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DESCRIPCION
Porfirinas sustituidas y su uso terapéutico.
Campo técnico

Se describe un método para modular procesos patoldgicos vy fisiologicos y, en particular, un método para modular
concentraciones celulares de agentes oxidantes y, de este modo, procesos en los que participan tales agentes
oxidantes. La invencion también se refiere a compuestos y composiciones adecuadas para usar y para usar en tales
métodos.

Antecedentes

Los agentes oxidantes se producen como parte del metabolismo normal de todas las células pero también son
importantes componentes de la patogénesis de muchos procesos de enfermedades. Por ejemplo, las especies
oxigenadas reactivas son elementos criticos de la patogénesis de enfermedades del pulmoén, el sistema
cardiovascular, el sistema gastrointestinal, el sistema nervioso central y el musculo esqueletal. Los radicales libres
de oxigeno también juegan un papel en la modulacién de los efectos del éxido nitrico (NO’). En este contexto,
contribuyen a la patogénesis de trastornos vasculares, de enfermedades inflamatorias y al proceso de
envejecimiento.

Para mantener las funciones normales de los 6rganos y de las células se requiere un equilibrio critico de enzimas
defensivas contra los agentes oxidantes. Las superéxido dismutasas (SODs) son una familia de metaloenzimas que
catalizan la conversién intra y extracelular de O, en H,O, mas O; y representan la primera linea de defensa contra
los efectos dafiinos de los radicales superédxido. Los mamiferos producen tres SODs distintas. Una es una enzima
dimera que contiene cobre y cinc (CuzZn SOD) encontrada en el citosol de todas las células. Una segunda es una
SOD tetrdmera que contiene manganeso (Mn SOD) encontrada dentro de las mitocondrias, y la tercera es una
enzima tetramera glicosilada que contiene cobre y cinc (EC-SOD) encontrada en los fluidos extracelulares y
enlazada a la matriz extracelular. Se sabe que existen varias otras enzimas antioxidantes importantes dentro de las
células, incluyendo la catalasa y la glutation peroxidasa. Aunque los fluidos extracelulares y la matriz extracelular
s6lo contienen pequefias cantidades de estas enzimas, también se sabe que estan presentes otros agentes
antioxidantes extracelulares, que incluyen agentes eliminadores de radicales y agentes inhibidores de la
peroxidacién de los lipidos, tales como el acido ascorbico, el &cido drico y el a-tocoferol (Halliwell et al., Arch.
Biochem. Biophys. 280:1 (1990)).

Hunt et al., Chemistry & Biology, vol. 4, n® 11, Noviembre 1997, pp 845-858, describen catalizadores anfifilicos para
la descomposicion del peroxinitrito en ensamblajes liposomales.

Lee et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, vol. 7, n°® 22, Noviembre 1997, pp 2913-2918, describen la
rapida descomposicion de peroxinitrito por pares redox porfirina manganeso-agentes antioxidantes.

La presente invencion se refiere, en general, a compuestos de porfirina de bajo peso molecular adecuados para usar
en procesos de modulacion intra y extracelulares en los que participan radicales superdxido u otros agentes
oxidantes tales como el perdxido de hidrogeno o el peroxinitrito. Los compuestos y métodos de la invencion de la
invencién encuentran aplicacion en varios procesos fisioldgicos y patoldgicos en los que juega un papel el estrés
oxidante.

Sumario de lainvencion

Se describe un método para modular concentraciones intra y extracelulares de agentes oxidantes tales como
radicales superoxido, peroxido de hidrégeno, peroxinitrito, peroxidos lipidicos, radicales hidroxilo y radicales tiilo.
Mas particularmente, se describe un método para modular procesos normales o patolégicos que involucran a
radicales superoxido, perdxido de hidrégeno, 6xido nitrico o peroxinitrito, que usa agentes antioxidantes de bajo
peso molecular, y porfirinas sustituidas en el grupo metino (es decir, meso) adecuadas para usar en tal método.

La presente invencidn proporciona un compuesto de férmula:
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0 uno de sus compuestos enlazado a un metal.

La presente invencion también proporciona un método para proteger células de la toxicidad inducida por agentes
oxidantes, que comprende poner en contacto dichas células ex vivo con una cantidad protectora del compuesto
5 anteriormente mencionado para que esa proteccion se efectle.

La presente invencién proporciona un compuesto de formula:
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0 uno de sus compuestos enlazado a un metal, para usar en:

(a) Tratar a un paciente que padece de una afeccion que procede de, o que es exacerbada por, la toxicidad
10 inducida por agentes oxidantes;

(b) Tratar una afeccién patoldgica de un paciente que procede de la degradacion de NO o de una de sus
formas biolégicamente activas;

(c) Tratar a un paciente de una enfermedad inflamatoria; o
(d) Tratar a un paciente de una lesion por reperfusion isquémica.

15 La presente invencién proporciona un compuesto de formula:
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0 uno de sus compuestos enlazado a un metal, en la fabricacién de un medicamento para:

(a) Tratar a un paciente que padece de una afeccion que procede de, o que es exacerbada por, la toxicidad
inducida por agentes oxidantes;

(b) Tratar una afeccion patoldgica de un paciente que procede de la degradacion de NO o de una de sus
formas biolégicamente activas;

(c) Tratar a un paciente de una enfermedad inflamatoria; o

(d) Tratar a un paciente de una lesion por reperfusion isquémica.
Los objetos y las ventajas de la presente invencion quedaran claras por la descripcion que sigue.
Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-C muestran las estructuras de ciertos compuestos de la invencién. Los valores de actividad de las
SOD se determinaron usando el método de McCord y Fridovich, J. Biol. Chem. 244:6049 (1969). Los valores de la
catalasa se determinaron usando el método de Day et al., Arch. Biochem. Biophys. 347:256 (1997). Los valores de
las TBARS se obtuvieron como sigue:

Homogeneizados

Se homogeneizaron cerebros e higados congelados de ratas Sprague-Dawley adultas y pulmones de ratén
congelados (Pel-Freez Rogers, AR) con un politron (Turrax T25, Alemania) en 5 voliumenes de disolucion acuosa de
fosfato de potasio 50 mM a pH 7,4 enfriada en hielo. La concentracién de proteinas en el homogeneizado se
determin6 con el ensayo de proteinas Coormassie Plus (Pierce, Rockford, IL) usando albumina de suero bovino
como patron. El volumen de homogeneizado se ajusté con una disolucion amortiguadora del pH para dar una
concentracion final de proteinas de 10 mg/mL y se congel6 a -80°C dividiéndolo en partes alicuotas.

Oxidacion de los homogenizados

Se incubaron a 37°C durante 15 minutos tubos de microfugas (1,5 mL) que contenian 0,2 mL de homogeneizado
(0,2 mg de proteina) y varias concentraciones de agente antioxidante. La oxidacion del homogeneizado de cerebros
de ratas se inicié por adicion de 0,1 mL de una disolucion madre anaerobia recientemente preparada que contenia
cloruro ferroso (0,25 mM) y ascorbato (1 mM). Las muestras se colocaron en un bafio de agua agitado por sacudidas
a 37°C durante 30 minutos (volumen final 1 mL). Las reacciones se pararon mediante la adicion de 0,1 uL de una
disoluciéon madre de hidroxitolueno butilado (60 mM) en etanol.

Medida de la peroxidacion de lipidos

Como indice de la peroxidacion de lipidos se usé la concentracién de especies reactivas con el acido tiobarbitdrico
(TBARS) en homogenizados de cerebros de rata. Los patrones de malondialdehido se obtuvieron afadiendo 8,2 pL
de 1,1,3,3-tetrametoxipropano en 10 mL de HCI 0,01 N y mezclando durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Esta disolucién madre se diluyé mas en agua para dar patrones cuya concentracion vario de 0,25 a 25 uM. Las
muestras o los patrones (200 ulL) se acidificaron con 200 uL de una disolucién madre de &cido fosférico 0,2 M en
tubos de microfugas cerrados de 1,5 mL. La reaccion de formacion de color se inicié6 mediante la adicion de 25 ulL de
una disoluciéon madre de acido tiobarbitdrico (0,11 M) que se mezcld y a continuacién se colocé en un bloque de
calentamiento a 90°C durante 30 minutos. Las TBARS se extrajeron con 0,5 mL de n-butanol agitando hasta formar
un vértice durante 3 minutos y enfriando con hielo durante 1 minuto. A continuacion, las muestras se centrifugaron a
12.000 x g durante 3 minutos y una parte alicuota de 150 uL de fase de n-butanol se coloc6 en cada pocillo de una
placa de 96 pocillos y se leyé a 535 nm en un equipo lector de placas Thermomax (Molecular Devices, Sunnydale,
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CA) a 25°C. Las absorbancias de las muestras se convirtieron en equivalencia de MDA (uM) por extrapolacion de la
curva patron de MDA. A las concentraciones empleadas en estos estudios, ninguno de los agentes antioxidantes
afecto a la reaccion de los patrones de MDA con el &cido tiobarbitarico.

Analisis estadistico

Los datos se presentaron como sus medias + DS. La concentracion inhibidora de agentes antioxidantes que
disminuyé el grado de peroxidacién de lipidos en un 50% (ICso) y los respectivos intervalos del 95% de confianza
(IC) se determinaron ajustando a los datos una curva sigmoidal de pendiente variable (Prizm, GraphPad, San Diego,
CA). (Véase también Braughler et al., J. Biol. Chem. 262:10438 (1987); Kikugawa et al., Anal. Biochem. 202:249
(1992)).

La figura 2 muestra los datos obtenidos a partir de un estudio que supone el tratamiento de la displasia
broncopulmonar usando Aeol-V.

Descripcion detallada de la invencion

Se describen métodos de proteccion contra los efectos dafiinos de agentes oxidantes, particularmente de radicales
superoéxido, peréxido de hidrégeno y peroxinitrito, y métodos para prevenir y tratar enfermedades y trastornos que
involucran al o se producen por estrés oxidante. La invencion también describe la modulacion de procesos
biolégicos que involucran a agentes oxidantes, que incluyen radicales superéxido, peréxido de hidrégeno, 6xido
nitrico y peroxinitrito. La invencion se refiere a compuestos y composiciones, que incluyen agentes antioxidantes de
bajo peso molecular (por ejemplo, compuestos miméticos de agentes eliminadores de especies oxigenadas
reactivas, incluyendo los agentes miméticos de SODs, catalasas y peroxidasas) y sus formulaciones, adecuadas
para usar en tales métodos.

Los compuestos miméticos de los agentes eliminadores de especies oxigenadas reactivas, apropiados para usar en
la presente invencion incluyen porfirinas sustituidas en el grupo metino (es decir, meso), o sus sales
farmacéuticamente aceptables (por ejemplo, sales de cloruro o bromuro). La invencién incluye tanto porfirinas
exentas de metales como enlazadas a metales. En el caso de porfirinas enlazadas a metales se prefieren los
derivados manganicos de porfirinas sustituidas en el grupo metino (meso); sin embargo, también pueden usarse
metales diferentes al manganeso tales como hierro (Il o Ill), cobre (I o 1), cobalto (Il o 1ll), o niquel (I o Il). Se
apreciara que el metal seleccionado puede tener varios estados de valencia, por ejemplo puede usarse manganeso
II, Il o V. También puede usarse Zn (ll) incluso aunque no sufra un cambio de valencia y, por lo tanto, no elimine
directamente el ion superéxido. La seleccion del metal puede afectar a la selectividad de las especies oxigenadas
gue se eliminan. Por ejemplo, las porfirinas enlazadas con el hierro pueden usarse para eliminar NO', mientras que
las porfirinas enlazadas con el manganeso eliminan peor el radical NO'.

Los compuestos miméticos de la presente invencion son de la férmula I:
/ T \
\/N "/N\/
0 a
) N

N/ N

Ejemplos especificos que incluyen compuestos miméticos de la invencién se muestran en la figura 1, junto con los
datos de actividad.

Cuando son posibles isémeros, todos tales isémeros de los compuestos miméticos descritos en la presente memoria
estan dentro del alcance de la invencion.

Los compuestos miméticos para usar en los métodos presentes pueden seleccionarse ensayandolos con respecto a
la actividad de las SODs, la catalasa y/o la peroxidasa. Los compuestos miméticos también pueden seleccionase por
su capacidad de inhibir la peroxidacion de los lipidos o la eliminacion de ONOO™ (que se determina por el método de
Szabo et al., FEBS Lett. 381:82 (1996)).

La actividad de las SODs puede monitorizarse en presencia y ausencia de EDTA usando el método de McCord y
Fridovich (J. Biol. Chem. 244:6049 (1969)). La eficacia de un compuesto mimético también puede determinarse
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midiendo el efecto del compuesto mimético sobre el crecimiento aerobio de una cepa de E. coli exenta de SODs
frente a una cepa madre. Especificamente, la E. coli parental (AB1157) y la E. coli exenta de SODs (J1132) pueden
hacerse crecer en medio M9 que contenga acidos casamino al 0,2% y glucosa al 0,2% a pH 7,0 y 37°C; el
crecimiento puede monitorizarse en términos de turbidez seguida a 700 nm. Este ensayo puede hacerse mas
selectivo para los compuestos miméticos de las SODs omitiendo del medio (medio minimo en glucosa (M9), méas 5
aminoacidos esenciales) los aminoacidos de cadena ramificada, aromaticos y que contengan azufre.

La eficacia de los compuestos miméticos activos también puede evaluarse determinando su capacidad de proteger a
las células de los mamiferos contra la toxicidad inducida por el metilviolégeno (paraquat). Especificamente, pueden
preincubarse células L2 de rata hechas crecer como se describe mas adelante y sembradas en discos de 24
pocillos, con varias concentraciones del compuesto mimético de la SOD y a continuacién incubarse con una
concentracion de metilviolégeno que previamente se mostrado que produce un LCss en células L2 testigo. La
eficacia del compuesto mimético puede correlacionarse con una disminucion de la liberacion de LDH inducida por el
metilviologeno (St. Clair et al., FEBS Lett. 293:199 (1991)).

La eficacia de los compuestos miméticos de las SODs puede ensayarse in vivo con modelos de ratones y/o ratas
usando tanto la administracion mediante aerosoles como la administracion por inyeccion parenteral. Por ejemplo,
ratones macho Balb/c pueden dividirse aleatoriamente en 4 grupos de 8 ratones cada uno para formar un modelo
estadistico de contingencia estandar 2X2. Los animales pueden tratarse con paraquat (40 mg/kg, inyeccion
parenteral) o con una disolucion salina y tratarse con un compuesto mimético de las SODs o un vehiculo testigo.

Las lesiones de los pulmones pueden evaluarse 48 horas después del tratamiento con paraquat por analisis de los
parametros (LDH, proteina y % de PMN) que dafian al fluido de lavado broncoalveolar (BALF) como se ha descrito
previamente (Hampson et al., Tox. Appl. Pharm. 98:206 (1989); Day et al., Pharm. Methods 24:1 (1990)). Los
pulmones de 2 ratones de cada grupo pueden fijarse por instilacion con paraformaldehido al 4% y procesarse por
histopatologia al nivel de microscépico optico.

La actividad de la catalasa puede monitorizarse midiendo la absorbancia a 240 nm en presencia de peroxido de
hidrégeno (véase Beers y Sizer, J. Biol. Chem. 195:133 (1952)) o midiendo la evolucién de oxigeno con un electrodo
de oxigeno Clark (Del Rio et al., Anal. Biochem. 80:409 (1977)).

La actividad de la peroxidasa puede medirse espectrofotométricamente como describieron previamente Putter y
Becker: Peroxidases: En: Methods of Enzymatic Analysis, H.U. Bergmeyer (ed.), Verlag Chemie, Weinheim, pp. 286-
292 (1983). La actividad de la aconitasa puede medirse como describieron Gardner y Fridovich (J. Biol. Chem.
266:19328 (1991)). La desactivacion, selectiva, reversible y sensible a las SOD, de la aconitasa mediante
generadores conocidos de O, puede usarse como un marcador de la generacion intracelular de O,. Asi, pueden
seleccionarse compuestos miméticos adecuados evaluando la capacidad de proteger la actividad de la aconitasa.

La capacidad de los compuestos miméticos de inhibir la peroxidacion de los lipidos puede evaluarse como
describieron Ohkawa et al. (Anal. Biochem. 95:351 (1979)) y Yue et al. (J. Pharmacol. Exp. Ther. 263:92 (1992)).
Para iniciar la peroxidacion de los lipidos en homogeneizados de tejidos y la formacion de especies medidas
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) pueden usarse hierro y ascorbato.

Los compuestos miméticos activos pueden ensayarse respecto a su toxicidad en cultivos de células de mamiferos
midiendo la liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH). Especificamente, las células L2 de ratas (una célula de los
pulmones semejante al tipo Il (Kaighn y Douglas, J. Cell Biol. 59:160a (1973)) pueden hacerse crecer en medio F-12
de Ham con suplemento de suero de ternero fetal al 10% a pH 7,4 y 37°C; las células pueden sembrarse a
densidades iguales en discos de cultivo de 24 pocillos y hacerse crecer hasta una confluencia de aproximadamente
el 90%; los compuestos miméticos de las SODs pueden afadirse a las células en dosis logaritmicas (por ejemplo
dosis micromolares en medio esencial minimo (MEM)) e incubarse durante 24 horas. La toxicidad puede evaluarse
por morfologia y midiendo la liberacién del marcador de la lesién citosélica, LDH (por ejemplo, sobre un lector
termocinético de placas), como describieron Vassault (en: Methods of Enzymatic Analysis, Bergmeyer (ed) pp. 118-
26 (1983); la oxidacion de NADH se mide a 340 nm).

Los compuestos miméticos de la presente invencion son adecuados para usar en una variedad de métodos. Los
compuestos de formula I, particularmente las formas enlazadas a metales (ventajosamente, las formas enlazadas a
manganeso), se caracterizan por la capacidad de inhibir la peroxidacién de los lipidos. Por consiguiente, estos
compuestos son los preferidos para usar en el tratamiento de enfermedades o trastornos asociados con niveles
elevados de peroxidacion de lipidos. Los compuestos son ademas los preferidos para usar en el tratamiento de
enfermedades o trastornos mediados por estrés oxidante. Son ejemplos las enfermedades inflamatorias, que
incluyen el asma, la enfermedad inflamatoria de los intestinos, la artritis y la vasculitis.

Los compuestos de la invencion (ventajosamente, sus formas enlazadas a metales) también pueden usarse en
métodos disefiados para regular las concentraciones de NO' dirigiendo las porfirinas anteriormente descritas a
localizaciones estratégicas. El NO' es una sefal intercelular y, como tal, el NO' tiene que atravesar la matriz
extracelular para ejercer sus efectos. Sin embargo, el NO' es muy sensible a la desactivacion mediada por el Oy
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presente en los espacios extracelulares. Las porfirinas de la invencion sustituidas en el grupo metino (meso) pueden
aumentar la biodisponibilidad del NO' impidiendo su degradacién por el O

Se describe un método para inhibir la produccion de radicales superdxido. Los compuestos miméticos de la
invencion (particularmente sus formas enlazadas a metales) se usan para inhibir a las oxidasas, tales como la
xantina oxidasa, que son responsables de la produccion de radicales superéxido. La capacidad de un compuesto
mimético de proteger a las células de mamiferos de las lesiones inducidas por la xantina/xantina oxidasa puede
evaluarse, por ejemplo, haciendo crecer células L2 de ratas en placas de 24 pocillos. Las células pueden
preincubarse con varias concentraciones de un compuesto mimético y a continuacion puede afiadir xantina oxidasa
(XO) al cultivo junto con xantina (X). La cantidad apropiada de XO/X usada en el estudio puede predeterminarse
para cada linaje celular realizando una curva dosis-respuesta respecto a la lesion. El par X/XO puede usarse en una
cantidad que produzca aproximadamente un LCy;s en el cultivo. La eficacia del compuesto mimético puede
correlacionarse con una disminucion de la liberacion de LDH inducida por el par XO/X.

Los compuestos miméticos de la invencién (particularmente, sus formas enlazadas a metales) también pueden
usarse como agentes cataliticos de eliminacion de especies oxigenadas reactivas para proteger contra las lesiones
isqguémicas debidas a la reperfusion asociadas con el infarto de miocardio, la cirugia del baipas coronario, la
apoplejia, el trauma agudo de cabeza, la reperfusion tras el transplante de 6rganos, la isquemia de los intestinos, la
conmocion hemorragica, el infarto pulmonar, la oclusién quirdrgica del flujo sanguineo y las lesiones de los tejidos
blandos. Los compuestos miméticos (particularmente, las formas enlazadas a metales) pueden ademas usarse para
proteger contra las lesiones de los musculos esqueletales debidas a la reperfusion. Los compuestos miméticos
(particularmente, las formas enlazadas a metales) también pueden usarse contra el dafio a los ojos (y a la piel)
debido a la luz solar asi como contra el glaucoma, las cataratas y la degeneracion macular de los ojos. Los
compuestos miméticos (particularmente, las formas enlazadas a metales) también pueden usarse para tratar
guemaduras y enfermedades de la piel, tales como la dermatitis, la psoriasis y otras enfermedades inflamatorias de
la piel. Las enfermedades de los huesos también son susceptibles al tratamiento con los compuestos miméticos.
Ademas, puede esperarse que los trastornos de los tejidos conjuntivos asociados con defectos en la sintesis o la
degradacion del colageno sean susceptibles al tratamiento con los presentes compuestos miméticos
(particularmente, las formas enlazadas a metales), asi como las carencias generalizadas por la edad. La cirrosis
hepatica y las enfermedades renales (que incluyen la nefritis glomerular, la necrosis tabular aguda, la nefroderosis y
las complicaciones inducidas por la didlisis) también son susceptibles al tratamiento con los presentes compuestos
miméticos (particularmente, sus formas enlazadas a metales).

Los compuestos miméticos de la invencion (particularmente, las formas enlazadas a metales) también pueden
usarse como agentes cataliticos eliminadores de especies oxigenadas reactivas para aumentar la muy limitada
viabilidad de almacenamiento de corazones, higados, pulmones, rifiones, piel y otros 6rganos y tejidos
transplantados. La descripcion también proporciona métodos de inhibir el dafio debido a la auto-oxidacion de
sustancias que dan lugar a la formacién de Oz, que incluyen productos alimentarios, compuestos farmacéuticos,
sangre almacenada, etc. Para efectuar este fin, los compuestos miméticos de la invencién se afiaden a los
productos alimentarios, compuestos farmacéuticos, sangre almacenada, y semejantes, en una cantidad suficiente
para inhibir o impedir el dafio por oxidacién y, de este modo, inhibir o impedir la degradacion asociada con las
reacciones de auto-oxidacion. (Para otros usos de los compuestos miméticos de la invencion, véase el documento
USP 5.227.405). La cantidad de compuesto mimético a utilizar en un tratamiento particular o a asociar con una
sustancia particular puede ser determinada por un experto en la técnica.

Los compuestos miméticos (particularmente, las formas enlazadas a metales) de la invencién pueden ademas
usarse para eliminar peroxido de hidrégeno y asi proteger contra la formacién del radical hidroxilo muy reactivo
interfiriendo con la quimica de Fenton (Aruoma y Halliwell, Biochem. J. 241:273 (1987): Mello Filho et al., Biochem.
J. 218:273 (1984); Rush y Bielski. J. Phys. Chem. 89:5062 (1985)). Los compuestos miméticos (particularmente, las
formas enlazadas a metales) de la invencion también pueden usarse para eliminar peroxinitrito, como se demostro
indirectamente mediante la inhibicion de la oxidacion de dihidrorrodamina 123 a rodamina 123 y directamente
acelerando la degradacion de peroxinitrito por andlisis en flujo parado.

Otros ejemplos de enfermedades/trastornos especificos apropiados para el tratamiento usando los compuestos
miméticos de la presente invencion, ventajosamente las formas enlazadas a metales, incluyen enfermedades del
sistema cardiovascular (que incluyen la cardiomiopatia, la isquemia y la enfermedad vascular aterosclerotica
coronaria), del sistema nervioso central (que incluyen la demencia por SIDA, la apoplejia, la esclerosis lateral
amiotréfica (ALS), la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington) y las enfermedades de la
musculatura (que incluyen las enfermedades del diafragma (por ejemplo, la fatiga respiratoria en la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, fatiga cardiaca del fallo congestivo del corazén, sindromes de debilidad muscular
asociados con miopatias, ALS y esclerosis multiple). Muchos trastornos neurolégicos (que incluyen la epilepsia, la
apoplejia, la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson, ALS, la demencia por enfermedad de
Alzheimer y la demencia por SIDA) estan asociadas con una sobre-estimulacion del subtipo principal del receptor
glutamato, el subtipo NMDA (o N-metil-D-aspartato). Tras la estimulacion del receptor NMDA, las concentraciones
excesivas de calcio neuronal contribuyen a una serie de sucesos citoplasmaticos y en la membrana que conducen a
la produccion de radicales libres de oxigeno y 6xido nitrico (NO’). Se ha demostrado que las interacciones entre los
radicales libres de oxigeno y de 6xido nitrico (NO’) contribuyen a la muerte celular neuronal. Se han desarrollado
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modelos de cultivos corticales neuronales bien establecidos de toxicidad de NMDA y se han usado como base para
el desarrollo de farmacos. En estos mismos sistemas, los compuestos miméticos de la presente invencion inhiben
las lesiones inducidas por NMDA. La formacién de radicales O, es una etapa obligada en los sucesos intracelulares
gue culminan en la muerte excitotoxica de las neuronas corticales y ademas demuestra que los compuestos
miméticos de la invencidon pueden usarse para eliminar radicales O, y, de este modo, sirven como agentes
protectores contra las lesiones excitotoxicas.

Se describen métodos para tratar el SIDA. El virus HIV usa al promotor Nf Kappa B para su replicacion. Este
promotor es sensible a los pares redox; por lo tanto, un agente oxidante puede regular este proceso. Esto se ha
mostrado previamente para dos metaloporfirinas distintas de las de la presente invencidén (Song et al., Antiviral
Chem. and Chemother. 8:85 (1997)). También se describen métodos para tratar la hipertension sistémica, la
aterosclerosis, el edema, la conmocién séptica, la hipertensiéon pulmonar, incluyendo la hipertension pulmonar
primaria, la impotencia, la infertilidad, la endometriosis, las contracciones uterinas prematuras, las infecciones
microbianas, la gota y en el tratamiento de la diabetes mellitus de Tipo | o Tipo Il. Los compuestos miméticos de la
invencion (particularmente, las formas enlazadas a metales) pueden usarse para mejorar los efectos toxicos
asociados con la endotoxinas, por ejemplo, conservando el tono vascular e impidiendo el dafio al sistema de
multiples érganos.

Como se indic6 anteriormente, las inflamaciones, particularmente las inflamaciones de los pulmones, son
susceptibles de tratamiento usando los presentes compuestos miméticos (particularmente, las formas enlazadas a
metales) (particularmente, los trastornos de base inflamatoria de enfisema, asma, ARDS que incluye la toxicidad del
oxigeno, la neumonia (especialmente, la neumonia relacionada con el SIDA), la fibrosis cistica, la sinusitis crénica,
la artritis y las enfermedades autoinmunes (tales como el lupus o la artritis reumatoide)). La fibrosis pulmonar y las
reacciones inflamatorias de los musculos, tendones y ligamentos pueden tratarse usando los presentes compuestos
miméticos (particularmente, sus formas enlazadas a metales). La EC-SOD esta localizada en los espacios
intersticiales que rodean a las vias respiratorias y a las células de los musculos lisos de la vasculatura. EC-SOD y
los radicales O, median el equilibrio antiinflamatorio-proinflamatorio en el septum alveolar. La liberacién de radicales
NO' por las células septales alveolares actla para suprimir la inflamacién a menos que reaccionen con radicales Oy
para formar ONOOQO'. Eliminado los radicales O,, EC-SOD inclina el equilibrio en el septum alveolar contra la
inflamacioén. Solo se formaran cantidades significativas de ONOO™ cuando EC-SOD sea deficiente o cuando haya
una liberaciéon de radicales O, muy acrecentada. Los compuestos miméticos descritos en la presente memoria
pueden usarse para proteger contra la destruccién provocada por hiperoxia.

Se describen métodos para tratar los trastornos de la memoria. Se cree que el 6xido nitrico es un neurotransmisor
involucrado en la potenciacion de la memoria de largo plazo. Usado un modelo de ratones con EC-SOD anulada
(Carlsson et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6264 (1995)), puede mostrase que el deterioro del aprendizaje se
correlaciona con la eliminacion reducida del radical superoxido en espacios extracelulares del cerebro. La
eliminacion reducida da lugar a concentraciones extracelulares de O, mayores. Se cree que el radical O, reacciona
con Oxido nitrico impidiendo o inhibiendo de este modo la neurotransmision mediada por el 6xido nitrico y, asi, la
potenciacion de la memoria de largo plazo. Los compuestos miméticos de la invencion, particularmente las formas
enlazadas a metales, pueden usarse para tratar las demencias y los trastornos de la memoria/aprendizaje.

La disponibilidad de los compuestos miméticos de la invencion también hace posible estudios de procesos mediados
por Oz, peréxido de hidrégeno, 6xido de nitrico y peroxinitrito.

Los compuestos miméticos anteriormente descritos, las formas enlazadas a metales y exentas de metales, pueden
formularse en composiciones farmacéuticas adecuadas para usar en los métodos descritos. Tales composiciones
incluyen el agente activo (compuesto mimético) junto con un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente
aceptable. La composicién puede estar presente en forma de dosificacién unitaria, por ejemplo comprimidos,
capsulas o supositorios. La composicion también puede estar en forma de una disolucion estéril adecuada para
administrar por inyeccion o nebulizacién. Las composiciones también pueden estar en una forma adecuada para uso
oftdlmico. La descripcién también incluye composiciones formuladas para administracion topica, tomado tales
composiciones la forma de, por ejemplo, una locién, crema, gel o ungiiento. La concentracion de ingrediente activo a
incluir en la composicion puede seleccionarse sobre la base de la naturaleza del agente, el régimen de dosificacion y
el resultado buscado.

La dosificacion de la composicién a administrar puede determinarse sin experimentacién excesiva y dependera de
varios factores que incluyen la naturaleza del agente activo (incluyendo el enlazado a un metal o el exento de
metales), la ruta de administracion, el paciente, y el resultado buscado. Puede esperarse que una dosis adecuada
de compuesto mimético a administrar intravenosa o tépicamente esté en el intervalo de aproximadamente 0,01 a 50
mg/kg/dia, preferiblemente 0,1 a 10 mg/kg/dia. Para la administracion en forma de aerosol, es de esperar que las
dosis estén en el intervalo de 0,001 a 5,0 mg/kg/dia, preferiblemente 0,01 a 1 mg/kg/dia. Las dosis adecuadas de
compuestos miméticos variaran, por ejemplo, con el compuesto mimético y con el resultado buscado.

En los ejemplos que siguen la numeracion de los compuestos del ejemplo | es solamente para los fines de ese
ejemplo.
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Ejemplo 1

Sintesis

Cloruro de [5,15-bis(4-carbometoxifenil)-10,20-(tiazol-5-il)porfirinatojmanganeso (lll) (5) (no de la invencion

reivindicada)

iy
TFA
OHC@ " ? CH,C, i med
1 2

COMe
5

1. meso(Tiazol-5-il)dipirrometano (2)

En un matraz de tres bocas de 250 mL cubierto con una fina lamina metalica, equipado con un agitador
magnético y una entrada de N, se coloco 5-tiazolcarboxaldehido (1, 0,88 g, 7,81 mmoles) (Dondoni, A.; Fantin,
G.; Fogagnolo, M.; Medici, A.; Pedrini P. Synthesis 1987, 998-1001), CHCl, (30 mL), y pirrol (6 mL, 87 mmoles).
La mezcla de reaccion se agité durante 10 min, a continuacion se afiadié TFA (0,25 mL, 3,2 mmoles). Después
de un periodo de agitacién de 2 h a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se transfirié a un embudo de
decantacion y se lavo con una disolucion acuosa saturada de NaHCOj3; (50 mL), H>O (50 mL) y salmuera (50
mL). La capa organica se seco (Na;S0.), se filtré y se concentré a vacio. El residuo se disolvié en CH,Cl, (50
mL) y se adsorbié sobre gel de silice (3 g). La purificacion por cromatografia en columna (eluciéon en gradiente
33-67% EtOAc/hexanos) dio el dipirrometano 2 (0,95 g, 52%) como un sélido gris: 'H-RMN (300 MHz, CDCls3) &
5,74 (s, 1H), 6,02 (m, 2H), 6,17 (m, 2H), 6,70 (m, 2H), 7,58 (s, 1H), 8,19 (br s, 2H), 8,68 (s, 1H).

2. 5,15-Bis(4-carbometoxifenil)-10,20-(tiazol-5-il)-porfirina (4)

En un matraz de tres bocas de fondo redondo de 250 mL cubierto con una fina lamina metalica, equipado con
un agitador magnético y una salida de N, se afiadi6 4-formilbenzoato de metilo (3, 180 mg, 1,09 mmoles), el
dipirrometano 2 (249 mg, 1,09 mmoles) y CH,Cl, (110 mL). La mezcla de reaccién se agit6 durante 15 miny a
continuacién se afiadi6 TFA (0,25 mL, 3,25 mmoles). Después de un periodo de agitaciéon de 2,5 h a
temperatura ambiente, se afiadi6 DDQ (372 mg, 1,64 mmoles). La mezcla de reaccién se agité durante toda la
noche y el disolvente se separé a vacio. El residuo bruto se adsorbié sobre gel de silice (3 g) y a continuacion
se purificé por cromatografia en columna (elucién en gradiente MeOH 0-1,5%/CH,Cl,) para dar la porfirina 4 (80
mg, rendimiento 10%) como un soélido parpura: 'H-RMN (300 MHz, CDCl3) 6 -2,75 (s, 2H), 4,11 (s, 6H), 8,28 (d,
4H), 8,47 (d, 4H), 8,65 (s, 2H), 8,82 (d, 4H), 8,99 (d, 4H), 9,33 (s, 2H).
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3. Cloruro de [5,15-bis(4-carbometoxifenil)-10,20-(tiazol-5-il)porfirinatojmanganeso () (5)

Se calent6 a 125°C durante 14,5 h una disolucion de la porfirina 4 (75 mg, 0,101 mmoles) y MnCl, (129 mg, 1,03
mmoles) en DMF (15 mL). La mezcla se enfrié a temperatura ambiente mientras se exponia a una corriente de
aire, y a continuacion se concentrd a vacio. La purificacion cromatografica repetida del producto (eluciéon en

5 gradiente MeOH 5-10%/CHCl,) dio la porfirina 5 (7 mg, 8%) como un sélido verde oscuro: p.f. > 300°C; UV-vis
Amax = 466,0 nm, ¢ = 1,34 x 10° L/cm-mol; APl MS m/z = 797 [C42H26MnN604SZ]+.

Il. Cloruro de [5,10,15,20-tetrakis(tiazol-5-il)porfirinatojmanganeso (lll) (7) y pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(3-
metiltiazolio-5-il)porfirinato]-manganeso (1) (9) (no de la invencidn reivindicada)

P

1
‘ Acido propiénico

1.CH:1,DMF. &

:A / _ wteu:ambio de contraiones

1. NaOH. MnCl,
2. HCl

3. Intercambio de contraiones N\

10 1. 5,10,15,20-Tetrakis(tiazol-5-il)porfirina (6)

Se calent6 a reflujo un matraz de tres bocas de 250 mL equipado con un condensador y cargado con acido
propidnico (60 mL). Se afadieron 5-tiazolcarboxaldehido (1, 373 mg, 3,30 mmoles), pirrol (230 pL, 3,32
mmoles), y 5 mL adicionales de &cido propidnico. Después de 3,5 h a reflujo, la mezcla se enfrié a temperatura
ambiente mientras se exponia a una corriente de aire. El disolvente se separ6 a vacio, el residuo se redisolvid
15 en CHCI3/MeOH/NH4OH concentrado (6:3:1, 100 mL), y el disolvente se separ6 a vacio. El residuo se adsorbid
sobre gel de silice (3 g) y se purificé por cromatografia en columna (elucién en gradiente, MeOH 1-2%/CH,Cl,)

10
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para dar la porfirina 6 (123 mg, 14%) como un solido: 'H-RMN (300 MHz, CDCls) 5 -2,70 (s, 2H), 8,67 (s, 4H),
9,02 (S, 8H), 9,38 (s, 4H).

2. Cloruro de [5,10,15,20-Tetrakis(tiazol-5-il)porfirinato]manganeso (ll1) (7)

Se calent6 a 125°C durante 7,5 h una disolucion de la porfirina 6 (61 mg, 0,115 mmoles) y MnCl, (144 mg, 1,14
mmoles) en DMF (15 mL). Se introdujo una corriente de aire y la mezcla de reaccién se calenté a 130°C.
Después de un periodo de agitacion de 1,5 h, la mezcla de reaccién se enfri6 a temperatura ambiente. El
disolvente se evaporo a vacio y el residuo se adsorbio en gel de silice (2 g). La purificacion por cromatografia en
columna (elucién en gradiente, MeOH 10-20%/CH.Cl,) dio la porfirina 7 (36 mg, 43%) como un soélido verde
oscuro: pf > 300°C; UV-VisS Amax = 466,5 nm, ¢ = 3,55 x 10* L/cm-mol; FAB MS m/z = 695 [C32H16MNNgS4] .

3. Tetracloruro de 5,10,15,20-tetrakis(3-metiltiazolio-5-il)porfirina (8)

Se calent6 a 100°C durante 24 h una disolucion de 6 (123 mg, 0,19 mmoles), CHsl (5 mL) y DMF (5 mL) en un
tubo sellado. La sal bruta de yoduro de porfirina que se separd por precipitacion de la mezcla de reaccién se
filtré, se lavé alternativamente con CH.Cl, y éter, y se secO a vacio a temperatura ambiente. El yoduro de
disolvié en agua, se separd por precipitaciéon como la sal de hexafluorofosfato (por adiciéon gota a gota de una
disolucién acuosa de NH,'PFg; 1 g/10 mL), se filtrd, se lavé con agua e isopropanol y se secé a vacio a
temperatura ambiente. La sal de hexafluorofosfato se disolvié en acetona y a continuacion se filtré (para separar
los sdlidos insolubles). El producto se separ6 del filtrado por precipitacion como la sal de cloruro por adicién
gota a gota de una disolucion de BusNH4 CI” en acetona (1 g/10 mL), se filtrd, se lavo con cantidades copiosas
de acetona, y se sec6 a vacio a temperatura ambiente, para dar la porfirina 8 (66 mg, 41%): 'H-RMN (300 MHz,
DMSO-ds) -3,1 (s, 2H), 4,6 (s, 12H), 9,49 (s, 4H), 9,58 (s, 8H), 10,85 (s, 4H).

4. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(3-metiltiazolio-5-il)porfirinato]-manganeso (111) (9)

Se disolvié en agua (15 mL) la porfirina 8 (60 mg, mmoles) y el pH de la disolucién se ajusté a pH =12 por
adicion gota a gota de NaOH 6N. Se afiadio MnCl, (147 mg) a la mezcla de reaccién (pH resultante = 8,7).
Después de un periodo de agitacion de 30-60 min, la mezcla de reaccion se filtré a través de un embudo fritado
revestido con un papel de filtro. El pH del filtrado se ajust6 a pH = 4-5 (HCI 1N) y a continuacion la disolucion se
filtr6. La purificacion por el método de doble precipitacion (que se describid para la preparacion de 8) dio la
porfirina 9 (6 mg, 8,2%) como un sélido marrén oscuro: p.f. > 300°C; UV-ViS Amax = 460,0 nm, ¢ = 1,25 X 10°
L/cm-mol.

. Cloruro de [5,15-bis(tiazol-5-il)porfirinatojmanganeso (Ill) (12) (no de la invencién reivindicada)
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1. 5,15-Bis(tiazol-5-il)porfirina (11)

En un matraz de tres bocas, de fondo redondo y 500 mL cubierto con una fina ldmina metdlica, equipado con un
agitador magnético y una entrada de N, se afiadié EL dipirrometano 10 (288 mg, 1,97 mmoles) (Chong, R.;
Cjezy, P.S.; Liepa, A.J.; Nichol, AW. Aust. J. Chem. 1969, 22, 229), 5-tiazolcarboxaldehido (1, 223 mg, 1,97
mmoles), CH2Cl, (198 mL), y cloruro de sodio (13 mg, 0,2 mmoles). La mezcla de reaccion se agitd
vigorosamente durante 10 min, a continuacion se afiadié TFA (0,46 mL, 5,97 mmoles). Después de un periodo
de agitacion de 40 min se afiadié6 DDQ (671 mg, 2,96 mmoles), y la mezcla de reaccién se agit6 durante 4 h
adicionales. El disolvente se evaporé a vacio, y el residuo se adsorbié sobre gel de silice (3 g). La purificacion
cromatografica repetida (elucion en gradiente MeOH 0,5-2%/CH,Cl,) dio la porfirina 11 (28 mg, 6%) como un
sélido: "H-RMN (300 MHz, CDCl3) & -3,07 (s, 2H), 8,69 (s, 2H), 9,21 (d, 4H), 9,39 (s, 2H), 9,43 (d, 4H), 10,35 (s,
2H).

2. Cloruro de [5,15-bis(tiazol-5-il)porfirinato)manganeso (l11) (12)

Se calent6 a 125°C durante 15 h una disolucién de la porfirina 11 (28 mg, 0,0587 mmoles) y MnCl; (85 mg,
0,675 mmoles) en DMF (8 mL). La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente mientras se exponia a una
corriente de aire, y el disolvente se separd por destilacion en rotavapor. El residuo se disolvi6 en MeOH
10%/CH,CI, (50 mL) y se adsorbié sobre gel de silice (500 mg). La purificacion por cromatografia en columna
(elucién en gradiente MeOH 5-10%/CH2Cl,) dio la porfirina 12 (29 mg, 86%) como un sélido marrén oscuro: p.f.
> 300°C; UV-ViS Amax = 457,5nm, ¢ = 3,75 x 10* L/cm-mol; API MS m/z = 529 [CZGH14MnNGSZ]+.

IV. Tricloruro de [5,15-bis(4-carbometoxifenil)-10,20-bis(3-metiltiazolio-2-il)porfirinato]manganeso (Ill) (16) (no de la
invencién reivindicada)

X 1.5#;&
C’“cm . Y maoa, éga 3o G
N 2 DDQ
» 14

1. MnCl,, DMF. &

2 CH,L45°C

3. Intercambio de
contraiones
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1. meso(Tiazol-2-il)dipirrometano (14)

En un matraz de tres bocas de 250 mL cubierto con una fina lamina metdlica, equipado con un agitador
magnético y una entrada de N, se coloco 2-tiazolcarboxaldehido (13, 0,97 g, 8,6 mmoles) (Dondoni, A.; Fantin,
G.; Fogagnolo, M.; Medici, A.; Pedrini P. Synthesis 1987, 998-1001), CH,Cl, (35 mL), y pirrol (72 mL, 104
mmoles). La mezcla de reaccion se agitdé durante 10 min, a continuacion se afiadié TFA (0,26 mL, 3,4 mmoles).
Después de un periodo de agitacion de 1 h a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se transfirio a un
embudo se decantacién y se lavd con una disolucién acuosa saturada de NaHCOj3; (50 mL), H,O (50 mL) y
salmuera (50 mL). La capa organica se seco (Na SOs), se filtré y se concentré a vacio. El residuo se disolvi6 en
CH.CIl; (50 mL) y se adsorbié sobre gel de silice (3 g). La purificacion por cromatografia en columna
(éter/hexanos 1:1) dio el dipirrometano 14 (1,22 g, 62%) como un sélido: '"H-RMN (300 MHz, CDCls) 6 5,78 (s,
1H), 6,04 (s, 2H), 6,15 (m, 2H), 6,71 (m, 2H), 7,20 (d, 1H), 7,74 (d, 1H), 8,81 (br s, 1H).

2. 5,15-Bis(4-carbometoxifenil)-10,20-(tiazol-2-il)-porfirina (15)

En un matraz de tres bocas de fondo redondo de 500 mL cubierto con una fina lamina metalica, equipado con
un agitador magnético y una salida de N, se afiadié el dipirrometano 14 (771 mg, 3,39 mmoles), 4-
formilbenzoato de metilo (3, 0,557 g, 3,36 mmoles), y CH2Cl, (350 mL). La mezcla de reaccién se agit6é durante
15 min y a continuacién se afnadié TFA (0,8 mL, 10,4 mmoles). Después de un periodo de agitacion de 3 h a
temperatura ambiente, se afiadiéo DDQ (1,16 g, 1,64 mmoles). La mezcla de reaccion se agité durante 2 dias 'y a
continuacion el disolvente se separ6 a vacio. El residuo se adsorbié sobre gel de silice (4 g) y se purific por
cromatografia en columna (elucién en gradiente MeOH 0-1,5%/CHCl,) para dar la porfirina 15 (140 mg, 11%)
como un solido purpura: (300 MHz, CDCls) 6 -2,29 (s, 2H), 4,12 (s, 6H), 8,02 (d, 2H), 8,30 (d, 4H), 8,44 (d, 2H),
8,47 (d, 4H), 8,84 (d, 4H), 9,05 (d, 4H).

3. Tricloruro de [5,15-bis(4-carbometoxifenil)-10,20-bis(3-metiltiazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (ll) (16)

Se calentd a 135°C durante toda la noche una disolucion de la porfirina 15 (26 mg, 0,054 mmoles) y MnCl;, (40
mg, 0,40 mmoles) en DMF (20 mL). La mezcla se enfri6 a 45°C mientras y se afiadi6 CHsl (0,8 mL, 11,2
mmoles). La mezcla de reaccion se agité durante 36 h a 45°C y la DMF se evapor6 a vacio. El residuo se
purificé por cromatografia en columna (elucién en gradiente con EtOAc, CHCl;, MeOH, NH,OH concentrado)
para dar el producto contaminado con impurezas. Tras una segunda purificacion por cromatografia en columna
(CHCI3/MeOH/NH4OH concentrado 6:3:1) se recogieron fracciones no polares que dejaron la masa de producto
en la parte superior de la columna. El gel de silice de la parte superior que contenia el producto se recogid y se
lavé con CHCI3/MeOH/HCI 1N (6:4:1). La evaporacion de la disolucién acida dio el producto que contenia
exceso de sales inorganicas. La purificacion por el método de doble precipitacion y el secado a vacio a 35°C
durante 2 dias dio la porfirina 16 (9 mg, 28%) como un sélido negro: p.f. > 300°C; UV-ViS Amax = 459,0 nm, ¢ =
1,36 x 10° L/cm-mol; API MS m/z = 886 [Ca4H32MnNNgO4S+CH3CO, 2.

13



10

15

20

ES 2 385486 T3

V. Tricloruro de [5,15-bis(3-metiltiazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (l11) (19) (no de la invencién reivindicada)

1. CH,L DMF,
A, Tubo sellado
¥ Intercambio de contraiones

2Q°

N-ﬁ
=\ S |
NS 3a- Aou.unch \=/
2. HCI 18

3. Intercambio de
contraiones

1. 5,15-Bis(tiazol-2-il)porfirina (17)

En un matraz de tres bocas, de fondo redondo y 500 mL cubierto con una fina lamina metalica, equipado con un
agitador magnético y una entrada de N, se afiadié6 el dipirrometano 10 (677 mg, 4,6 mmoles) 2-
tiazolcarboxaldehido (13, 524 mg, 4,6 mmoles) y CH,Cl, (450 mL). La mezcla de reaccion se agité durante 10
min, a continuacion se afiadié TFA (1 mL, 16,9 mmoles). Después de un periodo de agitacion de 1 h, se afadio
DDQ (1,58 g, 7 mmoles), y la mezcla de reaccién se agitd durante toda la noche. El disolvente se evaporé a
vacio, y el residuo se adsorbié sobre gel de silice (3 g). La purificacion repetida por cromatografia en columna
(elucion en gradiente MeOH 1-2%/CH,Cl,) dio la porfirina 17 (51 mg, 4,62%) como un sélido purpura: *H-RMN
(300 MHz, CDCls) 6 -3,05 (s, 2H), 8,06 (d, 2H), 8,51 (d, 2H), 9,35 (d, 4H), 9,45 (d, 4H), 10,40 (s, 2H).

2. Dicloruro de 5,15-bis(3-metiltiazolio-2-il)porfirina (18)

Se calent6 a 100°C en un tubo sellado durante 48 h una disolucién de la porfirina 17 (140 mg, 0,29 mmoles),
CHsl (4 mL) y DMF (20 mL). El precipitado que se formd durante la reaccion se filtr6 y se lavé con éter. La
purificacién del precipitado sélido por el método de doble precipitacion dio la porfirina 18 (120 mg, 71%) como
un solido puarpura: H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & -3,4 (s, 2H), 4,09, 4,06 (2s, 6H, atropisémero N-CHs), 9,07
(d, 2H), 9,2 (d, 2H), 9,4 (d, 4H), 9,9 (d, 4H), 10,96 (s, 2H).

3. Tricloruro de [5,15-bis(3-metiltiazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (l1) (19)

Se disolvié en agua (25 mL) la porfirina 18 (120 mg, 0,21 mmoles) y el pH de la disolucién se ajust6 a pH = 12
por adicién gota a gota de NaOH 6N. Se afiadié MnCl, sdlido (147 mg) (pH resultante = 8,7) y la mezcla de
reaccion se agité durante 30-60 min. La mezcla de reaccién se filtr6 a través de un embudo fritado revestido con
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un papel de filtro. El pH del filtrado se ajusté a pH = 4-5 (HCI 1N) y la disolucién se filtr6. El filtrado se sometio al
método de doble precipitacion para dar una mezcla de las porfirinas 18 y 19. La mezcla resultante se separ6 por
cromatografia en columna (CH3CN/agua/KNO3 saturado 9:0,5:0,5) para dar la porfirina 19 (25 mg, 18%) como
un sélido oscuro: p.f. > 300°C; UV-ViS Amax = 450,5 nm, ¢ = 5,99 x 10* L/cm-mol.

VI. Cloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1-metilimidazol-2-il)porfirinato]manganeso (lll) (22) y pentacloruro de [5,10,15,20-
tetrakis(1,3-dimetilimidazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (1) (24) (no de la invencidn reivindicada)
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3. Intercambio de
contraiones 25

1. 5,10,15,20-Tetrakis(1-metilimidazol-2-il)porfirina (21)

En un matraz de tres bocas de 1 L cubierto con una fina lamina metalica y equipado con un agitador magnético,
un termoémetro y un condensador se coloc6 el aldehido 20 (2,0 g, 18,2 mmoles) y acido propidnico (400 mL). La
mezcla de reaccion se calenté a 120°C, en cuyo momento se afiadio pirrol (1,26 mL, 18,2 mmoles). La mezcla
de reaccion se calent6 a reflujo durante 4,5 h adicionales y se agité a temperatura ambiente durante 3 dias. El
acido propidnico se separ6 a vacio, el residuo oscuro se disolvié en una disolucién de MeOH 5%/CH,CI, y se
adsorbid sobre gel de silice (18 g). La purificacion cromatografica repetida en columna dio la porfirina 21 (280
mg, 10%) como un sdlido purpura: '"H-RMN (300 MHz, CDCl3) 6 -2,94, -2,90, -2,84 (3s, atropisomero NH), 3,39-
3,58 (mudltiple s, 12H, atropisémero N-CHs), 7,50 (d, 4H), 7,71 (d, 4H), 8,92 (m, 8H).

2. Cloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1-metilimidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (111) (22)

Se calenté a 120°C durante 14 h una disolucién de porfirina 21 (29,9 mg, 0,047 mmoles) y MnCl, (61 mg, 0,48
mmoles) en DMF (12 mL). La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente mientras se exponia a una corriente de
aire, y se concentrd6 por evaporacion en rotavapor. La purificacion por cromatografia en columna
(CHCI3/MeOH/NH4OH concentrado/EtOAc) dio la porfirina 22 (12,5 mg, 37%) como un sélido negro: pf > 300°C;
UV-VIS Amax = 463,0 nm, € = 9,35 x 10* L/cm-mol; API MS m/z = 683 [C3sH2sMnN12] .

15



10

15

20

ES 2 385486 T3

3. Tetracloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,3-dimetilimidazolio-2-il)porfirina] (23)

Se calentd a 100°C en un tubo sellado durante 14 h una disolucién de la porfirina 21 (589 mg, 0,934 mmoles) y
CHsl (3 mL, 48 mmoles) en DMF (10 mL). La mezcla de reaccién se vertid en acetato de etilo (200 mL)
provocando que la porfirina 23 precipitara como la sal de yoduro. La disolucion se filtr6 y el sélido marron se
lavo con EtOAc y éter. El productos se purifico por cromatografia en columna (CHsCN/agua/KNOj3 saturado) y
se someti6 al método de doble precipitacién para dar la porfirina 23 (540 mg, 69%) como un sélido parpura: *H-
RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 —3,22 (s, 2H), 3,78 (s, 24H), 8,60 (s, 8H), 9,44 (s, 8H).

4. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,3-dimetiltimidazolio-2-il)porfirinato]manganeso (ll1) (24)

Se disolvio en MeOH (550 mL) la porfirina 23 (1,0 g, 0,83 mmoles) y a continuacion se afiadi6 MnCl, (1,57 g,
12,5 mmoles). El pH de la disolucion se ajust6 a pH = 7,3 con NaOH 6N mientras que por la mezcla de reaccion
se borboteaba una corriente de aire. El pH de la disolucion se mantuvo a pH > 7,3 durante 1 h y a continuacion
se ajustd a pH = 4,5 con HCI 1N. La disolucién se filtr6 y el precipitado se sometié al método de doble de
precipitacion y se secé para dar la porfirina 24 (0,570 g, 74%) como un sélido: p.f. > 300°C; UV-vis Amax = 460,5
nm, ¢ = 8,38 x 10" L/cm-mol: FAB MS m/z = 778 [CaoHaoMnN1,] ™.

VII. Cloruro de [5,15-bis(4-carbometoxifenil)-10,20-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirinatolmanganeso (1) (27) y tricloruro

de

[5,15-bis(4-carbometoxifenil)-10,20-bis(1,3-dimetilimidazolio-2-il)porfirinatojmanganeso  (lll) (29) (no de la

invencion reivindicada)

H

N
<

COyMle
\CH,L DMF 1
1 Intercambio de
contariones _’

1. 5,15-Bis(4-carbometoxifenil)-10,20-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina (26)

En un matraz de tres bocas de 500 mL cubierto con una fina lamina metélica, equipado con un agitador
magnético y un entrada de N, se colocé el dipirrometano 25 (0,71 g, 3,09 mmoles), CH.Cl, (310 mL), el
aldehido 4 (50 mg, 3,09 mmoles) y NaCl (22,4 mg, 0,35 mmoles). La mezcla de reaccion se agité durante 10
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min y a continuacion se afiadio TFA (1,48 mL, 19,2 mmoles). Después de un periodo de agitacién de 4 h a
temperatura ambiente, se afiadié DDQ (1,05 g, 4,65 mmoles). La mezcla de reaccion se agitd durante toda la
noche y el disolvente se separé a vacio. El residuo se adsorbié sobre gel de silice (10 g) y a continuacion se
purificd por cromatografia en columna (elucién en gradiente EtOAc 2-4%/hexanos) para dar la porfirina 26 (220
g, 24%) como un sélido purpura: 'H-RMN (300 MHz, CDCls) 8 -2,85 (s, 2H), 3,43, 3,49 (2s, 6H, atropisdmero N-
CHs), 4,14 (s, 6H), 7,49 (d, 2H), 7,68 (d, 2H), 8,30 (d, 4H), 8,48 (d, 4H), 8,87 (m, 8H).

2. Cloruro de [5,15-bis(4-carbometoxifenil)-10,20-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (lll) (27)

Se calenté a 120°C durante 14 h una disolucion de la porfirina 26 (50,7 mg, 0,071 mmoles) y MnCl, (88,6 mg,
0,70 mmoles) en DMF (20 mL). La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente mientras se exponia a una
corriente de aire y a continuacion se concentrd por evaporacion en rotavapor. La purificacion por cromatografia
en columna (elucién en gradiente MeOH 5-10%/CH_H>) dio la porfirina 27 (25 mg, 42%) como un soélido negro:
pf > 300°C; UV-ViS Amax = 463,0 nm, £ = 6,70 X 10* L/cm-mol; FAB MS m/z = 791 [C44H32MNNgO4] .

3. Dicloruro de [5,15-bis(4-carbometoxifenil)-10,20-bis(1,3-dimetilimidazolio-2-il)porfirina (28)

Se agitdé a temperatura ambiente durante 4 h una disolucién de la porfirina 26 (80 mg, 0,11 mmoles), DMF (7
mL) y CHsl (0,150 mL). El disolvente se separ6 por evaporacion en rotavapor para dar un residuo coloreado de
oscuro. El residuo se purificé por cromatografia en columna (CHCIls/MeOH/NH,OH concentrado/EtOAc) para dar
la porfirina 28 (21 mg, 18%) como un sélido puarpura: '"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 —3,02 (s, 2H), 3,73 (s,
12H), 4,08 (s, 6H), 8,45 (q, 8H), 8,56 (s, 4H), 9,13 (s, 8H); API MS m/z = 384 [C4sH4oMnNgO4] .

4. Tricloruro de [5,15-bis(4-carbometoxifenil)-10,20-bis(1,3-dimetilimidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (IIl) (29)

Se calenté a 120°C durante 14 h una disolucion de la porfirina 28 (19,5 mg, 0,022 mmoles) y MnCl, (22,4 mg,
0,18 mmoles) en DMF (5 mL). La mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente mientras se exponia a
una corriente de aire y a continuacion se concentré por evaporacion en rotavapor. La purificacion por
cromatografia en columna (CHCIs/MeOH/NH4OH concentrado/EtOAc) dio la porfirina bruta 29. La purificacion
por el método de doble precipitacion y el secado dio la porfirina 29 (6,5 mg, 37%) como un sélido: pf > 300°C;
UV-ViS Amax = 447,5 nm, ¢ = 1,27 x 10° L/cm-mol; FAB MS m/z = 856 [C4sH3sMnNgO4] ™.

Cloruro de [5,15-bis(4-carboetoxi)-10,20-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirinatolmanganeso (lll) (32) (no de la

invencion reivindicada)

CO.E:
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1. 5,15-Bis(carboetoxi)-10,20-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina (31)

En un matraz de tres bocas de 500 mL cubierto con una fina lamina metélica, equipado con un agitador
magnético y una entrada de N, se colocé el dipirrometano 25 (0,5 g, 2,2 mmoles), CH,Cl, (220 mL) y el
aldehido 30 (225 mg, 2,2 mmoles). La mezcla de reaccion se agité durante 10 min y a continuacién se afiadio
TFA (1,0 mL, 12,9 mmoles). Después de un periodo de agitacién de 2 h a temperatura ambiente, se afiadié
DDQ (750 mg, 3,3 mmoles), y la mezcla de reaccion se agité durante toda la noche. Se afiadié trietilamina (2,0
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mL), el disolvente se evaporé a vacio, y el residuo se adsorbié sobre gel de silice (10 g). La purificacion por
cromatografia en columna (EtOH 5%/CHCIs) dio la porfirina 31 (86 mg, 13%) como un solido parpura; *H-RMN
(300 MHz, CDClIs) 6 -3,08, -3,06 (s, 2H, atropisémero NH), 1,82 (t, 6H), 3,40, 3,49 (2s, 6H, atropisémero N-CHj3),
5,11 (q, 4H), 7,53 (d, 2H), 7,72 (d, 2H), 8,94 (m, 4H), 9,50 (d, 4H).

2. Cloruro de [5,15-bis(4-carboetoxi)-10,20-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (ll) (32)

Se calentd a 120°C durante 14 h una disolucion de la porfirina 31 (27,7 mg, 0,045 mmoles) y MnCl, (59,1 mg,
0,47 mmoles) en DMF (12,5 mL). Se afiadié6 MnCl, adicional (29 mg, 0,23 mmoles) y la mezcla de reaccion se
calenté durante otras 2 h. La mezcla de reaccion se enfrid a temperatura ambiente mientras se exponia a una
corriente de aire y a continuacion se concentré por evaporacion en rotavapor. Se borbote6 aire por la disolucion
del producto disuelto en etanol con dos gotas de HCI 1N. El disolvente se evaporé a vacio para dar un residuo
oscuro coloreado. La purificacién por cromatografia en columna (eluciéon en gradiente EtOH 10-30%/CHCI3) dio
la porfirina 32 (6,5 mg, 35%) como un solido negro: pf > 300°C; UV-vis Amax = 458,5 nm, ¢ = 6,01 x 10* L/cm-mol;
API MS m/z = 667 [C34H28MnNgO4]>.

IX. Cloruro de [5,15-Bis(1-metilimidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (lll) (34) y tricloruro de [5, 15-bis(1,3-
dimetilimidazolio-2-il)porfirinato]manganeso (Ill) (36) (no de la invencion reivindicada)
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3. Intercambio de
contraiones 35

1. 5,15-Bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina (33)

En un matraz de tres bocas de 1 L cubierto con una fina lamina metélica, equipado con un agitador magnético y
una entrada de N; se coloco el dipirrometano 10 (1,0 g, 6,84 mmoles), CH,Cl, (680 mL) y el aldehido 20 (753
mg, 6,84 mmoles). La mezcla de reaccidon se agité durante 10 min, y a continuacion se afiadié TFA (3,1 mL,
40,2 mmoles). Después de un periodo de agitacién de 2 h a temperatura ambiente se afiadié DDQ (2,3 g, 10,1
mmoles) y la mezcla de reaccion se agitd durante toda la noche. Se afiadio trietilamina (5,75 mL) a la mezcla de
reaccion, el disolvente se evaporo a vacio y el residuo se adsorbié sobre gel de silice (15 g). La purificacion por
cromatografia en columna (MeOH 6%/CH,Cl,) dio la porfirina 33 (0,120 g, 7%) como un solido purpura: '"H-RMN
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(300 MHz, CDCls) & -3,28 (3s, 2H), 3,45, 3,52 (2s, 6H, atropisémero N-CHs), 7,53 (d, 2H), 7,74 (d, 2H), 9,07 (m,
4H), 9,46 (d, 4H), 10,37 (s, 2H).

2. Cloruro de [5,15-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (lll) (34)

Se calent6 a 120°C durante 14 h una disolucién de la porfirina 33 (50 mg, 0,106 mmoles) y MnCl. (180 mg, 1,4

5 mmoles) en DMF (20 mL). La mezcla se enfrié a temperatura ambiente mientras se exponia a una corriente de
aire y a continuacion se concentré por evaporacion en rotavapor. La purificacion por cromatografia en columna
(MeOH 33%/CHCI5) dio la porfirina 34 (32 mg, 53%) como un sélido oscuro: pf > 300°C; UV-vis Amax = 454,5 nm,
€ = 4,98 x 10* L/cm-mol; API MS m/z = 523 [CasH20MnNg] .

3. Dicloruro de 5,15-bis(1,3-dimetilimidazolio-2-il)porfirina (35)

10 Se disolvio la porfirina 33 (95 mg, 0,20 mmoles) en DMF (15 mL), se afiadié CHsl (0,5 mL, 8,03 mmoles) y la
mezcla de reaccion se agitd durante 48 h. La DMF se evaporé a vacio y el residuo oscuro coloreado se purifico
por cromatografia en columna (elucién en gradiente MeOH 30%/CH,Cl, a CHCIl3/MeOH/HCI 1N 6:4:1 para dar la
porfirina 35 (150 mg, 99%) como un sélido purpura: '"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 8 —3,54 (s, 2H), 3,79 (s,
12H), 8,55 (s, 4H), 9,28 (d, 4H), 11,0 (s, 2H).

15 4. Tricloruro de [5,15-bis(1,3-dimetiltimidazolio-2-il)porfirinatolmanganeso (l1l) (36)

Se disolvid en agua (50 mL) la porfirina 35 (150 mg, 0,198 mmoles) y el pH de la disolucién se ajustd a pH = 12
con NaOH 6N. Se afiadié cloruro de manganeso (375 mg, 2,98 mmoles) y la mezcla de reaccion se agitd
durante 30 min. La disolucion se filtr6 por un embudo con un filtro fritado fino, el pH del filtrado se ajusté a pH =
4 (HCI 1N) y la disolucion se filtré. La purificacion de la torta sélida del filtro mediante el método de doble de

20 precipitacion y el secado dieron la porfirina 36 (25,5 mg, 20%) como un sélido: p.f. > 300°C; UV-vis Amax = 447,5
nm, ¢ = 8,66 x 10* L/cm-mol; AP MS m/z = 554 [CaoH2sNg + H] 2.

X. Cloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,4,5-trimetilimidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (lll) (39) y pentacloruro de
[5,10,15,20-tetrakis(1,3,4,5-tetrametilimidazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (lIl) (41) (no de la invencidn reivindicada)
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1. [5,10,15,20-Tetrakis(1,4,5-trimetilimidazol-2-il)porfirina (38)

25 En un matraz de tres bocas y fondo redondo de 250 mL equipado con un termdmetro y un condensador se
disolvié en acido propiénico (120 mL) 1,4,5-trimetilimidazol-2-carboxaldehido (37, 750 mg, 5,42 mmoles)
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preparado segun un procedimiento de la bibliografia (Alcalde, E. et al., Tetrahedron 52:15171-15188 (1996)). La
disolucion se calenté a reflujo y a continuacion se afiadio pirrol (0,38 mL, 5,42 mmoles). La mezcla de reaccién
se calenté a reflujo durante 5 h adicionales, y a continuacién se enfri6 a temperatura ambiente mientras se
exponia a aire durante toda la noche. El acido propiénico se separ6 por destilacion a vacio dando un residuo
solido oscuro que se adsorbi6 sobre gel de silice. La purificacion por cromatografia en columna (elucion en
gradiente MeOH 5-10%/CHCIl,) dio la porfirina 38 como una mezcla de atropisémeros (108 mg, 10,7%). 'H-
RMN (300 MHz, CDCls) & -2,90, -2,85, -2,78 (3s, 2H, atropisdmero NH), 2,50 (s, 12H), 2,57 (s, 12H), 3,15-3,42
(mdltiple s, 12H, atropisdmero N-CHj3), 8,91 (mdltiple s, 8H, atropisémero).

2. Cloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,4,5-trimetilimidazol-2-il)porfirinato]manganeso (l11) (39)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL equipado con un condensador se disolvio en MeOH (7 mL) la porfirina
38 (40 mg, 0,05 mmoles). Se afiadié cloruro de manganeso (1) (101 mg, 0,81 mmoles) y la mezcla de reaccion
se calent6 a reflujo durante 2 h. Se borbote6 aire por la mezcla de reaccion durante 20 min y a continuacion el
metanol se evaporo a vacio. La purificacion del residuo por cromatografia en columna dio la porfirina 39 (12 mg,
27%) como un sélido negro: pf > 300°C; UV-vis Amax = 474,5 nm, ¢ = 9,74 X 10* L/cm-mol; API MS m/z = 795
[CaaHaaMNN12] .

3. Tetrayoduro de [5,10,15,20-tetrakis(1,3,4,5-tetrametilimidazolio-2-il)porfirina] (40)

Se disolvié en DMF (5 mL) la porfirina 38 (40 mg, 0,05 mmoles) en un reactor tipo tubo sellado. Se afiadié
yoduro de metilo (1 mL, 16 mmoles) y el tubo sellado se calentd a 60°C durante toda la noche. La dilucién de la
mezcla de reaccion con EtOAc (100 mL) dio lugar a la precipitacién del producto bruto 40 que se recogié por
filtracién a vacio y a continuacion se purificé por cromatografia en columna para dar la porfirina 40 (25 mg, 35%)
como un sélido parpura oscuro: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 —3,20 (s, 2H), 2,72 (s, 24H), 3,58 (s, 24H), 9,40
(s, 8H).

4. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,3,4,5-tetrametilimidazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (lll) (41)

Se disolvié en metanol (7 mL) la porfirina 40 (25 mg, 0,02 mmoles) en un matraz de fondo redondo (25 mL). Se
afadio cloruro de manganeso (Il) (50 mg, 0,4 mmoles) y la mezcla de reaccién se calent6 a 60°C durante 6 h.
Se afadi6 NaOH (2N, 2 gotas) y la mezcla de reaccidon se agitd durante una hora adicional. La mezcla de
reaccion se filtré a través de celite y se lavdé con MeOH. El analisis del filtrado por espectroscopia UV-vis indicd
gue la reaccion estaba incompleta. El disolvente se separ6 por evaporacion y el residuo se redisolvi6 en MeOH
(7 mL) y a continuacién se afiadi6 MnCl, (50 mg, 0,4 mmoles) y la mezcla de reacciéon se calenté a 60°C
durante 3 h. Se borbote6 aire por la mezcla de reaccién durante 20 min. La mezcla de reaccion se filtr6 sobre
celite y se lavo con MeOH. La evaporacion de los disolventes a vacio dio un residuo marrén. La purificacion del
producto por el método de doble precipitacion dio la porfirina 41 (10 mg, 51%) como un sélido marrén: p.f. >
300°C; UV-Vis Amax = 451,5 nm, & = 9,29 x 10" L/cm-mol.

Cloruro de [5,10,15,20-tetrakis(4-metil-1,2,4-triazol-3-il)porfirinatolmanganeso (Ill) (44) (no de la invencién

reivindicada)

N= + tf \! Acido propiénico N N

Na N N
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1. 5,10,15,20-Tetrakis(4-metil-1,2,4-triazol-3-il)porfirina (43)

En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 250 mL cubierto con una fina lamina metalica y equipado con
un condensador se disolvié en acido propionico (180 mL) 4-metil-1,2,4-triazol-2-carboxaldehido (42, 1,06 g, 9,5
mmoles) preparado segun un procedimiento de la bibliografia (Moderhack, D.; Hoppe-Tichy, T. J. Prakr.
Chem/Chem-Ztg. 1996, 338(2), 169-171). La disolucion se calentd a reflujo y a continuacion se afiadié pirrol
(0,66 mL, 9,5 mmoles). La mezcla de reaccion se agitd a reflujo durante 2,5 h adicionales. A continuacion, la
reaccion se enfrid a temperatura ambiente mientras se exponia a aire durante 2 dias. La evaporacion del acido
propidnico a presion reducida dio un residuo oscuro que se adsorbio sobre gel de silice. La purificacion repetida
por cromatografia en columna (elucién en gradiente, CHCIs;, MeOH, NH4,OH concentrado, EtOAc) dio la porfirina
43 (219 mg, 14,6%) como una mezcla de atropisémeros). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 -3,36, -3,13, -3,09
(3s, 2H, atropisomero NH), 3,43-3,64 (multiple s, 12H, atropisdmero N-CHj3), 9,03 (s ancho, 8H), 9,20 (s, 4H).

2. Cloruro de [5,10,15,20-tetrakis(4-metil-1,2,4-triazol-3-il)porfirinatolmanganeso (Ill) (44)

En un matraz de fondo redondo de 100 mL equipado con un condensador se disolvi6 en DMF (30 mL) la
porfirina 43 (77 mg, 0,12 mmoles). Se afadié cloruro de manganeso (Il) (156 mg, 1,24 mmoles) y la mezcla de
reaccion se calenté a 130°C durante toda la noche. La mezcla de reaccion se expuso a una corriente de aire
conforme se enfriaba a temperatura ambiente. La porfirina se separd por precipitacion tras la adicion de CH,Cl,
(5-10 mL). Los solidos se filtraron y lavaron con EtOH y CH,Cl, para dar la porfirina 44 (45 mg, 51%) como un
solido marrén: pf > 300°C; UV-Vis Amax = 452,5 nm, ¢ = 8,10 x 10* L/cm-mol; FAB-MS m/z = 787 [C32H24MnN3s] .

XIl. Cloruro de [5,15-bis(trifluorometil)-10,20-bis(imidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (Ill) (47) (no de la invencién
reivindicada)

CFy =\ 1. TFA(6¢q)
CH
CED> * T T
\-NH CHO 2 DDQ  FC
45

1. 5,15-Bis(trifluorometil)-10,20-bis(imidazol-2-il)porfirina (46)

En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 1 L cubierto con una fina lamina metalica, equipado con un
agitador magnético y una salida de N, se afiadio el dipirrometano 45 (1,13 g, 5,28 mmoles), 1-metilimidazol-2-
carboxaldehido (20, 582 mg, 5,28 mmoles), cloruro de sodio (32 mg, 0,54 mmoles) y CH,Cl, (530 mL). La
mezcla de reaccion se agité durante 10 min y a continuacion se afiadio TFA (2,40 mL, 31,1 mmoles). Después
de un periodo de agitacién de 105 min se afiadié DDQ (1,81 g, 7,97 mmoles) y la mezcla se agité6 durante toda
la noche. El disolvente se separd por evaporacion rotatoria y el residuo bruto se adsorbié sobre gel de silice (3
g). La purificaciéon por cromatografia en columna (eluciéon en gradiente MeOH 5-10%/CH.Cl,) dio la porfirina 46
(455 mg, 34%) como un sélido negro: 'H-RMN (300 MHz, CDCls3) & -2,87 (s, 2H), 3,56 (m, 6H), 7,85 (d, 2H),
8,05 (d, 2H), 8,99 (m, 4H), 9,81 (m, 4H); API-MS m/z = 607 [C3zoH20FeNg + H].

2. Cloruro de [5,15-bis(trifluorometil)-10,20-bis(imidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (lll) (47)

Se calent6 a 120°C durante 6 h una disolucion de la porfirina 46 libre (113 mg, 0,186 mmoles) y MnCl, (360 mg,
2,86 mmoles) en DMF (15 mL). La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente mientras se exponia a una
corriente de aire y a continuaciéon se concentrd por evaporacion en rotavapor. El residuo bruto se disolvié en
MeOH 10%/CH,Cl, (100 mL), y a continuacién se adsorbié sobre gel de silice (1 g). La purificacion por
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cromatografia en columna (MeOH 10%/CH,Cl,) dio la porfirina 47 (45 mg, 35%) como un sélido verde oscuro: pf
> 300°C; UV-Vis Amax = 456,5 nm, ¢ = 1,98 x 10* L/cm-mol; API-MS m/z = 659 [C3oH18FsMNNg] .

XIll. Cloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1-metilpirazol-4-il)porfirinatoljmanganeso (lll) (50) y pentacloruro de [5,10,15,20-
tetrakis(1,2-dimetilpirazolio-4-il)porfirinatolmanganeso (Ill) (52) (no de la invencion reivindicada)

N\
* N
H
48 i
Acido
propiénico

/
N-N

I. McL DMF. & N
2 Intercambio de )
contraiones N

51

1. NaOH, MaCl,
EN

3. Intercambio de
contraiones

1. 5,10,15,20-Tetrakis(1-metilpirazol-4-il)porfirina (49)

A una disolucién mantenida a reflujo de acido propidnico (200 mL) y 1-metilpirazol-4-carboxaldehido (48, 0,92 g,
8,32 mmoles), preparado segun un procedimiento de la bibliografia (Finar, I.L.; Lord, G.H. J. Chem. Soc. 1957,
3314-3315) se afiadio pirrol (0,63 mL, 8,32 mmoles). La reaccidn se cubrié con una fina lamina metélica y se
calenté a reflujo durante 3,5 h adicionales. Tras enfriar, la mezcla de reaccion se expuso a aire durante toda la
noche. A continuacion, el acido propiénico se separd por destilacion a vacio. El residuo bruto se disolvié en
MeOH 5%/CH,CI, y a continuacion se adsorbié sobre gel de silice (5,3 g). La purificacién por cromatografia en
columna (MeOH 5%/CH,Cl,) dio la porfirina 49 como un sélido purpura (231 mg, 17,5%): '"H-RMN (300 MHz,
DMSO-ds) 8 -2,74 (s, 2H), 4,28 (s, 12H), 8,31 (s, 4H), 8,67 (s, 4H), 9,16 (s, 8H).

2. Cloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1-metilpirazol-4-il)porfirinatoJmanganeso (ll1) (50)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL equipado con un condensador se disolvié en DMF (10 mL) la porfirina
49 (50 mg, 7,93 x 107 mmoles). Se afiadio cloruro de manganeso (ll) (150 mg, 1,19 mmoles) y la reaccién se
calenté a 125°C durante 4 h. Se introdujo una corriente de aire y la reaccion se calentd durante 2 h adicionales.
La reaccion se diluyé con EtOAc (100 mL) y el producto bruto se recogio por filtracién a vacio. La purificacion
del residuo por cromatografia en columna (MeOH 10%/CHCIl,) seguida por intercambio de contraiones dio la
porfirina 50 (15 mg, 25%) como un solido verde: pf > 300°C; UV-vis Amax = 471,0 nm, ¢ = 9,55 x 10* L/cm-mol;
API MS m/z = 683 [C35H28MHN12]_.
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3. Tetracloruro de 5,10,15,20-tetrakis(1,2-dimetilpirazolio-4-il)porfirina (51)

Se disolviéo en DMF (15 mL) la porfirina 49 (200 mg, 0,32 mmoles) en un reactor tipo tubo sellado. Se afiadié
yoduro de metilo (2 mL, 32 mmoles) y el tubo sellado se calenté a 125°C durante 6 h. La dilucién de la mezcla
de reaccion con EtOAc dio lugar a la precipitacion del producto bruto que se recogi6 por filtracion a vacio y se
purificé inicialmente por cromatografia en columna (CH3;CN/agua/KNO3 saturado 8:1:1). La purificacion adicional
por el método de doble precipitacién dio la porfirina 51 (45 mg, 17%) como un sélido purpura oscuro: "H-RMN
(300 MHz, DMSO-dg) & -3,16 (s, 2H), 4,55 (s, 24H), 9,45 (s, 8H), 9,50 (s, 8H).

4. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,2-dimetilpirazolio-4-il)porfirinatojmanganeso (ll1) (52)

Se disolvio en agua (10 mL) la porfirina 51 (40 mg, 4,80 x 107 mmoles). Se afiadio cloruro de manganeso (Il)
(90 mg, 0,72 mmoles) y la reaccion se calentd a 50°C. El andlisis de la mezcla de reaccion por espectroscopia
UV-vis mostrd reaccién incompleta. Se afiadi6 MnCl, adicional (210 mg, 1,67 mmoles) y se continud el
calentamiento de la mezcla de reaccién hasta que el andlisis por UV-vis indicd la finalizacién de la reaccién. La
filtracion seguida por la purificacién del producto por el método de doble precipitacion dio la porfirina 52 (25 mg,
57%) como un solido marrén: p.f. > 300°C; UV-vis Amax = 461,0 nm, ¢ = 7,82 x 10* L/cm-mol; APl MS m/z = 683
[C40H40MHN12 - 4CH3]>.

XIV. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,3-dimetilimidazolio-5-il)porfirinatomanganeso (Ill) (56) (no de la invencion
reivindicada)

o .0
G X
— Acido
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3. Intercambio de

contraiones

1. 5,10,15,20-Tetrakis(1-metilimidazol-5-il)porfirina (54)

A una disolucién mantenida a reflujo de acido propiénico (400 mL) y 1-metilimidazol-5-carboxaldehido (53, 2,0 g,
18,16 mmoles), preparado segin un procedimiento de la bibliografia (Dener, J.M.; Zhang, L-H.; Rapoport, H. J.
Org. Chem. 1993, 58, 1159-1166) se afiadio pirrol (1,26 mL, 18,16 mmoles). La reaccion se cubridé con una fina
lamina metalica y a continuacion se calento a reflujo durante 5 h. Tras enfriar, la mezcla de reaccién se expuso
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a aire durante 60 h. A continuacion, el acido propionico se separo por destilacion a vacio. El residuo se disolvio
en MeOH 10%/CH,Cl, y a continuacion se adsorbié sobre gel de silice (6 g). La purificacién por cromatografia
en columna (elucion en gradiente MeOH 5-10%/CH,Cl,) dio la porfirina 54 como un sélido purpura (600 mg,
21%). 'H-RMN (300 MHz, CDCI3) 6 -2,80, -2,75 (s, 2H, atropisémero NH), 3,42-3,58 (s multiple, 12H,

5 atropisémero N-CHg3), 7,87-7,98 (s mudltiple, 4H, atropisémero), 8,06 (s, 4H), 8,95-8,99 (s multiple, 8H,
atropisomero).

2. Tetrayoduro de 5,10,15,20-tetrakis(1,3-dimetilimidazolio-5-il)porfirina (55)

Se disolvio en DMF (15 mL) la porfirina 54 (395 mg, 0,63 mmoles) en un reactor tipo tubo sellado. Se afiadié
yoduro de metilo (2 mL, 32 mmoles) y el tubo sellado se calentd a 100°C durante toda la noche. La dilucion de la

10 mezcla de reaccion con EtOAc (200 mL) dio lugar a la precipitacion del producto bruto que se recogid por
filtracion a vacio. La purificacion por cromatografia en columna (CH3CN/agua/KNO;3; saturado 8:1:1) dio la
porfirina 55 (250 mg, 33%) como un soélido purpura oscuro: "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 8 —3,25 (s, 2H), 3,46-
3,64 (mudltiple s, 12H, atropisémero), 4,30 (s, 12H), 8,68 (s, 4H), 9,48 (s, 8H), 9,78 (s, 4H).

3. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,3-dimetilimidazolio-5-il)porfirinatomanganeso (l11) (56)

15 Se disolvié en metanol (100 mL) la porfirina 55 (200 mg, 0,17 mmoles). Se afiadi6 cloruro de manganeso (Il)
(315 mg, 2,50 mmoles) y se introdujo una corriente de aire en la mezcla de reaccion. El pH de la disolucion se
mantuvo a 8 mediante la adicion gota a gota de NaOH 6N durante el periodo de la reaccion, después de cuyo
tiempo se ajusto el pH a 5 con HCI 6N. La reaccion se filtré por un embudo fritado. La purificacion del producto
por el método de doble precipitacion dio la porfirina 56 (63 mg, 41%) como un sélido marrén: p.f. > 300°C; UV-

20 ViS Amax = 454,0 nm, € = 1,23 x 10° L/cm-mol.

XV. Cloruro de [5,15-bis(4-fluorofenil)-10,20-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (lll) (59) y tricloruro de
[5,15-bis(4-fluorofenil)-10,20-bis(1,3-dimetilimidazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (Ill) (61) (no de la invencion
reivindicada)

1. Mel DMF, A
2. Intercambio de
contraiones

1. MOM;.
MeOH. 55 °C

2. Intercambio de
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1. 5,15-Bis(4-fluorofenil)-10,20-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina (58)

En un matraz de tres bocas de fondo redondo de 1 L cubierto con una fina lamina metalica, equipado con un
agitador magnético y una salida de Nj, se afadié el dipirrometano 25 (1,00 g, 4,43 mmoles), 4-
fluorobenzaldehido (57, 550 mg, 4,43 mmoles), cloruro de sodio (30 mg, 0,5 mmoles) y CH,Cl, (450 mL). La
mezcla de reaccion se agité durante 10 min y a continuacién se afiadié TFA (2,0 mL, 26 mmoles). Después de
un periodo de agitacién de 105 min, se afiadio DDQ (1,51 g, 6,65 mmoles) y la mezcla se agité durante toda la
noche. El disolvente se separ6 por evaporacion en rotavapor y el residuo bruto se adsorbié sobre gel de silice (3
g). La purificacién por cromatografia en columna (eluciéon en gradiente MeOH 5-10%/CH.Cl,) dio la porfirina 58
(229 mg, 16%) como un soélido negro: H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 -3,05 (s, 2H), 3,70, 3,72 (2s, 6H,
atropisomero N-CHs), 7,73 (m, 8H), 8,19 (s, 2H), 8,30 (m, 4H), 9,02 (m, 6H); API-MS m/z = 659 [CaoH2sF2Ng +
H].

2. Cloruro de [5,15-bis(4-fluorofenil)-10,20-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirinatojmanganeso (I1l) (59)

En un matraz de fondo redondo de 50 mL equipado con un condensador se disolvio en DMF (7 mL) la porfirina
58 (85 mg, 0,13 mmoles). Se afiadid cloruro de manganeso (ll) (215 mg, 1,71 mmoles) y la reaccion se calento
a 120°C durante 3,5 h. La reaccién se enfri6 a temperatura ambiente y a continuacion se concentrd por
evaporacion en rotavapor. El residuo bruto se disolvié en MeOH 20%/CH,Cl, (100 mL) y se adsorbié sobre gel
de silice (2 g). La purificacion por cromatografia en columna (elucién en gradiente MeOH 3-8%/CH,Cl,) dio la
porfirina 59 (15 mg, 16%) como un solido verde: pf > 300°C; UV-vis Amax = 463,0 nm, ¢ = 4,05 x 10* L/cm-mol;
APIMS m/z =711 [C40H25F2MHN8]_.

3. Dicloruro de 5,15-bis(4-fluorofenil)-10,20-bis(1,3-imidazolio-2-il)porfirina (60)

Se disolvi6 en DMF (7 mL) la porfirina 58 (170 mg, 0,26 mmoles) en un reactor tipo tubo sellado. Se afiadid
yoduro de metilo (6 mL, 96 mmoles) y el tubo sellado se calenté a 100°C durante toda la noche. La mezcla se
enfrié a temperatura ambiente y se concentrd por evaporacion en rotavapor. El residuo se precipité en acetona
como la sal de cloruro mediante la adicion de una disolucién de BusNCI en acetona (0,3 g/mL). El sélido se
recogioé en un embudo fritado, se lavo con cantidades copiosas de acetona y se sec6 a vacio a temperatura
ambiente para la porfirina 60 como un sélido purpura oscuro (196 mg). El producto se usé sin mas purificacion.

4. Tricloruro de [5,15-bis(4-fluorofenil)-10,20-bis(1,3-dimetilimidazolio-2-il)porfirinato]manganeso (Ill) (61)

Se calentd lentamente a 55°C la porfirina 60 (196 mg, 0,26 mmoles) disuelta en metanol (30 mL) y a
continuacion se afiadi6 Mn(OAc)s.2H,0 (694 mg, 2,59 mmoles). Después de un periodo de agitacion de 3h, la
mezcla se enfrio a temperatura ambiente, se filtré a través de celite y se concentré6 por evaporacién en
rotavapor. El residuo se purificé por el método de doble precipitacion para dar la porfirina 61 (102 mg, 46% en
dos etapas) como un sélido verde oscuro: p.f. > 300°C; UV-vis Amax = 458,0 nm, € = 1,30 x 10* L/cm-mol; ES-MS
m/z = 967 [(CazHs2F2MnNg)® + 2(CF3CO;)] .
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XVI. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,3-dietilimidazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (ll1) (65)
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1. 5,10,15,20-Tetrakis(1-etilimidazol-5-il)porfirina (63)

A una disolucion mantenida a reflujo de acido propiénico (450 mL) y 1-etilimidazol-2-carboxaldehido (62, 2,5 g,
20,0 mmoles, preparado de manera similar al derivado 20 de metil-imidazol) se afiadio pirrol (1,40 mL, 20,0
mmoles). La reaccioén se cubrio con una fina lamina metalica y a continuacién se mantuvo a reflujo durante 5 h.
Tras enfriar, la mezcla de reaccién se expuso a aire durante toda la noche. A continuacion, el acido propidnico
se separd por destilaciéon a vacio. La purificacion repetida por cromatografia en columna (elucién en gradiente
CHCIl3/MeOH/NH4OH concentrado/EtOAc) dio la porfirina 63 como un sélido parpura (281 mg, 8,1%). *H-RMN
(300 MHz, CDCls) 6 -2,95, -2,90, -2,87 (3s, 2H, atropisémero NH), 0,85-1,25 (t multiple, 12H, atropisémero CHj3),
3,61-3,88 (q mdltiple, 8H, atropisomero CH>), 7,55 (d, 4H), 7,70 (d, 4H), 8,98 (s multiple, 8H, atropisémero).

2. Tetrayoduro de 5,10,15,20-tetrakis(1,3-dietilimidazolio-2-il)porfirina (64)

Se disolvié en DMF (5 mL) la porfirina 63 (106 mg, 0,15 mmoles) en un reactor tipo tubo sellado. Se afiadio
yoduro de etilo (2 mL, 25 mmoles) y el tubo sellado se calenté a 65°C durante 6 h. La dilucion de la mezcla de
reaccion con EtOAc (100 mL) dio lugar a la precipitacién del producto bruto que se recogid por filtracion a vacio,
se lavé con cloroformo y a continuacion se purificd por cromatografia en columna (CHzCN/agua/KNOj3 saturado
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8:1:1) para dar la porfirina 63 (140 mg, 69%) como un sélido purpura oscuro: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & —
3,22 (s, 2H), 1,17 (t, 24H), 4,01 (s, 16H), 8,70 (s, 8H), 9,43 (s, 8H).

3. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1,3-dietilimidazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (ll) (65)

Se disolvié en metanol (15 mL) la porfirina 64 (106 mg, 8,09 x 107 mmoles) y a continuacion se afiadio
Mn(OAc)s.2H,0 (216 mg, 0,81 mmoles) y la reaccién se calenté a 55°C durante 2,5 h. La reaccién se filtr6 a
través de celite y a continuacion se evaporé a vacio. La purificacion del producto por el método de doble
precipitacion dio la porfirina 65 (65 mg, 78%) como un solido marron: p.f. > 300°C; UV-ViS Amax = 446,5 nm, ¢ =
1,35 x 10° L/cm-mol; ES-MS m/z = 1307 [(Ca2HssMnN12)™ + 4(CF3CO2)] .

XVII. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1-etil-3-metilimidazolio-2-il)porfirinatojmanganeso (lll) (67) (no de la
invencion reivindicada)

\
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\ ——————
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21 1. Mn{OAc), 66
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2. Intercambio de
contraiones

1. Tetracloruro de 5,10,15,20-tetrakis(1-etil-3-metilimidazolio-5-il)porfirina (66)

Se disolviéo en DMF (8 mL) la porfirina 21 (371 mg, 0,588 mmoles) en un reactor tipo tubo sellado. Se afiadié
yoduro de etilo (7 mL, 88 mmoles) y el tubo sellado se calenté a 60°C durante toda la noche. La mezcla se
enfrid a temperatura ambiente y se concentrd por evaporacion en rotavapor. El residuo se disolvié en agua (20
mL) y se purificé por el método de doble precipitacion para dar la porfirina 66 (349 mg, 67%) como un sélido
purpura oscuro: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 —3,23 (s, 2H), 1,17 (m, 12H), 3,77 (m, 12H), 4,03 (m, 8H), 7,01,
7,18, 7,35 (s mdltiple, 8H), 8,63 (d, 4H), 9,36 (s, 4H).

2. Pentacloruro de [5,10,15,20-tetrakis(1-etil-3-metilimidazolio-2-il)porfirinato]manganeso (l11) (67)

Se disolvi6 en metanol (45 mL) la porfiina 66 (340 mg, 0,39 mmoles) y a continuacion se afiadid
Mn(OAc)s.2H,0O (680 mg, 2,53 mmoles) y la mezcla se agitd6 a 55°C durante 3,5 h. La mezcla se enfrié a
temperatura ambiente, se filtr6 a través de celite (para separar los sélidos insolubles) y se concentré por
evaporacién en rotavapor. El residuo se purificé por el método de doble precipitacion para dar la porfirina 67
(324 mg, 85%) como un sélido marrén: p.f. > 300°C; UV-Vis Amax = 446,5 nm, ¢ = 5,11 X 10* L/cm-mol; ES-MS
m/z = 1251 [(C44H4g|\/|l’]N12)+5 + 4(CF3C02_)]+.

Ejemplo 2

Tratamiento de la displasia broncopulmonar usando Aeol-V (10123)
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Se extrajeron prematuramente babuinos neonatales por cesérea y a continuacion se trataron con oxigeno 100% o
sélo con suficiente PRN FIO, para mantener una adecuada oxigenacion arterial. Para establecer el modelo, se
estudiaron trece animales tratados con oxigeno 100% y siete animales testigo tratados con PRN. El tratamiento con
oxigeno 100% da lugar a una lesion extensa de los pulmones manifestada a los 9 6 10 dias de la exposicion y
caracterizada por alveolarizacion retrasada, inflamacién parenquimal de los pulmones, y mala oxigenacion. Esto es
caracteristico de la enfermedad humana, displasia broncopulmonar, y se piensa que esta mediada, al menos en
parte, por estrés oxidante sobre el pulmén en desarrollo del individuo neonatal. En una primera prueba de Aeol-V, se
extrajo un babuino neonatal a los 140 dias de gestaciéon y se le colocé en oxigeno 100%. El animal recibié 0,25
mg/kg/24 h dados por inyeccion intravenosa en una infusion continua durante el periodo completo de estudio de 10
dias (véase lafig. 2).

Este animal mostr6 una marcada mejora del indice de oxigenaciéon. No hubo ninguna evidencia de
descompensacion clinica de los pulmones en los dias 9 y 10. Esto sugiere que Aeol-V puede usarse para tratar el
estrés oxidante en los recién nacidos prematuros.
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REIVINDICACIONES

1. Uncompuesto, de férmula:

\\/N/ﬁ‘l

0 uno de sus compuestos enlazado a un metal.
2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el metal es manganeso.

5 3. Un método para proteger a las células de la toxicidad inducida por agentes oxidantes, que, para que se efectlie
dicha proteccion, comprende poner en contacto a dichas células ex vivo con una cantidad protectora de un
compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2.

El método segun la reivindicacion 3, en el que dichas células son células de mamiferos.
El método segun la reivindicacion 4, en el que dichas células son células de un érgano aislado.

10 El método segun la reivindicacion 4, en el que dichas células son células de un 6rgano transplantado.

N oo 0 A

Un compuesto, de férmula:

0 uno de sus compuestos enlazado a un metal, para usar en:

(a) Tratar a un paciente que padece de una afeccion que procede de, o que es exacerbada por, la
15 toxicidad inducida por agentes oxidantes;

(b) Tratar una afeccidn patolégica de un paciente que procede de la degradacién de NO o de una de sus
formas biol6gicamente activas;

(c) Tratar a un paciente de una enfermedad inflamatoria; o
(d) Tratar a un paciente de una lesion por reperfusion isquémica.

20 8. Uso de un compuesto, de formula:
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(
L) ]
)

/‘\"\/4- ;'N/\\
0 uno de sus compuestos enlazado a un metal, en la fabricacion de un medicamento para:

(@) Tratar a un paciente que padece de una afeccion que procede de, o que es exacerbada por, la
toxicidad inducida por agentes oxidantes;

(b) Tratar una afeccién patol6gica de un paciente que procede de la degradacion de NO o de una de sus
formas biolégicamente activas;

(c) Tratar a un paciente de una enfermedad inflamatoria; o
(d) Tratar a un paciente de una lesion por reperfusion isquémica.
Un compuesto o uso segun la reivindicacion 8, en los que dicho compuesto esta complejado con manganeso.

Un compuesto segun la reivindicacién 7 6 un uso segun la reivindicacion 8, en los que dicha enfermedad
inflamatoria es una enfermedad inflamatoria de los pulmones.

Un compuesto 0 un uso segun la reivindicacién 10, en los que dicha enfermedad inflamatoria de los pulmones
es una enfermedad broncopulmonar, asma o fibrosis pulmonar.

Un compuesto segun la reivindicacion 7 6 un uso segun la reivindicacion 8, en los que dicha lesion isquémica
por reperfusién procede de una apoplejia.
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