et
(R)-3

CO,Et COzR
(R)-3
(R)-4,R=Et :l ]
(R-1,R=H
Esquema 1. Reactivos y condiciones:

(@) PPhs, BTSH, DIAD, CHzClz, 2 h (98 %).

() (NH4)sM07024 - 4H20, 30 % H202, EtOH, -10 °C, 17 h (66 %).
©) NaHMDS, THF, -78 °C, 30 min (93 %).
(d) l2, CH2Clz, 25 °C, 30 min.

@) Pd(PPha)s, 10 % aq. TIOH, THF, 25 °C, 3 h (42 %).
) 2M KOH, MeOH, 80 °C, 45 min (84 %).

La reaccion de Suzuki del acido borénico 2 recién preparado y el yoduro de dienilo (R)-3 utilizando Pd(PPhs)s como
catalizador y un 10 % de TIOH acuoso como base en THF a temperatura ambiente, seguida de la elaboracién inme-
diata, permitié obtener el (R)-9-cis-13,14-dihidroetinoato de etilo (R)-4 en un 78 % de rendimiento.

(A partir de (R)-4 puede obtenerse el correspondiente acido carboxilico (R)-1 en un 84 % de rendimiento sin pérdida
detectable de la integridad estereoquimica.

Siguiendo el esquema general, el enantidmero (S)-4 también puede prepararse con una eficacia similar.
Preparacion y caracterizacion de compuestos - Procedimientos generales

Los disolventes se secaron segln los métodos publicados y se destilaron antes de su uso. Todos los demas reactivos
son compuestos comerciales de la maxima pureza disponible. A menos que se indique lo contrario, todas las reaccio-
nes se llevaron a cabo bajo atmoésfera de argdn, y las que no incluyen reactivos acuosos se realizaron en material de
vidrio secado al horno. La cromatografia en capa fina (TLC) analitica se realiz6 en placas de aluminio con Merck
Kieselgel 60F254 y se visualizé mediante irradiacion de UV (254 nm) o mediante tincién con una disolucién etandlica
de acido fosfomolibdico. La cromatografia en columna flash se llevé a cabo utilizando Merck Kieselgel 60 (malla 230-
400) bajo presion. Los espectros de masas de impacto electrénico (El) se obtuvieron en un instrumento Hewlett-Pa-
ckard HP59970 que funcionaba a 70 eV. Alternativamente, se utilizé un MS FT-ICR APEX Il (Bruker Daltonics), equi-
pado con un iman de blindaje activo de 7T, y se generaron iones utilizando una fuente de ionizacion por electrospray
(ESI) Apollo API, con un voltaje entre 1800 y 2200 V (para optimizar la eficiencia de |a ionizacién) aplicado a la aguja,
y un contravoltaje de 450 V aplicado al capilar. Para los espectros ESI, las muestras se prepararon afiadiendo una
solucién de pulverizacion de 70:29,9:0,1 (v/v/v) CH3OH/agua/acido férmico a una solucién de la muestra en una pro-
porcién v/v de 1 a 5 % para obtener la mejor relacidon sefial/ruido. Los espectros de masas de alta resolucién se

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2967076 T3

adquirieron en un instrumento VG Autospec. Los espectros de RMN se registraron en CeDs y acetona-ds a temperatura
ambiente en un espectrometro Bruker AMX-400 con disolvente prético residual como referencia interna.

(22,4E)-1-(Benzotiazol-2-il)sulfanil-5-(tri-n-butilestanil)-3-metilpenta-2,4-dieno (6).

Se agitd una disolucién de (2Z,4E)-3-metil-5-(tributil)penta-2,4-dien-1-ol (1,0 g, 2,58 mmol), 2-mercaptobenzotiazol
(0,65 g, 3,87 mmol) y PPhs (1,10 g, 4,21 mmol) en THF (14 mL) durante 5 min a 0 °C. Se afiadié gota a gota una
disolucion de DIAD (0,77 mL, 3,87 mmol) en THF (5 mL) y la mezcla se agité durante 30 min a 25 °C. Se eliminé el
disolvente y el residuo se purifico por cromatografia en columna (C18-silica gel, CH3CN) para obtener 1,11 g (78 %)
de un aceite incoloro identificado como (22,4 E)-1-(benzotiazol-2-il)sulfanil-5-(tri-n-butil-estanil)-3-metilpenta-2,4-dieno
6. 'TH RMN (400 MHz, CsDe): 6 8,04 (d, J = 8,2 Hz, 1H, CH), 7,46 (d, J = 19,2 Hz,*JspH = 71,2 Hz, 1H, CH), 7,34 d, J
= 8,0 Hz, 1H, CH), 7,21 (ddd, J = 8,3, 7,3, 1,2 Hz, 1H, CH), 7,01 (ddd, J = 8,3, 7,4, 1.1 Hz, 1H, CH), 6,66 (d, J =
19,2 Hz,2JsrH = 71,2 Hz, 1H, CHY), 5,65 (t, J = 8,1 Hz, 1H, CH), 4,37 (d, J= 8.2 Hz, 2H, CH>), 1,86 (s, 3H, CH3), 1,8-1,6
(m, 6H, CH2), 1,5-1,4 (m, 6H, CHz), 1,1-1,0 (m, 15H, CHs + CH2) ppm. *C RMN (100 MHz, CsDs): 3 166,4 (s), 153,7
(s), 142,6 (d), 138,6 (s), 135,7 (s), 132,0 (d), 125,9 (d), 124,1 (d), 122,1 (), 121,7 (d), 121,0 (d), 30,2 (1), 293 (t, 3x),
27,6 (t, 3x), 19,8 (9), 13,8 (q, 3x), 9,7 (t, 3x) ppm; IR (NaCl): v 2955 (s, C-H), 2923 (s, C-H), 2870 (m, C-H), 2850 (m,
C-H), 1460 (s), 1427 (s) cm™. HRMS (ESI*): m/z calcd para C2sH4oNS2'2°Sn: 538.1620; encontrado: 538.1621.

(22,4E)-1-(Benzotiazol-2-il)sulfonil-5-(tri-n-butilestanil)-3-metilpenta-2,4-dieno (7).

A una disolucion de (2Z,4E)-1-(benzotiazol-2-il)sulfanil-5-(tri-n-butilstanil)-3-metilpenta-2,4-dieno 6 (0,48 g, 0,89 mmol)
en EtOH (9 mL), a -10 °C, se afiadid una solucién de (NH4)sMo07024 - 4H20 (0,44 g, 0,36 mmol) en perdxido de hidro-
geno acuoso (35 %, 7,7 mL, 89,1 mmol). Tras agitar durante 17 h a -10 °C, la mezcla se tratdé con H20 y se extrajo
con Et>0 (3x). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (3x) y se secaron (Na2SQa4), y se eliminé el
disolvente. El residuo se purificé por cromatografia (C18-silica gel, MeOH) para obtener 0,33 g (66 %) de un aceite
incoloro identificado como (2Z,4E)-1-(benzotiazol-2-il)sulfonil-5-(tri-n-butilestanil)-3-metilpenta-2,4-dieno 7. ' H RMN
(400 MHz, CeDs): 8 8,10 (d, J=8,2Hz, 1H, CH), 7,18 (d, J=19.2 Hz, 1H, CH), 7,16 (t, J=7,5Hz, 1H, CH), 7,12 (t, J
=8,1 Hz, 1H, CH), 6,98 (t, J = 7,7 Hz, 1H, CH), 6,59 (d, J = 19,2 Hz,2JsnH = 68,2 Hz, 1H, CH), 5.43 (t, J = 8,0 Hz, 1H,
CH), 4,32 (d, J = 8,1 Hz, 2H, CHy), 1,8-1,6 (m, 9H, CH3 + CH2), 1,6-1,4 (m, 6H, CH2), 1,1-1,0 (m, 15H, CH3 + CH>)
ppm. *C RMN (100 MHz, CesDs): 6 167,1 (s), 152,9 (s), 143,1 (s), 141,7 (d), 136,9 (s), 134,4 (d), 127,3 (d), 127,1 (d),
125,0 (d), 122,1 (d), 112,0 (d), 53,3 (1), 293 (t, 3x), 27,5 (t, 3x), 20,0 (q), 13,8 (g, 3x), 9,6 (t, 3x) ppm; IR (NaCl): v 2955
(s, C-H), 2923 (s, C-H), 2850 (m, C-H), 1467 (m), 1333 (s), 1151 (s) cm™. HRMS (ESI*): m/z calcd para
C25HasNNa02S212°Sn; 592.1338; encontrado: 592.1334. UV (MeOH) Amax 239 nm.

(35,42,6Z,8E)-3,7-Dimetil-9-(tri-n-butilestanil)nona-4,6,8-trienoato de Etilo ((S)-9).

Una disolucion enfriada (-78 °C) de (2Z,4E)-1-(benzotiazol-2-il)sulfonil-5-(tri-n-butilestanilo)-3-metilpenta-2,4-dieno
(0,115 g, 0,20 mmol) en THF (9 mL) se tratd6 con NaHMDS (0,23 mL, 1M en THF, 0,23 mmol). Después de agitar
durante 30 min a esta temperatura, se afiadio una disolucion de 3-metil-4-oxobutanoato de etilo (0,044 g, 0,30 mmol)
en THF (4,5 mL), y la mezcla resultante se agitdé durante 1 h a-78 °C y durante 3 h se dejé que llegara a temperatura
ambiente. Se afiadieron Et2O y agua a baja temperatura y la mezcla se calentd hasta la temperatura ambiente. A
continuacion, se diluy6 con Et2O y se separaron las fases. La fase acuosa se extrajo con Et20 (3x), las fases organicas
combinadas se secaron (Na:SO.) y se elimind el disolvente. El residuo se purificd mediante cromatografia en columna
(gel de silice C-18, MeOH) para proporcionar 0,94 g (93 %) de un aceite amarillo palido identificado como
(3S,42,62,8E)-3,7-dimetil-9-(tri-n-butilestanil)nona-4,6,8-trienoato de etilo (S)-9. [a]*®p +11,5° (¢ 1,22, MeOH). '"H RMN
(400 MHz, CeDs): 6 7,60 (d, J = 19,1 Hz,3Jsnn = 65,1 Hz, 1H, CH), 6,85 (t, J= 11,4 Hz, 1H, CH), 6,64 (d, J = 19,2 Hz,
2JsnH = 71,9 Hz 1H, CH), 6,58 (d, J = 11,9 Hz, 1H, CH), 5,31 (t, J = 10.4 Hz, 1H, CHY), 4,03 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH>),
3,5-3,3 (m, 1H, CH), 2,4-2,2 (m, 2H, CH2), 2,02 (s, 3H, CH3), 1,8-1,6 (m, 6H, CH2), 1,6-1,4 (m, 6H, CH2), 1,2-0,9 (m,
18H, CH3 + CH2) ppm. 1*C RMN (100 MHz, CsDs): 6 171,3 (s), 143,2(d), 135,8 (d), 135,4 (s), 130,7 (d), 123,8 (d), 122,9
(d), 59,8 (t), 41.8 (1), 29,3 @, 3x), 29,2 (d), 27,5 (t, 3x), 20,7 (q), 20,3 (q), 14,0 (9), 13,7 (q, 3x), 9,6 (t, 3x) ppm. IR (NaCl):
v 2957 (s, C-H), 2924 (s, C-H), 2871 (m, C-H), 2851 (m, C-H), 1737 (s, C=0), 1459 (m), 1160 (m) cm™'. HRMS (ESI*):
m/z caled para CasHasNaO2'2°Sn: 521.2416; encontrado: 521.2408. UV (MeOH): Amax 285 nm.

(3R,4Z,6 Z,8 E)-3,7-Dimetil-9-(tri-n-butilestanil)nona-4,6,8-trienoato de Etilo ((R)-9). [a]**0 -10,3° (¢ 1,25, MeOH).
(3R, 4E 62,8E)-3,7-Dimetil-9-yodo-nona-4,6,8-trienoato de Etilo ((R)-3).

A una disolucion de (3R,4Z6Z8E)-3,7-dimetil-9-(tri-n-butilestanil)nona-4,6,8-trienocato de etilo (R)-9 (0,060 g,
0,121 mmol) en CH2Cl> (5.3 mL) se afiadié gota a gota yodo (0,046 g, 0,182 mmol) en CH2Cl> (2,8 mL) y la mezcla
resultante se agité durante 30 min a 25 °C. Se afiadié una solucién saturada de Na>S203 y la mezcla de reaccion se
extrajo con Et20 (3x), las capas organicas combinadas se secaron (NaxSOs) y se eliminé el disolvente. El residuo se
purificdé mediante cromatografia en columna (gel de silice, 97:3 hexano/EtsN) para proporcionar 0,037 g (92 %) de un
aceite amarillo palido identificado como (3R,4E,6Z,8E)-3,7-dimetil-9-yodo-nona-4,6,8-trienoato de etilo (R)-3. [0]**b
+14,8° (¢ 0,74, MeOH). 'H RMN (400 MHz, CeDs). 6 7,65 (d, J = 14,5 Hz, 1H, CH), 6,28 (dd, J = 14,9, 11,3 Hz, 1H,
CH), 6,05 (d, J = 14,5 Hz, 1H, CH), 5,64 (d, J = 11,1 Hz, 1H, CH), 5,44 (dd, J = 15,0, 7,8 Hz, 1H, CH), 395 (q, J =
7,1 Hz, 2H, CHy), 2,64 (dt, J =14,1, 7,0 Hz, 1H, CH), 2,15 (dd, J = 14,9, 7,1 Hz, 1H, CH), 2.06 (dd, J = 14,9, 7,3 Hz,
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1H, CH), 0,97 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CHS3), 0,88 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CHz ppm. *C RMN (100 MHz, CeDs): 6 171,9 (s), 142,7
(d), 140,4 (d), 132,7 (s), 130,9 (d), 124,6 (d), 78,5 (d), 60,5 (t), 41,8 (t), 34,5 (d), 20,4 (q), 19,9 (q), 14,7 (@) ppm. IR
(NaCly: v 2972 (m, C-H), 2932 (m, C-H), 1731 (s, C=0), 1666 (m), 1180 (m) cm™. HRMS (ESI*): m/z calcd para
C13H1gINaO2: 357.0322; encontrado: 357.0316. UV (MeOH): Amax 275 nm.

(3S,4E,6Z,8E)- 3,7-Dimetil-9-yodo-nona-4,6,8-trienoato de Etilo ((S)-3). [a]®b -16,7° (¢ 0,72, MeOH).

(9Z,13R)-13,14-Dihidroretinoato de Etilo ((R)4). A una disolucién de (3R,4E,6Z,8E)-3,7-dimetil-9-yodo-nona-4,6,8-
trienoato de etilo (R)-3 (0,036 g, 0,107 mmol) en THF (2,3 mL) se afiadié Pd(PPhs)s (0,013 g, 0,011 mmol). Después
de 5 min a temperatura ambiente, se afiadio el acido 2,6,6-trimetilciclohex-1-enilborénico 2 (0,027 g, 0,161 mmol) en
una porcion seguido de TIOH (solucién acuosa al 10 %, 0,75 mL, 0,407 mmol). Después de agitar durante 3 h a 25 °C,
se afiadid Et20O y la mezcla de reaccion se filtrd a través de una capa corta de Celita®. El filtrado se lavé con disolucion
acuosa saturada de NaHCO:; y la fase organica se secd (Na2SOs) y se elimind el disolvente. El residuo se purifico
mediante cromatografia en columna (gel de silice, 97:3 hexano/EtsN) para proporcionar 0,028 g (78 %) de un aceite
amarillo palido identificado como (92Z,13R)-13,14-dihidroretinoato de etilo (R)-4. [a]%b +14,2° (¢ 0,48, MeOH). "TH RMN
(400 MHz, CsDs): 6 6,90 (d, J=16,0 Hz, 1H, CH), 6,71 (dd, J = 14,9, 11,2 Hz, 1H, CH), 6,28 (d, J= 16,0 Hz, 1H, CH),
596 (d, J = 11,1 Hz, 1H, CH), 5,51 (dd, J = 15,0, 7,8 Hz, 1H, CH), 3,94 (q, J = 7,2 Hz, 2H, CH2), 2,77 (dt, J = 14,1,
7,1 Hz, 1H, CH), 2.21 (dd, J = 14,8, 7,3 Hz, 1H, CH), 2,11 (dd, J= 14,8, 7,2 Hz, 1H, CH), 1,95 (t, = 6,1 Hz, 2H, CH>),
1,90 (s, 3H), 1,79 (s, 3H), 1.66 - 1,52 (m, 2H), 1,52 - 1,41 (m, 2H), 1,11 (s, 6H), 0,95 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHa), 0,94 (d,
J =6,8 Hz, 3H, CH3) ppm. 1*C RMN (100 MHz, CsDs): 171,4 (s), 138,3 (s), 137,6 (d), 132,7 (s), 130,6 (d), 129,1 (d),
129,0 (s), 127,9 (d), 124,8 (d), 59.8 (1), 41,6 (1), 39,6 (1), 34,2 (s), 34,1 (d), 33,0 (1), 28,9 (q, 2x), 21,8 (q), 20,4 (q), 20,1
@), 19,5 (1), 14,1 () ppm. IR (NaCl): v 2961 (s, C-H), 2929 (s, C-H), 2866 (m, C-H), 1737 (s, C=0), 1455 (m), 1372
(m), 1167 (m) cm™'. HRMS (ESI*): m/z calcd para C22H3s02: 331.2632; encontrado: 331.2625. UV (MeOH): Amax 287 nm
(e = 20000 L-mol* em-1y,

(9Z,135)-13,14-Dihidroretinoato de Etilo ((S)-4). [a]Zp -15,5° (¢ 0,51, MeOH).

Acido (9Z,13R)-13,14-Dihidroetinoico ((R)-1). A una disolucién de (9Z,13R)-13,14-dihidroretinoato de etilo (R)-4
(0,023 g, 0,069 mmol) en MeOH (4,7 mL) se afiadié6 KOH (solucién acuosa 2M, 1,1 mL, 2,27 mmol) y la mezcla de
reaccion se agitd durante 45 min a 80 °C. Tras dejar que la reaccidn se enfriara a temperatura ambiente, se afiadieron
CH>Cl> y salmuera y se separaron las fases. La capa acuosa se lavd con H20 (3x). Las fases acuosas combinadas se
acidificaron con HCI al 10 % y se extrajeron con CH2Cl2 (3x). Las fases organicas combinadas se secaron (NazSOs) y
se elimin6 el disolvente. El residuo se purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice, gradiente de 95:5 a
90:10 CH2CIl2/MeOH) para proporcionar 0,017 g (84 %) de un aceite amarillo palido identificado como 4cido (92,13R)-
13,14-dihidroretinoico (R)-1. [a]*?*p +7,1° (¢ 0,67, MeOH). "H RMN (400 MHz, acetona-ds): 6 6,66 (d, J = 16,0 Hz, 1H),
6,60 (dd, J = 15,0, 11,2 Hz, 1H), 6,18 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 5,93 (d, J = 11,1 Hz, 1H), 5,65 (dd, J = 15,0, 7,5 Hz, 1H),
2,73 (dt, J=13.9,7,0Hz, 1H),2,4-2,2 (m, 2H), 2,1 -2,0 (m, 1H), 1,91 (s, 3H), 1,72 (s, 3H),1,7-16 (m, 2H), 1,5-1,4
(m, 2H), 1,08 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,03 (s, 6H) ppm. *C RMN (100 MHz, acetona-ds):  173,5 (s), 138,9 (s), 138,8 (d),
1334 (s), 131,1 (d), 129,8 (s), 129,7 (d), 128,5 (d), 125,4 (d), 41.8 (1), 40,3 (1), 34,9 (s), 34,6 (d), 33,6 (1), 29,4 (q), 22,1
(9), 20,7 (@), 20,6 (q), 20,0 (t) ppm. IR (NaCl): v 2957 (s, C-H), 2923 (s, C-H), 2855 (m, C-H), 1709 (s, C=0), 1446 (m),
1290 (m) cm’'. HRMS (ESI*): m/z calcd para C2oH3102: 303.2319; encontrado: 303.2313. UV (MeOH): Amax 289 nm (€
= 17600 L-mol* e™™),

Acido (92,135)-13,14- Dihidroretinoico ((S)-1). [a]**0 -6,9° (¢ 0,26, MeOH).
Ejemplo 2.1: Sintesis de (R)-cis-13,14-dihidroretinol y acetato de (R)-cis-13,14-dihidroretinol

El (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol se sintetiz6 mediante la reduccién con DIBAL-H del (9Z,13R)- 13,14-Dihidro retinoato
de Etilo ((R)4) en THF a -78 °C en un rendimiento del 95 % (Esquema 1).

El acetato de (R)-cis-13,14-dihidroretinilo se prepar6 con un rendimiento del 86 % por acetilacién del (R)-cis-13,14-
dihidroretinol con anhidrido acético y piridina en presencia de dimetilaminopiridina (DMAP).

DIBAL-H, THF AcsO, piridina, DMAP
_— £
-78°C, 95% CH,Cly, 23 °C, 86%
R COR R CH,OH (R CH,0AC

Esquema 2
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(3R,4E,6Z,8E)-3,7-Dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-4,6,8-trien-1-ol ((R)-10)

A una disolucién enfriada (-78 °C) de (3R,4E,6Z,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6 ,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-4,6,8-trienoato
de etilo [(R)-9-cis-13,14-dihidroretinoato de etilo, (R)-4] (32.0 mg, 0,097 mmol) en THF (1,0 mL), se afiadié DIBAL-H
(0,242 mL, 0,242 mmol, 1,0 M en hexanos) y la mezcla resultante se agité durante 30 min a -78 °C. La mezcla se dejo
calentar hasta -20 °C durante 2,5 h. Se afiadié H20 y la mezcla se extrajo con Et2O (3x). Las fases organicas combi-
nadas se secaron (Na2SQO4) y se elimind el disolvente. La cromatografia flash del residuo (gel de silice, primero neu-
tralizado con 98:2 hexano/EtsN, luego gradiente de 95:5 hexano/EtOAc hasta EtOAc) proporciond (3R,4E,6Z,8E)-3,7-
dimetil-9-(2,6 6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-4,6,8-trien-1-ol (26,5 mg, 95 %) como un aceite incoloro. '"H RMN
(400,13 MHz, CsDs): 6 6,93 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,69 (dd, J = 14,9, 11,1 Hz, 1H), 6,29 (d, J=16.0 Hz, 1H), 6,01 (d, J
=11,1 Hz, 1H), 5,46 (dd, J= 15,0, 8,3 Hz, 1H), 3,35 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2.27 (dt, J = 14,0, 6,7 Hz, 1H), 1,98 - 1,92 (m,
2H), 1,93 (s, 3H), 1,79 (s, 3H), 1,63 - 1,52 (m, 2H), 1,51 - 1,43 (m, 2H), 1,36 (¢, J = 6,7 Hz, 2H), 1,11 (s, 6H), 0,91 (d,
J =6,7 Hz, 3H) ppm. 1C RMN (100,62 MHz, CsDs): & 140,0 (d), 138,6 (s), 132,5 (s), 130,9 (d), 129,6 (d), 129,2 (s),
128,1 (d), 124,9 (d), 60,9 (1), 40.2 (1), 39,9 (1), 34,5 (s), 34,3 (d), 33,2 (1), 29,21 (c), 29,18 (c), 22,0 (c), 20,9 (c), 20,7 (c),
19,7 (t) ppm. HRMS (ESI*): Calcd. para C20H330 ([M+H]"), 289.2526; encontrado, 289.2526. IR (NaCl): v 3338 (m, O-
H), 2957 (s, C-H), 2926 (s, C-H), 2861 (m, C-H), 1454 (m), 1375 (m), 965 (m) cm™".

Acetato de (3R,4E,6Z,8E)-3,7-Dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-4,6 ,8-trien-1-ilo ((R)-11)

A una disolucion de (3R4E62Z8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-4,6,8-trien-1-0l (5,7 mg,
0,020 mmol) en CH2Cl> (0.5 mL) se afiadieron secuencialmente Ac>O (0,009 mL, 0,099 mmol), piridina (0,008 mL,
0,099 mmol) y DMAP (0,5 mg, 0,004 mmol). La mezcla resultante se agité6 durante 1 h a 25 °C. Después se afiadié
Et-O y la disolucidn resultante se lavé con una disolucion acuosa saturada de CuSOg4 (2x). La fase organica se secod
(Na=S0s) y se evaporod. La cromatografia flash del residuo (gel de silice, gradiente de hexano a 85:15 hexano/EtOAc)
proporciond el acetato de (3R, 4E,6Z,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-4,6,8-trien-1-ilo (5,6 mg,
86 %) como un aceite incoloro. TH RMN (400,13 MHz, CeDs): 6 6,92 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,67 (dd, J = 15,0, 10,8 Hz,
1H), 6,29 (d, J= 16,0 Hz, 1H), 5,98 d, J= 11,1 Hz, 1H), 5,39 (dd, J = 15,0, 8,2 Hz, 1H), 4,11 - 3,92 (m, 2H), 2.16 (dq,
J=144,72Hz 1H), 1,99 - 1,90 (m, 2H), 1,93 (s, 3H), 1,79 d, J= 1,0 Hz, 3H), 1,67 (s, 3H), 1,62 - 1,53 (m, 2H), 1,50
- 1,41 (m, 4H), 1,11 (s, 6H), 0,86 (d, J = 6,8 Hz, 3H) ppm. *C RMN (100,62 MHz, CsDs): 8 170,0 (s), 138,9 (d), 138,6
(s), 132,8 (s), 130,9 (d), 129,4 (d), 129,3 (s), 128,2 (d), 125,2 (d), 62.7 (1), 39,9 (1), 36,0 (1), 34,5 (s), 34,4 (d), 33,2 (1),
29,19 (c), 29,18 (¢), 22,0 (¢), 20,74 (c), 20,70 (c), 20,6 (c), 19,7 () ppm. HRMS (ESI*): Caled. para C22H3502 ([M+H]*),
331.2632; encontrado, 331.2621. IR (NaCl): v 2957 (s, C-H), 2926 (s, C-H), 2860 (m, C-H), 1741 (s, C=0), 1455 (m),
1365 (m), 1238 (s), 966 (m) cm".

Ejemplo 2.2: Sintesis de 9-cis-B,3-caroteno (Esquema 3, con numeracion afiadida)

9-cis-Retinoato de etilo (lll). A una solucién fria (0 °C) de (E)-4-(dietoxifosforil)-3-metilbut-2-enoato (ll) (0,227 g,
1,10 mmol) en THF (2,0 mL) se afiadieron nBuLi (0,63 mL, 1,00 mmol, 1,6 M en hexano) y DMPU (0,15 mL,
1,24 mmol). Tras agitar durante 1 h, la reaccion se enfrié a-78 °C y se afiadié una solucion de (2Z,4 E)-3-metil-5-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-en-1-il)penta-2,4-dienal (I) (0,100 g, 0,46 mmol) en THF (2,5 mL) y se agit6 durante 2 h. Se afiadi6
agua y la mezcla se extrajo con Et20 (3x). Las capas organicas combinadas se secaron (Na=S0Oa) y el disolvente se
evaporo. El crudo se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, 95:5 hexano/EtOAc) para obtener 0,144 g
(96 %) de un solido amarillo identificado como 9-cis-retinoato de etilo (lll).

9-cis-Retinol (IV). A una solucion fria (-78 °C) de 9-cis-retinoato de etilo (lll) (0,154 g, 0,47 mmol) en THF (2,3 mL) se
afiadié DIBAL-H (1,08 mL, 1,08 mmol, 1,0 M en tolueno) y la reaccion se agité durante 2 h. Después se afiadio agua
y la mezcla se extrajo con EtOAc (3x). Las capas organicas combinadas se secaron (Na2SOs) y el disolvente se
evapord. El crudo se purificé mediante cromatografia en columna (gel de silice, gradiente de 95:5 a 80:20 he-
xano/EtOAC) para obtener 0,080 g (60 %) de un aceite amarillo identificado como 9-cis-retinol (IV).

9-cis-Retinal (V). A una solucioén de 9-cis-retinol (IV) (65 mg, 0,23 mmol) en CH2Cl2 (9,1 mL) se afiadieron MnO:>
(197 mg, 2,27 mmol) y Na2COs (240 mg, 2,27 mmol) y la reaccion se agit6é durante 1,5 h a 25 °C. La mezcla se filiré a
través de un lecho de Celita® lavando con CHzClz. El disolvente se evapord, obteniéndose 38 mg (58 %) de un aceite
amarillo identificado como 9-cis-retinal (V).

(2E,AE,6 E,8E)-Bromo-(3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-iljnona-2,4,6,8-tetraen-1-il)trifenilfosfano

(VII). A una solucién de vitamina A / todo-frans-retinol (V1) (1,370 g, 4,78 mmol) en MeOH (2,7 mL) se afiadieron PPhs
(1,443 g, 5,5 mmol) y una soluciéon de HCI (1,4 mL, 4 M en dioxano) y la reaccion se agitdé durante 2 h a 25 °C. Des-
pués, la mezcla se vertié en agua y se extrajo con Et20 (2x). La capa acuosa se extrajo con AcOEt (3x) y las capas
organicas combinadas se secaron (Na2SQqy) y se evaporo el disolvente. El residuo de color naranja claro se trituré tres
veces con EtOAc para obtener 1,39 g (52 %) de una espuma amarilla identificada como (2E,4E,6 E,8E)-bromo-(3,7-
dimetil-9-(2,6 6-trimetilciclohex-1-en-1-i)nona-2,4 6,8-tetraen-1-itrifenilfosfano VII. '"H RMN (400,16 MHz, CDCls): &
7,88 (m, 6H), 7,78 (m, 3H), 7,69 (m, 6H), 6,56 - 6,42 (m, 1H), 6,24 - 5,94 (m, 4H), 5.39 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 4,99 (m,
2HY), 2,01 (m, 2H), 1,92 (s, 3H), 1,69 (s, 6H), 1,55 - 1,40 (m, 4H), 1,01 (s, 6H) ppm. *C RMN (101,63 MHz, CDCls): 6
1437 (s), 137,7 (s), 137,5 (s), 137,4 (d), 134,9 (d), 134,8 (d), 132,0 (d), 129,5 (d), 128,45 (d) 127,5 (d), 126.4 (d), 118,7
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(s), 17,8 (s), 114,1 (d), 39,6 (1), 34,2 (s), 33,0 (1), 28,9 (q, 2x), 25,4 (1), 24,9 (1), 19,2 (q), 13,1 (q), 12,8 (q) ppm. HRMS
(ESI*): Caled. para CasHaaP* ([M-CIT"), 531.3175; encontrado, 531.3166.

9-cis-f3,B-Caroteno (VIII). A una solucién de sal de fosfonio (VII) (24,9 mg, 0,044 mmol) en THF (0,20 mL) a -78 °C
se afiadié nBuLi (0,027 mL, 0,044 mmol, 1,6 M en hexano) y la mezcla se agité durante 30 min. Después se afiadio
una solucion de 9-cis-retinal V (9,0 mg, 0,031 mmol) en THF (0,13 mL) y la mezcla se agité durante 1 ha -78 °C y 30
min a 25 °C. Se afiadi6 agua y la mezcla se extrajo con Et2O (3x). Las fases organicas combinadas se lavaron con
salmuera (2x) y se secaron (NazSQqy) y el disolvente se evapor6. El residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna (C18-gel de silice, CH3CN) para obtener 11,3 mg (67 %) de una espuma roja identificada como 9-cis-B,p-
caroteno (VIIl). Los datos espectroscopicos son idénticos a los publicados anteriormente.

(EtO)z(O)P\)\/COZEt

nBuLi, THF
25°C

1R = COEt ‘j DIBAL-H, THF

78°C
IV R = CH,0H _] MOy, NayCOs
_ _ CH,Cly, 25 °C
HCI, MeOH VIR =0OH VR =CHO
0
25°C VII R = PPh,Cl

nBuLi, THF
-78°C

9-cis-B,B- caroteno Vil

gy

Esquema 3

Ejemplo 2.3: Sintesis de (R)-9-cis-13,14-dihidro-3,3-caroteno (Esquema 4 con numeracién)

(2)-3-Methyl-3-yodoprop-2-en-1-ol (X). Se afiadié Cul (0,34 g, 1,78 mmol) a una solucion de alcohol propargilico (IX)
(1,00 g, 11,84 mmol) en Et20 (13,2 mL). Se afiadié una solucién de MeMgBr (17,8 mL, 53,51 mmol, 3 M en Et-0) a -
20 °C. Después de agitar a esta temperatura durante 2 h, se dejo que la solucién alcanzara los 25 °C y se siguié
agitando durante 12 h. Se afiadié una solucion de 12 (9,10 g, 35,67 mmol) en Et2O (40,0 mL) a 0 °C y se retir6 el bafio
de refrigeracion. Tras agitar a 25 °C durante 24 h, la mezcla resultante se enfrié a 0 °C y se afiadié agua helada. La
fase organica se lavo con una solucion acuosa saturada de Na:SO4 (3x) y luego se filtré a través de una capa de
Celita®. El residuo se purificéd por destilacion (0,2 mm Hg, 60 °C) para obtener 2,10 g (60 %) de un aceite amarillo
identificado como (2)-3-iodo-3-metilprop-2-en-1-ol (X). TH RMN (400,16 MHz, CsDs): 6 5,49 (s, 1H), 3,90 (s, 2H), 1,55
(s, 3H) ppm. *C RMN (101,63 MHz, CsDe): 0 146,6 (s), 74,1 (d), 67,5 (1), 20,9 (q) ppm. HRMS (ESI*): Cald. para
C4HslO ([M+H]+), 198.9609; encontrado, 198.9614.

(Z2)-2-Metil-3-yodoacrilaldehido (XI). A una disolucion de (2)-2-metil-3-yodoprop-2-en-1-ol (IX) (0,21 g, 1,06 mmol)

en CH2CI2 (53,0 mL) se afiadié MnO2 (0,93 g, 10,65 mmol) y Na-COs (1,13 g, 10,65 mmol) y la reaccién se agit6d
durante 1 h a 25 °C. A continuacién, la mezcla se filtr6 a través de un lecho de Celita® lavando con CH2Clz. El
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disolvente se evapord para obtener 0,15 g (73 %) de un aceite amarillo identificado como (2Z)-2-metil-3-yodoacrilal-
dehido (XI).

2-(1E,32)- 3-Metil-4-yodo-buta-1,3-dien-1-yl)-1,3,3-trimetilciclohex-1-ene (XIll). A una disolucién fria (-30 °C) de la
sal de fosfonio (XII) (150 mg, 0,31 mmol) en THF (2,5 mL), se afiadié nBuLi (2,5 mL, 0,36 mmol, 2,36 M en hexanos)
y la mezcla se agité a 0 °C durante 45 min. Tras enfriar a -30 °C, se afiadié una disolucién de (2)-2-metil-3-yodoacri-
laldehido (XI) (70 mg, 0,36 mmol) en THF (2,5 mL) y la mezcla de reaccidn se agité durante 1,5 h. Se afiadi6é agua
(5 mL) y la mezcla se extrajo con hexano (3x). Los extractos organicos se secaron (Na>SOys) y el disolvente se evaporo.
El residuo se purificd por cromatografia en columna (C18-gel de silice, CH3CN) para obtener 65 mg (64 %) de un
aceite amarillo identificado como 2-(1E,32)-3-metil-4-yodo-buta-1,3-dien-1-il)-1,3,3-trimetilciclohex-1-eno (XIIl). 'H
RMN (400 MHz, CsDs): 0 6,80 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 6,32 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 5,80 (s, 1H), 1,88 (m, 2H), 1,78 (s, 3H),
1,66 (s, 3H), 1,57 - 1,48 (m, 2H), 1,44 - 1,39 (m, 2H), 1,07 (s, 6H) ppm. *C RMN (101 MHz, CeDs): 6 142,3 (s), 137,5
(s), 135,1 (d), 132,1 (d), 130,8 (s), 78,6 (d), 39,7 (1) 34,0 (s), 33,1 (t), 29,1 (c, 2x), 22,0 (c), 20,9 (c), 19,3 (1) ppm. UV
(MeOH): Amax 266 nm. IR (NaCl): v 2925 (m, C-H), 2862 (m, C-H), 962 (m), 771 (s) cm’'. HRMS (ESI*): Cald. para
C14H211 ([M+H]+), 316.0688; encontrado, 316.0684.

Sililéter (XV). A una disolucién de 2-(1E,32)-3-metil-4-yodo-buta-1,3-dien-1-il)-1,3,3-trimetilciclohex-1-eno XIlI
(161 mg, 0,510 mmol) en THF (0,2 mL) se afiadié Pd(PPhs)4 (45 mg, 0,039 mmol). Después de agitar durante 5 min a
25 °C, se afiadi6 una solucion del (R)-borolano XIV (150 mg, 0,392 mmol) en THF (1,0 mL) y una disolucioén acuosa
al 10 % de TIOH (4,26 mL), y la mezcla de reaccion se agité durante 2 h. La mezcla se extrajo con Et2O (3x) y las
capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (3x) y se secaron (Na>SOys), y el disolvente se evaporé. El
residuo se purificd mediante cromatografia en columna (gel de silice, 95.5 hexano/EtOAc) para obtener 120 mg (71 %)
de un aceite incoloro identificado como (3R, 4E,6Z,8E)-{[3,7-dimetil-9-(2,6 ,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-4,6,8-trien-
1-ilJoxi}triisopropilsilano (XV). "H RMN (400,16 MHz, CsDs): 5 6,93 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,69 (dd, J = 14,9, 11,1 Hz,
1H), 6,29 (d, J= 16,0 Hz, 1H), 6,01 (d, J= 11,1 Hz, 1H), 5,46 (dd, J= 15,0, 8,3 Hz, 1H), 3,35 (t, /= 6,6 Hz, 2H), 2.34
-2,19 (m, 1H), 1,99 - 1,89 (m, 2H), 1,93 (s, 3H), 1,79 (s, 3H), 1,62 - 1,53 (m, 2H), 1,50 - 1,44 (m, 2H), 1,36 (c, J =
6,7 Hz, 2H), 1,11 (s, 6H), 0,91 (d, J = 6,7 Hz, 3H) ppm. HRMS (ESI*): Calcd. para C2eHs3OSi ((M+H]*), 445.3848;
encontrado, 445.3806.

(R)-9-cis-13,14-Dihidro-retinol (XVI). A una disolucion fria (0 °C) del silil éter (XV) (91,2 mg, 0,212 mmol) en THF
(3,5 mL) se afiadié nBusNF (0,32 mL, 0,32 mmol) y la mezcla se agit6 durante 0,5 h a 25 °C. Se afiadi6 una disolucion
acuosa saturada de NaHCOs y la mezcla se extrajo con Et20 (3x). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera (3x) y se secaron (NazSQqy) y el disolvente se evapor6. El residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna (gradiente de 95:5 a 70:30 hexano/EtOAc) para obtener 41 mg (67 %) de un aceite incoloro identificado como
(R)-9-cis-13,14-dihidro-retinol (XVI1). '"H RMN (400 MHz, CsD6). 6 6,93 (d, J= 16,0 Hz, 1H), 6,69 (dd, J= 14,9, 11,1 Hz,
1H), 6,29 (d, J= 16,0 Hz, 1H), 6,01 (d, J= 11,1 Hz, 1H), 5,46 (dd, J= 15,0, 8,3 Hz, 1H), 3,35 (t, /= 6,6 Hz, 2H), 2.34
-2,19 (m, 1H), 1,99 - 1,89 (m, 2H), 1,93 (s, 3H), 1,79 (s, 3H), 1,62 - 1,53 (m, 2H), 1,50 - 1,44 (m, 2H), 1,36 (q, J =
6,7 Hz, 2H), 1,11 (s, 6H), 0,91 (d, J = 6,7 Hz, 3H) ppm. °C RMN (101 MHz, CeDs): & 140,0 (d), 138,6 (s), 132,5 (s),
130,9 (d), 129,6 (d), 129,2 (s), 128,0 (d), 124,9 (d), 60,9 (), 40.2 (1), 39,9 (1), 34,5 (s), 34,3 (d), 33,2 (1), 29,21 (c), 29,19
(c), 22,0 (c), 20,9 (c), 20,7 (), 19,7 (t) ppm. IR (NaCl): v 3326 (br, O-H), 2966 (m, C-H), 2865 (m, C-H), 965 (s) cm™.
HRMS (ESI*): Calcd. para C20H330 ([M+H]*), 289.2584; encontrado, 289.2525.

(R)-9-cis-13,14-Dihidro-B,R-caroteno (XIX). A una disoluciéon de alcohol (XVI) (25 mg, 0,087 mmol) en CH2Cl»
(3,7 mL) a0 °C se afiadieron el peryodinano de Dess-Martin (73,5 mg, 0,173 mmol) y piridina (0,014 mL, 0,173 mmol)
y la reaccién se agité durante 30 min a 0°C y 2 h a 25 °C. A continuacioén, se afiadié Et2O (5 mL), una disolucién
acuosa saturada de NaHCOs (3 mL) y una disolucién acuosa saturada de Na>S203 (3 mL). Las fases se separaron y
la fase acuosa se extrajo con Et2O (3x) y las fases organicas combinadas se lavaron con una disolucion acuosa
saturada de NaHCOs (2x) y salmuera (2x), se secaron (Na2SQO4) y se evaporo el disolvente. El residuo se purificé
mediante cromatografia en columna (gel de silice, gradiente de 95:5 a 70:30 hexano/EtOAc) para obtener 14 mg
(57 %) de un aceite incoloro identificado como (R)-9-cis-13,14-dihidro-retinal (XVII). Se observé que este producto era
muy inestable e isomerizaba faciimente. IR (NaCl): v 2927 (m, C-H), 2864 (m, C-H), 1461 (s), 1105. HRMS (ESI*):
Cald. para C20H31O ([M+H]"), 287.2362; encontrado, 287.2369. A una disolucidn de la sal de fosfonio VII (24,9 mg,
0,044 mmol) en THF (0,2 mL) a -78 °C se afiadié nBuLi (0,027 mL, 0,044 mmol, 1,6 M en hexanos) y la reaccion se
agité durante 30 min. Después se afiadié una disolucién de (R)-9-cis-13,14-dihidro-retinal XVII (9,0 mg, 0,031 mmol)
en THF (0,13 mL) y la mezcla se agitd durante 1 h a-78 °C y 30 min a 25 °C. Se afiadi6 agua y la mezcla se extrajo
con Et20 (3x). Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion acuosa saturada de NaCl (2x) y se seca-
ron (Na2SQy). El disolvente se evaporod y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna (C18-gel de silice,
CH3CN) para obtener 11,3 mg (67 %) de una espuma roja identificada como (R)-9-cis-13,14-dihidro-B,3-caroteno
(XIX). "H RMN (400 MHz, CeDs): 0 6,80-6,63 (m, 2H), 6,57-5,90 (m, 7H), 5,80-5,35 (m, 4H), 2,32-2,10 (m, 3H), 1,94
(s, 3H), 191 (s, 3H), 1,89-1,82 (m, 4H), 1,78 (s, 9H), 1,67-1,43 (m, 8H), 1,33 (s, 6H), 1,10 (s, 12H), 0,96 (m, 3H) ppm.
HRMS (ESI*): Cald. para CaoHse ([M+H]"), 539.2528; encontrado, 539.4611.

Referencias utilizadas en los procedimientos de sintesis que se incorporan al presente documento:

Okitsu, T. Chem. Comm. 2008, 47, 6330-6332.
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Englert, G. Helv. Chim. Acta 1975, 58(8), 2367-2390.
Zanoun, A. J. Mol. Struct: THEOCHEM 2006, 777(1-3), 113-120.

5 Koyama, Y.; Hosomi, M.; Hashimoto, H. Shimamura, T. J. Mol. Struct. 1989, 193, 185-201.
Koukal, P.; Ulc, J.; Necas, D.; Kotora, M. Eur. J. Org. Chem. 2016, 2110-2114.

(a) Isler, 0.; Gutmann, H.; Lindlar, H.; Montaron, M.; Riiegg, R.; Ryser, G.; Zeller, P. Helv. Chim. Acta 1956, 39, 463.
10 (b) Broek, A. D.; Muradin-Szweykowska, M.; Courtin, J. M. L.; Lugtenburg, J. Red. Trav. Chim. Pays-Bas 1983, 102,
46.
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Ejemplo 3; Experimentos con animales

55
Animales:

Los ratones macho (Charles River, Francia) se alojaron en grupos de 3 ratones por jaula en un ciclo de luz/oscuridad
de 7 de la mafiana a 7 de la tarde en jaulas ventiladas individualmente (Techniplast, Italia). La comida (dieta estandar,

60 D04 de SAFE, Francia) y el agua estaban disponibles. Todos los experimentos se llevaron a cabo segun las Directivas
del Consejo de la Comunidad Europea de 24 de noviembre de 1986 (86/609/CEE) y de conformidad con las directrices
del CNRS y del Ministerio de Agricultura y Silvicultura francés (decreto 87848).

Para el protocolo de estrés por derrota social se utilizaron ratones C57BL/6N (Charles River, Francia) de 6-7 semanas

65 de edad. Todos los ratones se alojaron en grupos de 4-5 ratones por jaula en un ciclo de luz/oscuridad de 7 de la
mafiana a 7 de la tarde en jaulas ventiladas individualmente (Techniplast, Italia) hasta el protocolo de estrés que se
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llevé a cabo en jaulas MICE adaptadas para el estrés de derrota social (véase mas adelante). En esta prueba se
utilizaron ratones macho CD1 adquiridos en Charles River (Francia) como agresores (véase mas adelante).

La comida y el agua estaban disponibles libremente. Todos los experimentos se llevaron a cabo segun las Directivas
del Consejo de la Comunidad Europea de 24 de noviembre de 1986 (86/609/CEE) y de conformidad con las directrices
del CNRS y del Ministerio de Agricultura y Silvicultura francés (decreto 87848) y la autorizacién del Ministerio de
Investigacion francés.

Procedimientos de comportamiento y recogida de muestras de tejido:

Se probaron grupos de ratones conductualmente ingenuos en el DNMTP en el laberinto T segun un protocolo descrito
previamente (50), con modificaciones para facilitar las pruebas farmacolégicas (51). Especificamente, en el presente
protocolo, los animales fueron entrenados primero durante 10 dias consecutivos con intervalos minimos entre ensayos
(ITl) de unos 15 segundos, lo cual era necesario para alcanzar el criterio del 90 % o mas de elecciones correctas
durante cuatro dias consecutivos (dias 9-10). Después de este periodo, el IT| se incrementd de forma semialeatoria
en bloques de 6 minutos durante 5 dias consecutivos (dias 11-15 indicados) para determinar el “IT| de prueba” para
cada animal, que se definié como el ITI mas corto en el que los ratones rinden al nivel de azar. A partir del dia 16, los
ratones se sometieron a pruebas utilizando los correspondientes retrasos del “ITI de prueba” tras la inyeccion del
vehiculo el dia 16 (para comprobar el efecto del vehiculo solo) y tras la inyecciéon de 9CDHROL (40 mg/kg) el dia 17.
Se excluyeron tres ratones de las pruebas porque su latencia para elegir el brazo durante |la fase de retencion superé
los 3 minutos en mas de un ensayo/dia en tres dias consecutivos (criterio de exclusién). El dia 18 los ratones fueron
inyectados de nuevo con 9CDHROL (40 mg/kg) y 9 horas después fueron sacrificados para los analisis quimicos. Los
ratones que recibieron inyecciones de vehiculo en tres dias consecutivos se utilizaron como controles tratados con
vehiculo para los andlisis del metabolismo del 9CDHROL. También se inyecté 9CDHROL (40 mg/kg) a un grupo adi-
cional de 3 ratones ingenuos para comprobar el metabolismo de 9CDHROL tras el tratamiento agudo.

Prueba de natacién forzada: El paradigma de natacion forzada se llevé a cabo entre las 13:00 y las 16:00 horas en
un vaso de cristal de 3 litros medio lleno de agua a 22-23 °C (la profundidad del agua era de 17 cm). Todos los ratones
fueron sometidos a esta tarea una sola vez. Para ello, se bajé suavemente a cada ratén al agua y se anot6 el tiempo
de inmovilidad durante un periodo de prueba de 6 minutos. Se considerd que el ratén estaba inmovil cuando flotaba
en posicién vertical y sélo hacia pequefios movimientos para mantener la cabeza por encima del agua. Después de 6
minutos, se sacaba al ratén del agua, se le dejaba secar bajo una lampara de luz roja y se le devolvia a su jaula. Las
puntuaciones de inmovilidad de cada animal se utilizaron como indice del comportamiento de desesperacion.

Prueba de preferencia por la sacarosa: Esta tarea, disefiada para medir los comportamientos hedénicos de los
ratones, se basa en la naturaleza palatable de la sacarosa observada en varias cepas de ratones. El primer dia de la
prueba, los ratones sin sacarosa fueron colocados en jaulas individuales a las 11 de la mafiana y se les dej6 alli con
agua y comida para el periodo de habituacion. A las 17:00 horas se sustituyé una botella de agua por dos botellas:
una con agua y otra con una solucion de sacarosa al 0,8 %. Tres horas después (20.00 horas) se pesaron las botellas
para medir el consumo de liquido y se volvieron a colocar en las jaulas hasta la mafiana siguiente. Las medidas de
consumo nocturno se realizaron entonces durante un dia mas para evaluar la preferencia por la sacarosa. Los ratones
no fueron privados de agua en ningliin momento, para medir la preferencia espontanea por la sacarosa y excluir cual-
quier confusion emocional potencial inducida por el estrés de la privacion de agua. La preferencia por la sacarosa se
expresd como el porcentaje de disolucion de sacarosa consumida con respecto al consumo total de liquido.

Estrés de derrota social: El procedimiento de estrés por derrota social fue una version modificada del protocolo
descrito anteriormente (Berton, McClung et al. 2006). Los ratones C57BL/6N fueron sometidos a derrota cronica du-
rante 10 dias consecutivos. Cada dia fueron expuestos al contacto fisico con un agresor CD1 no familiar en su jaula
de origen durante un tiempo maximo de interaccion de 5 minutos. Después de cada sesién de estrés fisico, los ratones
C57BL/6N y CD1 fueron separados por una pared perforada y se mantuvieron en contacto sensorial durante 24 horas.
Tras la dltima sesién de estrés, los ratones fueron trasladados a nuevas jaulas y alojados por separado durante todo
el periodo de pruebas de comportamiento. Los ratones de control C57BL/6N, de forma similar a los animales experi-
mentales, fueron alojados dos por jaula separados por una pared metalica perforada. Cada dia, se los expuso al
contacto fisico durante 5 minutos.

Tratamientos con animales

Para el analisis del comportamiento, el 9CDHROL y el 9CDHBC se disolvieron en etanol y luego se mezclaron con
aceite de girasol, de modo que la solucién final contenia un 3 % de etanol. Los tratamientos con vehiculos consistian
en una disolucion de etanol al 3 % en aceite de girasol. Los tratamientos se administraron mediante inyecciones intra-
peritoneales con una relacion volumen/peso de 3 ml/kg entre las 7 y las 7 horas antes del comienzo de las pruebas.
Los tratamientos se administraron a 10 mg/kg para cada sustancia y relaciéon volumen/peso de 3 mi/kg entre las 5-6
pm cada segundo dia del protocolo de estrés inmediatamente después de la sesidn de estrés empezando por el dia 1
del protocolo de estrés.
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Para los analisis metabdlicos se prepararon ATROL, 9CDHROL, 9CDHBC vy disoluciones de control como se ha des-
crito anteriormente. Se utilizé una aplicacion Gnica por via oral de la dosis de 40 mg/kg de cada sustancia para tratar
a los ratones por la noche y las muestras se recogieron 11 h después en condiciones de proteccion de la luz, se
pesaron, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta los andlisis. Se preparé el suero y se
almacend inmediatamente en viales marrones a -80 °C, hasta su posterior analisis.

Analisis estadistico

Las comparaciones del rendimiento conductual durante |la fase de aprendizaje se llevaron a cabo mediante un ANOVA
de una via sobre medidas repetidas con el tiempo como parametro dependiente y el porcentaje de elecciones correctas
como parametro independiente. Los datos farmacologicos se analizaron comparando el rendimiento de los animales
tras el tratamiento con vehiculo y con 9CDHROL mediante un ANOVA de una via sobre medidas repetidas. Se reali-
zaron andlisis estadisticos post-hoc para comparar el rendimiento de los animales con un nivel de azar del 50 %
utilizando la prueba t de estudiante de un grupo. Las diferencias significativas se indican en la figura correspondiente.

Resultados de los estudios de suplementacion en animales

Para comprobar la posibilidad de que el 9CDHROL pueda actuar como sustrato para la producciéon de 9CDHRA in
vivo, hemos ensayado la memoria de trabajo en retraso de no coincidencia con el lugar (DNMTP) como paradigma
conductual sensible para detectar |la actividad del 9CDHRA (22). Para ello, hemos entrenado a una cohorte de ratones
macho C57BL6J en la tarea DNMTP para alcanzar el criterio de rendimiento maximo (por encima del 90 %) durante 4
dias consecutivos (Fig. 1a). Los ratones macho C57BL6N de tipo salvaje adquirieron la tarea de memoria de trabajo
como indica el efecto significativo del dia de entrenamiento (F[9,39]=8,28; p<0,001, ANOVA de una via sobre medidas
repetidas) cuando se entrenaron con intervalos inter-ensayo (ITl) de 15 segundos. El rendimiento de la memoria dis-
minuyé cuando los ratones fueron sometidos a pruebas con un ITI mas largo de 3 minutos. Sin embargo, cuando el
ITI alcanz6é una media de 13 minutos (la media para todo el grupo se indica en el grafico como gr13) los ratones
mostraron una pérdida de memoria completa en la tarea DNMTP, ya que su rendimiento no fue diferente del nivel de
azar del 50 % (p<0,05, prueba t de un grupo). El IT| en el que cada animal mostré un olvido completo se identifico
como “ITl de prueba” para cada animal individual y se utilizo al probar la actividad pro-mneménica de 9CDHROL (Fig.
1b). Durante estas pruebas, la aplicacion del vehiculo no mejordé la memoria, ya que el porcentaje de elecciones
correctas fue comparable al nivel de azar del 50 % (p=0,2, ns; prueba t de un grupo), mientras que el tratamiento con
9CDHROL mejoré significativamente el rendimiento de la memoria (F[1,4]16; p<0,05, ANOVA de una via sobre medi-
das repetidas para el efecto del tratamiento). Los ratones tratados con 9CDHROL mostraron un rendimiento significa-
tivamente mejor que el nivel de azar del 50 % (p<0,05; prueba t de un grupo).

Ejemplo 4: Procedimientos analiticos y analisis por HPLC y LC-MS
Andlisis LC-MS de muestras de tejido

A. Analisis justo de retinoides: Procedimientos analiticos: Los analisis por cromatografia liquida de alta resolucion
y espectrometria de masas (sistema Agilent 1260 Infinity LC; Madrid, Espafia) -espectrometria de masas (sistema
SCIEX Triple Quad 3500; Sciex, Madrid, Espafia) se realizaron bajo luz amarilla oscura/ambar utilizando un protocolo
previamente validado (22, 52). Para la deteccion del acido 13,14-dihidroretinoico, los ajustes de MS-MS fueron 303 -
> 207 my/z y para la deteccion del 13,14-dihidroretinol, los ajustes de MS-MS fueron 290 -> 69 ny/z, utilizando el mismo
tiempo de permanencia y energia de colision comparables a los ajustes especificos de MS-MS de los acidos retinoicos.
En consecuencia, para la preparacion de la muestra se diluyeron 100 mg del material (si las muestras eran inferiores
a 100 mg, se afiadié agua hasta el peso estandar utilizado: 100 mg) o 100 ul de suero con un volumen triple de iso-
propanol, se dividieron los tejidos con tijeras, se agitaron en vértex durante 10 segundos, se introdujeron en un bafio
ultrasénico durante 5 minutos, se agitaron durante 6 minutos y se centrifugaron a 13000 rpm en un Heraeus BIOFUGE
Fresco a +4 °C. Tras la centrifugacién, los sobrenadantes se secaron en un concentrador Eppendorf 5301 (Eppendorf,
Alemania) a 30 °C. Los extractos secos se resuspendieron en 60 pl de metanol, se diluyeron con 40 ul de solucion
acuosa de acetato de amonio 60 mM y se transfirieron al automuestreador para su posterior analisis.

B. Analisis combinado de retinoides y carotenoides: Procedimientos analiticos: Los andlisis por cromatografia
liquida de alta resolucion (sistema Agilent 1260 Infinity LC; Madrid, Espafia) - espectrometria de masas (sistema SCIEX
Triple Quad 3500; Sciex, Madrid, Espafia) mas un detector de matriz de diodos en linea adicional (Waters 966 DAD,
Waters, Santiago de Compostela, Espafia) se realizaron bajo luz amarilla oscura/ambar utilizando un protocolo pre-
viamente validado (LIT) mas la adicién de un tercer y cuarto eluyente después de 20 min de tiempo de elucién. Gra-
diente lineal de 20 min 20 % (isopropanol: metanol: metil-fert-butil-éter (MTBE) / 30.30:40) - 80 % (isopropanol:metanol
/ 50:50), 25 min 40 % (isopropanol:metanol: metil-tert-butil-éter (MTBE) / 30:30:40) - 60 % (isopropanol:metanol /
50:50), 29 min 70 % (isopropanol:metanol:metil-tert-butil-éter (MTBE) / 30:30:40) - 30 % (isopropanol:metanol / 50:50),
30 min 0 % (isopropanol: metanol: metil-tert-butil-éter (MTBE) / 30:30:40) - 100 % (isopropanol:metanol / 50:50), 30,1
min 20 % (isopropanol: metanol. metil-tert-butil-éter (MTBE) / 30:30:40) - 80 % (isopropanol:metanol / 50:50). Para la
deteccidn del acido 13,14-dihidroretinoico los ajustes de MS-MS fueron 303 -> 207 my/z, para la deteccion del 13,14-
dihidroretinol los ajustes de MS-MS fueron 290 -> 69 nvz y para la deteccion del 9CDHBC 405 -> 405/ 405 -> 95 my/z.
En consecuencia, para la preparacion de la muestra se diluyeron 100 mg del material (si las muestras eran inferiores
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a 100 mg, se afiadié agua hasta el peso estandar utilizado: 100 mg) o 100 ul de suero con un volumen triple de iso-
propanol, se picaron los tejidos con tijeras, se agitaron en vértex durante 10 segundos, se pusieron en un bafio de
ultrasonidos durante 5 minutos, se agitaron durante 6 minutos y se centrifugaron a 13000 rpm en un Heraeus
BIOFUGE Fresco a +4 °C. Tras la centrifugacion, los sobrenadantes se secaron en un concentrador de vacio centri-
fugo GYROZEN equipado con una bomba de vacio ILMAC MPC 301-Z (CONTROLTECNICA, Madrid, Espafia) a
30 °C. Los extractos secos se resuspendieron con 30 yl de metanol - MTBE (50 - 50) y se transfirieron al automues-
treador y posteriormente se analizaron 10 ul.

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos para el andlisis del comportamiento y el analisis de retinoides/carotenoides se realizaron
mediante la prueba t de student para cada una de las comparaciones de dos grupos. Las diferencias significativas se
indican en las figuras correspondientes.

Resultados de los analisis HPLC y LC-MS

Identificacion inicial de 9CDHROL enddgena e identificacién de 9CDHROL tras el tratamiento de ratones con 9CDH-
ROL

Inicialmente se analizé un estandar mixto de 9-cis-13,14-dihidroretinol (9CDHROL) y todo-frans-dihidroretinol (ATDH-
ROL) utilizando la analitica LC-MS (figura superior de la figura 2) y después se analizé una muestra de higado de
ratones tratados con vehiculo (figura inferior de la figura 2). Ambos picos de los estandares 9CDHROL y ATDHROL
coeluyen con los picos identificados en las muestras de higado utilizando los mismos canales de fragmentacién MS-
MS en nuestro sistema LC-MS. Basandonos en la coelucién y utilizando los mismos parametros de LC-MS y los
mismos canales de patron de fragmentacion (290 -> 69 m/z) utilizados, afirmamos e identificamos el 9CDHROL y el
ATDHROL como retinoides endégenos en el organismo de los mamiferos. Ademas, estos picos coeluyentes también
pueden observarse en niveles mas bajos en el suero y el cerebro de los ratones y el 9CDHROL aumenta significativa-
mente tras el tratamiento con 9CDHROL (Figura 3).

Identificacion del 9CDHROL endégeno en el raton, en el hombre y en la matriz alimentaria humana:

El cerebro de los ratones se prepard segun el procedimiento descrito anteriormente. Brevemente, después de la
aplicacion Unica per os de la dosis de 40 mg/kg de 9CDHROL (u otras sustancias citadas) durante la noche, los ratones
fueron sacrificados después de 11 horas y las muestras de tejidos, incluyendo el cerebro, fueron disecadas en condi-
ciones de proteccion de la luz, pesadas, congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80 °C hasta los analisis.
Se prepar6 el suero y se almacend inmediatamente en viales marrones a -80 °C, hasta su posterior analisis.

Las muestras de suero humano se obtuvieron de la sangre de voluntarios sanos con el consentimiento informado
por escrito de todos los sujetos.

Muestras de alimentos: El higado de vacuno se compré en una carniceria local de Vigo, Espafia. Las conservas de
melocotdn en lata (Metades, Pessago em calda, Auchan/Alcampo-marca de la casa / lata de 420g) se compraron en
Alcampo, Vigo, Espafia.

Inicialmente se analiz6 un estandar de 9-cis-13,14-dihidroretinol (9CDHROL, cromatograma superior de la Figura 14A)
utilizando nuestro andlisis LC-MS y después una muestra cerebral de control de ratones tratados con control (croma-
tograma central de la Figura 14A). El pico del estandar 9CDHROL coeluye con el pico identificado en las muestras
cerebrales utilizando los mismos canales de fragmentacion MS-MS en nuestro sistema LC-MS.

Ademas, se identifico el 9CDHROL en suero humano (Figura 14B), asi como en alimentos humanos relevantes /
higado de vacuno (Figura 14C). Basandonos en la coelucion y utilizando los mismos parametros de LC-MS y los
mismos canales de patrén de fragmentacién (290 -> 69 m/z) utilizados, afirmamos e identificamos el 9CDHROL como
un nuevo retinoide enddgeno en el organismo mamifero de ratén y en los seres humanos, ademas de estar presente
en los alimentos humanos representados por el higado de vacuno, que también es un organismo mamifero.
Identificacion de 9CDHBC en la matriz alimentaria humana (Figura 15):

El 9CDHBC se identificd mediante coelucidn y espectros UV/VIS comparables en melocotones en lata (conserva).
Ejemplo 5: Identificacion de compuestos tras el tratamiento en ratones

Identificacion de 9CDHRA tras el tratamiento con 9CDHROL en ratones

Recientemente, hemos identificado que el 9CDHRA es un derivado endogeno en ratones (22) y en humanos (datos
aun no publicados). El siguiente paso es identificar precursores de 9CDHRA en modelos in vivo e in vitro.
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El tratamiento de los animales, la administracién de 9CDHROL, y el andlisis de las muestras se llevaron a cabo como
se describe en los Ejemplos 3y 4.

Mediante experimentos de suplementacion en ratones, se administré por via oral a n=6 ratones 100 mg/kg p.c. de
9CDHROL i.p., y 9 h después del tratamiento, se sacrificaron los ratones y se extrajo sangre, cerebro e higado. Tras
la centrifugacién de la sangre extraida, se obtuvo el suero.

En el suero, el cerebro y el higado se encontr6 9CDHRA y ATDHRA de forma enddgena en niveles bajos. Ademas,
tras el tratamiento con 9CDHROL se identificé un fuerte aumento de los niveles de 9CDHRA en las muestras analiza-
das de suero, cerebro e higado (Figura 4). A modo de comparacion, se muestran los niveles de aumento de 9CDHRA
en las muestras de higado en la Figura 5.

Identificacion de 9CDHROL en ratones

El 9CDHROL se acumula en los ratones tratados con 9CDHROL y en un metabolito del 9CDHBC en un cultivo
celular de oligodendrocitos in vitro: El tratamiento con 9CDHROL en ratones suplementados por via oral aumenta
el nivel del 9CDHROL en el cerebro de los ratones (Figura 14A, cromatograma inferior) en comparacién con el cerebro
tratado como control (cromatograma central de la Figura 14A). Observamos aqui que la administracion de 9CDHBC y
9CDHROL aumenta los niveles de 9CDHROL en el cultivo celular de oligodendrocitos humanos, mientras que el ATBC
no mostrd ningdn aumento. El 9CBC (y el ATROL) no muestran, o sélo muestran un aumento débil y no selectivo de
9CDHROL en el cultivo celular de oligodendrocitos (Figura 14D).En resumen, el 9CDHBC es un excelente sustrato
precursor del 9CDHROL en el cultivo celular de oligodendrocitos humanos in vitro.

Ejemplo 6; Experimentos de cultivo celular
Experimentos de cultivo celular

La linea normal de oligodendrocitos inmortalizados 158N se cultivé como se informé anteriormente (53). Cuando las
células alcanzaron el 70 % de confluencia fueron tratadas con una solucién de etanol 102 M de uno de los siguientes
compuestos: 9CDHROL, 9CDHROL-acetato, 9CDHRA-éster etilico. 9CDHRA y etanol como control, tratamiento con
vehiculo. A las 18 htras el tratamiento, se recogieron las células en tubos Eppendorf de color ambary se almacenaron
a -80 °C hasta su andlisis. Los tratamientos y la recogida de células se llevaron a cabo en condiciones de luz limitada
para evitar la fotoisomerizacion de los retinoides.

La espectrometria de masas por cromatografia liquida de alta resolucién (LC-MS) se llevé a cabo como se describe
en el Ejemplo 4.

Conversion de ATROL y 9CROL

En experimentos analogos se emplearon las siguientes especies de retinol, mutatis mutandis en el mismo cultivo
celular: ATROL y 9CROL. Como estandar se utilizo el estandar ROL normal (linea negra). Las especies se indican
también con flechas (Figura 11).

También se siguid la conversion de las especies de retinol. En la figura 12 se muestra la medida de las especies de
acido 13,14-dihidro-retinoico (DH-RA) 9CDHRA y ATDHRA tras la administracidn de las mismas especies de retinol
ATROL y 9CROL (linea azul y roja, respectivamente). Se muestra claramente que, a lo sumo, se produce una cantidad
muy pequefia de dihidroacidos o ninguna cantidad (9CROL) en las células.

En experimentos analogos, se muestra la medida de las especies de acido 13-cis-retinoico (13CRA), asi como de
9CRA y ATRA, tras la administracidn de las mismas especies de retinol ATROL y 9CROL (linea azul y linea roja,
respectivamente). Se muestra claramente que, a lo sumo, una cantidad muy pequefia de estas formas de 4cido, si es
que hay alguna, se produce en las células, las cuales apenas pueden verse contra un fondo ruidoso. Por lo tanto, la
conversion de los alcoholes en las formas acidas correspondientes es muy débil y por ello son ciertamente inapropia-
dos como precursores.

Los procedimientos analiticos se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente.

Identificacion de 9CDHRA tras la adicion de 9CDHROL, 9CDHRET-acetato o0 9CDHRA-etil-éster a los oligodendrocitos
Identificamos que el 9CDHRA es un metabolito resultante de la administracion de 9CDHROL en el suero, el cerebroy
el higado de los ratones. Ademas, se trataron lineas de células oligodendrocitarias con concentraciones de 105 M de
9CDHROL, 9CDHRET-acetato o0 9CDHRA-etil-éster durante 18 h. Se observd que, tras la administracion de 9CDH-
ROL, 9CDHRET-acetato, se produjo un fuerte aumento de los niveles de 9CDHRA (figura 6 superior). Ademas, tras
la aplicacion de 9CDHRA-etil-éster se identifico un fuerte incremento (parte inferior de la Figura 6).

Identificacion de 9CDHROL tras la administracion de 9CDHBC y 9CDHROL
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La administracion de 9CDHBC y 9CDHROL aumentd los niveles de 9CDHROL en el cultivo celular de oligodendrocitos
humanos, mientras que el ATBC no mostréd ningin aumento. El 9CBC (y el ATROL) no mostraron ningun incremento
0 s6lo débil y no selectivo de 9CDHROL en el cultivo celular de oligodendrocitos (Figura 14D). En resumen, el 9CDHBC
es un excelente sustrato precursor del 9CDHROL en el cultivo celular de oligodendrocitos humanos in vitro.

Identificacion de 9CDHBC tras la administracién de 9CDHBC, 9CBC y ATBC

Identificacion de 9CDHBC tras la administracion de 9CDHBC y 9CBC, pero no tras la administracién de ATBC
a un cultivo celular de oligodendrocitos in vitro (Figura 16A y 16B): En el cultivo de células de oligodendrocitos
al administrar 9CBC se pudo detectar el 9CBC con un tiempo de retencidén de 26,1 min a una longitud de onda de
deteccidn de 411 nm en estas células tratadas (Figura 16A, detecciéon a 411 nm), mientras que no se pudo detectar
9CBC en los tratamientos de control ni tras los tratamientos con ATBC o 9CDHBC. La existencia también ha sido
confirmada por la adquisicién de un espectro UV/Vis por el detector de matriz de diodos (datos no mostrados aqui).

En relacién al 9CDHBC, con una deteccién UV a 366 nm (Figura 16B), se detectd un pico muy pequefio del compuesto
tras los tratamientos de control o0 de ATBC, mientras que después de los tratamientos de 9CBC se pudieron detectar
un pico algo mas alto, y un pico ain mas alto después del tratamiento de 9CDHBC (a 25,1 min de tiempo de retencién),
lo que fue confirmado por la adquisicion de un espectro de UV comparable con el detector de matriz de diodos (datos
no mostrados aqui).

Identificacion de 9CDHRA tras la administracion de 9CDHROL, 9CDHROL-éster, 9CDHRA y 9CDHRA-éster a un
cultivo de células oligodendrocitarias

En las lineas de células oligodendrocitarias tratadas con 10° M de 9CDHROL, 9CDHROL-acetato, 9CDHRA o
9CDHRA-etil-éster durante 18 h se observé un fuerte aumento de los niveles de 9CDHRA con 9CDHROL y 9CDHROL-
acetato (Figura 17A). Ademas, tras las aplicaciones de 9CDHRA-etil-éster (y 9CDHRA, datos no mostrados) se ob-
servo un incremento muy fuerte de dichos niveles (cromatograma inferior de la Figura 17A). Aunque el 9CDHROL y
los ésteres de 9CDHROL son excelentes precursores del 9CDHRA, también se determin6 que el ATROL, el 9CDHBC,
el 9CBC y el ATBC no se convierten en 9CDHRA (datos no mostrados). En resumen, el 9CDHROL, los ésteres de
9CDHROL y los ésteres de 9CDHRA son precursores excelentes, selectivos y especificos de isomeros del ligando
RXR en cultivos de células de oligodendrocitos humanos in vitro.

Ejemplo 7 Identificacion de 9CDHRA tras la suplementacion con 9CDHROL, 9CDHBC en ratones
Los experimentos fueron analogos a los descritos en el ejemplo 5.

Ademas de los experimentos in vitro, también se llevaron a cabo experimentos de suplementacion in vivo con ratones
suplementados oralmente con 9CDHBC y 9CDHROL (Figura 17B y 17C). Se observé un aumento moderado pero
significativo de 9CDHRA tras la suplementacion con 9CDHBC (Figura 17B) en comparacién con el control. También
se observaron niveles bajos de 9CDHRA y de su isémero ATDHRA en el suero, el higado y el cerebro de los ratones
de control (cromatogramas superiores de la Figura 17C) y, especialmente, un fuerte aumenta del 9CDHRA tras la
suplementacion con 9CDHROL (cromatogramas inferiores de la Figura 17C).

Ejemplo 8: Procedimiento experimental - prueba de (R)-9CDHRA en ensayos con animales
Ejemplo 8.1: Métodos
Animales:

Los mutantes Rbp1-/~- y Rxry -/-, asi como sus ratones de control de tipo salvaje (WT), fueron criados en un fondo
genético mixto (60 % C57BL/6J y 40 % 129SvEms/j) procedente de cruces heterocigotos, tal y como se ha descrito
(Ghyselinck NB 1999; Krezel et al., 1996), y analizados a la edad de 3-6 meses. Todos los ratones se alojaron en
grupos de 4-5 ratones por jaula en un ciclo de luz/oscuridad de 7 de la mafiana a 7 de la tarde en jaulas ventiladas
individualmente (Techniplast, ltalia). La comida y el agua estaban disponibles libremente. Todos 10s experimentos se
llevaron a cabo segun las Directivas del Consejo de la Comunidad Europea de 24 de noviembre de 1986 (86/609/CEE)
y de conformidad con las directrices del CNRS y del Ministerio francés de Agricultura y Silvicultura (decreto 87848).

Para el protocolo de estrés de derrota social utilizamos ratones C57BL/6N que fueron transferidos desde Taconic
(Francia) a la edad de 6 semanas y alojados en grupos de 4 por jaula. Tras una semana de habituacién, se les sometio
al estrés de derrota social. Se utilizaron ratones CD1, comprados a Charles River (Francia), como agresores en esta
prueba.

Procedimientos conductuales: Todas las pruebas de comportamiento se llevaron a cabo en el Instituto Clinico de la
Souris (http.//www.ics-mci.fr/) segin los procedimientos operativos estandar.
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Prueba de natacion forzada:

El paradigma de natacion forzada (Dalvi y Lucki, 1999) se llevé a cabo entre las 13:00 y las 16:00 horas en un vaso
de cristal de 2 litros medio lleno de agua a 22-23 °C (la profundidad del agua era de 17 cm). Todos los ratones fueron
sometidos a la prueba una sola vez en esta tarea. Para ello, se bajé suavemente a cada ratén al agua y se anot6 el
tiempo de inmovilidad durante un periodo de prueba de 6 minutos. Se consideré que el ratdén estaba inmdvil cuando
flotaba en posicion vertical y s6lo hacia pequefios movimientos para mantener la cabeza por encima del agua. Des-
pués de 6 minutos, se sacaba al ratén del agua, se le dejaba secar bajo una lampara de luz roja y se le devolvia a su
jaula. Las puntuaciones de inmovilidad de cada animal se utilizaron como indice del comportamiento de desespera-
cién.

Prueba de preferencia por la sacarosa: Esta tarea, disefiada para medir los comportamientos hedénicos de los ratones
(Moreau, 1997), se basa en la naturaleza palatable de la sacarosa observada en varias cepas de ratones. El primer
dia de la prueba, los ratones sin sacarosa fueron colocados en jaulas individuales a las 11 de la mafiana y se les dejé
alli con agua y comida durante el periodo de habituacién. A las 17:00 horas se sustituyé una botella de agua por dos
botellas: una con agua y otra con una soluciéon de sacarosa al 0,8 %. Tres horas después (8 pm) se pesaron las
botellas para medir el consumo de liquido y se volvieron a colocar en las jaulas hasta la mafiana. Las medidas de
consumo nocturno se realizaron entonces durante un dia mas para evaluar la preferencia por la sacarosa. Los ratones
no fueron privados de agua en ningliin momento, para medir la preferencia espontanea por la sacarosa y excluir cual-
quier confusion emocional potencial inducida por el estrés de la privacion de agua. La preferencia por la sacarosa se
expresd como el porcentaje de solucion de sacarosa consumida con respecto al consumo total de liquido.

Estrés de derrota social: El procedimiento de estrés de derrota social fue una version modificada del protocolo descrito
previamente (Berton et al. 20086). Los ratones C57BL/6N fueron derrotados crénicamente durante 10 dias consecuti-
vos. Cada dia fueron expuestos al contacto fisico con un agresor CD1 no familiar en su jaula de origen durante un
tiempo maximo de interaccidén de 5 minutos. Después de cada sesion de estrés fisico, los ratones C57BL/6N y CD1
fueron separados por una pared perforada y se mantuvieron en contacto sensorial durante 24 horas. Tras la ultima
sesion de estrés, los ratones fueron trasladados a nuevas jaulas y alojados por separado durante todo el periodo de
pruebas de comportamiento. Los ratones de control C57BL/6N, de forma similar a los animales experimentales, fueron
alojados dos por jaula separados por una pared metalica perforada. Cada dia, se les expuso al contacto fisico durante
5 minutos.

A continuacidn, los animales fueron sometidos a pruebas de natacién forzada y de sacarosa.
Ejemplo 7.2: La suplementacion con R-9CDHRA revierte los cambios de comportamiento en los ratones Rbp1-/-

Con el fin de abordar la relevancia de 9CDHRA en la modulacién de las funciones de RXR in vivo, los inventores
probaron si R-9CDHRA puede revertir los déficits de comportamiento en ratones Rbp1-/-. El tratamiento agudo con R-
9CDHRA redujo, de forma dependiente de la dosis, la inmovilidad de los ratones knockout en la prueba de natacién
forzada, alcanzando el efecto maximo ya a 1 mg/kg, que fue comparable al efecto antidestino del agonista sintético de
RXR UVI2108 a la misma dosis o al tratamiento de 5 mg/kg con ATRA (Figura 9). Los efectos de los tratamientos no
fueron evidentes en los ratones WT, |lo que puede estar relacionado con la baja inmovilidad de base en esta cepay,
en consecuencia, con el efecto suelo. Dichas actividades fueron mediadas por el RXRy, ya que el tratamiento de 2 mg
con R-9CDHRA no mejor6 el rendimiento de los ratones Rxry -/-, que permanecieron inmoéviles durante 120 + 25 seg
en comparacion con 119 £ 19 seg en los animales Rxry -/- tratados con vehiculo.

De forma similar a los efectos antidespidos en la prueba de natacion forzada, 1 o 2 mg/kg de R-9CDHRA también
mejoraron el rendimiento de los ratones Rbp1-/- en las pruebas de memoria. Dichos tratamientos aumentaron la tasa
de elecciones exitosas de los Rbp1-/-, que se desempefiaron significativamente mejor que el 50 % del nivel de azar
cuando se probé en el intervalo inter-ensayo de 6 min en la prueba DNMTP (Figura 8). El tratamiento con 2 mg/kg de
R-9CDHRA elevé también el rendimiento de los ratones WT a cerca del 70 % de elecciones correctas cuando se prob6
en intervalos largos entre ensayos de 12 0 18 minutos en los que los mismos ratones WT actuaron al nivel de azar
(50 % de elecciones correctas) si se les traté con vehiculo. Este tratamiento no mejoré el rendimiento de los ratones
Rxry -/-, que actuaron con un 57 £ 7 % de elecciones correctas, proporcionando una prueba mas de que la funcion
comprometida de RXRy, asociada a niveles reducidos de 9CDHRA, es el origen de los déficits observados en los
animales Rbp1-/-.

Ejemplo 7.3: EI R-9CDHRA muestra efectos antidepresivos en un modelo de estrés de derrota social crénica.

Los presentes inventores han descubierto que la suplementacion con R-9CDHRA trata los comportamientos depresi-
vos en el modelo de estrés cronico de la depresion. El estrés es un factor ambiental importante en la etiologia de la
depresion. Para probar la eficacia de 9CDHRA en el tratamiento de los comportamientos depresivos inducidos por el
estrés, utilizamos el modelo animal de estrés por derrota social (Berton et al., 2006, Hollis y Kabbaj, 2014). Diez dias
de breves contactos fisicos diarios con el macho CD1 dominante residente, seguidos de un posterior contacto senso-
rial, indujeron eficazmente la desesperacion en la tarea de natacién forzada (Figura 10.a). El tratamiento con 1 o
3 mg/kg de 9CDHRA durante el protocolo de estrés normalizdé eficazmente el tiempo de inmovilidad, que fue
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comparable al de los ratones de control no estresados. En contraste con la dosis mas baja, el tratamiento con 3 mg/kg
de 9CDHRA mostré efectos antidesesperacion, ya que fue significativamente menor que el tiempo de inmovilidad
observado en los ratones estresados y no tratados, indicando asi que 9CDHRA muestra un efecto de dosis en el
control de este parametro conductual. El efecto de 9CDHRA fue comparable con la actividad del agonista sintético
panRXR UVI2108, lo que sugiere el papel critico de la activacién de RXR en la consecucion de la actividad antideses-
peracion de 9CDHRA. Ademas de los comportamientos de desesperacion, el estrés cronico indujo también anhedonia,
reflejada por la ausencia de preferencia por la bebida azucarada, que se consumié a un nivel no significativamente
diferente del 50 % que refleja la eleccién al azar (Figura 10.b). La anhedonia fue abolida en los ratones estresados
tratados ya con una dosis baja de 9CDHRA (1 mg/kg), como lo ilustra la preferencia por la sacarosa que excede
significativamente el nivel de azar del 50 %, aunque esta preferencia fue ain mas marcada después del tratamiento
con una dosis mas alta de 3 mg/kg de 9CDHRA. El agonista panRXR UVI2108 mostré una actividad similar a la de
9CDHRA, lo que apoya la implicacién de la activacion de RXR por parte de 9CDHRA en las actividades antidepresivas.

En una patente anterior, el uso de RXRy-/~ fue un control negativo para demostrar que 9CDHRA actia en RXRy para
mejorar la memoria - en consecuencia, en ausencia de RXRy no puede mejorar la memoria. Se utilizé6 Rbp1-/- porque
muestran el mismo tipo de déficit que RXRy-/-, lo que sugiere que la sefializacién de RXRy es baja. Al mostrar que
9CDHRA puede nomalizar su memoria fue una prueba de concepto de que a estos ratones les falta el ligando RXR y
no el receptor en si (o la funcionalidad del receptor). Incluso en experimentos anteriores demostramos que el 9CDHRA
también puede mejorar la memoria de los ratones WT, lo que sugiere que podria funcionar como potenciador de la
memoria en sujetos sanos, pero también podria utilizarse como potenciador de la memoria en la EA. Sin embargo,
9CDHRA puede tener un efecto teratogénico, por lo que probamos los precursores que probablemente se derivan de
tales actividades teratogénicas.

Ejemplo 7.4: 9CDHROL o 9CDHBC previenen los comportamientos depresivos en el modelo de estrés crénico de la
depresion (Figura 18):

El estrés es un factor ambiental importante en la etiologia de la depresion. Para comprobar la eficacia de 9CDHROL
y 9CDHBC en el tratamiento de los comportamientos depresivos inducidos por el estrés, utilizamos el modelo animal
de estrés por derrota social (Berton et al., 2006, Hollis y Kabbaj, 2014). Diez dias de breves contactos fisicos diarios
con el macho CD1 dominante residente, seguidos de un contacto sensorial posterior, indujeron eficazmente la deses-
peracion en la tarea de natacion forzada (fig. 18.A). El tratamiento con 10 mg/kg de 9CDHROL o0 10 mg/kg de 9CDHBC
durante el protocolo de estrés normalizé eficazmente el tiempo de inmovilidad, que fue comparable al de los ratones
de control no estresados. Ademas de la conducta de desesperacion, el estrés crénico indujo también anhedonia,
reflejada por la ausencia de preferencia por la bebida azucarada, que se consumié a un nivel no significativamente
diferente del 50 % que refleja la eleccion aleatoria (fig. 18.B). La anhedonia fue abolida en los ratones estresados
tratados con 10 mg/kg de 9CDHROL o 10 mg/kg de 9CDHBC durante el protocolo de estrés, como lo ilustra la prefe-
rencia por la sacarosa que excede significativamente el nivel de azar del 50 %.

Resumen y aplicabilidad industrial

La vitamina A es un conjunto de derivados que pueden convertirse en el organismo en pigmentos visuales y en ligan-
dos para los receptores hormonales nucleares. Se sabe que la vitamina A1 (retinol) es un precursor del ligando del
RAR, el acido todo-frans-retinoico (ATRA), mientras que se desconoce la identidad del precursor del acido 9-cis-13,14
dihidroretinoico (9CDHRA), el ligando enddégeno del receptor retinoide X (RXR) descubierto recientemente. En este
estudio demostramos que los precursores nutricionales del 9CDHRA son el 9-cis-13,14-dihidroretinol (9CDHROL) y el
9-cis-13,14-dihidro-betacaroteno (9CDHBC), que son, respectivamente, nuevos tipos de retinoides y carotenoides
nunca descritos hasta la fecha, pero presentes en altos niveles en la matriz alimentaria y de forma endégena en los
organismos de los mamiferos, incluido el ser humano. Utilizando experimentos in vitro e in vivo demostramos que
dichos precursores pueden ser metabolizados directa o indirectamente a 9CDHRA. Por el contrario, los retinoides/ca-
rotenoides enddgenos conocidos, como el todo-frans-retinol, el 9-cis-retinol y el todo-trans-B-caroteno, sélo son pre-
cursores débiles y no selectivos del 9CDHRA. También demostramos que el conocido carotenoide endégeno 9-cis-p-
caroteno (9CBC) sdélo se transforma débilmente en 9CDHBC mediante deshidrogenacién. Sin embargo, el 9CDHBC
se transforma facilmente en 9CDHRA, y como tal puede ser propuesto como un precursor indirecto del ligando RXR
— 9CDHRA. A través de nuestro cribado metabdlico establecimos por primera vez que los ésteres de 9CDHRA, el
9CDHROL, el 9CDHROL-éster, y el 9CDHBC son excelentes precursores selectivos nutricionales y fisioldgicamente
relevantes del ligando RXR endégeno 9CDHRA para inducir la sefializacion mediada por RXR. Ademas, describimos
esta nueva clase de sustancias como un nuevo tipo independiente y selectivo de vitamina A, denominado en adelante
vitamina AS para el 9CDHROL o pro-vitamina A5 para el 9CDHBC. La prueba de concepto para el uso preventivo/far-
macéutico de estos compuestos se muestra en el tratamiento de comportamientos similares a los de la depresién en
un modelo animal de estrés crénico. Se puede prever un uso similar de estos compuestos para diversas enfermedades
en las que la sefializacién mediada por el RXR se ve afectada o se ha propuesto como objetivo terapéutico. Estas
enfermedades pueden incluir enfermedades neurodegenerativas y metabdlicas, disfunciones cutdneas e inmunolégi-
cas (incluida la inflamacién), asi como enfermedades cardiovasculares, pero también pueden referirse a aplicaciones
de estilo de vida como los efectos de mejora de la memoria.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto de férmula general (1)

donde R es -CH202 donde

R2 es H o un grupo acilo -C(O)Rs donde -C(O)R3 es un grupo que se elimina por hidrolisis en un
tejido u 6rgano de mamifero para dar como resultado (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol y un compuesto
tolerable biologicamente aceptable

dicho compuesto se convierte en (R)-9-cis-13,14-4acido dihidroretoico en tejido u 6rgano o células
de mamifero, una vez administrado.

El compuesto de férmula general (I) segln la reivindicacion 1

M

donde R es -CH20, donde
Rz is H o un grupo acilo -C(O)Rs donde R3 es un alquilo C1.25 0 un alquenilo Cz-2s,
donde dicho compuesto se convierte en 9-cis-13,14-dihidroretinol en tejido u érgano o células de
mamifero, una vez administrado
dicho compuesto se convierte en (R)-9-cis-13,14-acido dihidroretoico en tejido u 6rgano de mami-
fero, una vez administrado.

El compuesto segun la reivindicacién 2, donde dicho compuesto es

-un compuesto de formula general (3)

(R) CHOR
CHiOR:

donde Rz es H o un grupo acilo -C(O)Rs donde R3 se selecciona de un alquilo C1.23, preferible-
mente un alquilo C1.s y un alquilo Ce.23, mas preferiblemente un alquilo C1.4 y un alquilo C11.21 y un
alquenilo Cz.2s5, preferiblemente un alquenilo C2.6 y un alquelino C1.23, mas preferiblemente un al-
quenilo C1a.2a.

El compuesto segun la reivindicacion 3, donde dicho compuesto es de formula general (4)
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(R) CHOC(O)Rs
e}
donde Rs se selecciona de
-un alquilo C1.4, preferiblemente metilo, etilo, propilo o isopropilo,
-un alquilo C11-21, preferiblemente un alquilo C13.19 y
-un alquelino C11.23, preferiblemente un alquenilo C43.23 poliinsaturado.

Un compuesto de formula general (I) para su uso en terapia en un sujeto mamifero,

{

donde R se selecciona de un grupo de formula general (A), -CH20R:2 y -COOR1 donde R es un grupo de
férmula general (A)

30

45

50

55

60

(A)

donde Q1 es un alquenilo o cicloalquenilo Ce.10 sustituido o no sustituido, preferiblemente un trime-
tilcicloalquenilo sustituido o no sustituido o mas preferiblemente 2,6,6-trimetilciclohexenilo susti-
tuido o no sustituido, incluso mas preferiblemente 2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-ilo o0 2,6,6-trimetilci-
clohex-2-en-1-ilo, y/o

Rz es H o un grupo acilo -C(O)Rs donde -C(O)R3 es un grupo que se elimina por hidrolisis en un
tejido u 6rgano de mamifero para dar como resultado (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol y un compuesto
tolerable biologicamente aceptable y/o

R+ es un grupo que se elimina por hidrélisis en un tejido u 6rgano de mamifero para dar como re-
sultado (R)-9-cis-13,14-acido dihidrororetinoico y un compuesto tolerable bioldgicamente acepta-
ble,

dicho compuesto se convierte en ligando RXR (R)-9-cis-13,14-acido dihidrororetinoico en un tejido
u érgano o células de mamifero, una vez administrado.

El compuesto para su uso segun la reivindicacion 5, donde el compuesto es de la siguiente formula general
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R @

donde R se selecciona de un grupo de formula general (A), -CH20R2, y -COOR1 donde R es un grupo de
férmula general (A):

(A)

donde Q1 es un 2,6,6-trimetilciclohexenilo sustituido o no sustituido, incluso mas preferiblemente
2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-ilo 0 2,6,6-trimetilciclohex-2-en-1-ilo, donde si el trimetilciclohexenilo,
por ejemplo, el grupo 2,6,6-trimetilciclohexenilo esta sustituido, es preferiblemente sustituido con
hidroxilo o oxosustituido, preferiblemente oxsustituido;

donde dicho compuesto se convierte en (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol en tejido u érgano o células
de mamifero, una vez administrado

y/o

Rz is H o un grupo acilo -C(O)Rs donde R3 es un alquilo C1.25 0 un alquenilo Cz-25,

donde dicho compuesto se convierte en (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol en tejido u érgano o células
de mamifero, una vez administrado y/o

R+ es un alquilo C1-25 0 alquenilo Ca.2s,

dicho compuesto se convierte en (R)-9-cis -13,14-acido dihidroretoico en tejido u 6rgano de mami-
fero, una vez administrado.

El compuesto para su uso segun la reivindicacion 6, donde dicho compuesto es

-un compuesto de formula general (3)

donde Rz es H o un grupo acilo -C(O)Rs donde R3 se selecciona de un alquilo

C1.23, preferiblemente un alquilo C1.6 y un alquilo Ce.23, mas preferiblemente un alquilo C1.4 y un
alquilo C11.21 y un alquelino C2.25, preferiblemente un alquelino C2.s y un alquelino C1.23, mas prefe-
riblemente un alquelino C1s.23 y/o

-un compuesto de formula general (5)
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donde Q1 es un alquelino o cicloalquenilo Ce.10 sustituido o no sustituido, preferiblemente un trime-
tilcicloalquenilo sustituido o no sustituido o mas preferiblemente un 2,6,6-trimetilciclohexenilo susti-
tuido o no sustituido, incluso mas preferiblemente 2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-ilo o0 2,6,6-trimetilci-
clohex-2-en-1-ilo, si el trimetilciclohexenilo, p. ej., un grupo 2,6,6-trimetilciclohexenilo esta susti-
tuido, preferiblemente, esta sustituido con hidroxilo o oxosustituido, preferiblemente, oxsustituido;
donde dicho compuesto se convierte en (R)-9-cis-13,14-dihidroretinol en tejido u érgano o células
de mamifero, una vez administrado.

El compuesto para su uso segun la reivindicacion 6, donde dicho compuesto es de férmula general (2)

(R COOR:

donde R+ se selecciona de un alquilo C1.23, preferiblemente un alquilo C1.s y un alquilo Cs.23, mas preferible-
mente un alquilo C1.2y un alquilo C11-21 y un alquelino Cz-24, preferiblemente un alquenilo C2.s y un alquenilo
Cse.23, mas preferiblemente un alquenilo C13.23, donde preferiblemente R+ se selecciona entre metilo, etilo,
propilo o isopropilo opcionalmente metilo, propilo o isopropilo.

El compuesto para su uso segun la reivindicacion 7, donde dicho compuesto es de férmula general (4)

(R)

CH:OC({O)Rz
&)

donde Rs se selecciona de

-un alquilo C1.4, preferiblemente metilo, etilo, propilo o isopropilo,

-un alquilo C11-21, preferiblemente un alquilo C13.19 y

-un alquelino C11.23, preferiblemente un alquenilo C43.23 poliinsaturado.
El compuesto para su uso segun la reivindicacion 5 o 6 que es 9-cis-13,14-dihidro-beta, betacaroteno.
Una composicion farmacéutica o una composicion nutracéutica para su uso en terapia de un sujeto mami-

fero, preferiblemente en la prevencion o tratamiento de una disfuncién de sefializacion mediada por el re-
ceptor X de retinoide (RXR) en un sujeto mamifero, comprendiendo dicha composicion el compuesto como
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se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el compuesto para su uso como se define en cual-
quiera de las reivindicaciones 5 a 9 o el 9-cis-carotenoide segun la reivindicacion 10, comprendiendo tam-
bién dicha composicion uno o mas aditivos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables.

El compuesto o la composicién farmacéutica o nutracéutica que se menciona en cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 11 para su uso en terapia como precursor selectivo del ligando RXR endégeno en la preven-
cién o tratamiento de una disfuncion de sefializacién mediada por el receptor X de retinoide (RXR) en un
sujeto de mamifero; preferiblemente para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad
seleccionada de enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central y enfermedades relacionadas
con el sistema nervioso periférico, o

para su uso en la prevencion terapéutica y/o el tratamiento de

-aprendizaje y/o deterioro de memoria, donde preferiblemente dicha memoria es memoria
de trabajo,

-funciones cognitivas deterioradas o aprendizaje y memoria deterioradas,

-depresién, o

para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo, preferiblemente
un trastorno neurodegenerativo seleccionado de la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Par-
kinson, deterioro cognitivo leve (MCI), enfermedad de Parkinson con MCI, enfermedad de Hunting-
ton, demencia con cuerpos de Lewy (DLB), esclerosis lateral amiotréfica (ELA), y otras demencias
relacionadas neurodegenerativas como debido a cambios en el cerebro causados por envejeci-
miento, enfermedad o traumatismo; o lesion de la médula espinal y ataxias, esclerosis diseminada
y esclerosis multiple (EM) u otras afecciones neuroldgicas.

Una composicion nutracéutica para su uso en la prevencion terapéutica de la disfuncion de sefializacion
mediada por el receptor X de retinoide (RXR) dependiendo de una deficiencia de vitamina A5 dependiente
de ligando en un sujeto mamifero, para general de vitamina AS-suplementacion, comprendiendo dicha com-
posicidn 9-cis-beta, betacaroteno (9CBC) en una cantidad o concentracion mayor que la presente en la ma-
triz alimenticia natural y/o comprende una cantidad adicional del compuesto.

Un uso no médico de un compuesto 0 una composicion farmacéutica o nutracéutica como se menciona en
cualquiera de las reivindicaciones 1-12, preferentemente para mejorar el rendimiento de la memoria, donde
preferentemente dicha memoria es una memoria de trabajo o como un ingrediente alimenticio o0 como un
suplemento dietético para mantener la salud de un sujeto.

Un complemento alimenticio que contiene 9-cis-betacaroteno (9CBC) o 9CBC para su uso en terapia como
precursor de 9-cis-13,14-dihidrobeta-caroteno (9CDHBC), como ingrediente alimenticio o como nutracéu-
tico, para prevenir terapéuticamente una deficiencia de vitamina AS dependiente del ligando y/o para la for-
mulacion general de vitamina AS, o como un suplemento alimenticio para activar RXR a nivel fisiolégico
relevante de 9CDHBC y/o 9CDHRA en el cuerpo humano, donde preferentemente 9CBC se usa en forma
de una composicidén que comprende dicho compuesto en una cantidad o concentracién mayor que la que
esta presente en la matriz alimenticia natural y/o comprende una cantidad adicional del compuesto.

Composicion nutracéutica para su uso en la prevencion terapéutica de la disfuncién de sefializacién me-
diada por el receptor X de retinoide (RXR) dependiendo de una deficiencia de vitamina AS dependiente de
ligando en un sujeto mamifero, comprendiendo dicha composicion 9-cis-beta-betacaroteno (9CBC) en una
cantidad o concentracion mayor que la presente en la matriz alimenticia natural y/o que comprende una
cantidad adicional del compuesto.
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FIGURA 1: Efecto del tratamiento con 9CDHROL sobre el rendimiento de 1a memoria de trabajo en la tarea de
no coincidencia de lugar retrasada (DNMTP).
(a) Curva de aprendizaje para ratones macho C57BL6N de tipo salvaje.
(b) Elecciones correctas 7-9 horas después del tratamiento con 9CDHROL y vehiculo cuando se probaron

aun ITI medio de grl3 min.
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FIGURA 2: Mezcla estandar de 9CDHROL (cromatograma superior) y niveles
enddgenos en el higado de ratones tras el tratamiento con vehiculo

(cromatograma inferior).
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FIGURA 3: 9CDHROL en ratones tras el tratamiento con vehiculo que

representa los niveles endogenos (azul o gris oscuro) y tras

el tratamiento con 9CDHROL (rojo o gris claro) en ratones.
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FIGURA 4: Niveles de 9CDHRA tras el tratamiento con vehiculo que representan los niveles endégenos

(azul o gris oscuro) y tras tratamientos con 9CDHROL (rojo o gris claro) en ratones.
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FIGURA 5: Niveles de 9CDHRA ftras el tratamiento con vehiculo que
representan los niveles endogenos (azul o gris oscuro) y tras el
tratamiento con 9CDHROL (rojo o gris claro) en el higado de raton.
Figura superior: Rango normal (fijado en el maximo); figura inferior:

rango ampliado para el rango maximo de retinoides endogenos.
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FIGURA 6: 9CDHRA-tratamiento de control (niveles endoégenos) y tras suplementos de retinoides a células
oligodendrociticas. Arriba: enddgeno (azul o gris oscuro), 9CDHROL (naranja o gris claro) y

9CDHROL-acetato (rosa) y abajo; 9CDHR A-acetato (rosa o gris medio)
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FIGURA 7 Posible via metabolica de la vitamina AS.
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